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1 PREFACIO

Farmacopeia Brasileira (FB) é o compéndio farmacéutico nacional que estabelece, via textos
farmacopeicos (capitulos, métodos e monografias), as exigéncias minimas de qualidade,
autenticidade e pureza de insumos farmacéuticos, de medicamentos e de outros produtos sujeitos a
vigilancia sanitaria. O ndo atendimento integral as exigéncias farmacopeicas podera resultar no
enquadramento do produto como alterado, adulterado ou impréprio para uso, nos termos da Lei
6.360/76, incorrendo 0s responsaveis nas san¢des e providéncias estabelecidas na Lei 6.437/77.

Assim sendo, cabe a FB o estabelecimento dos parametros de aceitabilidade dos produtos
disponibilizados a populagdo Brasileira, servindo de alicerce essencial para a consecucéao das agdes
de controle e fiscalizacdo sanitaria.

Sendo o desenvolvimento técnico-cientifico, por natureza, bastante dindmico e célere, é importante
que tenhamos um compéndio farmacopeico que se ajuste pari passu com as inovagoes
farmacéuticas. Desde a 52 edicdo da FB, publicada em 23 de novembro de 2010, o Conselho
Deliberativo da Farmacopeia Brasileira (CDFB) tem se empenhado diuturnamente no cumprimento
de sua misséo de manter a FB constantemente atualizada.

Em 2012 foi publicada a 12 errata da 52 edicdo da FB (RDC 18/2012) com corre¢fes pontuais.

Em 2016 foram publicadas as RDC 59, de 03 de fevereiro, e RDC 101, de 12 de agosto, que
aprovaram o Primeiro Suplemento da 5% edicdo da FB. Esse suplemento contou com 63 textos
farmacopeicos, 8 textos gerais/métodos, sendo 7 inéditos, e 55 monografias, sendo 38 inéditas. Esta
edicdo incrementou em cerca de 10% o quantitativo de monografias da FB, e abrangeu monografias
de medicamentos sintéticos (16, 6 inéditas), de medicamentos bioldgicos (15, sendo 12 inéditas), de
hemocomponentes/ hemoderivados (7 inéditas) e de insumos farmacéuticos (17, sendo 13 inéditas).
Destaca-se nessa publicacdo a incorporacao de 6 métodos gerais harmonizados no ambito da
Farmacopeia Mercosul (Grupo Mercado Comum).

Em 2017 foi publicada a RDC 167, de 24 de julho, que aprovou o Segundo Suplemento da 52 edigéo
da FB. Esse suplemento contou com 262 textos farmacopeicos, 12 capitulos e métodos gerais,
sendo 8 inéditos, e 247 monografias, sendo 176 inéditas. Esta edigdo incrementou em cerca de 25%
0 quantitativo de monografias da FB, e abrangeu monografias de dispositivos médicos (03 inéditas),
de gases medicinais (02 inéditas), de radiofarmacos (03 inéditas), de hemocomponentes (05
inéditas), de medicamentos sintéticos (11 inéditas), de medicamentos bioldgicos (18, sendo 5
inéditas), de insumos farmacéuticos (61, sendo 58 inéditas) e de plantas medicinais (147, sendo 89
inéditas). Salienta-se que as 58 monografias de plantas medicinais da 52 edi¢do da FB foram
devidamente revisadas, e ainda houve incremento de cerca de 150% no quantitativo de monografias
desta classe de produtos, fomentando o desenvolvimento de produtos de origem vegetal e
valorizacdo da flora nativa. Ainda, em carater inédito, figuram neste suplemento as duas primas
monografias, e 0s respectivos capitulo e métodos gerais, de gases medicinais, classe de
medicamentos até entdo nao abarcada pela FB.

Em 2018 ja havia conteudo para uma nova atualizacdo suplementar, com 15 novas monografias de
medicamentos sintéticos (07), de gases medicinais (02), de insumo ativo (01), de plantas medicinais
(02), de produto bioldgico (01) e de radiofarmacos (02). O anseio de manter um processo perene de
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atualizagdo com periodicidade anual foi moderada pela imperiosa necessidade de revisdo e
atualizacdo das centenas de textos farmacopeicos da 52 edicéo.

Nesse sentido, o Conselho Deliberativo da FB decidiu pela conducdo de um amplo processo de
revisao, que culminou nessa 62 edicao da FB. Essa 62 edi¢cdo surge com uma nova e moderna
identidade visual, compativel com a relevancia desta obra, aliada a uma publicacdo 100% digital.

Aqui, faz-se mister enaltecer o altivo comprometimento dos Comités Técnico Temaéticos (CTT) na
conducdo desta empreitada, que, apesar do curto periodo, concluiu a missdo com louros.

Por fim, importante ressaltar o apoio da Anvisa no fomento desta obra, em especial a equipe da
Coordenacdo da Farmacopeia (Cofar), cuja dedicacédo e esmero foram essenciais.

Varley Dias Sousa
Presidente do CDFB
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2 HISTORICO

BREVE ATUALIZACAO HISTORICA DA FARMACOPEIA BRASILEIRA, 62 EDICAO

O Brasil, enquanto dominio portugués, utilizava como codigo farmacéutico oficial a Farmacopeia
Geral do Reino e Dominios, publicada no ano de 1794, e reimpressa em 1824. Em 1837 o Codex
Medicamentarius francés também passou a ser aceito no Brasil. Em 29 de setembro de 1851, o
Decreto 828 estabeleceu 0 Codex Medicamentarius francés como compéndio oficial do Brasil, além
do reconhecimento da Farmacopeia Portuguesa. Em 19 de janeiro de 1882, o Decreto 8.387, e em
31 de dezembro de 1923, o Decreto 16.300 reafirmaram a primazia e oficialidade da Farmacopeia
Francesa.

A 1?2 edicio da Farmacopeia Brasileira foi aprovada em 04 de novembro de 1926, pelo Decreto
17.509. Essa 12 edicdo foi atualizada em 1943 - 1° suplemento - (Portaria n°® 42, de 2 de marco), em
1945 - 2° suplemento — (Portarias n° 24, de 14 de abril) e em 1950 — 3° suplemento — (Portaria n°® 39,
de 13 de junho).

A 22 edicdo da Farmacopeia Brasileira foi aprovada em 1955 (Decreto 37.843, de 01 de setembro),
e contou com atualizagdes e modificacfes em 1959 (Decreto 45.502, de 27 de fevereiro), havendo
neste momento a separacdo das formulacGes medicamentosas da Farmacopeia, surgindo o
Formulario Nacional.

A 3% edicdo da Farmacopeia Brasileira foi aprovada em 1976 (Decreto 78.840, de 25 de novembro).

A 42 edicdo da Farmacopeia Brasileira (Parte 1) foi aprovada em 1988 (Decreto 96.607, de 30 de
agosto). A Parte Il foi publicada em fasciculos nos anos de 1996 (primeiro), 2000 (segundo), 2002
(terceiro), 2003 (quarto), 2004 (quinto) e 2005 (sexto).

A 5% edicdo da Farmacopeia Brasileira foi aprovada em 2010 (Resolucéo da Diretoria Colegiada —
RDC 49, de 23 de novembro). Em 2012 foi aprovada a 12 errata (RDC 18, de 23 de margo). A 52
edicdo foi ainda complementada pelo 1° Suplemento em 2016 (RDC 59/2016 e RDC 101/2016) e
pelo 2° Suplemento em 2017 (RDC 167/2017).

Sem maiores minucias, temos aqui uma breve recapitulagdo temporal da evolugéo deste Compéndio
Nacional.

Varley Dias Sousa
Presidente do CDFB
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4 GENERALIDADES

TITULO

O titulo completo desta obra ¢ “Farmacopeia da Republica Federativa do Brasil, 6* edi¢ao”. Pode ser
denominada “Farmacopeia Brasileira, 6* edi¢ao” ou FB 6.

DEFINICOES
Acéo, uso e doses

Sdo as constantes do relatério para registro do produto no 6rgdo sanitario, atualizadas mediante
revisao bibliografica nacional e internacional, quando for o caso.

Quando indicadas nas monografias, as doses representam a quantidade do medicamento usualmente
prescrita, que tenha eficécia terapéutica, para pacientes adultos. O prescritor habilitado, a seu critério
e sob sua exclusiva responsabilidade, considerando critérios farmacocinéticos e farmacodinamicos,
poderd variar as quantidades e a frequéncia de administracao 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 rapidos
Uma solucdo 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

solucéo se cora de verde com uma gota de azul de bromotimol SI (pH 7,0).

E considerada &cida 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 acida 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 acida quando cora de azul o papel 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).

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.
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Agua para injetaveis

Agua para injetaveis ¢ o insumo utilizado na preparacio de medicamentos para administracéo
parenteral, como veiculo, ou na solubilizacéo e dilui¢do de substancias ou de preparacdes.

Agua para uso farmacéutico

Sé&o considerados como agua para uso farmacéutico os diversos tipos de agua empregados na sintese
de farmacos, na formulacéo e producdo de medicamentos, em laboratérios de ensaios, diagndsticos e
demais aplicaces relacionadas a area da saude, inclusive como principal componente na limpeza de
utensilios, equipamentos e sistemas.

Agua purificada

Agua purificada é a 4gua 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 agua purificada que passou por tratamento adicional para retirar os possiveis
contaminantes e atender aos requisitos de pureza estabelecidos na monografia.

Aguas aromaticas

Séo solucgdes saturadas de 6leos essenciais ou outras substancias aromaticas em agua. Possuem odor
caracteristico das substancias com as quais sao preparadas, recebendo, também, o nome delas.

Banho-maria e banho a vapor

E um banho de 4agua fervente, a ndo ser que a monografia especifique outra temperatura. As
expressdes agua quente e agua muito quente indicam temperaturas aproximadas entre 60 °C e 70 °C
e entre 85 °C e 95 °C, respectivamente. Banho a vapor significa exposicdo 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 circulacdo 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¢édo qualitativa e quantitativa de principio(s) ativo(s),
e que tenham comparavel biodisponibilidade, quando estudados sob um mesmo
desenhoexperimental.

Caminhao tanque

Veiculo contendo um recipiente de grande porte afixado para o transporte de liquidos criogénicos.

Capsula
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E a forma farmacéutica solida em que o principio ativo e os excipientes estdo contidos em um
involucro soltvel duro ou mole, de formatos e tamanhos variados, usualmente, contendo uma dose
Unica do principio ativo. Normalmente é formada de gelatina, mas pode, também, ser de amido ou de
outras substancias.

Capsula dura

E a capsula que consiste de duas secdes cilindricas pré-fabricadas (corpo e tampa) que se encaixam e
cujas extremidades séo arredondadas. E tipicamente preenchida com principios ativos e excipientes
na forma sélida. Normalmente é formada de gelatina, mas pode também ser de outras substancias.
Capsula dura de liberagdo prolongada

E a capsula que consiste de duas secdes cilindricas pré-fabricadas (corpo 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.
Vide definicdo geral de liberacéo prolongada.

Cépsula dura de liberacao retardada

E a capsula que consiste de duas secdes 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.
Vide definicdo geral de liberacéo retardada.

Capsula mole

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 semissélidos, mas podem
ser preenchidas também com pos e outros solidos secos.

Capsula mole de liberacéo prolongada

E a capsula constituida de um invélucro de gelatina, de varios formatos, mais maleavel do que o das
capsulas duras. Normalmente séo preenchidas com conteudos liquidos ou semissolidos, mas podem
ser preenchidas também com pos e outros sélidos secos. Vide defini¢do geral de liberagdo prolongada.
Cépsula mole de liberacéo retardada

E a capsula constituida de um invélucro de gelatina, de varios formatos, mais maleavel do que o das
capsulas duras. Normalmente séo preenchidas com conteudos liquidos ou semissolidos, mas podem
ser preenchidas também com pds e outros sélidos secos. Vide defini¢do geral de liberagdo retardada.
CAS

Chemical Abstract Service.

Chéa medicinal

Consiste exclusivamente de drogas vegetais destinadas a prepara¢des aquosas orais por meio de
decoccéo, infusdo ou maceracao. O cha é preparado imediatamente antes da utilizacdo.



Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo 27

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.

Cilindro de gas para uso medicinal

Recipiente transportavel e pressurizado com capacidade medida em volume de agua que nao exceda
150 litros.

CNTP

Condic6es normais de temperatura e pressao.

Colirio

E a preparagdo farmacéutica liquida destinada a aplicagio sobre a mucosa ocular.
Complexo protrombinico humano total liofilizado

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

Comprimido

E a forma farmac@utica sdlida contendo uma dose Unica 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 marcacdes na superficie e ser revestido ou nao.
Comprimido de liberacdo modificada

E o comprimido que tem uma liberacdo modificada. Deve ser classificado como de liberacio
modificada apenas quando as classificagdes “liberagao retardada” e “liberagdo prolongada” nao forem
adequadas.

Comprimido de liberacéo prolongada

E o comprimido cujos excipientes sdo destinados especificamente a modificar a liberacéo do principio
ativo nos fluidos digestivos. Veja defini¢do de liberagédo prolongada.

Comprimido efervescente

E o comprimido que contém, em adigéo aos ingredientes ativos, substancias 4cidas e carbonatos ou
bicarbonatos, os quais liberam diéxido de carbono quando o comprimido é disperso em agua. E
destinado a ser dissolvido ou disperso em agua antes da administrag&o.

Comprimido mastigavel

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



Farmacopeia Brasileira, 62 edicio 28

Comprimido orodispersivel

E o comprimido que desintegra ou dissolve, rapidamente, quando colocado sobre a lingua.
Comprimido para colutorio

E o comprimido que deve ser dissolvido em &gua para a preparacdo do colutério, que é um liquido
destinado ao enxague bucal de acéo sobre as gengivas e as mucosas da boca e da garganta. Nao deve
ser deglutido.

Comprimido para solugdo

E o comprimido destinado a ser dissolvido na 4gua antes da administraco. A preparacdo produzida
pode ser levemente leitosa devido aos excipientes utilizados na fabricacdo dos comprimidos.

Comprimido para suspensdo

E o comprimido que, quando em contato com um liquido, rapidamente produz uma dispersio
homogénea (suspensdo) e deve ser disperso antes da administragéo.

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 liberacdo do principio ativo.

Comprimido revestido de liberacéo prolongada

E o comprimido que possui uma ou mais camadas finas de revestimento, normalmente poliméricas,
destinadas a modificar a velocidade ou extensao da liberacdo dos principios ativos. Veja a definicéo
de liberacéo prolongada.

Comprimido revestido de liberagéo 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
liberac&o retardada do principio ativo. Veja definicdo de liberacdo retardada.

Comprimido sem revestimento

E o comprimido em que excipientes usados ndo sdo destinados, especificamente, a modificar a
liberacdo do principio ativo nos fluidos digestivos.

Controle de qualidade
E o conjunto de medidas destinadas a garantir, a qualquer momento, a producdo de lotes de
medicamentos e demais produtos, que satisfagam as normas de identidade, atividade, teor, pureza,

eficacia e inocuidade.

Corantes
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Sé&o substancias adicionais aos medicamentos, produtos dietéticos, cosméticos, perfumes, produtos
de higiene e similares, saneantes domissanitarios e similares, para lhes conferir cor e, em
determinados tipos de cosmeéticos, transferi-la para a superficie cutanea e anexos da pele. Para seu
uso, observar a legislacdo Federal e as resolucdes editadas pela Anvisa.

Correlato

Produto para a satde, tal como equipamento, aparelho, material, artigo ou sistema de uso ou aplicagao
médica, odontoldgica ou laboratorial, destinado a prevencao, diagndstico, tratamento, reabilitacdo ou
anticoncepgdo e que ndo utiliza meio farmacologico, imunoldgico ou metabolico para realizar a sua
principal funcdo em seres humanos podendo, entretanto, ser auxiliado em suas fungdes por tais meios.

Cosmeéticos

Sé&o produtos para uso externo; destinados a protecdo, ou ao embelezamento das diferentes partes do
corpo, tais como poés faciais; talcos; cremes de beleza; creme para as méaos e similares; mascaras
faciais; locdes de beleza; solucdes leitosas, cremosas e adstringentes; lo¢Ges para as maos; bases de
maquilagem e Oleos cosméticos; ruges; blushes; batons; lapis labiais; preparados antissolares;
bronzeadores e simulatorios; rimeis; sombras; delineadores; tinturas capilares; agentes clareadores de
cabelos; preparados para ondular e para alisar cabelos; fixadores de cabelos; laqués; brilhantinas e
similares; locGes capilares; depilatorios e epilatorios; preparados para unhas e outros.

Creme

E a forma farmacéutica semissolida que consiste de uma emulséo, formada por uma fase lipofilica e
uma fase hidrofilica. Contém um ou mais principios ativos dissolvidos ou dispersos em uma base
apropriada e é utilizada, normalmente, para aplicacao externa na pele ou nas membranas mucosas.
Crioprecipitados do plasma fresco humano

Séo constituidos pelas fracbes insollveis a frio contendo principalmente os Fatores | (140 a 250 mg)
e VIII (70 a 120 Ul) da coagulacdo humana por unidade de coleta de sangue humano. Outros fatores
da coagulacdo também séo encontrados em menores concentracdes junto ao crioprecipitado como o
Fator de VVon Willebrand (40 a 70%) e o Fator XII1 (20 a 30%).

Denominac¢do Comum Brasileira (DCB)

E a denominacdo do farmaco ou principio farmacologicamente ativo aprovada pelo 6rgio federal
responsavel pela vigilancia sanitéria. Inclui também a denominacdo de insumos inativos, soros
hiperimunes e vacinas, radiofarmacos, plantas medicinais, substancias homeopaticas e bioldgicas.

Denominagéo Comum Internacional (DCI)

E a denominacéo do farmaco ou principio farmacologicamente ativo, recomendada na Organizagio
Mundial de Saude.

Densidade de massa e densidade relativa
Densidade de massa (r) de uma substancia é a razdo de sua massa por seu volume a 20 °C. A densidade

relativa usualmente adotada (p) € definida como a relagéo entre a massa de uma substancia ao ar a 20
°C e a massa de igual volume de 4gua na mesma temperatura.
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Desinfetantes

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

Detergentes

S&o produtos destinados a dissolver gorduras; a higiene de recipientes e vasilhas e a aplicagdes de
uso domeéstico.

Doadores de sangue

Sdo 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 fracGes
celulares ou plasmaticas para fins profilaticos, curativos ou de fracionamento.

Drageas
Sao comprimidos revestidos com camadas constituidas por misturas de substancias diversas, como
resinas, naturais ou sintéticas, gomas, gelatinas, materiais inativos e insollveis, acucares,

plastificantes, polidis, ceras, corantes autorizados e, as vezes, aromatizantes e principios ativos.

Droga de origem natural

Sdo obtidas de seres vivos tais como plantas, bactérias, algas, fungos, liquens, animais, e minerais,
que contenham substancias ou classes de sustancias responsaveis por uma acdo terapéutica e/ou
finalidade farmacéutica. A droga é especificada pela parte usada e pelo nome cientifico (espécie,
variedade quando aplicavel e autor(es)).

Drogas vegetais

Drogas vegetais sdo plantas inteiras ou suas partes, geralmente secas, ndo processadas, podendo estar
integras ou fragmentadas. Também se incluem exsudatos, tais como gomas, resinas, mucilagens, latex
e ceras, que ndo foram submetidos a tratamento especifico.

Elixir

E a preparacdo farmacéutica de uso oral, liquida, limpida, hidroalcodlica, de sabor adocicado e
agradavel. Os elixires sdo preparados por dissolucao simples e devem ser envasados em frascos de
cor ambar e mantidos em lugar fresco e ao abrigo da luz.

Embalagem

E o involucro, recipiente ou qualquer forma de acondicionamento, removivel ou ndo, destinado a
cobrir, empacotar, envasar, proteger ou manter, especificamente ou ndo, os medicamentos, as drogas,
0s insumos farmacéuticos e correlatos, 0s cosméticos, 0s saneantes e outros produtos.

Embalagem primaria

E a que mantém contato direto com seu contetido. Considera-se material de embalagem primaria:
ampola, bisnaga, envelope, estojo, flaconete, frasco de vidro ou de plastico, frasco-ampola, cartucho,
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lata, pote, saco de papel e outros. N&o deve haver qualquer interacdo entre o material de embalagem
priméaria e 0 seu conteudo capaz de alterar a concentracdo, a qualidade ou a pureza do material
acondicionado.

Embalagem secundaria

E a que possibilita total prote¢do do material de acondicionamento nas condigdes 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.

Emplastro

E a forma farmacéutica semissolida para aplicacdo 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.

Emulséo

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 é estabilizada por meio de um ou mais agentes emulsificantes.

Emulséo aerossol

E a emulsdo embalada sob pressdo contendo um gés propelente e ingredientes terapeuticamente ativos
que sdo liberados apo6s a ativacdo de um sistema apropriado de vélvulas.

Emulséo gotas

E a emulséo destinada a administracdo na forma de gotas.
Emulséo injetavel

E a emuls&o estéril.

Emulséo para infusdo

E a emulsdo estéril com agua como a fase continua, normalmente, isoténica com o sangue e utilizada
principalmente para administracdo em grande volume.

Emulséo spray

E a emulsdo administrada na forma de liquido finamente dividido por um jato de ar ou vapor.
Ensaios bioldgicos

Sédo procedimentos destinados a avaliar a poténcia de principios ativos contidos nas matérias-primas

e preparacdes farmacopeicas, utilizando reagentes bioldgicos tais como micro-organismos, animais,
fluidos e dérgaos isolados de animais.
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Espirito

E a forma farmacéutica liquida alcodlica ou hidroalcodlica, contendo principios aromaticos ou
medicamentosos e classificados em simples e compostos. Os espiritos sdo obtidos pela dissolugédo de
substancias aromaticas em alcool etilico, geralmente na proporcao de 5% (p/v).

Esterilidade
Esterilidade é a auséncia de micro-organismos viaveis.
Extratos

Séo preparacgdes de consisténcia liquida, semissolida ou sélida, obtidas a partir de drogas vegetais,
utilizando-se métodos extrativos e solventes apropriados. Um extrato é essencialmente definido pela
qualidade da droga vegetal, pelo processo de producao e suas especificacdes. O material utilizado na
preparacdo de extratos pode sofrer tratamentos preliminares, tais como, inativagdo de enzimas,
moagem ou desengorduramento. Apos a extracdo, materiais indesejaveis podem ser eliminados.

Extratos padronizados

Correspondem aqueles extratos ajustados a um contetdo definido de um ou mais constituintes
responsaveis pela atividade terapéutica. O ajuste do contedo € obtido pela adicdo de excipientes
inertes ou pela mistura de outros lotes de extrato.

Extratos quantificados

Correspondem aqueles extratos ajustados para uma faixa de conteddo de um ou mais marcadores
ativos. O ajuste da faixa de contetdo é obtido pela mistura de lotes de extrato.

Outros extratos

Correspondem aqueles extratos ndo ajustados a um contetdo especifico de constituintes. S&o
definidos essencialmente pelos parametros de seu processo de fabricacdo, como por exemplo a
qualidade da droga vegetal, selecdo do liquido extrator e condi¢bes de extracdo; bem como suas
especificacfes. Os marcadores ndo necessariamente apresentam atividade terapéutica estabelecida,
sendo considerados marcadores analiticos. O teor dos marcadores ndo devera ser inferior ao valor
minimo indicado na monografia.

Extrato fluido

E a preparacéo liquida obtida por extracdo com liquido apropriado em que, em geral, uma parte do
extrato, em massa ou volume corresponde a uma parte, em massa, da droga vegetal seca utilizada na
sua preparacao. Podem ainda ser adicionados conservantes. Devem apresentar especificacdes quanto
ao teor de marcadores e residuo seco. No caso de extratos classificados como padronizados, a
proporcao entre a droga vegetal e o extrato pode ser modificada em funcdo dos ajustes necessarios
para obtencéo do teor de constituintes ativos especificado.

Extrato mole

E a preparacdo de consisténcia semissolida obtida por evaporacdo parcial do liquido extrator
empregado, podendo ser utilizado como solventes, unicamente, alcool etilico, &gua, ou misturas de
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alcool etilico e &gua em proporc¢éo adequada. Apresentam, no minimo, 70% (p/p) de residuo seco. Se
necessario podem ser adicionados conservantes.

Extrato nativo (genuino)

Corresponde aqueles extratos preparados sem adicdo de excipientes (extratos simples ou brutos).
Contudo, para os extratos moles e preparac@es liquidas, o extrato nativo pode apresentar quantidades
variaveis de liquido extrator.

Extrato seco

E a preparacéo solida obtida por evaporacio do solvente utilizado no processo de extracdo. Podem
ser adicionados de materiais inertes adequado e possuem especificagfes quanto ao teor de
marcadores. Em geral, possuem uma perda por dessecacdo nao superior a 5% (p/p).

Fabricacao

Séo todas as operacOes que se fazem necessarias para a obtencdo dos produtos para a satde.

Faixa de destilacéo

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

Faixa de fusio

Faixa de fusdo de uma substéncia é o intervalo de temperatura compreendido entre o inicio (no qual
a substancia comeca a fluidificar-se) e o término da fusdo (que é evidenciado pelo desaparecimento
da fase sélida).

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 fracdo proteica do plasma que contém o Fator V11 (um derivado glicoproteico de cadeia simples),
podendo igualmente conter pequenas quantidades da sua forma ativada (o derivado de duas cadeias
ou Fator Vlla).

Fator VIII da coagulagdo sanguinea de origem humana, liofilizado

E a fragdo proteica do plasma que contém uma glicoproteina chamada Fator VIII da coagulacao e,
em funcdo do método de purificagcdo, 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
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E a frago soltvel do plasma humano, obtida a partir do Plasma humano para fracionamento, que
por adi¢do da trombina, transforma-se em fibrina. A preparacdo pode conter aditivos (sais, tampdes
ou estabilizantes) e quando reconstituida (adi¢do do diluente) deve conter, no minimo, 10 g/L de
fibrinogénio.

FISPQ

Ficha de Informacéo de Produtos Quimicos.

Forma farmacéutica

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

Gas

Substancia ou mistura de substancias cuja pressao de vapor situa-se acima de 300 kPa absoluta a 50
°C ou permanece na forma gasosa a 20 °C na pressdo absoluta de 101,3 kPa.

Gés comprimido

Qualquer gas ou mistura de gases que exerca no recipiente que o contém uma pressao absoluta maior
ou igual a 280 kPa a 20 °C.

Gas excipiente

Qualquer gas componente, que ndo seja substancia ativa, adicionado intencionalmente a formulacao
de uma mistura de gases.

Gés liquefeito
Gas na pressdo de vapor que permanece parcialmente liquefeito em temperatura acima de - 50 °C.
Gés medicinal

Gas, ou mistura de gases, para tratamento ou prevencdo de doengas em humanos ou administrados
para fins de diagnostico médico ou para restaurar; corrigir; ou modificar funcdes fisiologicas.

Gés ou liquido criogénico

Gas altamente refrigerado em equilibrio de fase (liquido e sua pressédo de vapor) e com ponto de
ebulicdo menor ou igual a - 150 °C na presséo absoluta de 101,3 kPa.

Gel

E a forma farmacéutica semissélida de um ou mais principios ativos que contém um agente gelificante
para fornecer firmeza a uma solucgéo ou disperséo coloidal (um sistema no qual particulas de dimenséo
coloidal — tipicamente entre 1 nm e 1 mm — sdo distribuidas uniformemente através do liquido) e pode
conter particulas suspensas.
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Gel hidrofébico

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 preparacdo obtida pela incorporacdo de agentes gelificantes — tragacanta,
amido, derivados de celulose, polimeros carboxivinilicos e silicatos duplos de magnésio e aluminio
a agua, glicerol ou propilenoglicol.

Gldbulo

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

Goma de mascar

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

Granulado

E a forma farmacéutica sélida 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 po
resistentes ao manuseio.

Granulado efervescente

E o granulado contendo, em adicdo aos ingredientes ativos, substancias acidas e carbonatos ou
bicarbonatos, os quais liberam dioxido de carbono quando o granulado €é dissolvido em agua. E
destinado a ser dissolvido ou disperso em &gua antes da administracao.

Granulado para solugédo

E o granulado destinado a ser dissolvido na agua antes da administracdo. A preparacdo produzida
pode ser levemente leitosa devido aos excipientes utilizados na fabricacdo dos granulados.

Granulado para suspensdo

Eo granulado que em contato com um liquido, rapidamente, produz uma dispersdéo homogénea
(suspensdo). E destinado a ser disperso antes da administracao.

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 desagradaveis,
para melhorar a aparéncia dos granulados ou para alguma outra propriedade que nao seja a de alterar
a velocidade ou extensdo da liberagao do principio ativo.
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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 extensao da liberacdo dos principios ativos. Vide defini¢do de
liberacdo prolongada.

Granulado revestido de liberacado 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
liberacdo retardada do principio ativo. Vide definicao geral de liberacdo retardada.

Imunoglobulina humana contra a hepatite A

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

Imunoglobulina humana contra a hepatite B

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

Imunoglobulina humana contra a hepatite B para uso intravenoso

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

Imunoglobulina humana contra a raiva

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

Imunoglobulina humana contra a rubéola

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

Imunoglobulina humana contra a varicela

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

Imunoglobulina humana contra a varicela para uso intravenoso

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

Imunoglobulina humana contra o antigeno D

E uma preparacdo estéril; liquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a
imunoglobulina G.
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Imunoglobulina humana contra o sarampo

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

Imunoglobulina humana contra o tétano

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

Imunoglobulina humana normal para administracéo por via intravenosa

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

Indicador bioldgico

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

indice de refrag&o

O indice de refragdo (n) de uma substancia é a relacdo entre a velocidade da luz no vacuo e sua
velocidade no interior da substancia. Para fins praticos mede-se a refracdo com referéncia ao ar e a
substancia e ndo com referéncia ao véacuo e a substancia. Pode-se definir o indice de refragdo como a
relacdo entre o seno do angulo de incidéncia e o seno do angulo de refracdo, isto ¢, n=seni/senr.

Injetavel

E a preparacdo estéril destinada a administracdo parenteral. Apresenta-se como solugio, suspensao
ou emulsdo.

Inseticidas

S&o produtos para usos externos, destinados a prevencdo e ao controle dos insetos, em habitacoes,
recintos e lugares de uso publico e suas cercanias.

Insulina

Insulina é uma proteina que afeta 0 metabolismo da glicose. Ela é obtida do pancreas de bovinos e
suinos saudaveis, ou ambos, utilizados como alimento pelos humanos.

Insulina humana
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Insulina humana é uma proteina correspondente a um principio ativo elaborado no pancreas humano
que afeta 0 metabolismo dos carboidratos (particularmente glicose), lipides e proteinas.

Insulina humana isofana suspenséo

Insulina humana isofana suspenséo é uma suspenséo estéril de cristais de insulina humana zinco e
sulfato protamina na &gua tamponada para a injecdo, combinados de uma maneira tal que a fase solida
da suspensdo é composta por cristais de insulina humana, protamina e zinco.

Insulina humana isofana suspensao e insulina humana injecao

Insulina humana isofana suspensdo e insulina humana injecdo € uma suspensao estéril tamponada de
insulina humana, complexada com sulfato de protamina, em uma solu¢édo de insulina humana.

Insulina humana zinco suspensao

E uma suspensdo estéril de insulina humana em agua tamponada para a injecdo, modificada pela
adicdo de um sal de zinco adequado de modo que a fase sélida da suspensao é constituida por uma
mistura de insulina cristalina e amorfa em uma raz&o de cerca de sete partes de cristais e de trés partes
de material amorfo.

Insulina humana zinco suspensao estendida

E uma suspensdo estéril de insulina humana em agua tamponada para a injecdo, modificada pela
adicdo de um sal de zinco adequado de modo a que a fase sélida da suspensédo é predominantemente
cristalina.

Insulina injetavel

Insulina injetavel é uma solucdo isot6nica e estéril de insulina.

Insulina lispro

E idéntica em estrutura a insulina humana, exceto pela presenca de lisina e prolina nas posicdes 28 e
29, respectivamente, da cadeia B, engquanto esta sequéncia é invertida em insulina humana. Insulina
lispro é produzida por sintese microbiana por meio de um processo de DNA recombinante.

Insumo farmacéutico ativo

E uma substancia quimica ativa, farmaco, 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 patologicos em beneficio da

pessoa na qual se administra.

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

Isoladores

S&o equipamentos que empregam tecnologia usada para dupla proposta, de proteger o produto da

contaminag@o do ambiente e pessoas durante envase e fechamento e de proteger pessoas de produtos
toxicos ou deletérios que sdo produzidos.
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Liberagéo convencional

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

Liberacdo paramétrica

E definida como a liberagdo de carga ou lotes de produtos submetidos a esterilizacdo terminal, por
meio do cumprimento de pardmetros criticos do processo de esterilizacdo, sem a necessidade de
realizacdo do teste de esterilidade.

Liberacdo prolongada

E o tipo de liberacdo modificada de formas farmacéuticas que possibilita pelo menos uma reducéo na
frequéncia de dose quando comparada com o medicamento apresentado na forma de liberagéo
convencional. E obtida por meio de um desenho de formulacédo especial e/ou método de fabricacéo.
Liberacao retardada

E o tipo de liberacdo modificada de formas farmacéuticas que apresenta uma liberago retardada do
principio ativo. A liberacdo retardada é obtida por meio de um desenho de formulacéo especial e/ou
método de fabricacdo. As preparacGes gastrorresistentes sdo consideradas formas de liberacdo
retardada, pois sdo destinadas a resistir ao fluido gastrico e liberar o principio ativo no fluido
intestinal.

Liquido extrator

Solventes ou mistura de solventes que sdo utilizados no processo de extracao.

Locéo

E a preparacéo liquida aquosa ou hidroalcodlica, com viscosidade variavel, para aplicacdo na pele,
incluindo o couro cabeludo. Pode ser solucdo, emulséo ou suspensdo 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 fabricacéo e
cuja caracteristica essencial € a homogeneidade.

Marcadores

Constituintes ou grupos de constituintes quimicamente definidos, presentes em drogas, suas
preparacOes, fitoterdpicos ou outros medicamentos a base de ativos de origem natural, que séo

utilizados para fins de controle de qualidade, podendo ou ndo apresentar atividade terapéutica.

Material de embalagem
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Compreende-se por material de embalagem o recipiente; envoltorio; invélucro; ou qualquer outra
forma de protecdo, removivel ou ndo, usado para envasar; proteger; manter; cobrir; ou empacotar,
especificamente, ou ndo, matérias-primas; reagentes e medicamentos.

Matérias-primas

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

Media fill

E um teste para simulagio das operagBes assépticas em que o produto é substituido por um meio de
cultura e serve para assegurar que 0s processos utilizados sdo capazes de produzir produtos estéreis.

Medicamento

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

Medicamento de referéncia

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

Medicamento genérico

E o medicamento similar a um produto de referéncia ou inovador, que pretende ser com esse
intercambidvel, geralmente produzido apds a expiracdo ou renlncia da protecdo patentaria ou de
outros direitos de exclusividade, comprovada a sua eficacia, seguranca e qualidade, e designado pela
DCB ou, na sua auséncia, pela DCI.

Medicamento intercambidavel

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

Medicamento magistral

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

Medicamento pressurizado

E o medicamento acondicionado em frascos mantidos sob pressdo, contendo um gas propelente e
ingredientes terapeuticamente ativos que sao liberados apds a ativagcdo de sistema apropriado de
valvulas.

Medicamento similar

E aquele que contém 0 mesmo ou 0s mesmos principios ativos, apresenta a mesma concentragao,
forma farmacéutica, via de administracdo, posologia e indicacao terapéutica, e que € equivalente ao
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medicamento registrado no o6rgdo 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 0 tempo necessério para um organismo remover, por eliminacdo bioldgica, metade da quantidade
de uma substancia administrada.

Meia-vida efetiva

E o0 tempo necessario para um radionuclideo em um organismo diminuir sua atividade pela metade
como um resultado combinado da eliminacdo biolégica e do decaimento radioativo. A meia-vida
efetiva € importante para o calculo da dose 6tima do radiofarmaco a ser administrada e no
monitoramento da quantidade de exposic¢éo a radiacéo.

Métodos imunoquimicos

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

Miscibilidade

O termo miscivel é empregado para descrever um liquido ou gas que produza uma mistura homogénea
ao ser misturado em qualquer proporcao com o solvente indicado no mesmo estado fisico.

Misturas de plasma humano excedente tratado por inativacéo viral

Preparacao congelada ou liofilizada, estéril, apirogénica, obtida a partir de plasma humano excedente
proveniente de doadores do mesmo grupo sanguineo ABO e Rh(Du). A preparacao é descongelada
ou reconstituida antes de seu uso de modo a obter uma solu¢éo 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 questo esteriliza um grupo de itens, sendo expresso como a
probabilidade de um item néo estéril naquela populagéo.

Nome quimico

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

Numero do lote
Designacdo impressa na rotulagem de um medicamento e de outros produtos que permita identificar
0 lote ou a partida a que pertencam e, em caso de necessidade, localizar e rever todas as operagoes de

fabricacéo e inspecdo praticadas durante a producao.

Nutrimentos
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S&o substancias constituintes dos alimentos de valor nutricional, incluindo proteinas, gorduras,
hidratos de carbono, 4gua, elementos minerais e vitaminas.

Oleo fixo

Séo oleos ndo volateis, liquidos a temperatura ambiente. Sdo predominantemente constituidos por
triacilglicerdis, esterificados com acidos graxos diferentes ou idénticos.

Oleo volatil

Oleos obtidos de plantas, por processos fisicos, que evaporam & temperatura ambiente sem deixar
residuo. S@o constituidos por misturas complexas de substancias de baixa massa molecular, que
determinam seu odor e sabor. Podem se apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados,
desterpenados ou concentrados. Podem também ser denominados 6leos essenciais.

Oleorresina

Sao extratos semissolidos constituidos por uma resina em solugdo em um dleo volétil e/ou 6leo fixo
e sdo obtidas por evaporacdo do(s) solvente(s) utilizado(s) para a sua producdo. Esta defini¢do é
aplicada somente as oleorresinas produzidas por extragéo.

Osmolalidade

E uma forma pratica que da uma medida total da contribuicio de varios solutos numa solugdo pela
pressdo osmotica da solucdo. A unidade de osmolalidade é osmol por quilograma (osmol/kg), mas o
submultiplo miliosmol por quilograma (mosmol/kg) é normalmente usado.

Ovulo

E a forma farmacéutica sélida, de dose Unica, contendo um ou mais principios ativos dispersos ou
dissolvidos em uma base adequada que tem vérios formatos, usualmente, ovoide. Fundem na
temperatura do corpo.

Padrdes de referéncia da Farmacopeia Brasileira

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

O PRef é estabelecido e distribuido por autoridades farmacopeicas, cujo valor atribuido a uma ou
mais de suas propriedades é aceito sem necessitar comparacdo com outro padréo, 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 s6lidos em dispersdo (pelo menos 25%). Deve atender as
especificacOes estabelecidas para pomadas.

Pastilha
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E a forma farmacéutica solida que contém um ou mais principios ativos, usualmente, em uma base
adocicada e com sabor. E utilizada para dissolugdo ou desintegracédo lenta na boca. Pode ser preparada
por modelagem ou por compressao.

Pastilha dura

Pastilha rigida para ser dissolvida lentamente.

Pastilha gomosa

Pastilha flexivel e macia de misturas contendo polimeros sintéticos ou naturais.

Perfume

E o produto de composicdo aromatica obtido & base de substancias naturais ou sintéticas, que, em
concentracgdes e veiculos apropriados, tenham como principal finalidade a odorizacéo de pessoas ou
ambientes, incluidos os extratos, as dguas perfumadas, os perfumes cremosos, preparados para banho
e 0s odorizantes de ambientes, apresentados em forma liquida, geleificada, pastosa ou solida.

Planta de separacdo de gases do ar atmosférico (ASU — Air Separation Unit)

Instalacdo industrial onde se capta o ar atmosférico e, por meio de processos de purifica¢do, limpeza,
compressao, resfriamento, liquefacéo e destilacéo, realiza seu fracionamento, de modo a obter e isolar
0S gases oxigénio, nitrogénio e argonio.

Plasma fresco congelado

E a parte liquida remanescente de uma unidade de sangue total obtida apds centrifugacéo e separacio
de suas fragdes celulares que devera ser totalmente congelada até quatro horas apds coleta do sangue
total que lhe deu origem, assegurando a manutencéo da integridade e concentrac6es dos fatores labeis
da coagulacéo.

Plasma humano para fracionamento

E a parte liquida remanescente do sangue total ap6s separacdo das fracdes celulares sanguineas
mediante o uso de sistemas fechados apropriados de coleta ou centrifugacdo, que contém os fatores
labeis da coagulacdo. Contém solugdo anticoagulante, conservadora e preservadora, sendo
armazenado a uma temperatura de -30 °C ou inferior. Destina-se & preparacdo de hemoderivados de
acordo com as Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos.

Po

E a forma farmacéutica s6lida contendo um ou mais principios ativos secos e com tamanho de
particula reduzido, com ou sem excipientes.

Pé aerossol

E 0 p6 embalado sob press&o contendo um gas propelente e ingredientes terapeuticamente ativos que
séo liberados apos a ativacdo de um sistema apropriado de valvulas.

Po6 efervescente
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E 0 p6 contendo, em adic&o aos ingredientes ativos, substancias acidas e carbonatos ou bicarbonatos,
0s quais liberam didxido de carbono quando o po6 é dissolvido em agua. E destinado a ser dissolvido
ou disperso em &gua antes da administracao.

P¢ liofilizado para solucgéo injetavel

E 0 p6 estéril destinado & adicdo subsequente de liquido para formar uma solugdo. Preparado por
liofilizacdo, um processo que envolve a remocdo de agua dos produtos pelo congelamento a pressoes
extremamente baixas.

Po liofilizado para suspensao injetavel

E 0 po estéril destinado a adi¢ao subsequente de liquido para formar uma suspensdo. Preparado por
liofilizacdo, um processo que envolve a remocdo de agua dos produtos pelo congelamento a pressdes
extremamente baixas.

Po liofilizado para suspensao injetavel de liberacéo prolongada

E 0 po estéril destinado a adi¢ao subsequente de liquido para formar uma suspenséo. Preparado por
liofilizacdo, um processo que envolve a remocdo de agua dos produtos pelo congelamento a pressdes
extremamente baixas. Veja definicdo geral de liberacéo prolongada.

P6 para colutoério

E 0 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 e as mucosas da boca e da garganta. Nao deve
ser deglutido.

P6 para solucéo

E 0 pd destinado a ser reconstituido para formar uma solugao.

P6 para solucdo injetavel

E 0 p6 estéril destinado & adic&o subsequente de liquido para formar uma solug&o.

Po para solucéo para infusédo

E 0 p6 estéril destinado & reconstituicdo para formar uma solucio para uso por infusdo. Essa solucéo
é, normalmente, isotbnica com o sangue e utilizada principalmente para administracdo em grande
volume.

PO para suspensao

E 0 pd destinado a ser reconstituido para formar uma suspensao.

PO para suspensao injetavel

E 0 p6 estéril destinado & adico subsequente de liquido para formar uma suspensao.

P0 para suspenséo injetavel de liberacéo prolongada
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E 0 po estéril destinado a adicéo subsequente de liquido para formar uma suspensdo. Veja definicio
de liberacédo prolongada.

Pomada

E a forma farmacéutica semissolida, para aplicacdo na pele ou em membranas mucosas, que consiste
da solucao ou dispersdo de um ou mais principios ativos em baixas propor¢fes em uma base adequada
usualmente ndo aquosa.

Prazo de validade

E o tempo durante o qual o produto podera ser usado, caracterizado como periodo de vida Util e
fundamentado nos estudos de estabilidade especificos. 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 condicbes especificadas, pelo fabricante, de armazenamento e
transporte devem ser mantidas.

Preparacéao topica semissolida

E a preparacdo prevista para aplicacdo na pele ou em certas mucosas para acao local ou penetracio
percutanea de medicamentos, ou ainda por sua acdo emoliente ou protetora.

Preparac0es vegetais

S@o preparagfes homogéneas, obtidas a partir de drogas vegetais submetidas a tratamentos
especificos, tais como extracdo, destilacdo, expressao, fracionamento, purificacdo, concentracdo ou
fermentacdo. Sdo exemplos de preparacdes vegetais: extratos, 6leos, sucos expressos, exsudatos
processados e drogas vegetais que foram submetidas a reducdo de tamanho para uma aplicacéo
especifica, por exemplo, drogas vegetais rasuradas para elaboracdo de chas medicinais ou
pulverizadas para encapsulamento.

Processo asséptico

E aquele projetado de forma a prevenir a contaminacio dos componentes estéreis por micro-
organismos viaveis ou ainda na fase intermediaria da producéo.

Produto de higiene

E o produto para uso externo; antisséptico ou n4o; destinado ao asseio ou & desinfecgdo corporal,
compreendendo o sabonete, xampu, dentifricio, enxaguatério bucal, antiperspirante, desodorante,
produto para barbear e ap0s o barbear, estiptico e outros.

Produto dietético

E o produto tecnicamente elaborado para atender as necessidades dietéticas de pessoas em condicdes
fisiologicas especiais.

Produto semielaborado

E toda substincia ou mistura de substancias ainda sob o processo de fabricac&o.
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Pureza
Grau em gque um farmaco, matéria-prima contém outros materiais estranhos.
Quase branco

O termo “quase branco” ¢ entendido como levemente acinzentado ou amarelado, com tendéncia ao
branco. E a tradugdo do termo, em inglés, “off white”.

Raticida

E a preparacdo destinada ao combate a ratos, camundongos e outros roedores, em domicilios,
embarcacOes, recintos e lugares de uso publico, contendo substancias ativas, isoladas ou em
associacao, que nao oferecam risco a vida ou a saude do homem e dos animais Uteis de sangue quente,
quando aplicados em conformidade com as recomendacdes contidas em sua apresentacao.

Reac0Oes quimicas de identificacdo

Séo reagdes usadas no auxilio da caracterizacdo de uma substancia. Embora especificas, s6 serdo
suficientes para estabelecer ou confirmar a identidade da substadncia quando consideradas em
conjunto com outros testes e especificacdes constantes na monografia. Se a monografia ndo
especificar diferentemente, as reacGes quimicas sdo feitas em tubos de ensaio de aproximadamente
15 mm de diametro interno. Utilizam-se 5 mL do liquido ou solucdo a examinar, adicionando-se trés
gotas de reagente ou de cada reagente. O exame do contetdo do tubo de ensaio deve ser feito sobre
toda a camada liquida, observando de cima para baixo, no sentido do eixo longitudinal dos tubos,
apos cinco minutos de repouso. Usualmente, é apresentada na monografia a ordem de preferéncia dos
testes de identificacdo. Quando ndo constar a ordem, todos os testes de identificacdo devem ser
realizados.

Relacéo Droga Extrato (RDE)

Corresponde a relacdo entre a quantidade de droga de origem natural empregada na producéo de um
extrato e a quantidade final de extrato, expresso em peso (p/p) ou volume (p/v).

Relacéo Droga Solvente (RDS)

Corresponde a relacédo entre a quantidade de droga vegetal, expressa em massa, usada no preparo de
um extrato, e a quantidade do primeiro solvente de extragcdo, expresso em massa (p/p) ou volume

(p/v).
Relagdo Droga Extrato nativo (RDEnativo)

Corresponde a relacdo entre a quantidade de droga vegetal usada no preparo de um extrato e a
quantidade do extrato nativo obtido. Deste modo, quando ndo houver adi¢do de adjuvantes ao um
extrato nativo, a RDE e a RDEnativo deverdo apresentar os mesmos valores. Por outro lado, os valores
observados para RDE e a RDEnativo deverdo ser distintos em operagbes que houver adigcdo de
adjuvantes ao extrato nativo. Oleorresinas sdo geralmente produzidas sem a necessidade de adi¢éo de
adjuvantes de processamento, consequentemente a RDE e a RDEnativo S80 geralmente idénticas. Para
os extratos moles e liquidos, para os quais necessariamente ha a presenca de excipientes ou adjuvantes
de processamento 0 RDE e 0 RDEnaivo 580 idénticos (exemplo: geralmente 20 a 30% de &gua em
extratos moles e alcool etilico nas tinturas).
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Reagentes

Sé&o substancias utilizadas em testes, reacdes, ensaios e doseamentos farmacopeicos, quer como tais
ou em solugdes.

Recipiente bem fechado

E aquele que protege seu contetdo de perdas e contaminacdo por solidos estranhos, nas condicdes
usuais de manipulagéo, armazenagem, distribuicdo e transporte.

Recipiente hermético

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

Recipiente opaco

E aquele que impede a visualizagio do contetido, abrangendo todas as cores. Constitui barreira de
protecdo 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 o recipiente hermético que possibilita a retirada de porcdes sucessivas de seu contelido, sem
modificar a concentracdo, a pureza e a esterilidade da porgdo remanescente.

Recipiente perfeitamente fechado

E aquele que protege seu conteido de perdas e de contaminagio por sélidos, liquidos e vapores
estranhos, eflorescéncia, deliquescéncia ou evaporagdo nas condi¢Ges usuais de manipulacéo,
armazenagem, distribuigéo e transporte.

Recipiente translucido

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

Recipiente transparente

E aquele que possibilita a visualizacao total do contetido, abrangendo todas as cores exceto o &mbar.
Registro

E o ato legal que reconhece a adequacéo de um produto a legislacio sanitéria, e sua concessao ¢ dada

pela Anvisa. E um controle feito antes da comercializaco, sendo utilizado no caso de produtos que
possam apresentar eventuais riscos a salde. Os produtos sujeitos a vigilancia sanitaria que sao



Farmacopeia Brasileira, 62 edicio 48

registrados devem atender aos critérios estabelecidos em leis e a regulamentacéo especifica com o
objetivo de minimizar eventuais riscos que possam estar relacionados ao produto.

Resisténcia hidrolitica ou alcalinidade

E o ensaio que quantifica a intensidade da reacdo quimica entre a 4gua e os elementos alcalinos
existentes no vidro, especialmente sodio e potassio. Essa resisténcia determina a classificacao do tipo
de vidro.

Rotulo

E a identificacdo impressa ou litografada, bem como os dizeres pintados ou gravados a fogo, a presséo
ou autoadesiva, aplicados diretamente sobre recipientes; invélucros; envoltorios; 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 confec¢do dos rétulos
devera obedecer as normas vigentes do 6rgdo federal de Vigilancia Sanitéaria.

Sala limpa
Sala na qual a concentraco de particulas em suspens&o no ar é controlada. E construida e utilizada
de maneira a minimizar a introducéo, geracao e retencao de particulas dentro da sala, na qual os outros
parametros relevantes como, por exemplo, temperatura, umidade e presséo, sdo controlados conforme
necessario.

Saneante domissanitario

E a substancia ou preparacdo destinada & higienizacdo; desinfeccéo ou desinfestacdo domiciliar; de
ambientes coletivos, particulares ou publicos, em lugares de uso comum e no tratamento da agua.

Sangue humano

E um tecido vivo, circulante, conjuntivo, de natureza celular, plasmatica e ou proteica, que se encontra
contido dentro do aparelho cardiovascular, desempenhando maultiplas e complexas fungdes que
assegurem ao organismo humano a manutencgéo 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 solucgdo anticoagulante
conservadora e preservadora.

Sistema concentrador de oxigénio (SCO)

Sistema composto de equipamentos e acessorios que filtra, retém umidade e concentra o oxigénio do
ar atmosférico por meio do processo de adsor¢do molecular. Esse sistema é conhecido também como
usina concentradora de oxigénio, Pressure Swing Adsorption (PSA).

Sistema fechado

Sistema de administracdo de solugdes parenterais que, durante todo o preparo e administracdo, ndo
permite o contato da solugdo com o meio ambiente.
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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 ndo uma solugdo
anticoagulante, conservadora e preservadora, destinados a coleta, armazenamento, fracionamento e
administracdo do sangue humano ou de seus derivados. S&o atoxicos, estéreis, apirogénicos e
descartaveis, podendo ser fabricados a partir de um ou varios polimeros, e conforme os casos, de
certos aditivos e sdo validados pelos seus respectivos métodos analiticos.

Solucéo — 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.

Solucao colorimétrica
E a solucdo utilizada como padrio colorimétrico para fins de comparagio. E designada por “SC”.
Solucéo de albumina humana

Solucdo de albumina humana é uma solucdo proteica, estéril e apirogénica obtida do plasma humano
que esta de acordo com as exigéncias da monografia Plasma humano para fracionamento.

Solugdo molal

E a solugdo que contém um mol do soluto por quilograma de solvente.

Solugdo molar

E a solugdo que contém um mol do soluto em 1000 mL da solucdo. Os multiplos e submaltiplos da
solucdo molar, também, sdo designados por nimeros inteiros ou fracbes decimais como: 2 M; M; 0,5
M; 0,1 M; etc.

Solucéo volumétrica

E a solucdo de reagentes, de concentracio conhecida, destinada ao uso em determinacdes
quantitativas. Na FB 6 as concentragdes das solugdes volumétricas sdo expressas em molaridade. Sdo
designadas por “SV”.

Solugdes anticoagulantes conservadoras e preservadoras do sangue humano

Sé&o solugdes destinadas a coleta do sangue humano objetivando ndo sé torna-lo incoagulavel, mas
também assegurar a manutencédo e a integridade morfofuncionais e proteicas de seus constituintes
celulares e plasmaticos.

Solugdes indicadoras

Sé&o solugdes de indicadores em solventes especificos e concentracdes definidas. Sdo designadas por
(13 29
ST”.

Solugdes reagentes
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Sé&o solucdes de reagentes em solventes especificos e concentragdes definidas. Sdo designadas por
(13 2
SR”.

Soros hiperimunes para uso humano

Os soros hiperimunes séo prepara¢des 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.

Substancia adjuvante

E a substancia com finalidade especifica adicionada as preparacdes injetaveis. Essa substancia deve
ser selecionada tendo em vista 0 aumento da estabilidade do produto; ndo 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; tampéo; agente antibacteriano; agente antifungico; agente antiespumante e outros, quando
especificado na monografia individual. A presenca de substancia adjuvante deve ser, claramente,
indicada nos rétulos das embalagens priméarias e secundarias, em que o produto é entregue para o
consumo. Se ndo houver contraindicacdo expressa, 0 ar dos recipientes pode ser substituido por
dioxido de carbono ou nitrogénio. Nao € permitida a adicdo de substancia corante.

Estdo relacionados a seguir os limites maximos para alguns adjuvantes, se na monografia ndo
especificar de outra forma:

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

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

c) para dioxido de enxofre, ou quantidade equivalente de sulfito, bissulfito ou metabissulfito de
potéssio ou sodio — 0,2%.

Substancia 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 (SQR-FB)

E estabelecida e disponibilizada pela Comissdo 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 é permitido o uso de SQR estabelecida por outras farmacopeias reconhecidas,
conforme legislacéo vigente.

Os padroes para Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica sdo identificados por meio da
denominacdo do metal, seguida da sigla SRA (Solucdo Reagente para Absorcdo Atdémica).

Substancia quimica de trabalho

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

Substancias insaponificaveis
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Substancias insaponificaveis séo aquelas remanescentes a reacao de saponificacao, ndo volateis a 100
- 105 °C e que foram carreadas no processo de extracdo da substancia a ensaiar.

Supositorio

E a forma farmacéutica solida de varios tamanhos e formatos adaptados para introducao 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.

Suspensao

E a forma farmacéutica liquida que contém particulas solidas dispersas em um veiculo liquido, no
qual as particulas nao sdo sollveis.

Suspensao aerossol

E a suspensdo embalada sob pressdo contendo um gas propelente e ingredientes terapeuticamente
ativos que sdo liberados apos a ativacdo de um sistema apropriado de valvulas.

Suspenséo de liberacéo prolongada

E a forma farmacéutica liquida que contém particulas solidas dispersas em um veiculo liquido, no
qual as particulas nao sdo sollveis. Veja definicdo de liberacdo prolongada.

Suspensdo de liberacéo retardada

E a forma farmacéutica liquida que contém particulas solidas dispersas em um veiculo liquido, no
qual as particulas ndo sdo soluveis. Veja definigdo de liberacéo retardada.

Suspensao gotas

E a suspensdo destinada a administracdo na forma de gotas.

Suspensao injetavel

E a suspens&o estéril.

Suspensdao injetavel de liberacédo prolongada

E a suspensdo estéril. Veja definicdo de liberagdo prolongada.

Suspensao spray

E a suspensdo administrada na forma de liquido finamente dividido por um jato de ar ou vapor.
Tablete

E a forma farmacéutica solida preparada a partir de uma massa feita com solugéo hidroalcoolica, o
principio ativo e lactose, ou da propria trituracdo umedecida em solugdo hidroalcodlica. E moldada

em tableteiros e € fragil e quebradica.

Tampéo
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E a preparagéo a base de sais que s3o capazes de suportar variacdes na atividade de fons hidrogénio.
Tanque criogénico fixo ou tanque estaciondrio

Recipiente, isolado termicamente, apropriado para armazenar gases medicinais na forma de liquido
criogénico.

Tanque criogénico mével ou tanque de armazenagem movel

Recipiente transportavel, isolado termicamente, capaz de armazenar gases medicinais na forma de
liquido criogénico.

Temperatura ou ponto de congelamento

Temperatura ou ponto de congelamento de liquido ou de sélido fundido é a mais alta temperatura na
qual ele se solidifica. Para substdncias puras que fundem sem decomposicdo, 0 ponto de
congelamento do liquido é igual a seu ponto de fusdo.

Temperatura ou ponto de ebulicéo

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

Temperatura ou ponto de fuséo

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

Teste de pressdo hidrostatica

Teste realizado por razdes de seguranga, a fim de garantir que cilindros e tanques suportem as
pressdes para os quais foram projetados.

Tintura

E a preparagdo alcodlica ou hidroalcodlica resultante da extracdo de drogas vegetais ou da diluico
dos respectivos extratos. Sdo obtidas por extracdo a liquido usando 1 parte, em massa, de droga
vegetal e 10 partes de solvente de extragdo, ou 1 parte, em massa, de droga vegetal e 5 partes de
solvente de extracdo. A relacdo pode ser em p/p ou p/v. Alternativamente, eles podem ser obtidos
utilizando tanto 1 parte, em massa, de droga vegetal e quantidade suficiente do solvente de extracéo
para produzir 10 partes, em massa ou volume, de tintura ou 1 parte, em massa, de droga vegetal e
quantidade suficiente de solvente de extragdo para produzir 5 partes, em massa ou volume, de tintura.
Outras proporcdes de droga vegetal e solvente de extracdo podem ser utilizadas. E classificada em
simples ou composta, conforme preparada com uma ou mais drogas vegetais.

Vacinas
Produtos bioldgicos que contém 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.
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Valor D (tempo de reducao decimal)

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

Valor Fo

E uma medida da eficacia esterilizante, isto €, ¢ 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.

Valvula

Dispositivo capaz de modificar a pressdo ou vazdo (fluxo) de gases, ou de vacuo, seja no cilindro ou
no sistema centralizado de gases.

Vélvula de retencdo, anti-retorno ou unidirecional

Vélvula que possibilita a passagem do gas ou proporciona o vacuo em apenas um sentido.
Vias de administracao

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
moléculas sobre moléculas 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.

A unidade dindmica, no 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 0 comprimento, 0 grama para a massa € 0
segundo para o tempo.

Xarope
E uma solucéo oral caracterizada pela alta viscosidade, conferida pela presenca de sacarose ou outros
acUcares ou outros agentes espessantes e edulcorantes na sua composigdo. Os xaropes geralmente

contém agentes flavorizantes e/ou corantes autorizados. Quando ndo se destinam ao consumo
imediato, devem ser adicionados de conservantes antimicrobianos autorizados.

INFORMACOES GERAIS
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Agua

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

Aparelhos volumétricos

Os aparelhos volumétricos s@o 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 medic¢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 visdo. 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.

Conservacao
As substancias farmacopeicas devem ser conservadas sob condicdes tais que evitem sua
contaminacdo ou deterioracdo. As condi¢cdes de conservagdo 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 substéncia 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 °C e 15 °C.

Local frio — Ambiente cuja temperatura ndo 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,
se ndo for indicado de maneira diferente na monografia individual.
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Quando na monografia ndo forem especificadas condigdes de conservagéo, elas incluem protecéo
contra a umidade, congelamento e calor excessivo.

Descricao de substancia

As informac0es referentes a descricdo de uma substancia sdo genéricas e destinam-se a avaliagédo
preliminar da sua integridade. A descri¢do, por si, ndo é indicativa da pureza, devendo ser associada
a outros testes farmacopeicos para assegurar que a substancia esteja de acordo com a monografia.

Dessecacéo até peso constante

Essa expressdo significa que a secagem deve prosseguir até que duas pesagens consecutivas ndo
difiram em mais de 0,50 mg por grama da substancia em exame, sendo que a segunda pesagem deve
ser efetuada apds uma hora de secagem adicional nas condicdes especificadas.

Dessecador

Compreende-se por dessecador um recipiente que possa ser perfeitamente fechado, de formato e
dimensbes adequadas que possibilitem manter atmosfera de baixo teor de umidade por meio de
agentes dessecantes nele introduzidos, tais como: silica-gel, cloreto de calcio, pentdxido de fdsforo,
acido sulfarico, dentre outros.

Dessecador a pressao reduzida € o que possibilita manter atmosfera de baixa umidade a pressdo
reduzida de, no maximo, 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 é expresso em relacdo a substancia anidra ou
dessecada; em relacdo a substancia; ou qualquer outra base especifica, a determinacao do teor de agua
ou perda por desseca¢do, ou de outra propriedade designada é efetuada segundo o método descrito na
monografia da respectiva substancia, ou segundo o descrito na rotulagem.

Ensaios de identificagéo

Os ensaios de identificagdo possibilitam verificar, com um nivel de certeza aceitavel, que a identidade
do material sob exame esté de acordo com o rétulo 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 identificacdo pode significar erro de rotulagem do
material. Outros testes e especificacbes na monografia contribuem para a confirmagao 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 séo identificadas por suas Denomina¢des Comuns Brasileiras
(DCB), grafadas em caixa alta e centralizadas. Além disso, sdo incluidos, também:
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* sempre que possivel, a denominag@o em latim proposta pelo INN — International Nonproprietary
Names — nomes genéricos internacionais da Organizacdo Mundial da Saude;

* a formula estrutural da substancia;

* formula molecular seguida da massa molar;

* Denomina¢ao Comum Brasileira e seu respectivo nimero;

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

» registro CAS — Chemical Abstracts Service;

* texto da monografia.

As monografias das preparacGes farmacéuticas sdo identificadas pelo nome da matéria-prima
correspondente, seguido do nome da forma farmacéutica.

Expresséo de concentragdes

As concentragdes em porcentagem s8o expressas como segue.

Por cento p/p (peso em peso) ou % p/p — Expressa 0 nimero de g de um componente em 100 g de
mistura.

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

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

Por cento v/p (volume em peso) ou % v/p — Expressa 0 numero de mL de um componente em 100 g
de mistura.

A expressdo por cento, usada sem outra atribuicdo, significa: mistura de sélidos e semissolidos, por
cento p/p; para solugdes ou suspensdes de sélidos em liquidos, por cento p/v; para solugcdes de
liquidos, por cento v/v; para solucbes 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.

Incineracéo até peso constante

Essa expressdo significa que a incineracdo 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 substancia em exame, sendo que a segunda pesagem deve ser efetuada depois de quinze
minutos de incineracdo adicional.

Interpretacdo da precisdo dos dados numéricos e limites de tolerancia

A precisdo desejada nos testes, reagdes e ensaios farmacopeicos é 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 numeérico 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 substancia farmacopeica. Esses valores podem ser expressos em porcentagem ou
numeros absolutos.
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A faixa da variagdo deve ser estritamente observada, ndo sendo tolerados valores fora dos limites
maximo e minimo.

Medidas de pressao

A expressdo pascal (Pa), usada para medidas de pressdo como a arterial, atmosférica ou interna de
um aparelho, refere-se ao uso de manémetros ou barémetros calibrados em relagdo a presséo exercida
pela forca de um Newton uniformemente distribuida sobre uma superficie plana de 1 m? de érea
perpendicular a direcdo da forga; um pascal equivale a 7,5 x 10 mm de mercdrio.

Nomenclatura sobre o grau de hidratacdo das moléculas

Quando néo for citado o grau de hidratacdo dos insumos farmacéuticos na nomenclatura, trata-se da
substancia anidra.

Odor

As expressdes: 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 caracterizacdo do odor € apenas descritiva e ndo pode ser considerada como padréo de pureza,
exceto nos casos em que um odor particular, ndo permitido, seja indicado na monografia individual.

Preparacédo de solucgdes

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

A expressao recentemente preparada, referente ao preparo de solucdes utilizadas em testes, ensaios
e reacdes, indica que a solucdo deve ser preparada, no maximo, 24 horas antes da realizacéo do ensaio.

Pressdo reduzida

A expressao pressao reduzida significa pressdo menor ou igual a 6,7 kPa (aproximadamente 50 mm
de mercario), se ndo for indicado de maneira diferente na monografia. Quando na monografia for
indicada dessecacdo sob pressdo reduzida sobre agente dessecante, a operacdo deve ser feita sob
pressdo reduzida em dessecador ou outro aparelho adequado.

Processos de fabricacéo

Na fabricacéo de produtos injetaveis, comprimidos, capsulas ou de outras preparagdes farmacopeicas,
é permitido o uso de substancias 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 preparacdo, nem interferir nos ensaios e determinacées. Qualquer que seja
0 metodo utilizado, o produto final deve corresponder as especificacfes incluidas na Farmacopeia
Brasileira, 62 edicéo.

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

Recipientes para injetaveis

Os recipientes para preparagdes injetaveis devem ser fabricados com materiais que nao provoguem
interacdo com o contelldo e possuam transparéncia suficiente para permitir inspecdo visual. As
tampas, quando usadas, tampouco podem influir na composicao ou na conservacdo do medicamento,
oferecendo perfeita vedacdo, mesmo depois de perfuradas vérias vezes. Os recipientes para
preparacdes injetaveis sdo classificados em:

* recipientes para dose unica;

* recipientes para dose multipla;

* recipientes para perfusao.

Os recipientes para dose Unica, ampolas e cartuchos de uso odontoldgico, sdo frascos de vidro ou de
material plastico adequado; fechados pela fusdo do vidro ou com a utilizacdo de opérculos fixos ou
moveis. O conteudo s6 deve ser utilizado em uma Unica 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 solidos para serem dissolvidos ou suspensos, sdo selados com tampa
de outro material. O contetdo desses frascos pode ser removido para administracdo em uma Gnica ou
em varias doses.

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, e 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 considerada estritamente como constante fisica, mas como
complemento dos demais ensaios, podendo ter um valor definitivo no caso em que a substancia nao
apresenta a solubilidade minima exigida, principalmente quando o solvente ¢é a agua.

As indicacGes sobre a solubilidade a qual se faz referéncia sdo realizadas a temperatura de 25 + 5 °C.
A expressdo partes se refere ao nimero de mililitros de solvente por grama de sélido a ser dissolvido.
As solubilidades aproximadas estabelecidas nas monografias séo designadas em termos descritivos,
cujos significados estéo relacionados na Tabela 1:

Tabela 1 - Termos descritivos de solubilidade e seus significados.
Volumes aproximados de solvente em mililitros por
grama de substancia

Termo descritivo

Muito solavel Menos de 1 parte
Facilmente solGvel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Moderadamente soltvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco solavel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insoltvel ou insolGvel Mais de 10000 partes

Temperatura
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Todas as temperaturas constantes na FB 6 sdo expressas na escala Celsius, e as medidas séo feitas a
25 °C, exceto para medida de densidade e se ndo for indicado de maneira diferente na monografia
individual.

Unidades de medida

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

Veiculos aquosos

Usa-se, geralmente, agua para injetaveis como veiculo para injetaveis aquosos. Solucées de cloreto
de sadio ou solucdo de Ringer ou outras solucdes adequadas, preparadas com agua para injetaveis,
podem ser usadas em parte ou totalmente ao invés de somente 4gua para injetaveis, se monografia
ndo especificar de outra forma.

Veiculos ndo aquosos

Veiculos ndo aquosos utilizados parcial ou totalmente na obtencédo de preparacdes injetaveis podem
ser misciveis ou imisciveis com a dgua. Entre os veiculos misciveis com a 4gua, 0s mais usados sao
os poliélcoois e os polimeros do 6xido de etileno. Entre os imisciveis com a &gua, 0s mais usados sao
os 6leos fixos de origem vegetal e os mono e diglicerideos de acidos graxos.

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

a) teste de resfriamento — transferir quantidade de 6leo 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);

c) 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
0 residuo com 100 mL de agua. Deve resultar solucéo;

e) acidos graxos livres — os acidos graxos livres em 10 g do 6leo devem consumir, no maximo, 2
mL de hidroxido 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 — né&o 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 preparacao.
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5 METODOS GERAIS

5.1 METODOS APLICADOS AS FORMAS FARMACEUTICAS

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 supositérios), formas farmacéuticas
solidas acondicionadas em recipientes para dose unitaria (pos estéreis, pos liofilizados, pds para
injetaveis e pos para reconstituicdo de uso oral) e a formas farmacéuticas solidas e semissdlidas
acondicionadas em recipientes para doses maltiplas (granulados, pés, géis, cremes, pomadas e pos
para reconstituicéo).

As pesagens devem ser feitas em balancas de sensibilidade adequada.
PROCEDIMENTO PARA PRODUTOS EM DOSE UNITARIA

Para produtos em dose unitaria, o teste possibilita verificar se as unidades de um mesmo lote
apresentam uniformidade de peso. Para realizar o teste, € necessario determinar, previamente, 0 peso
médio de unidades do lote.

Comprimidos néo revestidos ou revestidos com filme

Pesar, individualmente, 20 comprimidos e determinar o peso médio. Pode-se tolerar, no maximo,
duas unidades fora dos limites especificados na Tabela 1, em rela¢do ao peso medio, porém, nenhuma
podera estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.

Comprimidos com revestimento acucarado (drageas)

Pesar, individualmente, 20 drageas e determinar o peso médio. Pode-se tolerar, no maximo, cinco
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.

Capsulas duras

Pesar, individualmente, 20 unidades, remover o contetudo 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 conteddo. Pode-se tolerar, no
méaximo, duas unidades fora dos limites especificados na Tabela 1, em relagdo ao peso médio do
conteudo, porém, nenhuma podera estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.

Capsulas moles

Proceder como descrito para Capsulas duras. Para determinar o peso médio do conteudo, cortar as
capsulas previamente pesadas e lava-las com éter etilico ou outro solvente adequado. Deixar 0s
involucros expostos ao ar, em temperatura ambiente, até completa evaporacdo do solvente. Pesar
novamente.

Supositorios e ovulos
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Pesar, individualmente, 20 supositorios ou 6vulos e determinar o peso médio. Pode-se tolerar, no
maximo, duas unidades fora dos limites especificados na Tabela 1, em relac&o ao peso médio, porém,
nenhuma poderda estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.

P0s estereis, pos liofilizados e pds 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 dgua e em seguida alcool etilico. Secar em estufa a 105
°C, por uma 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 conteudo. Determinar o peso médio do contetdo das 20
unidades. Pode-se tolerar, no méximo, 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.

P6s ou granulados para reconstituicéo (uso oral)
Proceder conforme descrito para Pos estéreis, pés liofilizados e pds para injetaveis. Pode-se tolerar,
no maximo, duas unidades fora dos limites especificados na Tabela 1, em relacdo ao peso médio do

conteido, porém nenhuma podera estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.

Tabela 1 — Critérios de avaliacio da determinacéo de peso para formas farmacéuticas solidas em dose

unitaria.

Limites

Formas farmacéuticas em dose unitaria Peso médio de
variacao
Comprimidos ndo-revestidos ou revestidos com 80 mg ou menos +10,0%
filme, comprimidos efervescentes, comprimidos mais que 80 mg e menos que 250 mg +7,5%
sublinguais, comprimidos vaginais e pastilhas 250 mg ou mais +5,0%
Comprimidos com revestimento acucarado (drageas) 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%
300 mg ou mais +5,0%
Capsulas duras e moles, capsulas vaginais menos que 300 mg +10,0%
P » cap g 300 mg ou mais +7,5%
Supositdrios e évulos independente do peso médio +5,0%
Pds estéreis, pos liofilizados e pos para injetaveis mais que 40 mg* +10,0%
, e n menos que 300 mg +10,0%
Pés para reconstituicao (uso oral) 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.
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Pos para reconstituicao (uso oral e parenteral)

Pesar, individualmente, 10 unidades. Remover o contetdo e lavar 0s respectivos recipientes
utilizando solvente adequado. Secar, esfriar a temperatura ambiente e pesar novamente. A diferenca
entre as duas pesagens representa o peso do conteddo.

Determinar o peso médio do conteudo das 10 unidades. Os valores individuais ndo diferem de +10%
em relacdo ao peso medio.

Granulados, pés, géis, cremes e pomadas
Nota: para realizar o teste, € necessario conhecer a quantidade nominal do envase.

Pesar, individualmente, 10 unidades. Remover o conteldo e lavar 0s respectivos recipientes
utilizando solvente adequado. Secar, esfriar a temperatura ambiente e pesar novamente. A diferenca
entre as duas pesagens representa o peso do contetdo.

Determinar o peso médio do contetdo das 10 unidades. O peso médio dos contetdos ndo é inferior
ao peso declarado e o peso individual de nenhuma das unidades testadas € inferior a porcentagem
indicada na Tabela 2, em relagéo ao peso declarado.

Caso ndo seja cumprida essa exigéncia, determinar o peso individual do contetdo de 20 unidades
adicionais. O peso médio do conteddo das 30 unidades ndo é inferior ao peso declarado, e 0 peso
individual de ndo mais que uma unidade em 30 ¢ inferior a porcentagem indicada na Tabela 2, em
relacdo ao peso declarado.

Tabela 2 — Critérios de avaliagio da determinacéo de peso para formas farmacéuticas em doses multiplas.

Formas farmacéuticas em doses multiplas Peso declarado Porc§ntagem minima em
relacdo ao peso declarado
até 60 g 90,0%
Granulados, pés, géis, cremes e pomadas acima de 60 g e até 150 g 92,5%
acima de 150,0 g 95,0%

5.1.2 DETERMINACAO DE VOLUME

O teste de determinacdo de volume é requerido para produtos liquidos em recipientes para doses
multiplas e produtos liquidos em recipientes para dose Unica. O teste se aplica tanto a preparacoes
liquidas quanto a preparagdes liquidas obtidas a partir de pos para reconstituicdo. 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 injetaveis)

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 0s contetdos e reservar para a determinacao da densidade de massa.
Lavar os recipientes e as tampas com agua e, em seguida, com alcool etilico. 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 e pesar novamente.
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A diferenca entre as duas pesagens representa o peso do conteudo. Determinar os volumes individuais
correspondentes (V), em mL, utilizando a expresséo:

m
V=—
p

em que

m = peso do contetido, em g;
p = densidade de massa do produto, em g/mL, determinada a 20 °C, conforme descrito em
Determinacéo 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 nédo é
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 p6s para reconstituicdo
(exceto injetaveis)

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

A partir dos valores obtidos, calcular o volume meédio das unidades testadas. O volume médio nédo é
inferior ao volume declarado e o volume individual de nenhuma das unidades testadas é 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 conteido de cada unidade em provetas secas
calibradas de capacidade que ndo exceda 2,5 vezes o volume a ser medido, tomando precaucdes para
evitar a formacdo de bolhas. Deixar o liquido escoar por cinco segundos, a menos que indicado de
maneira diferente na monografia individual. Efetuar a medigao.

A partir dos valores obtidos, calcular o volume médio das unidades testadas. O volume médio néo é
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 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 sao
preenchidos com pequeno excesso de volume, de acordo com as caracteristicas do produto, para
permitir a administracdo do volume declarado. Os excessos minimos de volume recomendados na
Tabela 1 geralmente séo suficientes para permitir a retirada e a administracdo do volume declarado.

Tabela 1 — Excesso de volume recomendado para produtos liquidos injetaveis.
Excesso minimo de volume recomendado

Volume declarado (mL)

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
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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 contetdo e antes da determinacéo da
densidade. Preparacfes oleosas ou muito viscosas podem ser aquecidas, se necessario, segundo as
indicacdes do rétulo ou a, no maximo, 37 °C, e agitadas vigorosamente antes da retirada do conteudo.
Os conteldos séo entdo esfriados entre 20 °C e 25 °C antes da medicéo do volume.

Para injetaveis em recipientes para dose Unica, testar seis unidades se o volume declarado € 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 contetdo total de cada unidade
com auxilio de seringa de capacidade que ndo exceda trés vezes o volume a ser medido, munida de
agulha nimero 21 com ndo menos que 2,5 cm de comprimento. Eliminar bolhas eventualmente
existentes na agulha e na seringa e transferir o conteddo 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 contetdo 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 contetidos dos recipientes podem ser reunidos para obter o volume
necessario para a medicdo, devendo-se utilizar seringas e agulhas secas separadas para cada
recipiente. O conteldo de recipientes com volume declarado de 10 mL ou mais pode ser determinado
esvaziando-se o contetdo de cada recipiente diretamente em provetas calibradas ou béqueres tarados.

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

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

Para injetaveis em cartuchos ou seringas pré-carregadas, testar uma unidade se o volume declarado é
igual ou superior a 10 mL, trés unidades se o volume declarado é superior a 3 mL e inferior a 10 mL
ou cinco unidades se o volume declarado € igual ou inferior a 3 mL. Ajustar aos recipientes 0s
acessorios necessarios para sua utilizagdo (agulha, émbolo, corpo de seringa), quando for o caso, e
transferir o contetdo de cada recipiente, sem esvaziar a agulha, para béquer seco tarado, empurrando
0 émbolo 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 contetdo de cada recipiente para provetas secas calibradas de capacidade que ndo exceda
2,5 vezes o0 volume a ser medido. O volume de cada recipiente ndo é inferior ao volume declarado.

5.1.3 DETERMINACAO DE RESISTENCIA MECANICA EM
COMPRIMIDOS
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Os testes de resisténcia mecéanica, tais como dureza e friabilidade, sdo considerados oficiais dentro
do contexto legal desta Farmacopeia, constituindo-se em elementos Uteis na avaliacdo da qualidade
integral dos comprimidos. Estes testes visam demonstrar a resisténcia dos comprimidos a ruptura
provocada por quedas ou friccao.

5.1.3.1 TESTE DE DUREZA

O teste de dureza possibilita determinar a resisténcia do comprimido ao esmagamento ou a ruptura
sob presséo radial. A dureza de um comprimido é proporcional a forga de compresséo e inversamente
proporcional a sua porosidade.

O teste se aplica, principalmente, a comprimidos ndo revestidos. O teste consiste em submeter o
comprimido a acdo de um aparelho que meca a forca, aplicada diametralmente, necessaria para
esmaga-lo. A forca é 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 forca pode ser exercida manualmente ou
mecanicamente. A medida que a pressdo aumenta, um émbolo, uma placa ou um pistio aplica
determinada forca sobre o comprimido, apoiado em base fixa. O aparelho é calibrado com preciséo
de 1 N.

PROCEDIMENTO

O teste € realizado com 10 comprimidos, eliminando qualquer residuo superficial antes de cada
determinacdo. Os comprimidos sdo testados, individualmente, obedecendo sempre a mesma
orientacdo (considerar a forma, presenca de ranhura e gravacao). Expressar o resultado como a média
dos valores obtidos nas determinacdes. O resultado do teste é informativo.

5.1.3.2 TESTE DE FRIABILIDADE

O teste de friabilidade possibilita determinar a resisténcia dos comprimidos a abrasdo, quando
submetidos & acdo mecénica de aparelhagem especifica. O teste se aplica, unicamente, a comprimidos
ndo revestidos.

O teste consiste em pesar, com exatiddo, um numero determinado de comprimidos, submeté-los a
acdo do aparelho e retird-los depois de efetuadas 100 rotagGes. Apos remover qualquer residuo de pd
dos comprimidos, eles sdo novamente pesados. A diferenca entre o peso inicial e o final representa a
friabilidade, medida em funcdo da porcentagem de pé perdido.

APARELHAGEM

O aparelho (Figura 1) consiste de um cilindro rotativo, com (287,0 + 4,0) mm de diametro 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) rotacGes
por minuto. Uma das faces do cilindro € removivel. Os comprimidos séo recolhidos a cada volta do
cilindro por uma projecdo 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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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, 0s
comprimidos e introduzi-los no aparelho. Ajustar a velocidade para 25 rotagdes por minuto e o tempo
de teste para quatro 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 avaliagdo, 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 desintegracao possibilita verificar se comprimidos e capsulas se desintegram dentro do
limite de tempo especificado, quando seis unidades do lote sdo submetidas & acdo de aparelhagem
especifica sob condi¢des experimentais descritas.

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

A desintegracdo é 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
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desintegracdo, salvo fragmentos insolUveis 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 nédo apresentem nucleo palpéavel.

APARELHAGEM

Consiste de sistema de cestas e tubos (Figura 1), de recipiente apropriado para o liquido de imerséo
(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 imerséo, com frequéncia
constante e percurso especifico. O volume do liquido de imersdo devera 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 mudanca do sentido do
movimento deve ser suave.

A cesta consiste em seis tubos de vidro ou acrilico transparente, abertos em ambos os lados. As
dimensdes dos tubos sdo: comprimento de (77,5 + 2,5) mm, diametro interno entre 20,7 mm e 23,0
mm e espessura das paredes de aproximadamente 2 mm.

Os tubos s&o 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 equidistam do
centro de cada disco, estando igualmente espacados. Na face externa do disco inferior encontra-se
uma tela de arame (didmetro do fio de arame de (0,635 + 0,030) mm) de aco inoxidavel, com abertura
entre 1,8 mm e 2,2 mm, presa ao disco 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 e 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, didametro 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 didmetro,
sendo um orificio no eixo do cilindro e os outros quatro equidistantes, dispostos sobre um circulo de
6 mm de raio relativo ao centro do disco. A superficie lateral do disco possui quatro mossas
equidistantes, 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 a montagem da cesta podem variar desde que as especificacdes para os tubos
e a abertura das telas sejam mantidas.
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Figura 1 — Aparelho para teste de desintegragéo de
comprimidos e capsulas (dimensdes em mm).

PROCEDIMENTO
Comprimidos néo 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 agua 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 desintegracdo de
comprimidos ndo revestidos é de 30 minutos, a menos que indicado de maneira diferente na
monografia individual.

Comprimidos com revestimento acucarado (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 e 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, utilizando &cido 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 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
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desintegracdo de comprimidos revestidos com filme é de 30 minutos e, para comprimidos com
revestimento acucarado (drageas), de 60 minutos, a menos que indicado de maneira diferente na
monografia individual.

Comprimidos ou capsulas com revestimento entérico (gastrorresistentes)

Utilizar seis unidades no teste. Colocar uma unidade em cada um dos seis tubos da cesta. Acionar o
aparelho, sem adicionar os discos, utilizando &cido cloridrico 0,1 M, mantido a (37 £ 1) °C, como
liquido de imerséo, por 60 minutos ou pelo tempo especificado na monografia individual. Cessar o
movimento da cesta e observar os comprimidos ou capsulas. Nenhuma unidade pode apresentar
qualquer sinal de desintegracéo, rachadura ou amolecimento, que possibilite o extravasamento do seu
contetdo. Utilizar solucdo tampéo fosfato pH 6,8, mantido a (37 £ 1) °C, como liquido de imersao.
Colocar um disco em cada tubo e acionar o aparelho. Decorridos 45 minutos ou o tempo especificado
na monografia, cessar 0 movimento da cesta e observar o material em cada um dos tubos. Todos 0s
comprimidos ou capsulas devem estar completamente desintegrados, podendo restar apenas
fragmentos de revestimento insollveis. Se os comprimidos ou capsulas 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 capsulas devem estar completamente desintegrados. O teste ndo se aplica a
capsulas ndo revestidas que contém preparacdo de liberacdo entérica.

Comprimidos sublinguais

Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos néo revestidos, omitindo o uso de discos. Apés
cinco minutos, todos os comprimidos devem estar completamente desintegrados.

Comprimidos soltveis e comprimidos dispersiveis

Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos néo revestidos, utilizando agua mantida entre
15 °C e 25 °C, como liquido de imersdo. Apos trés minutos, todos os comprimidos devem estar
completamente desintegrados.

Cépsulas 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 face
externa do disco superior, conforme descrito no item Aparelhagem. Observar as capsulas apds 45
minutos ou conforme especificado na monografia do medicamento. Todas as capsulas devem estar
completamente desintegradas, ou restando, na tela, apenas fragmentos insollveis de consisténcia
mole.

Capsulas moles

Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos ndo revestidos, utilizando os discos. Observar
as capsulas apdés 30 minutos ou conforme especificado na monografia do medicamento. Todas as
capsulas devem estar completamente desintegradas, ou restando, na tela, apenas fragmentos
insollveis de consisténcia mole. Se as capsulas nao 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.
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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 espaco de tempo prescrito.

Considera-se desintegracdo completa quando o supositorio ou évulo apresentar:

a) dissolucdo completa;

b) separacdo completa de seus componentes, acumulando-se substancias graxas fundidas na
superficie do liquido, depositando-se os pds insoltveis no fundo do recipiente e dissolvendo-se 0s
componentes sollveis da amostra, sendo que a distribuicdo dos componentes ocorre de um ou mais
dos modos descritos acima;

c) amolecimento da amostra que pode ser acompanhado pela mudanca 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 cépsula gelatinosa de dvulos, permitindo liberacdo de seus componentes;

e) auséncia de residuo sobre o disco perfurado ou, quando houver, que tenha a consisténcia de massa
mole que ndo ofereca resisténcia a pressao de bastdo de vidro.

APARELHAGEM

A aparelhagem (Figura 1) consiste de cilindro de vidro ou pléstico, 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 introducéo no cilindro
transparente, ficando os discos afastados, aproximadamente, 30 cm. A determinacdo é realizada
utilizando-se trés aparelhos, contendo cada um uma Unica amostra. Cada aparelho é 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 é provido de
agitador que opera em velocidade lenta e dispositivo que permite inverter o cilindro sem retira-lo da
agua.
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Figura 1 — Aparelho para teste de desintegragéo de supositorios,
6vulos e comprimidos vaginais (dimensfes em mm).

PROCEDIMENTO
Supositorios e évulos

Utilizar trés supositdrios ou dvulos. Colocar cada um deles sobre o disco inferior do dispositivo e
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 é considerado satisfatorio se
todas as amostras se apresentarem desintegradas. O limite de tempo estabelecido como critério geral
para a desintegracdo € de 30 minutos para supositorios, évulos e comprimidos vaginais com base
hidrofobica, e de 60 minutos para supositorios com base hidrofilica, a menos que indicado de maneira
diferente na monografia individual.

Comprimidos vaginais

Utilizar o aparelho descrito em Desintegracao de supositorios e 6vulos, montado conforme Figura
2. Introduzir o cilindro em béquer de diametro adequado contendo 4gua entre 36 °C e 37 °C, que deve
cobrir uniformemente as perfurag@es do disco. Utilizar trés aparelhos, colocando em cada um deles
um comprimido vaginal sobre o disco superior. Cobrir o aparelno 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 é considerado satisfatorio se todas as amostras se apresentarem
desintegradas.
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Figura 2 — Aparelho para teste de desintegragéo de
supositérios, évulos e comprimidos vaginais.

A, placa de vidro; B, comprimido vaginal; C, superficie da agua; D, 4gua; E, fundo do recipiente.
5.1.5 TESTE DE DISSOLUCAO

O teste de dissolucdo possibilita determinar a quantidade de substancia ativa dissolvida no meio de
dissolucdo quando o produto é submetido a acdo de aparelhagem especifica, sob condi¢cbes
experimentais descritas. O resultado é expresso em porcentagem da quantidade declarada no rétulo.
Esse teste é usado para demonstrar se 0 produto atende as exigéncias constantes na monografia do
medicamento em comprimidos; capsulas e outros casos em que o teste seja requerido.

APARELHAGEM PARA OS METODOS 1 E 2
O aparelho de dissolucéo 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¢do de termémetro. 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 diametro 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 aco inoxidavel para prover agitacdo 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 dissolucéo.

(3) Um motor que possibilita ajustar a velocidade de rotacdo da haste aquela especificada na
monografia individual, mantendo-a nos limites de + 4%. A rotacdo ndo deve produzir efeitos
indesejaveis na hidrodindmica do sistema.

As cubas sdo imersas em banho de 4gua termostatizado, de material transparente e tamanho adequado,
em que a temperatura seja mantida a (37 £ 0,5) °C durante a execucao do teste. O aparelho deve ser
isento de qualquer fonte de vibracéo, inclusive externa, que possa influir na hidrodindmica do sistema.
De preferéncia, o aparelho deve possibilitar a visualizacdo das amostras e dos agitadores durante o
teste.
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Método 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 padrdo utilizada na confeccao
da cesta possui diametro de fio de 0,25 mm e abertura de malha quadrada de (0,40 £ 0,04) mm (mesh
40), salvo especificacdo em contrario na monografia individual. A amostra deve ser colocada dentro
da cesta seca, antes do inicio do teste. Durante sua execug¢do, 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
dissolugéo.

Eixo de totagio

Furo de ventilagdo — 5.4 4 10,1 mm

Digmetro 2.0 £0,5 frn
Local aproximado
de coleta da
atmostra

Hiwvel do meio de dissolugio

1
T r ; 7
Iola de tetengdo da . #‘
cesta com ks presihas ™= | 1
equidistantes s — J_ |05 mm
Ahertura 20,2 £0,1 nun - - - -

| _Diametro externio da cesta
37,0430 srum

27.0+1,0 mm _/{/b‘

Dlaterial da tela: ago i,
mesh 40, didgmetro 0,25 frun
e abertura de malha
guadtada de 0,36 2 0,44 nun

Mzl lmm St 250 £3,0 mm

Figura 1 — Método 1 (Cestas). A cesta e a cuba no estdo na mesma proporcgdo de tamanho.

Método 2: Pas

Quando especificado na monografia, utiliza-se como agitador uma haste de ago 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 execuc¢do, 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 dissolucéo.

E importante que as amostras ndo flutuem no meio de dissolugio. Pode-se recorrer a um dispositivo
apropriado, confeccionado em fio de aco espiralado em poucas voltas e em diametro suficiente para
aprisionar a capsula ou o comprimido sem deforma-los nem reduzir a area de contato com o meio.
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Figura 2 — Método 2 (Pas). A pa e a cuba ndo estdo na mesma proporgao de tamanho.

APARELHAGEM PARA O METODO 3
Método 3: Cilindros Alternantes

O aparelho de dissolucéo 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 (aco 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 termostatizagdo a (37 + 0,5) °C durante o periodo do teste. O aparelho deve estar isento
de qualquer vibracdo, interna ou externa, que possa influenciar 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 variagdo maxima de * 5%.
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Preferencialmente, o aparelho deve possibilitar a visualizagdo dos cilindros e das amostras em analise
em seu interior. Os frascos devem possuir tampa adequada, a qual deve permanecer fixa durante a
realizacdo do ensaio. Os componentes do conjunto devem possuir as dimensdes apresentadas na
Figura 3, a menos que haja alguma especificacdo diferenciada na monografia.
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Figura 3 — Método 3 (Cilindros alternantes).
As dimensoes indicadas sdo em milimetros.

MEIO DE DISSOLUCAO

Utiliza-se 0 meio de dissolucédo especificado na monografia do produto, previamente desgaseificado
por procedimento conveniente, quando necessario, para evitar a formacdo de bolhas que possam
interferir na velocidade de dissolucdo da forma farmacéutica. Quando o meio de dissolucéo for
solugéo tampédo, o pH deve ser ajustado para = 0,05 unidades do valor de pH especificado na
monografia do produto.
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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 especificacbes mencionadas anteriormente, a fim de
reduzir, a0 minimo, fatores que alterem significativamente a hidrodindmica do sistema (desvio de
eixo, vibracdo, etc.). Adicionar o volume medido do Meio de dissolucéo especificado na monografia
do produto, convenientemente desgaseificado, caso necessario, ao recipiente da aparelhagem de
dissolucdo. Manter a temperatura do meio a (37 = 0,5) °C, retirando o termémetro 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 dissolucdo, como descrito anteriormente. Em ambos os casos, ao
observar formacdo de bolhas na superficie das amostras, quando em contato com o meio de
dissolucdo, verificar sua influéncia no resultado. Iniciar imediatamente a agitacdo, 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 dissolucdo e a parte superior
do cesto ou pés, a no minimo 1 cm da parede interna do recipiente (Figuras 1 e 2). Durante a retirada
da aliquota, manter a agitacdo. Filtrar imediatamente as amostras, caso nao esteja utilizando filtros
acoplados ao sistema de amostragem. Os filtros empregados devem ser inertes, ndo adsorver porcéo
significativa do farmaco e possuir porosidade adequada. De acordo com o especificado na monografia
do produto, o0 volume de amostra retirado pode ou ndo ser reposto. Se necessaria a reposi¢ao, 0 mesmo
meio de dissolucdo aquecido a 37 °C deve ser utilizado. Caso a reposicdo do meio de dissolucédo ndo
seja realizada, corrigir o volume nos célculos. Apo6s filtracdo e diluicdo (quando necessario) da
aliquota, a quantificacdo do farmaco é efetuada mediante a técnica indicada na monografia do
produto. Repetir o teste com doses unitérias adicionais, conforme necessario, considerando 0s
Critérios de aceitacao.

Dissolucéo de capsulas: caso se obtenha resultado insatisfatorio, repetir o teste da seguinte forma:
quando o meio de dissolucdo for dgua ou tampédo com pH inferior a 6,8, utilizar 0 mesmo meio de
dissolugdo especificado com adicdo de pepsina purificada com atividade de, no méaximo, 750 000
unidades/1000 mL. Para meio de dissolugdo com pH igual ou superior a 6,8, adicionar pancreatina
com atividade de, no maximo, 1750 unidades de protease/1000 mL.

PROCEDIMENTO PARA FORMAS FARMACEUTICAS DE LIBERACAO RETARDADA
Empregar o Método A ou 0 Método B ou 0 método indicado na monografia individual.
Método A

Estagio acido: utilizar 750 mL de HCI 0,1 M como Meio de dissolu¢é@o nas cubas quando empregar
0s Métodos 1 e 2. Montar o aparelho de dissolucdo 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 duas horas. Ao final deste tempo, retirar
uma aliquota do Meio de dissolucéo e, imediatamente, executar o Estagio tampéo pH 6,8. Determinar
a quantidade de farmaco dissolvido na aliquota amostrada, empregando método analitico adequado.
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Estagio tampdo pH 6,8: executar o preparo do estagio tampé&o e ajuste do pH em cinco minutos. Com
o0 aparelho de dissolucédo operando na velocidade especificada para o produto, adicionar ao Meio de
dissolucé@o do Estagio acido 250 mL de solucdo de fosfato de sddio tribasico 0,20 M, previamente
aquecido a (37 £ 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 dissolucdo por 45 minutos ou pelo tempo especificado na
monografia. Ao final deste tempo, retirar aliquota do Meio de dissolu¢do do Estagio tampéo pH 6,8
e determinar a quantidade de farmaco dissolvido, empregando método analitico adequado.

Método B

Estagio acido: utilizar 1000 mL de HCI 0,1 M como Meio de dissolu¢do nas cubas e montar o
aparelho de dissolucdo 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 duas horas. Ao final desse tempo, retirar uma aliquota do Meio de
dissolucéo e, imediatamente, executar o Estagio tampao pH 6,8. Determinar a quantidade de farmaco
dissolvido na aliquota amostrada, empregando método analitico adequado.

Estagio tampao pH 6,8: empregar tampdo fosfato pH 6,8, previamente aquecido a (37 = 0,5) °C.
Drenar o0 meio de dissolucao do Estagio acido das cubas e adicionar 1000 mL de meio de dissolu¢éo
tampédo fosfato pH 6,8. Como alternativa, pode-se remover cada cuba com o meio do Estéagio acido
do aparelho de dissolucdo e substituir por outra cuba com o meio do Estagio tamp&do pH 6,8,
transferindo cuidadosamente a unidade de ensaio do medicamento em teste. Continuar operando o
aparelho de dissolucdo por 45 minutos ou pelo tempo especificado na monografia. Ao final desse
tempo, retirar aliquota do meio de dissolucdo do Estagio tampao pH 6,8 e determinar a quantidade
de farmaco dissolvido, empregando método analitico adequado. O tampédo pH 6,8 pode ser preparado
pela mistura de trés volumes de HCI 0,1 M e um volume de solucéo de fosfato de sodio 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 liberacéo imediata: empregando o Método 3, adicionar o volume do Meio
de dissolucéo especificado na monografia do produto em cada frasco do aparelho, dispor os frascos
no banho do instrumental para climatizar a (37 £ 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 formacdo de bolhas de ar na superficie do material, e, imediatamente, iniciar a operacao
do aparelho de acordo com o especificado na monografia individual do produto. Durante o
movimento ascendente e descendente dos cilindros, a amplitude de altura deve situar-se entre 9,9 e
10,1 cm. No(s) intervalo(s) de tempo especificado(s) na monografia individual, erguer os cilindros e
amostrar uma aliquota do Meio de dissolucéo de cada frasco, da regido intermédia entre a superficie
do liquido e o fundo do frasco. Apds filtracdo e diluicdo (quando necessario) da aliquota, realizar
analise 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 dissolucé@o recentemente preparado mantido a (37 £
0,5) °C ou, em situacfes onde comprovadamente ndo seja necessaria a reposicdo do meio, efetuar a
correcdo da alteracdo do volume durante os calculos. Manter os frascos cobertos com suas respectivas
tampas durante a execucéo do teste e verificar periodicamente a temperatura do meio. Para 0 meio e
o tempo de dissolucdo, seguir as orientacdes gerais indicadas em Meio de dissolugdo e Tempo de
dissolucéo.

Formas farmacéuticas de liberagdo prolongada: empregando o Método 3, executar o procedimento
conforme descrito em Formas farmacéuticas de liberagéo imediata e seguir as orientacOes gerais
indicadas em Meio de dissolucdo e Tempo de dissolugdo. Os tempos sdo expressos em horas e
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normalmente sdo indicados pelo menos 3 intervalos de tempo. Formas farmacéuticas de liberacéo
retardada: empregando o Método 3, tomar como base o procedimento indicado em Método B para
Formas farmacéuticas de liberacédo retardada, empregando uma fila de frascos para o Estagio acido e
a fila sucessiva de frascos para o estadgio com solucéo tampéo 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 liberacéo retardada.

CRITERIOS DE ACEITACAO PARA FORMAS FARMACEUTICAS DE LIBERAGCAO
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 aceitagio para o teste de dissolucio de formas farmacéuticas de liberagéo imediata.

0
Estagios N° de amostras Critérios de aceitacao
testadas
E: 06 Cada unidade apresenta resultado maior ou igual a Q + 5%.
E> 06 Média de 12 unidades (E; + E>) € igual ou maior que Q e nenhuma
unidade apresenta resultado inferior a Q — 15%.
Es 12 Média de 24 unidades (E1 + Ez + E3) é igual ou maior do que Q, no

maximo duas 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 dissolucdo 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 E1

No Estagio E1 sdo 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
necessario efetuar o Estagio E.

Estagio E2

Caso o critério para o Estagio E1 ndo seja atendido, repetir o teste com mais seis unidades. Se a média
das doze unidades testadas (Estagios E1e E2) é 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 Estagio Es.

Estagio E3

Caso o critério para o Estagio E2 ainda ndo seja atendido, repetir o teste com mais 12 unidades. Se a
média das 24 unidades testadas (Estagios E1, E2 e E3) € maior ou igual 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 Estagio Es ainda
ndo seja atendido, o produto é considerado insatisfatorio.



Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo 79

CRITERIOS DE ACEITACAO PARA FORMAS FARMACEUTICAS DE LIBERACAO
PROLONGADA

O produto cumpre o teste se 0s resultados preencherem as exigéncias apresentadas na Tabela 2, salvo
especificacdo em contrério na monografia individual. Os termos Q1 e 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 L1, L2 e L3z referem-se aos trés possiveis
estagios de avaliagdo da liberacao (L).

Tabela 2 - Critérios de aceitaco para o teste de dissolugéo (liberacéo) realizado para formas farmacéuticas de
liberacdo prolongada.

N2 de
Estégios unidades Critérios de aceitagédo
testadas
Ly 6 Cada resultado individual se insere no intervalo estabelecido (Q1 e Q2) para
cada determinado tempo e nenhum resultado individual é inferior ao Q do
altimo tempo.
L, 6 A média de 12 unidades (L1 + L) se insere no intervalo estabelecido (Q1 e
Q2) para cada determinado tempo e ndo é 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.
Ls 12 A média de 24 unidades (L1 + L, + L3) se insere no intervalo estabelecido (Q1

e Q2) para cada determinado tempo e nao é inferior ao Q do Gltimo tempo.
No méaximo duas unidades das 24 testadas apresentam resultados que superam
os limites de Q1 e Q2 em 10% da quantidade declarada, para cada
determinado tempo, e no maximo duas unidades das 24 testadas apresentam
resultados com valor inferior ao Q do Gltimo tempo que superem em 10% a
guantidade declarada.

Nenhuma unidade individual apresenta resultado que supera os limites de Q1
e Q2 em 20% da quantidade declarada, para cada determinado tempo, e
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 0s resultados preencherem as exigéncias apresentadas na Tabela 3 no
Estagio acido (Métodos A ou B) e, também, as exigéncias indicadas na Tabela 4 no Estagio tampéao
pH 6,8 (Métodos A ou B), salvo especificagdo em contrario na monografia individual. Empregar o
valor de Q indicado na monografia do produto e, quando nao especificado, empregar 75% como valor
de Q no Estagio tampédo pH 6,8. Os termos A1, A2 e Asreferem-se aos trés possiveis estagios de
avaliacdo no Estagio acido (A) e os termos Bi1, B2 e Bs referem-se aos trés possiveis estagios de
avaliagdo no Estagio tampao pH 6,8 (B).

Tabela 3 - Critérios de aceitagio para o Estagio acido do teste de dissolugdo (Métodos A ou B) realizado para
formas farmacéuticas de liberacéo retardada.

N2 de unidades

Estagios testadas

Critérios de aceitacdo
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Aq 06 Nenhuma unidade individual apresenta quantidade dissolvida superior a
10% do declarado.
A, 06 A média de 12 unidades (A1 + A) é de, no maximo, 10% da quantidade

declarada e nenhuma unidade individual apresenta quantidade dissolvida
superior a 25% do declarado.

As 12 A média de 24 unidades (A1 + A, + A3) € de, no maximo, 10% da quantidade
declarada e nenhuma unidade individual apresenta quantidade dissolvida
superior a 25% do declarado.

Tabela 4 — Critérios de aceitacédo para o Estagio tamp&o pH 6,8 do teste de dissolucdo (Métodos A ou B)
realizado para formas farmacéuticas de liberacdo retardada.

5 -
Estagios N*de unidades Critérios de aceitacdo
testadas
B: 06 Cada unidade apresenta resultado maior ou igual a Q + 5%.
B> 06 Média de 12 unidades (B: + By) € igual ou maior que Q e nenhuma
unidade apresenta resultado inferior a Q — 15%.
Bs 12 Média de 24 unidades (B; + B, + B3) € igual ou maior do que Q, ndo mais

gue 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 administracdo de doses corretas, cada unidade do lote de um medicamento deve
conter quantidade do componente ativo préxima da quantidade declarada. O teste de uniformidade
de doses unitarias possibilita avaliar a quantidade de componente ativo em unidades individuais do
lote e verificar se esta quantidade é 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.

A uniformidade de doses unitarias de formas farmacéuticas pode ser avaliada por dois métodos:
Variacdo de peso e Uniformidade de conteido. A aplicacdo de cada método, considerando a forma
farmacéutica, dose e proporcao do farmaco, € apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Aplicagio do método de Uniformidade de contetido (UC) ou de Variagéo de peso (VP) de acordo com
a forma farmacéutica, dose e proporcao do farmaco.

Dose e propor¢éo do

- . . farmaco
Forma farmacéutica Tipo Subtipo
>25mge | <25mgou
>25% < 25%
Comprimidos ndo-revestidos VP ucC
revestidos filme VP ucC
outros ucC ucC
Cépsulas duras VP ucC
moles suspensdes, ucC ucC

emulsdes ou geis
solugdes VP VP
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Solidos acondicionados componente unico VP VP
em recipientes paradose  mitiplos componentes  soluco liofilizada no VP VP

unica recipiente final

outros ucC ucC

Solucdes acondicionadas VP VP
em recipientes para dose

Unica

Outros ucC ucC

O método de Uniformidade de contetido para preparacdes em doses unitarias baseia-se no doseamento
do contetdo individual do componente ativo de um nimero de doses unitarias para determinar se o
conteudo individual estd dentro dos limites especificados. O método de Uniformidade de contetido
pode ser aplicado em todos 0s casos.

O método de Variagdo de peso pode ser aplicado as seguintes formas farmacéuticas:
1. solugdes acondicionadas em recipientes para dose Unica e em capsulas moles;

2. solidos (incluindo po6s, granulos e sélidos estéreis) acondicionados em recipientes para dose Unica
que ndo contém outras substancias adicionadas, sejam elas 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
preparacéo;

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 contetdo da capsula. A uniformidade de outras substancias ativas presentes em menores
proporcOes deve ser demonstrada pelo método de Uniformidade de conteudo.

O método de Uniformidade de contetdo é exigido para todas as formas farmacéuticas que nao
atendem as condicOes especificadas para aplicacdo do método de Variacéo de peso.

UNIFORMIDADE DE CONTEUDO

Para determinar a uniformidade de doses unitarias pelo método de uniformidade de contetdo, 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 solugdo final semelhante a do doseamento. No caso de
doseamento por titulagdo, utilizar titulante com concentracéo diferente, se necessario, para consumo
de volume adequado de titulante. Considerar qualquer modificagdo das diluicGes para efetuar os
célculos.

Quando houver procedimento especial para o teste de uniformidade de contedo na monografia
individual, fazer a correcéo necessaria dos resultados obtidos conforme descrito a seguir.
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1. Pesar quantidade de unidades do produto suficiente para efetuar o doseamento e o procedimento
especial do teste de uniformidade de contetdo apresentados na monografia individual. Reduzir os
comprimidos a p6 fino (ou misturar os conteddos das capsulas, solugdes, suspensdes, emulsdes, géis
ou solidos em recipientes para dose Unica) para obter mistura homogénea. Se nao 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 0s ensaios
especificados.

2. Analisar, separadamente, por¢Oes da amostra, medidas com precisdo, conforme o procedimento
indicado para o doseamento (D) e o procedimento especial indicado para uniformidade de contetdo
(E), 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 correcdo (F) segundo a equacao:

F=DI/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, ndo € valido o uso de F.
1. Se F estiver entre 0,970 e 1,030, ndo ha necessidade de correcéo.
2. A correcdo seré aplicada quando o valor de F estiver entre 0,900 e 0,970 e entre 1,030 e 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 corregéo 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 Aceitagéo (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 contetdo 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 Aceitacéo (VA).
Valor de aceitacao para Uniformidade de contetido

Calcular o Valor de aceitacdo (VA) segundo a equacao:

VA=|M—X|+ks
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cujos termos séo definidos na Tabela 2.
VARIACAO DE PESO

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

Xi = Di x A/P

em que
p; = pesos individuais das unidades ou dos contetidos 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 nédo revestidos ou revestidos com filme

Pesar, com exatiddo 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
Aceitacéo (VA).

Cépsulas duras

Pesar, com exatidao e individualmente, 10 capsulas, preservando a identidade de cada uma. Remover,
cuidadosamente, o conteldo e pesar as capsulas vazias. Calcular o peso do contetdo 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
Aceitacéo (VA).

Capsulas moles

Pesar, com exatidao e individualmente, 10 capsulas, preservando a identidade de cada uma. Cortar as
capsulas com lamina e retirar o contetdo, lavando os invélucros com solvente adequado. Deixar 0s
involucros a temperatura ambiente, por 30 minutos, para a completa evaporacao do solvente, tomando
precaucdes para evitar adicdo ou perda de umidade. Pesar as capsulas vazias e calcular o peso do
conteudo de cada cépsula. Estimar a quantidade de componente ativo em cada capsula a partir do
resultado do doseamento e do peso do conteudo de cada capsula. Calcular o Valor de Aceitagdo (VA).

Formas farmacéuticas sélidas (exceto comprimidos e capsulas)

Proceder como indicado em Céapsulas duras. Calcular o Valor de Aceitagéo.

Formas farmacéuticas liquidas

Pesar, com exatidao e individualmente, a quantidade de liquido que é removida de cada um de 10

recipientes em condi¢Bes normais de uso. Se necessario, calcular o volume equivalente do contetido
removido apds a determinacdo da densidade. Estimar a quantidade de componente ativo em cada



Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo 84

recipiente a partir do resultado do doseamento e do peso do conteldo removido dos recipientes
individuais. Calcular o Valor de Aceitacao.

Valor de aceitacdo para Variagdo de peso

Calcular o Valor de aceitagdo conforme descrito em Valor de aceitacdo para Uniformidade de
conteudo, exceto que as quantidades individuais de componente ativo nas unidades sao substituidas
pelas quantidades individuais estimadas.

CRITERIOS

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

Formas farmacéuticas sélidas e liquidas

O produto cumpre o teste de uniformidade de doses unitarias se o Valor de aceitacdo calculado para
as 10 primeiras unidades testadas ndo é maior que L1. Se o Valor de aceitacdo for maior que L1,
testar mais 20 unidades e calcular o Valor de aceitacdo. O produto cumpre o teste de uniformidade
de doses unitérias se o Valor de aceitacdo final calculado para as 30 unidades testadas ndo é 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.

Tabela 2 — Termos e expressées para o calculo do Valor de aceitagio (VA).
Variavel | Definicéo | Condicdes | Valores
X Média dos contetdos individuais
(X1, X2,..., Xn), EXPressa como
porcentagem da quantidade
declarada.

X1, X2,000, Xn 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
Sen =30, entdo k = 2,0
S Desvio padrdo da amostra n VL
Z(Xi - X)
i=1
n-1
M a ser Valor de referéncia Se98,5% < X < M=X (VA=ks)
utilizado 101,5%, entdo
guando
T<101,5 A _
(caso 1) Se X <98,5%, entdo M =98,5%

(VA=985—X +ks)
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Se X >101,5%, entdo M =101,5%
(VA= X —101,5+ks)
M a ser Valor de referéncia Se98.5< X <T. entio M=X (VA=ks)
utilizado T T
uando N -
Tq> 101.5 Se X < 98,5%, entao M= 98'510/0
' (VA=985—X +ks)
(caso 2)
Se X >T, entfio M=T (VA=X-T+ks)
Valor de Férmula geral:
Aceitacio ‘M —)T‘+ks
(VA) Os calculos
sdo especificados acima
para os diferentes casos
L1 Valor méximo permitido para o L1 = 15,0 a menos que
valor de aceitacdo especificado de forma
diferente na monografia
individual
L2 Desvio méaximo permitido para Nenhum resultado L2 = 25,0 a menos que
cada unidade testada em relacao individual é menor que especificado de forma
ao valor de M utilizado nos (1-L2x0,01)Mou diferente na monografia
célculos do valor de aceitagéo. maior que (1 + L2 x individual
0,01)M
T Média dos limites especificados T é igual a 100% a

na monografia individual para a menos que outro valor
guantidade ou poténcia declarada, tenha sido aprovado por
expressa em porcentagem. raz0es de estabilidade;
nestes casos,
T é maior que 100%.

5.1.7 CONTAMINACAO POR PARTICULAS

5.1.7.1 PARTICULAS SUB-VISIVEIS

A contaminagdo de injetaveis por particulas € a presencga de materiais insolUveis, estranhos e moveis
que ndo sejam bolhas de ar.

As especificagbes exigidas para as preparacOes farmacéuticas encontram-se descritas nas
monografias especificas.

A contaminacao, por particulas, das preparagdes para uso parenteral e das preparagdes para perfuséo,
é constituida de particulas estranhas ndo soluveis e moveis, além das bolhas de gas que se encontram,
involuntariamente, nessas preparacdes. Para a determinacdo da contaminacdo 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 preparacOes injetaveis e nas preparacdes para perfusdo utilize, de
preferéncia, o0 método 1. Em determinadas preparagdes, entretanto, pode ser necessario realizar
ensaios de contagem de particulas por bloqueio da luz e, posteriormente, por microscopia Optica para
poder concluir quanto a conformidade dos resultados obtidos.



Farmacopeia Brasileira, 62 edicio 86

A pesquisa das particulas ndo visiveis realizada aplicando-se um destes métodos, ou mesmo os dois,
ndo é possivel para todas as preparacgdes injetaveis. Quando o método 1 ndo é aplicavel, por exemplo
no caso das preparagGes pouco limpidas ou muito viscosas, 0 ensaio é realizado pelo método 2 (caso
das emulsdes, das solucbes coloidais e das preparagdes de lipossomas). Do mesmo modo, um ensaio
de contagem de particulas por microscopia Optica pode igualmente ser exigido no caso de produtos
que formem bolhas de ar ou de gas quando passam pelo detector. Se a viscosidade da preparacdo é
tal que 0 exame por um ou outro dos métodos é impossivel, pode-se realizar uma dilui¢do quantitativa
com um diluente apropriado de modo a reduzir a viscosidade até o grau considerado suficiente para
permitir 0 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 para se obter conclusdes validas,
a partir dos dados recolhidos, para a contaminacdo de material particulado em um grande grupo de
unidades.

A 4gua utilizada nos ensaios é livre de particulas. Agua livre de particulas pode ser obtida por filtracdo
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.

Calibracéo

Calibrar o0 equipamento com o auxilio de particulas esféricas padrfes de tamanho compreendido entre
10 a 25 pm. Essas particulas padrdes sdo dispersas em agua livre de particulas. Evitar a agregacdo
das particulas durante a disperséo.

Precaucdes

Realizar o teste em condicBGes de contaminacdo limitada, preferencialmente, em capela de fluxo
laminar. Lavar a vidraria e o equipamento de filtracdo utilizado, com exce¢do das membranas
filtrantes, com solucdo 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 acessério de leitura.

Para verificar a adequabilidade do ambiente, da vidraria e 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 exceda 25, para o volume total de
25 mL, o ambiente ndo apresenta condicOes para realizar o teste.

Procedimento
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Homogeneizar a amostra por meio de 25 inversdes consecutivas lentas e suaves do recipiente.
Eliminar as bolhas deixando a amostra em repouso por dois minutos. Transferir quatro porgdes néo
menores que 5 mL, e determinar o numero de particulas com tamanho igual ou maior que 10 e 25
um. Desconsiderar o resultado obtido com a primeira aliquota, e calcular o nimero médio de
particulas para a amostra sob exame.

Avaliacéo

Empregar o teste A, teste B ou teste C, assim como, 0 nimero de amostras, conforme indicado na
monografia especifica, da forma farmacéutica.

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

Teste B - SolucBes para injetaveis em recipientes, com volume declarado, igual ou menor que 100
mL. A amostra cumpre o teste se 0 nimero médio de particulas, com tamanho igual ou maior que 10
um, presentes nas unidades testadas ndo exceda 6000 particulas por recipiente e 0 numero de
particulas com tamanho igual ou maior que 25 pm nao exceda 600 particulas por recipiente.

Teste C - P0Os 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 0 nUmero
médio de particulas, com tamanho igual ou maior que 10 pum, presentes nas unidades testadas nao
exceda 10 000 particulas por recipiente e 0 numero de particulas com tamanho igual ou maior que 25
um ndo exceda 1000 particulas por recipiente.

METODO 2 - CONTAGEM DE PARTICULAS POR MICROSCOPIA
Equipamento

Utilize um microscopio binocular apropriado, um dispositivo de filtracdo para reter a contaminacéao
particular e uma membrana filtrante. O microscopio equipado com um micrémetro ocular calibrado,
com um micrémetro de objetiva, uma platina de movimentos cruzados capaz de manter e de atravessar
toda a superficie de filtracdo da membrana filtrante, dois iluminadores apropriados que permitem
iluminacdo episcopica e iluminacgéo obliqua, ajustado para ampliacdo de 100 + 10 vezes.

O micrémetro 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 pm
com um aumento de 100 e uma escala linear graduada de 10 em 10 um (Figura 1).

O grande circulo é denominado campo de visao 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 iluminagéo obliqua refletida segundo um &ngulo de 10-20°. O
dispositivo de filtragdo destinado a reter a contaminagdo 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 dimens@es apropriadas, é de cor preta ou cinza escura; € coberta ou ndo com
uma grelha e o tamanho dos poros é inferior ou igual a 1,0 pm.
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Figura 1 - Reticulo circular.
Calibracéo

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

Precaucdes gerais

Realizar o teste em condicBes de contaminacdo limitada, preferencialmente, em capela de fluxo
laminar. Lavar a vidraria e o equipamento de filtracdo utilizado, com excecdo das membranas
filtrantes, com solucdo 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 &gua livre de particulas, de acordo com o0 método descrito neste capitulo.
Caso o numero de particulas de 10 um ou maiores exceda 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
contaminagéo do conteudo.

No caso das preparacdes parenterais de grande volume, efetue o ensaio em unidades separadas. No
caso de preparagOes 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 preparacOes parenterais de pequeno volume, inferiores a 25 mL, relina 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
conteudo de um namero apropriado de frascos e completando 25 mL com agua isenta de particulas
ou um solvente apropriado isento de contaminacdo particular, quando a dgua isenta de particulas ndo
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for apropriada. As preparagdes parenterais de pequeno volume, cujo volume for superior ou igual a
25 mL, podem ser examinadas individualmente.

No caso dos p0Os para uso parenteral, reconstitua a preparacdo com agua isenta de particulas ou um
solvente apropriado isento de contaminacgdo particular, quando a agua isenta de particulas nédo for
apropriada.

Umedecer o interior do suporte do filtro munido da membrana filtrante com alguns mililitros de dgua
isenta de particulas. Verter sobre o filtro a totalidade da amostra (mistura das tomadas de ensaio ou a
unidade em ensaio) e aplicar vacuo. Se necessario, juntar, pouco a pouco, porc¢des da solucdo até que
o volume total seja filtrado. Apos a Ultima adicao, iniciar a lavagem das paredes internas do suporte
do filtro utilizando um jato de &gua isenta de particulas. Manter o vacuo até que a superficie da
membrana filtrante fique isenta de liquido.

Colocar o filtro numa placa de Petri e secar ao ar deixando a placa ligeiramente aberta. Quando o
filtro estiver seco, colocar a placa de Petri na platina do microscopio, efetuar a varredura de toda a
membrana filtrante sobre a luz refletida do iluminador e contar o nimero de particulas de tamanho
superior ou igual a 10 pm e o numero de particulas de tamanho superior ou igual a 25 um. E
igualmente possivel efetuar contagem parcial e determinar por calculo o nimero total de particulas
retidas no filtro. Calcule o nimero médio de particulas presentes na amostra. Para determinar o
tamanho das particulas com auxilio do reticulo circular, proceder a transformacao da imagem de cada
particula num circulo e depois comparar com os circulos de referéncia do reticulo de 10 um e de 25
pum. Assim, as particulas mantém a sua posic¢ao inicial no interior do campo de visdo do reticulo e
ndo se sobrepdem aos circulos de referéncia para fins de comparacgéo. O didmetro interior dos circulos
de referéncia transparentes do reticulo é utilizado para determinar o tamanho das particulas brancas
ou transparentes, ao passo que o tamanho das particulas escuras é determinado com o diametro
exterior dos circulos de referéncia pretos e opacos do reticulo. Quando realizar um ensaio de
contagem de particulas ao microscOpio, ndo procurar 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 avaliacdo pode ser facilitada realizando
um ensaio de contagem das particulas por retencdo da luz sobre uma amostra da solugéo.

Avaliacéo

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

Nas preparagdes acondicionadas em recipientes de conteddo nominal superior a 100 mL, a preparacao
satisfaz ao ensaio se 0 numero médio de particulas presentes nas unidades examinadas for, de no
méaximo, 12 por mililitro para as particulas de tamanho superior ou igual a 10 um e de, no maximo,
duas particulas por mililitro para as de tamanho superior ou igual a 25 um.

Nas preparacdes acondicionadas em recipientes de conteddo nominal igual ou inferior a 100 mL, a
preparacdo satisfaz ao ensaio se 0 nimero médio de particulas presentes nas unidades examinadas
for, de no méaximo, 3000 por recipiente para as particulas de tamanho superior ou igual a 10 um ¢ de,
no maximo, 300 por recipiente para as particulas de tamanho superior ou igual a 25 pm.

5.1.7.2 PARTICULAS VISIVEIS

A contaminacdo por particulas das preparacdes injetaveis e das preparacfes injetaveis para perfusao
é constituida por particulas estranhas, ndo dissolvidas e méveis, além das bolhas de gas, e que se
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encontram involuntariamente nestas solucdes. A finalidade do ensaio é fornecer um método simples
de avaliacdo visual da qualidade das solucbes no que diz respeito as particulas visiveis. Outros
métodos validados podem ser utilizados.

Aparelhagem

O aparelho (Figura 1) é composto por um posto de observacdo, compreendendo: um painel preto
fosco, de dimensOes apropriadas, colocado em posicdo vertical, um painel branco antirreflexo de
dimensbes apropriadas, colocado em posicdo vertical ao lado do painel preto, uma rampa de
iluminacdo ajustavel, com uma fonte de luz branca protegida e um difusor apropriado (um sistema de
iluminacdo contendo 2 lampadas fluorescentes de 13 W, com comprimento de onda de 525 nm cada
uma, é apropriado).

A intensidade da iluminacdo no ponto de observacdo é mantida entre 2000 lux e 3750 lux sendo
aconselhavel uma intensidade mais elevada para recipientes de vidro corado ou de plastico.

iluminacdo ajustavel

/ Painel Painel
'e
preto branco
fosco anti-reflexo
L ————
Painel branco
anti-reflexo

Figura 1 - Aparelho para particulas visiveis.
Procedimento

Retirar, eventualmente, os rétulos, lavar e secar o exterior do recipiente. Agitar suavemente e inverter
cada recipiente com precaucéo, evitando a formacdo de bolhas de ar e observar, durante cerca de
cinco segundos, contra o painel branco. Repetir este procedimento observando o recipiente contra o
painel preto. Anotar a presenca de qualquer particula.

5.1.8 TESTE DE GOTEJAMENTO

O teste de gotejamento destina-se a determinar a relacdo do numero 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, & necessario conhecer o numero declarado de
gotas por mililitro, ou a quantidade declarada de fArmaco em massa por gota.

PROCEDIMENTO
Determinacdo do numero de gotas por mililitro
O gotejamento deve ser realizado com o frasco invertido na posigéo vertical ou conforme o angulo

de gotejamento declarado pelo fabricante, permitindo o fluxo por gravidade, a uma taxa constante,
sem qualquer tipo de pressao adicional. Uma leve presséo pode ser aplicada em frascos de polietileno.
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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 nimero de gotas
correspondente a 1 mL, conforme declarado pelo fabricante. Se esta relagcdo néo estiver declarada,
utilizar 20 gotas para o teste.

Calcular o nimero de gotas por mililitro para cada unidade testada (Nt) segundo a equacéo:

em que
N1 = ndmero de gotas utilizado no teste, que pode ser o nimero de gotas declaradas por mililitro (Nq)
ou 20 gotas;

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

m; = massa, em g, correspondente ao nimero de gotas utilizado no teste.

Determinacdo da quantidade de farmaco por gota

Calcular a quantidade do farmaco, em mg/gota, para cada unidade testada (qt), segundo a equac&o:

em que
Q = quantidade de farmaco em mg/mL determinada no doseamento;
Nt = numero de gotas por mililitro calculado para cada unidade testada.

Calcular a porcentagem em relacdo a quantidade declarada, para cada unidade testada (%Q: ou %),
empregando uma das equacdes abaixo:

%Q =— 1 %100 %q, = x100

X
Qd/N,) g, a

em que

gt = quantidade do fa&rmaco, em mg/gota, calculada para cada unidade testada;
Qqd = quantidade declarada do farmaco, em mg/mL;

Nd = nimero declarado de gotas por mililitro;

ga = quantidade declarada do farmaco em mg/gota

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

L

n
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. JZ(%Qi—%)Z
- n-1

DPR — 190%s
%Q

em que

%Qi = porcentagem em relacdo a quantidade declarada calculada para cada unidade testada;
s = desvio padréo;

n = namero de unidades testadas.

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 padréo
relativo (DPR) ndo é 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 condigdes forem observadas, testar mais 20 unidades.

O produto cumpre o teste se no maximo uma unidade est4 fora da faixa de 85,0% a 115,0% da

quantidade declarada, nenhuma unidade esta fora da faixa de 75,0% a 125,0% e o DPR das 30
unidades testadas € de, no maximo, 7,8%.

5.2 METODOS FiSICOS E FiSICO-QUIMICOS

5.2.1 DETERMINACAO DA MASSA

Para se efetuar a medicdo da massa, as balancas devem apresentar capacidade e sensibilidade de
acordo com o grau de preciséo requerido e certificado de calibragéo atualizado.

Tratando-se de atividades que exijam pesagens exatas, na determinacao de massas iguais ou maiores
que 50 mg, utilizar balanca analitica de 100 g 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 balancas analiticas a serem utilizadas nesse ensaio devem ser de prato unico, preferencialmente
eletronicas.

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

As balancas analiticas devem apresentar as seguintes caracteristicas:

- armario ou caixa de protecdo, com aberturas apropriadas para possibilitar operagdes em seu interior
e excluir correntes de ar;
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- 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 projecao optica de
escala etc.).

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

A balanca néo deve ser sobrecarregada.
Localizacdo da balanca 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 chdo ou conectados aos elementos da construcao
do prédio a fim de impedir vibracdes. Deve estar em local isolado, que ofereca seguranga 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.

Conservacao e limpeza

O prato e as demais partes da balanca, inclusive sua caixa de protecdo, devem permanecer limpos,
isentos de pé e substancias que acidentalmente caiam no prato da balanca 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 reldgios, cadinhos, cépsulas
de porcelana e pesa-filtros com ou sem tampa.

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

Agentes dessecantes, tais como silica-gel ou cloreto de céalcio, podem ser colocados no interior da
caixa de protecdo, para manutencdo de atmosfera relativamente seca.

Quando a balanga néo estiver em uso, suas portas deverdo permanecer fechadas e travadas.

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

Utilizacdo da balanca analitica
O material a ser pesado deve estar em equilibrio termico com o ar do interior da caixa de protecdo da

balanca a fim de evitar erros devido as correntes de convecgdo, além da condensacdo da umidade
sobre os corpos frios.
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A balanca deve estar nivelada na ocasido de seu uso. A posicao de equilibrio com ou sem carga deve
ser conferida varias vezes com 10% da carga total e com a carga total. A diferenca de equilibrio,
encontrada em duas determinagdes sucessivas, feitas com pesos iguais, ndo deve exceder 0,1 mg para
balangas analiticas (maximo de 200 g) e 0,01 mg para balancas analiticas (maximo de 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 protecdo devem estar fechadas.

5.2.2 DETERMINACAO DA FAIXA OU TEMPERATURA DE FUSAO

A Temperatura ou Ponto de fusdo de uma substancia € definida como a temperatura na qual esta se
encontra completamente fundida. E uma propriedade intrinseca das substancias, que é utilizada, junto
a outros ensaios, para a confirmacédo da identidade das mesmas, assim como indicador de pureza. No
caso de substancias que fundem com decomposicdo, a temperatura ou ponto de fusdo serd a
temperatura na qual se inicia a fusdo.

A Faixa de fusdo de uma substancia é definida como a faixa compreendida entre a temperatura na
qual a substancia comeca a se fluidificar ou formar gotas nas paredes do tubo capilar e a temperatura
na qual a substancia estd completamente fundida.

Uma transicdo da fusdo pode ser instantdnea para um material altamente puro, mas geralmente se
observa um intervalo desde o comecgo até o final do processo. Existem diferentes fatores que
influenciam nesta transicdo e devem ser padronizados quando se descreve o procedimento. Estes
fatores incluem: quantidade da amostra, tamanho das particulas, eficiéncia na difusdo do calor e a
velocidade do aquecimento, entre outros.

Para os fins farmacopeicos, o ponto de fusdo ou faixa de fusdo é informado como a temperatura na
qual se observa a primeira fase liquida e a temperatura na qual ndo ha mais fase sélida aparente,
exceto para aquelas substancias que se fundem com decomposicao ou se especifique de outra maneira
na monografia individual.

METODO |
Para amostras que sdo facilmente reduzidas a po.
Aparato |

Consiste em um recipiente de vidro (C) para um banho de liquido transparente, um dispositivo
misturador (D), um termémetro (A) e uma fonte de calor adequados (ver Figura 1). De acordo com
a temperatura de trabalho requerida, o liquido do banho pode ser um dos seguintes ou outro que seja
apropriado:

Agua para temperaturas até 60 °C;

Glicerol para temperaturas até 150 °C;

Parafina liquida de alta faixa de ebuli¢do para temperaturas até 250 °C;

Oleo de sésamo ou um 6leo siliconado de grau adequado para temperaturas até 300 °C.
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Figura 1 — Aparato | para
determinacéo do ponto de fuséo.

O liquido do banho deve ter profundidade suficiente para permitir a imersdo do termdmetro a
profundidade especificada, de modo que o bulbo fique aproximadamente a 2 cm do fundo do banho.
O calor pode ser fornecido por uma chama ou eletricamente. O tubo capilar tem aproximadamente
10 cm de comprimento e entre 0,8 mm e 1,2 mm de didmetro interno, com paredes de 0,1 mm a 0,3
mm de espessura, e deve ser fechado em uma das suas extremidades, a ndo ser que se especifique de
outra forma na monografia individual. Deve ser utilizado um dispositivo agitador que garanta a
homogeneidade da temperatura do banho.

Procedimento

Se ndo estiver especificado de outro modo na monografia individual, proceder como esta indicado a
seguir:

Reduzir a amostra a p6 fino e seca-la em um dessecador a vacuo sobre um agente dessecante
apropriado durante 24 horas.

Carregar o tubo capilar seco com quantidade suficiente do po6 até formar uma coluna de 3 mm a 4
mm de altura, logo ap6s ter comprimido por meio de golpes moderados sobre uma superficie solida.
Unir o tubo capilar ao termémetro, ambos umedecidos com o liquido do banho. Ajustar sua altura, de
modo que a amostra contida no capilar fique junto ao bulbo do termémetro (B).

Adaptar um termémetro auxiliar (E) de modo que o centro do bulbo fique 0 mais préximo possivel
da haste do term6metro principal (A) em um ponto equidistante da superficie do banho e da diviséo
correspondente ao ponto de fusdo esperado.

Aquecer o banho até alcangar uma temperatura de 10 °C abaixo do ponto de fusdo esperado. Introduzir
0 termbGmetro com o capilar aderido e continuar o aquecimento de maneira tal que a temperatura se
eleve a uma velocidade de 1 °C a 2 °C por minuto, dependendo da estabilidade da substancia.
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Registrar a leitura do termémetro auxiliar ao final da fusdo da amostra e, se for necessario, aplicar a
correcdo pela coluna emergente empregando a seguinte formula:

t. =kxN(T -t)

C
em que

tc = correcdo que deve ser adicionada a temperatura de fuséo observada;

k = constante de correcdo pelo coeficiente de dilatacdo do liquido do termémetro. No caso do
mercurio, o valor é 0,00016;

N = ntmero de graus da coluna do termémetro principal entre o nivel do banho e a temperatura de
fusdo observada;

T = temperatura de fusao;

t = temperatura registrada pelo termdmetro auxiliar.

Realizar a determinacdo pelo menos em triplicata. Para isso, deixar resfriar o banho até 10 °C abaixo
do ponto de fusdo ou até uma temperatura inferior e repetir o procedimento empregando novas
porcdes da amostra.

Aparato Il

Consta de um bloco metélico que pode ser aquecido a velocidade controlada, cuja temperatura pode
ser monitorada por um sensor ou termémetro. O bloco permite que nele seja inserido o tubo capilar
gue contém a substancia em ensaio e monitorar o processo de fusdo por meio de controle visual ou
automaticamente.

Procedimento

Se ndo estiver especificado de outro modo na monografia individual, proceder como esta indicado a
sequir:

Reduzir a amostra a p6 fino e secé-la em um dessecador a vacuo sobre um agente dessecante
apropriado durante 24 horas.

Carregar o tubo capilar seco com quantidade suficiente do p6 até formar uma coluna de 3 mm a 4
mm de altura, logo apos ter comprimido por meio de golpes moderados sobre uma superficie solida.

Aquecer o bloco rapidamente até uma temperatura de 10 °C abaixo do ponto de fusdo esperado.
Introduzir o capilar no bloco e registrar a temperatura no inicio e no final da fusdo. Continuar o
aquecimento de tal maneira que a temperatura se eleve a uma velocidade de 1 °C a 2 °C por minuto.
Realizar a determinagdo pelo menos em triplicata. Para isso, deixar resfriar o bloco até 10 °C abaixo
do ponto de fusdo ou até uma temperatura inferior, e repetir o procedimento empregando novas
porgdes da amostra.

METODO Il

Para amostras que nédo séo facilmente reduzidas a po.

Procedimento
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Fundir, cuidadosamente, a amostra a temperatura mais baixa possivel e introduzir o material fundido
em um capilar aberto em ambas as extremidades até formar uma coluna de uns 10 mm de altura.
Esfriar o capilar carregado a uma temperatura igual ou menor que 10 °C durante aproximadamente
24 horas. Unir o capilar ao termémetro e ajustar sua altura, de modo que a amostra contida no capilar
fique proxima ao bulbo do termémetro. Introduzir em um banho de dgua e aquecer como se indica
no Método I, Aparato I, exceto que, ao chegar a uma temperatura de aproximadamente 5 °C abaixo
do ponto de fusdo esperado, se aumenta a temperatura a uma velocidade de 0,5 °C por minuto.
Registra-se como ponto de fusdo a temperatura na qual a amostra comega a subir dentro do tubo
capilar. Realizar a determinacéo pelo menos em triplicata utilizando porc¢des diferentes da amostra.

METODO IlI
Para vaselina, substancias graxas ou outras de consisténcia pastosa (semissolida).
Procedimento

Fundir a amostra sob agitacdo até alcancar uma temperatura entre 90 °C e 92 °C e deixar resfriar a
substancia fundida até uma temperatura entre 8 °C e 10 °C acima do ponto de fusdo esperado. Resfriar
até 5 °C o bulbo do termémetro, secar e, enquanto ainda estiver frio, submergir na amostra fundida
até a metade do bulbo aproximadamente. Retirar imediatamente e manter em posicao vertical até que
a superficie da amostra depositada sobre o bulbo solidifique. Introduzir em banho-maria a uma
temperatura que ndo exceda os 16 °C durante, aproximadamente, cinco minutos.

Adaptar o termdmetro dentro de um tubo de ensaio por meio de uma rolha perfurada, de modo que
seu extremo inferior fique cerca de 15 mm acima do fundo do tubo. Suspender o tubo de ensaio em
banho-maria a uma temperatura de 16 °C e elevar a temperatura do banho até 30 °C, a uma velocidade
de 2 °C por minuto, e logo a seguir a uma velocidade de 1 °C por minuto até que a primeira gota se
desprenda do termémetro. A temperatura em que isso ocorre é o ponto de fusdo. Para cada
determinacdo empregar uma porcéo recém-fundida da amostra. Realizar a determinacdo em triplicata.
Se a diferenca maxima entre as determinacGes for menor que 1 °C, determinar a média dos valores
obtidos. Do contrario, realizar outras duas determinacdes e calcular a média das cinco.

5.2.3 DETERMINNAC;AO DA TEMPERATURA DE EBULICAO E DA FAIXA
DE DESTILACAO

Temperatura ou ponto de ebulicdo de um liquido € a temperatura corrigida na qual o liquido ferve
sob presséo 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 fragéo especifica do liquido, destila inteiramente.

APARELHAGEM

Usar aparelho como o sugerido na Figura 1 em que A é um baldo de destilacdo 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 é utilizada como coletor. O termdmetro deve ser adaptado ao
baldo de forma que o sensor de temperatura se situe 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.
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Figura 1 - Aparelho para determinagéo da faixa de destilagio (dimensdes em mm). A, baldo de destilagéo; B,
condensador; C, adaptador.

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 termémetro 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 vazao de 3 mL a 4 mL por minuto. Anotar a temperatura na qual
a ultima gota evaporar do baldo de destilacdo ou quando a fracao especificada for coletada. Manter o
destilado a mesma temperatura na qual o liquido foi originalmente medido e anotar o0 volume do
destilado.

Comparar os valores obtidos do ponto de ebuli¢do, faixa de destilacdo e volume do destilado com as
respectivas especificacdes das monografias.

Corrigir as leituras em funcao da pressdo atmosférica utilizando a formula:

ti1 =t +k (101,3-D)

em que

t1 = temperatura corrigida;

t> = temperatura observada na pressao atmosférica b;

k = fator de conversdo (Tabela 1), a menos que esse fator ndo seja considerado;

b = pressdo atmosférica, expressa em quilopascal, durante a destilacao.

Tabela 1 - Fatores de corregio para diferentes temperaturas de destilag&o.
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Temperatura de destilacéo Fator de correcdo 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¢ao do liquido.

Nota 2: liquidos que destilam abaixo de 80 °C devem ser resfriados entre 10 °C e 15 °C antes de se
medir 0 volume e a proveta que recebe o destilado deve estar imersa em banho de gelo.

Nota 3: quando o ponto de ebulicdo é superior a 150 °C, pode-se substituir o condensador de agua
por condensador de ar.

5.2.4 DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE CONGELAMENTO

Temperatura ou ponto de congelamento de liquido ou de sélido fundido € a mais alta temperatura na
qual ocorre solidificagéo.

Para substancias 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 didmetro interno e
150 mm de comprimento suspenso por intermédio de rolha adequada dentro de um segundo tubo
maior, de 40 mm de diametro interno e 160 mm de comprimento, formando uma camisa de ar que
evita mudanca brusca de temperatura. Esse sistema é fixo por garra no centro do béquer com
capacidade de 1000 mL contendo &gua ou solucdo refrigerante.

O tubo interior é vedado com rolha de modo a conter haste agitadora e termémetro com divisdes de
0,2 °C. O sensor de temperatura do termémetro 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 determinagéo do
ponto de congelamento.

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 termdémetro 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 trés minutos apds a temperatura comecar a diminuir novamente.

Registrar 0 maximo na curva temperatura-tempo, que ocorre apds a temperatura permanecer
constante, ou apresentar leve aumento, e antes da temperatura comecar 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 substancia 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.

525 DETERMINACAO DA DENSIDADE DE MASSA E DENSIDADE
RELATIVA

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



Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo 101

densidade de massa da substancia (pt) em uma determinada temperatura (t) é calculada a partir de sua
densidade relativa (dtt) pela formula:

pt = diagua) X dtt +0,0012

expressa em g/mL ou kg/L.

Quando a temperatura for, por exemplo, 20 °C a formula é expressa por:
p20=0,99820 x d2 +0,0012

Tabela 1 - Densidade da 4gua de 0 a 40 °C.
Temp. Densidade Temp. Densidade Temp. Densidade Temp. Densidade

(°C) (g/mL) (°C) (g/mL) (°C) (g/mL) (C) (g/mL)
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 é a razdo de sua massa pela massa de igual volume de agua,
20 . .
ambas a 20 °C (d,, ) ou por massa de igual volume de agua a 4 °C (a20):

420 =0,998234 x dj)

PROCEDIMENTO

A densidade relativa da substancia pode ser determinada utilizando-se picndmetro, balanca
hidrostatica ou densimetro. O uso desses dois ultimos é condicionado ao tipo de aparelhagem
disponivel.

METODO DO PICNOMETRO

Utilizar picnémetro limpo e seco, com capacidade de, no minimo, 5 mL que tenha sido previamente
calibrado. A calibracéo consiste na determinacdo da massa do picnémetro vazio e da massa de seu
conteudo com &gua, 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

. A . . . . 20 . ~
picnémetro cheio e vazio. Calcular a densidade relativa (d,, ) determinando a razéo entre a massa

da amostra liquida e a massa da agua, ambas a 20 °C. Utilizar a densidade relativa para calcular a
densidade de massa (p).
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5.2.6 DETERMINACAO DO INDICE DE REFRAGCAO

indice de refracdo (n) de uma substancia é a relagdo entre a velocidade da luz no vacuo e sua
velocidade na substancia. 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 relacdo entre o seno do angulo de incidéncia (sen i) e 0 seno do
angulo de refracdo (sen r) é constante. Essa relacdo equivale ao indice de refracdo (n).

sen i

senr

Para fins praticos mede-se a refracdo com referéncia ao ar e a substancia e ndao com referéncia ao
vacuo e a substancia, porquanto as diferencas entre os valores obtidos com ambas as medidas ndo séo
significativas para fins farmacopeicos.

Em substancias isotropicas, o indice de refracdo é caracteristica constante em determinado
comprimento de onda, temperatura e pressdo. Por essa razdo, esse indice é Util ndo s6 para identificar
a substancia, mas, também, para detectar a presenca de impurezas. E empregado para caracterizar,
principalmente, gorduras, 6leos graxos, ceras, aglcares 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 func¢éo da luz de s6dio no comprimento de onda de
589,3 nm (raia D) e a (20 + 0,5) °C. Dai expressar-se o valor do indice de refracdo como néo :

REFRATOMETROS

Os refratbmetros 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 sodio.

O refratdmetro Abbé mede a faixa de valores de indice de refracdo das substancias farmacéuticas.
Outros refratdbmetros de maior ou igual precisdo podem ser empregados.

Visto que o indice de refracdo varia significativamente com a temperatura, durante a leitura deve-se
ajustar e manter a amostra a 20 °C.

A calibracdo do aparelho é realizada com padrdo fornecido pelo fabricante. Para controle da
temperatura e limpeza do equipamento, deve-se determinar o indice de refracdo da agua destilada,
cujos valores séo de 1,3330 a 20 °C e de 1,3325 a 25 °C.

5.2.7 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE

Viscosidade é a expressao 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 é,
das forcas de coesd@o 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.

A unidade dindmica, Sistema CGS, de viscosidade é o poise. O Sistema CGS de unidades é um
sistema de unidades de medidas fisicas, ou sistema dimensional, de tipologia LMT (comprimento,
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massa, tempo), cujas unidades-base sdo o0 centimetro, para 0 comprimento, 0 grama, para a massa e
0 segundo, para o tempo.

A unidade dindmica analoga no Sistema Internacional de Unidades (SI) é 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)
1P=1g-cmt.st

Por definicdo, 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 é, contudo, demasiado grande para a maioria das aplicacdes, 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 Farmacia e Quimica.
Sistema Internacional de Unidades — pascal segundo (Pa-s)

1Pa-s=1kg-m?t-st=10P
Pascal segundo equivale a 10 poise, mas, normalmente, € mais utilizado milipascal segundo (mPa-s).

Na Tabela 1 esta registrada a viscosidade de alguns liquidos.

Tabela 1 — Viscosidade de alguns liquidos.

Liquido Viscosidade (P)? Viscosidade N s m Viscosidade cP =
Unidades CGS Unidades Sl mPa.s
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? = 0,1 N s m, cP = centi-poise = mPa.s = mili Pascal vezes Seg.

A determinacg&o da viscosidade — ensaio para o qual a especificacdo da temperatura é imprescindivel
devido a sua influéncia decisiva sobre o resultado (em geral, a viscosidade € inversamente
proporcional a temperatura) - é efetuada com base em propriedades diversas. O método mais
frequente baseia-se no tempo de escoamento de liquidos através de capilares (viscosimetros de
Ostwald, Ubbelohde, Baumé e Engler) devido a simplicidade e ao preco acessivel dos aparelhos.
Viscosimetros que tém como principio de funcionamento a determinacao do tempo de queda livre de
esferas atraves de tubos contendo o liquido sob ensaio (Hoppler) ou a velocidade de rotagéo 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 vazdo de um liquido através de um capilar
(viscosimetro de Oswald, Ubbelohde, Baumeé e Engler);

» medida do tempo de queda de uma esfera através de tubos contendo o liquido sob ensaio (Hoppler);
« medida da resisténcia ao movimento de rotacdo de eixos metalicos quando imersos no liquido
(rebmetro de Brookfield).
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Embora seja possivel a determinacdo de viscosidade absoluta, com base nas dimens@es exatas do
viscosimetro empregado, é mais frequente a pratica da calibracdo prévia do aparelho com liquido de
viscosidade conhecida, permitindo, por comparacédo, a avaliacdo relativa da viscosidade do liquido
sob ensaio. Assim, empregando-se viscosimetro de Ostwald ou similar, determinam-se os tempos de
escoamento t; e to de volumes iguais dos liquidos amostra e de referéncia, de densidade di e do,
respectivamente. Sendo 72 a viscosidade do liquido de referéncia, a viscosidade absoluta (cP) do
liquido amostra pode ser calculada pela equag&o:

M _ tid,
Ny tyd,
ou melhor
o tidy
N =nz t,d,

O quociente mo/to.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 equacdo:

n==ktd

O valor de k pode, também, ser determinado, experimentalmente, medindo-se o tempo de escoamento
de liquido padrdo, puro, e aplicando-se a equacao:

Y

k=14

Empregando-se agua como padrdo, usual para determinacdo de liquidos de baixa viscosidade,
adotam-se os valores de viscosidade registrados na Tabela 2, conforme a temperatura do ensaio:

Tabela 2 — Vvalores de viscosidade, de acordo com a temperatura do ensaio.

Temperatura (°C) \ 7 (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 é apropriado para determinar a viscosidade absoluta de liquidos, aplicando-se
a equacao:

n=t(ds —d)K
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em que

t = tempo de queda da bola (seg).

K = cte especifica da bola (mPcm?3), fornecido pelo fabricante.
ds = densidade da bola (g/cm?).

d. = densidade do liquido (g/cm3).

A densidade do liquido (dL), 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 equacao:

M_ (ds —dy)ty
Ny (ds —dy)t,

em que n, d e t sdo, respectivamente, o coeficiente de viscosidade dindmica, a densidade e o tempo
de escoamento de igual volume dos liquidos 1 e 2.

VISCOSIMETRO DE OSTWALD

O viscosimetro de Ostwald é 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 é
suficientemente largo para permitir seu enchimento com o liquido sob ensaio até a altura de cerca de
5 mm abaixo do traco de referéncia inferior. Para possibilitar a determinacdo de viscosidades em uma
faixa mais ampla, empregam-se colecBes de viscosimetros, com diferentes calibres. O aparelho
indicado para determinada avaliacdo € o que possibilita escoamento da amostra em periodo de, no
méaximo, 60 segundos.

Para a determinagdo 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). Apds 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 trago de referéncia
superior. Soltar entdo o tubo e, no instante em que 0 menisco atingir o traco de referéncia superior,
acionar crondmetro de precisdo, 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 agua, a 20 °C, e calcular a
viscosidade do liquido amostra pela férmula indicada, empregando a constante k fornecida ou
determinada por procedimento similar.
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Figura 1 — Viscosimetro de Ostwald
(dimensdes em mm).

VISCOSIMETRO DE HOPPLER

O sistema de medida Hoppler mede o tempo que uma esfera sélida 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 aplicagbes figuram a investigacdo, o controle de
processos e o controle de qualidade, utilizado principalmente para substancias de baixa viscosidade,
entre 0,6 e 100 000 mPa.s.

O Viscosimetro de Hoppler é composto por um tubo de vidro com duas marcas (A e B) espacgadas
entre si na coluna por 10 mm, as quais definem a distancia de medicdo. Uma bola (em vidro, liga de
niquel e ferro ou aco), com diametro compativel com o calibre do tubo de vidro, é instalada no topo
do seu contetdo liquido. O tubo é envolvido por um cilindro de vidro cheio com agua em circulacao,
sob temperatura controlada. Todo o conjunto se encontra disposto em posigéo ligeiramente inclinada
(10% na vertical), podendo ser girado 180° em torno de um eixo perpendicular a ambos os tubos, para
possibilitar a repeticdo das determinac@es e o retorno da bola a posi¢éo inicial. A técnica consiste, em
cronometrar o tempo (de queda) que uma esfera (com densidade e diametro variaveis com a respectiva
constituicdo 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 levara
a percorrer aquele espaco. O tipo de esfera a ser utilizada é escolhido em fungéo do valor presumivel
da viscosidade do liquido em observacdo. No caso do sangue, sdo utilizadas esferas de vidro. Os
resultados da viscosidade dos liquidos newtonianos sdo expressos em unidades absolutas padrdes
internacionais (mPa.s).

Para a determinacdo 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



Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo 107

viscosimetro com o liquido. Anotar o tempo de queda da esfera entre as marcas A e B no viscosimetro.
Fazer mais duas determinac@es 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 forca necessaria para girar o spindle no liquido que esta sendo testado.

Para utilizar esse aparelho, deve-se proceder da seguinte forma:
e adicionar a amostra a ser analisada no recipiente coletor do aparelho, até a marca desejada;
e programar o aparelho, escolhendo um numero de spindle e uma rotacédo a serem testados, de
acordo com metodologia especifica;
e imergir o spindle na amostra a ser analisada;
e acionar o aparelho e, apos estabilizacdo do valor, que aparecera no display do aparelho, anotar
o0 valor, que sera expresso em centipoise (cP);
caso ndo haja estabilizacdo do valor, teste novamente, utilizando outro nimero de spindle ou outra
rotacéo.

VISCOSIMETRO DE EFLUXO - MODELO TIPO FORD

Selecionar o orificio adequado. A diretriz para a sele¢do do orificio deve ser a obtencdo 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 homogeneizada. No momento do ensaio, 0 viscosimetro e 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 lamina do
orificio. A amostra ficara retida dentro do copo. Remover a placa de vidro plana e acionar o
crondbmetro quando a amostra comecar a escoar pelo orificio. Quando ocorrer a primeira interrupcao
do fluxo de escoamento, parar o cronémetro 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 de 3%. A conversdo de segundos para
mm?/s ou Centistokes é dada de acordo com o0 manual do equipamento utilizado.

5.2.8 DETERMINACAO DA ROTACAO OPTICA

A rotacdo optica € a propriedade que algumas substancias liquidas ou solutos em solugéo apresentam
de girar o plano de polarizagdo da luz polarizada que sobre elas incide. Essa propriedade é
caracteristica de muitas substancias que apresentam centros quirais, constituidos, muito
frequentemente, por atomos de carbono com quatro substituintes diferentes (centro assimétrico). O
nimero maximo de isdbmeros dpticos possiveis de uma molécula é de 2", sendo n 0 nimero de centros
assimétricos. As substancias que giram o plano de polarizacdo da luz no sentido dos ponteiros do
relogio sdo denominadas dextrogiras ou isdmeros opticos (+); ao passo que as que giram o plano de
polarizacdo da luz na direcdo oposta sdo denominadas levdgiras ou isbmeros opticos (-) (os simbolos
d- e |-, que anteriormente eram usados para indicar isbmeros dextro- e levo-, ndo sé@o mais utilizados,
devido a confusdo com os simbolos D- e L-, que se referem as configuragdes relacionadas com o D-
gliceraldeido. Os simbolos R e S, assim como o ¢ [, também sdo empregados para indicar a
configuracdo, ou seja, o0 ordenamento espacial dos &tomos ou grupos de atomos).

As substancias quirais cujas moléculas ndo sdo superponiveis, mas sao imagens especulares, sao
denominadas enantibmeros. Estes tém as mesmas propriedades fisico-quimicas (densidade, indice de
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refracdo, momento dipolo-dipolo, pontos de ebulicdo e fusdo), exceto que giram o plano de luz
polarizada na mesma quantidade de graus em direcdes opostas, e suas reagdes com outras substancias
quirais apresentam caracteristicas diferentes.

A polarimetria é uma técnica conveniente para diferenciar entre si 0s isbmeros opticamente ativos a
partir da medida da rotacdo Optica de uma substancia; também é um critério importante de identidade
e pureza enantiomérica, podendo ser empregada com fins quantitativos.

A rotacdo Optica varia com a temperatura, o0 comprimento de onda da luz incidente, o solvente
utilizado, a natureza da substéncia e a sua concentragdo. Se uma solugdo contém duas substancias
opticamente ativas e estas ndo reagem entre si, 0 angulo de desvio serd a soma algébrica dos angulos
de desvio de ambas.

POLARIMETRO

Os polarimetros sdo aparelhos que detectam a rotagdo 6ptica de modo visual (ao igualar a intensidade
da luz sobre dois campos) ou por meio de um sistema fotoelétrico, sendo estes Gltimos mais exatos e
precisos que os de medicdo visual.

A medicdo da rotacdo dptica deve ser realizada empregando um polarimetro capaz de medir
diferencas de, no minimo, 0,05°, a ndo ser que seja especificado de forma diferente na monografia
individual. Como fonte de luz se empregam lampadas de sodio, vapor de mercurio, xenénio ou
halogénio-tungsténio, entre outras, providas de um dispositivo que permite transmitir um feixe de luz
monocromatica. Estas duas Ultimas l&mpadas mencionadas costumam ser menos dispendiosas, além
de possuirem maior durabilidade e terem uma ampla faixa de comprimentos de onda de emissdo em
relagdo as fontes de luz tradicionais. A escala deve ser controlada utilizando um padréo de referéncia
de polarizacdo, que consiste em placas de quartzo certificadas. A linearidade da escala deve ser
verificada periodicamente por meio de uma solucédo de materiais de referéncia padréo de dextrose e
sacarose.

O emprego de comprimentos de ondas mais baixos, como por exemplo, as linhas de lampada de
mercurio a 578 nm, 546 nm, 436 nm, 405 nm e 365 nm em um polarimetro fotoelétrico, podem
proporcionar vantagens quanto a sensibilidade, com a consequente reducdo da concentracdo da
substancia no ensaio. Em geral, a rotacdo Optica observada em 436 nm é aproximadamente o dobro e
a observada em 365 nm é aproximadamente trés vezes maior que a observada em 589 nm.

A reducdo da concentracdo da substancia sob ensaio, requerida para a medida, as vezes pode ser
conseguida por meio de sua conversdo em outra substancia que possua uma rotacdo Optica
significativamente maior. A rotagdo Optica também é afetada pelo solvente empregado na medicdo e
este deve ser especificado em todos os casos.

PROCEDIMENTO

A rotacéo Optica especifica € um valor de referéncia e é calculado a partir da rotacdo Optica observada
para uma solucdo da amostra ou para o liquido de acordo com o especificado na monografia. As
medidas de rotacao Optica sdo realizadas a 589,3 nma 25 °C, a ndo ser que seja especificado de forma
diferente na monografia individual. A temperatura experimental deve ser mantida em = 0,5 °C em
relacdo ao valor especificado.

Quando se emprega um polarimetro com deteccéo visual, deve ser utilizada a média entre pelo menos
cinco determinag0es, corrigidas pela leitura do branco do solvente, no caso de solugdes, e o ar, no
caso de liquidos. Quando empregar um polarimetro fotoelétrico, realizar uma sé medida corrigida
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pelo branco do solvente, no caso de solugdes, e pelo ar, no caso de liquidos. Usar 0 mesmo tubo do
polarimetro na mesma orientacdo para a amostra e para o branco.

A rotacgdo dptica das solugdes deve ser determinada em até 30 minutos apds sua preparagéo. No caso
de substancias que podem sofrer racemizacdo ou mutarrotacdo, deve haver cuidado especial na
padronizacdo do tempo entre o qual se prepara a solucdo e se realiza a leitura polarimétrica.

A menos que se indique de outro modo na monografia correspondente, a rotacdo especifica é
calculada sobre a substancia seca quando a monografia determina a Perda por dessecacao, sobre a
substancia anidra quando se especifica Determinacdo de agua, ou livre de solventes quando se
especifica Contetdo de solventes residuais.

A exatiddo e a precisdo das medidas de rotacdo Optica podem ser ampliadas se forem tomadas as
seguintes precaugoes:

1) Deve-se evitar a formacao de bolhas de ar durante o enchimento do tubo do polarimetro, o que é
particularmente necessario para tubos micro e semimicro.

2) As amostras de substancias liquidas ou solidas dissolvidas devem ser homogéneas e limpidas.

3) Os elementos Opticos devem estar perfeitamente alinhados, bem como a fonte de luz em relacao
ao caminho optico.

CALCULOS

A rotacdo optica especifica é calculada a partir da rotagdo Optica observada na solugdo amostra, obtida
conforme especificado na monografia correspondente.

Calcular a rotacdo oOptica especifica utilizando as seguintes formulas:
Para liquidos: [0]®p= o /ld %

Para substancias em solucio: [a]*°o=100 o /Ic

em que

a = rotacdo observada corrigida, em graus, a 25 °C,;

| = comprimento do tubo do polarimetro em decimetros;

d?® = densidade relativa do liquido a 25 °C;

¢ = concentracdo da substancia em porcentagem peso/volume;
[a]®p = rotacéo Optica especifica determinada a 25 °C e 589,3 nm (linha D da luz de sddio).

5.2.9 DETERMINACAO DA PERDA DE PESO

5.2.9.1 PERDA POR DESSECACAO

Esse ensaio se destina a determinar a quantidade de substancia volatil de qualquer natureza eliminada
nas condicOes especificadas na monografia individual. Para sustancias que tém agua como Unico
constituinte volatil, é apropriado aplicar o procedimento indicado no capitulo Determinacéo de agua
(5.2.20). O resultado se expressa em porcentagem p/p, calculado da seguinte forma:
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(Pu—Ps)
Pm

x100

em que

Pm = peso da amostra (Q);
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da secagem (Q);
Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra depois da secagem (g).

PROCEDIMENTO
Gravimetria

Se ndo estiver especificado de outra maneira na monografia individual, proceder como se indica a
sequir:

Se necessario, reduzir a substancia a po fino triturando-a rapidamente. Pesar uma quantidade
aproximada entre 1 g a 2 g da substancia, de forma exata, em um pesa-filtro previamente dessecado
durante 30 minutos, nas mesmas condi¢des que sdo empregadas no ensaio da amostra, e resfriado a
temperatura ambiente em um dessecador.

Distribuir a amostra o mais uniformemente possivel, agitando suavemente o pesa-filtro de modo que
se forme uma camada de aproximadamente 5 mm de espessura e, no maximo, 10 mm em caso de
materiais volumosos. Colocar o pesa-filtro contendo a amostra, destampado, junto com a tampa na
camara de secagem. Secar a amostra nas condi¢Oes especificadas na monografia. (Nota: a
temperatura especificada na monografia deve ser considerada como compreendida no intervalo de
+ 2°C). Abrir a cdmara de secagem, tampar o pesa-filtro rapidamente, retira-lo e permitir que atinja
a temperatura ambiente em um dessecador antes de pesa-lo.

Quando na monografia individual se especificar a dessecacdo até peso constante, a secagem devera
continuar até que duas pesagens consecutivas ndo difiram em mais que 0,50 mg por grama de
substancia pesada, realizando a segunda pesagem depois de uma hora adicional de secagem.

Se a substéancia funde a uma temperatura inferior aquela especificada para a determinacéo da perda
por secagem, manter o pesa-filtro com seu contetdo durante uma a duas horas a uma temperatura de
5 °C a 10 °C inferior a temperatura de fusdo e depois secar a temperatura especificada.

Para a andlise de capsulas, utilizar uma porcéo do contetdo homogeneizado de, no minimo, quatro
unidades. No caso de comprimidos, utilizar o p6 de, no minimo, quatro unidades.

Quando na monografia individual estiver indicado:

e secagem sob pressdo reduzida, devera ser utilizado um dessecador, uma estufa de secagem ou
outro aparato adequado, sob pressdo reduzida (a vacuo);

e secar, sob pressdo reduzida, em um frasco com tampa munida de perfuracéo capilar, devera ser
utilizado um frasco ou tubo com tampa capilar de (225 + 25) um de diametro e a camara de
aquecimento devera ser mantida a uma pressdo de, no maximo, 5 mm de mercurio. Ao final do
periodo de aquecimento, deixar entrar ar seco na camara, retirar o frasco e, com a tampa ainda no
seu lugar, permitir que se resfrie até a temperatura ambiente em um dessecador antes de pesar;

e secagem em um dessecador, deverdo ser tomadas as precaucfes necessarias para garantir que o
agente dessecante se mantenha ativo. Dentre os agentes dessecantes mais frequentes estdo o cloreto
de calcio, silica gel e pentdxido de fosforo.
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Termogravimetria

No caso em que a monografia individual especificar que a perda por dessecacao deve ser realizada
por analise termogravimétrica, proceder conforme descrito em Anélise térmica (5.2.27).

Balan¢a com infravermelho ou com lampada hal6gena

No caso em que a monografia individual especificar que a perda por dessecacdo deve ser realizada

em balanca com infravermelho ou com lampada hal6gena, proceder como se indica a seguir:

e Retirar a umidade do equipamento;

e Pesar quantidade da substancia a ser analisada, distribuir o material uniformemente no coletor de
amostra e colocé-lo dentro do aparato;

e Definir o tempo e a temperatura de secagem conforme estabelecido na monografia individual.
Registrar o valor de umidade obtido.

5.2.9.2 PERDA POR IGNICAO

Esse ensaio se destina a determinar a quantidade de substéncia que é volatilizada e expulsa nas
condigcbes especificadas na monografia. O procedimento geralmente ndo € destrutivo para a
substancia sob andlise; entretanto, a substancia pode ser convertida em outra forma, como um
anidrido ou 6xido. O resultado se expressa em porcentagem p/p, calculado da seguinte forma:

Pu — Ps

100
Pm x

em que

Pm = peso da amostra (g);
Pu = peso do cadinho contendo a amostra antes da ignicao (g);
Ps = peso do cadinho contendo a amostra depois da ignicao (g).

PROCEDIMENTO

A néo ser que se especifique de outra maneira na monografia individual, proceder como se indica a
sequir:

Quando necessario, reduzir a substancia a pé fino triturando-o rapidamente. Pesar, com exatiddo,
quantidade entre 1 g e 2 g da substancia sem tratamento adicional em um cadinho, a menos que uma
secagem preliminar a uma temperatura mais baixa, ou outro tratamento especial, seja especificada na
monografia individual. O cadinho (como exemplo: platina, porcelana, silica, quartzo) deve ser
previamente calcinado a 500 °C, esfriado em dessecador e tarado. Distribuir a amostra o mais
uniformemente possivel, agitando suavemente o cadinho de modo que se forme uma camada de
aproximadamente 5 mm de espessura € de, no maximo, 10 mm no caso de materiais volumosos.
Colocar o cadinho em mufla, calibrada para o controle da temperatura, e conduzir a igni¢do a 500 °C
+ 25 °C por um periodo de tempo entre duas e trés horas. Abrir o equipamento, retirar o cadinho e
permitir que atinja a temperatura ambiente em um dessecador antes de peséa-lo.

Quando na monografia individual se especificar a ignicdo até peso constante, a ignicdo devera
continuar até que duas pesagens consecutivas ndo difiram em mais que 0,50 mg por grama de
substancia pesada, realizando a segunda pesagem depois de uma hora adicional de ignicao.
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Comprovar a exatiddo da medicao e o sistema de circuitos do forno mufla mediante o controle da
temperatura em diferentes pontos do forno mufla. A variacdo de temperatura tolerada é de £ 25 °C
para cada ponto avaliado.

5.2.10 DETERMINACAO DO RESIDUO POR INCINERACAO (CINZAS
SULFATADAS)

Residuo por incineracdo (cinzas sulfatadas) é o residuo ndo volatil de uma amostra incinerada na
presenca de acido sulfdrico. Este ensaio € utilizado para determinar o conteddo de impurezas
inorganicas presentes em uma substancia organica. Essa técnica também é utilizada para a
determinacdo de componentes inorganicos em misturas e de impurezas presentes em substancias
inorganicas termolabeis.

PROCEDIMENTO

Pesar, com exatid&o, entre 1 g e 2 g da amostra ou a quantidade especificada na monografia, em um
cadinho apropriado (quartzo, silica, platina ou porcelana, a menos que se especifique outro material
na monografia individual), previamente submetido a incineracdo a temperatura especificada para a
amostra durante 30 minutos, resfriado em dessecador e pesado. Umedecer a amostra com
aproximadamente 1 mL de &cido sulfarico, aquecer suavemente a temperatura tdo baixa quanto
possivel até a carbonizacdo da amostra. Resfriar e umedecer o residuo com 1 mL de acido sulfurico,
a menos que se especifique de outro modo na monografia individual. Aquecer suavemente até que
ndo sejam desprendidos fumos brancos e carbonizar imediatamente. Incinerar a (600 + 50) °C entre
duas e trés horas, a menos que se especifique outra temperatura e/ou tempo na monografia individual.
Resfriar em um dessecador, pesar e calcular a porcentagem do residuo. A menos que seja especificada
de outra maneira na monografia individual, se o residuo obtido exceder o limite especificado,
adicionar 1 mL de acido sulfurico, aquecer e incinerar por 30 minutos adicionais. Repetir este
procedimento até que a diferenca entre duas pesagens consecutivas seja de, no maximo, 0,5 mg ou
até que o residuo cumpra com o limite estabelecido na monografia individual.

Calcular a porcentagem do residuo em relacdo a substancia em analise utilizando a seguinte formula:

P,—P
% residuo por incinerag&o (cinzas sulfatadas) = % x100
3

em que

P1 = peso do cadinho depois da calcinacéo e resfriamento (em gramas);

P> = peso do cadinho com a amostra depois da calcinagéo e resfriamento (em gramas);
P3 = peso inicial da amostra (em gramas);

100 = fator de porcentagem.

Realizar este procedimento em capela exaustora bem ventilada, mas protegida de correntes de ar.
Pode ser empregado um forno mufla, se desejado, e seu uso é recomendado para a ignigdo final a
(600 £ 50) °C.

Comprovar a exatiddo da medicdo e o sistema de circuitos do forno mufla mediante o controle da
temperatura em diferentes pontos do forno mufla. A variacdo de temperatura tolerada é de + 25 °C
para cada ponto avaliado.
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5.2.11 DETERMINACAO DA GRANULOMETRIA DOS POS

O grau de divisdo ou a granulometria de pds é expresso pela referéncia a abertura nominal da malha
do tamis utilizado. Os tamises empregados sdo de aco inoxidavel ou latdo, ndo sendo permitido o
revestimento dos fios.

Na descri¢do dos pds sdo utilizados os termos abaixo:

PG grosso - aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de
malha de 1,70 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 pum.

P06 moderadamente grosso - aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura
nominal de malha de 710 pm 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 pum e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 180 pum.

P fino - aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha
de 180 pm.

PO finissimo - aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de
malha de 125 pum.

A determinacdo da granulometria de pds é feita pelo processo descrito abaixo, com o auxilio de
tamises, cujas caracteristicas estdo padronizadas na tabela anexa.

PROCEDIMENTO

A granulometria é determinada com o auxilio de tamises operados por dispositivo mecanico. Este
tipo de dispositivo reproduz os movimentos horizontais e verticais da opera¢do manual, atraves da
acdo mecanica uniforme. Para utilizar este dispositivo, proceda da seguinte forma:

Separar, pelo menos, quatro 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 pé ou granulo e
do didmetro dos tamises a serem utilizados). Transferir a amostra para o tamis superior, distribuindo
uniformemente o pd. Tampar o conjunto.

Acionar o aparelho, por cerca de 15 minutos, com vibracdo adequada. Apds o término deste tempo,
utilizando um pincel adequado, remover toda a amostra retida na superficie superior de cada malha
para um papel impermedvel, e pesar o pd. Pesar também o po retido no coletor.

Calcular o percentual retido em cada tamis, utilizando o seguinte célculo:

P
% Retida pelo tamis = P—l 100
2

em que
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P1 = peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
P> = soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas);

Tabela 1 - Abertura de malha dos tamises.

Numero do tamis (ABNT/ASTM) | Orificio do tamis
2 9,5mm
35 5,6 mm
4 4,75 mm
8 2,36 mm
10 2 mm
20 850 um
30 600 pm
40 425 pm
50 300 pm
60 250 pum
70 212 pm
80 180 pm
100 150 pm
120 125 pm
200 75 um
230 63 um
270 53 um
325 45 um
400 38 um
500 25 um
635 20 ym

*O numero do tamis corresponde a classificacdo da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT (1984), 1SO
3310-1:2000.

5.2.12 COR DE LIQUIDOS

A avaliacdo da cor de liquidos é executada por comparagdo da solucdo sob analise — preparada
conforme instrugcdes na monografia — com as solugdes-padrao de cor (SC).

O processo comparativo, salvo especificagdo em contrério, deve ser executado em tubos de ensaio de
vidro transparente e fundo chato, com didmetro de 15 mm a 25 mm, do tipo empregado em ensaio
limite de impurezas. Os tubos devem uniformes.

Para a avaliacgdo, utilizar volumes de 5 mL tanto para a preparacdo amostra quanto para a preparagéo
padrdo, assegurando altura aproximada de 2,5 cm para os liquidos nos tubos. Observar os tubos
longitudinalmente contra fundo branco, sob luz difusa. E importante comparar as solucdes nas
mesmas condi¢des, inclusive de temperatura (25 °C).

A preparacdo amostra e obtida de modo a apresentar coloragdo semelhante a da preparacao de
referéncia especificada.

Uma solucéo é incolor quando tem a aparéncia da agua ou do solvente que a constitui ou € menos
colorida que a solucéo-padrdo de cor T.

PADROES BASICOS
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As soluces de referéncia de cor (SC) sdo obtidas a partir de trés solucdes basicas, a serem preparadas
e armazenadas em frascos herméticos. A partir delas, preparar a solugdo ou solugdes especificadas
para a comparacao, conforme preconizado na Tabela 1, que contém indicacfes de volumes para a
preparacdo de 20 solucdes-padrdo de cor (SC), designadas com as letras do alfabeto, de A a T.
Transferir os volumes indicados (deixar a agua por ultimo) e homogeneizar, diretamente, nos tubos
de comparagéo.

Solucgéo base de cloreto de cobalto 11

Preparar solugdo contendo 25 mL de &cido cloridrico e 975 mL de agua. Dissolver 65 g de cloreto de
cobalto (1) (CoCl2.6H20) em aproximadamente 900 mL dessa solugéo, completar o volume para
1000 mL com o mesmo solvente e homogeneizar. Transferir, usando pipeta, 5 mL dessa solugéo para
frasco de iodo de 250 mL, juntar 5 mL de peroxido de hidrogénio SR e 15 mL de hidroxido de sodio
5 M. Ferver durante dez minutos, resfriar e adicionar 2 g de iodeto de potassio e 20 mL de acido
sulfurico diluido (1 para 4). Titular com tiossulfato de soédio 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 sdédio 0,1 M SV equivale a 23,79 mg de CoCl..6H20. Ajustar o volume da solucéo
adicionando quantidade suficiente de solucéo de &cido cloridrico e agua para obter solugdo contendo
exatamente 59,5 mg de CoCl,.6H,0 por mL de solu¢do e homogeneizar.

Solucéo base de sulfato ctprico

Preparar solucdo contendo 25 mL de acido cloridrico e 975 mL de agua. Dissolver 65 g de sulfato
cuprico (CuS0O4.5H20) em 900 mL dessa solucdo, completar o volume para 1000 mL com a mesma
solucdo e homogeneizar. Transferir, usando pipeta, 10 mL dessa solucdo para frasco de iodo de 250
mL, juntar 40 mL de &gua, 4 mL de acido acético glacial, 3 g de iodeto de potassio e 5 mL de &cido
cloridrico. Titular o iodo liberado com tiossulfato de sédio 0,1 M SV, juntando 3 mL de amido Sl
como indicador. Corrigir o volume de titulante consumido por determinacdo em branco. Cada mL de
tiossulfato de sodio 0,1 M SV equivale a 24,97 mg de CuSO4.5H20. Ajustar o volume da solucgéo
adicionando quantidade suficiente de mistura de &cido cloridrico e agua para obter solugédo contendo
exatamente 62,4 mg de CuSO4.5H20 por mL de solu¢do e homogeneizar.

Solucao base de cloreto férrico

Preparar solucdo contendo 25 mL de &cido cloridrico e 975 mL de &gua. Dissolver cerca de 55 g de
cloreto férrico (FeClz.6H.0) em aproximadamente 900 mL dessa solugdo, completar o volume para
1000 mL com a mesma solucdo e homogeneizar. Proteger a solucdo da luz e filtrar, se ocorrer
precipitacdo. Transferir, utilizando pipeta, 10 mL dessa solucdo 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 solucéo 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 determinacdo em branco. Cada mL de tiossulfato de sodio 0,1 M SV
equivale a 27,03 mg de FeClz.6H20. Ajustar o volume da solugéo adicionando quantidade suficiente
de solucéo de &cido cloridrico e agua para obter solucao contendo exatamente 45,0 mg de FeCl3.6H>0
por mL de solucdo e homogeneizar.

Tabela 1 - Composigéo das solugbes-padréo de cor (SC).

Partes de
Solucéo base de Solucéo base de Solucdo base de <
SC - - Agua, para
cloreto de cobalto | cloreto férrico, em | sulfato cuprico, em
completar 5 mL
Il,em mL mL mL

A 0,1 0,4 0,1 4,4



Farmacopeia Brasileira, 62 edicio 116

B 0,3 0,9 0,3 3,5
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 15 0,0 3,3
| 0,4 2,2 0,1 2,3
J 0,4 3,5 0,1 1,0
K 0,5 45 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 49 0,1 0,0
0] 0,1 48 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 41
S 0,2 0,1 0,0 4,7
T 0,5 0,5 0,4 3,6

5.2.13 ESPECTROMETRIA ATOMICA

5.2.13.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

A espectrometria de absorcao atdbmica é utilizada para a determinacdo de diversos elementos da tabela
periddica e consiste, basicamente, de quatro técnicas: absor¢do atbmica com chama, geracdo de
hidretos, geracdo de vapor frio e forno de grafite. As técnicas que utilizam chama e forno de grafite
como atomizadores permitem a determinacdo de cerca de 70 elementos sendo a maioria metais. A
técnica de geracdo de hidretos permite a determinacdo de arsénio, antiménio, selénio, bismuto,
teldrio, chumbo, indio, estanho, germanio e talio; ja a geracdo de vapor frio é utilizada, basicamente,
para a determinacdo de mercdrio.

Para a determinacdo da concentracdo do analito por absorcdo atbmica, a radiacdo de uma fonte de
comprimento de onda especifico de acordo com o elemento analisado incide sob o vapor atbmico
contendo atomos livres desse elemento no estado fundamental. A atenuacdo da radiacdo €
proporcional a concentragdo do analito segundo a lei de Lambert-Beer.

A instrumentacdo para absorcdo atdmica consiste, basicamente, de fonte de radiacdo, atomizador,
monocromador, detector e sistema de processamento de dados. Como fontes de luz, utilizam-se
lampadas de catodo oco e lampadas de descarga sem eletrodo que emitem radiacéo 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 é responsavel pela separacdo do
comprimento de onda desejado. A radiacdo incide no monocromador por uma fenda estreita; em
seguida, é separada em seus diferentes comprimentos de onda em uma rede de difracdo e,
posteriormente, direcionada ao detector. O detector, geralmente, é 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 espectrometros de absorgdo atdbmica, recomenda-se seguir as instrucoes do fabricante.

As determinacdes sdo feitas por comparacdo com solucBes de referéncia contendo concentracdes
conhecidas do analito. As determinacfes podem ser efetuadas pelo Método de calibracéo direta
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(Método 1) ou pelo Método de adicéo padrao (Metodo I1). Recomenda-se 0 Método I, salvo quando
especificado.

Método de calibracao direta (Método I): preparar no minimo quatro solucBes de referéncia do
elemento a ser determinado utilizando a faixa de concentracdo recomendada pelo fabricante do
equipamento para o analito. Todos os reagentes empregados no preparo da amostra devem ser
igualmente incluidos, nas mesmas concentracdes, no preparo das solucdes de referéncia. Apos a
calibragéo do equipamento com solvente, introduzir no atomizador trés vezes cada uma das solucgdes
de referéncia e, apos a leitura, registrar o resultado. Lavar o sistema de introducdo da amostra com
agua apos cada operacdo. Tracar a curva analitica para a média das absorvancias das trés leituras para
cada solucdo referéncia com a respectiva concentracdo. Preparar a amostra conforme indicado na
monografia, ajustando sua concentragdo para que essa se situe na faixa de concentragéo das solugdes
de referéncia para o analito. Introduzir a amostra no atomizador, registrar a leitura e lavar o sistema
de introducdo da amostra com &gua. Repetir essa sequéncia duas vezes. Determinar a concentracdo
do elemento pela curva analitica utilizando a média das trés leituras.

Método de adi¢do padrdo (Método Il): adicionar a, no minimo, quatro bal6es volumétricos volumes
iguais da solucdo da substancia a ser determinada preparada conforme indicado na monografia. Aos
balGes, exceto em um, adicionar volumes determinados da solucdo de referéncia especificada de
modo a obter uma série de solug¢Ges contendo quantidades crescentes do analito. Completar o volume
de cada baldo com agua e homogeneizar. Apos calibrar o espectrometro com agua, registrar trés vezes
as leituras de cada solucdo. Tragar a curva analitica para a média das absorvancias das trés leituras
para cada solucdo versus a respectiva quantidade do analito adicionada a solucdo. Registrar a
quantidade do analito em modulo na amostra por extrapolacdo da curva analitica no eixo das abcissas.

5.2.13.1.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO 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 é gerado um fino aerossol que € conduzido até a chama. A
quantidade de energia que pode ser fornecida pela chama para a dissociacéo e atomizacgdo da amostra
é proporcional a temperatura. Se uma chama de baixa temperatura € utilizada, a solucdo pode nédo ser
convertida em atomos neutros. Por outro lado, se uma chama com temperatura muito elevada for
empregada podera ocorrer a formacdo de grande quantidade de ions que ndo absorvem radiacdo da
fonte. Através da modificacdo da proporcdo de oxidante e combustivel utilizados para cada tipo de
chama, é possivel alterar significativamente sua temperatura. As chamas mais popularmente
utilizadas séo as produzidas por ar-acetileno (2100 °C a 2400 °C) e acetileno-0xido nitroso (2650 °C
a 2850 °C). A mistura ar-acetileno é utilizada para elementos com temperaturas de atomizagao
inferiores como Na, K, Mg, Cd, Zn, Cu, Mn, Co, etc. A chama gerada por acetileno-6xido nitroso €
aplicada a elementos refratarios como Al, V, Ti, Si, U, entre outros.

INTERFERENCIAS

Interferéncias fisicas: a utilizacdo da preparacdo amostra com propriedades fisicas como viscosidade
e tensdo superficial diferentes da preparacdo padrdo pode resultar em diferencas em relacdo a
aspiracdo e nebulizagdo, levando a leituras incorretas. Deve-se sempre que possivel utilizar as
preparacdes com as mesmas propriedades fisicas e constituintes de matriz.

Interferéncia de ionizacédo: ocorre, normalmente, para elementos alcalinos e alcalinos terrosos que
sdo facilmente ionizaveis. Quanto maior o grau de ionizagdo, menor a absorvancia. Para minimizar
interferéncias de ionizacdo, é possivel utilizar chamas com temperaturas mais baixas ou usar
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“supressores de ionizag¢do”, que sdo elementos, como o césio, que se ionizam mais facilmente que o
analito, aumentando, assim, o nimero de 4&tomos no estado fundamental.

Interferéncias quimicas: a formagdo de compostos termicamente estaveis na chama, como os 6xidos
de alguns elementos (Ca, Ti, Cr, V, Al, etc), reduz a populacdo de atomos no estado fundamental.
Isso pode ser resolvido pelo aumento da temperatura da chama o que resulta na dissociacdo desses
compostos. Outra possibilidade ¢ a utilizagdo de um “agente supressor” ou “libertador” que possui
maior afinidade pelo oxigénio em relacdo ao analito, evitando a formacdo dos 6xidos. A solucao
contendo cloreto de césio e cloreto de lantanio, “Solu¢ao de Schinkel”, ¢ a mais comumente
empregada.

Interferéncias espectrais: ocorrem por meio da absorcdo ou espalhamento da radiacdo selecionada
para 0 analito. As interferéncias espectrais causadas por &tomos sdo pouco comuns e podem ser
resolvidas alterando a linha espectral utilizada. As interferéncias causadas por espécies moleculares
sdo mais graves, mas, normalmente, sdo contornadas através da correcdo de fundo.

5.2.13.1.2 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM GERACAO
DE HIDRETOS

A espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de hidretos € uma técnica utilizada para a
determinacdo de elementos formadores de hidretos volateis, mais comumente para As, Se, Sh, Bi,
Ge, Sn, Pb e Te. O processo é constituido de trés etapas principais: geracao, transporte e atomizagao
dos hidretos. O sistema pode ser construido em batelada ou em fluxo. A geragédo dos hidretos consiste
da reacdo do analito, normalmente em meio &cido, com um redutor (NaBH4). O transporte dos
hidretos do frasco de reacdo até a cela de quartzo é feito através de um gas inerte de arraste, tal como
argonio ou nitrogénio. Para elementos que absorvem em comprimento de onda inferior a 200 nm,
antes da etapa de geracdo dos hidretos, deve-se efetuar uma purga para a remocdo dos gases
atmosféricos a fim de evitar que esses gases absorvam a radiacdo da fonte. A atomizacdo é feita em
uma cela de quartzo aquecida eletricamente ou com um queimador tipico de sistemas de atomizacao
com chama; a temperatura interna da cela é de 850 °C a 1000 °C. O sinal obtido, normalmente, é do
tipo transiente; cerca de 20 segundos sdo necessarios para a total integracao do sinal para quase todos
0s elementos.

INTERFERENCIAS

Influéncia do estado de oxidacg&o: os analitos possuem, normalmente, mais de um estado de oxidacéo.
Arsénio e antimonio, por exemplo, possuem estados de oxidagéo Il e V e selénio e teldrio possuem
estados de oxidacdo IV e VI, respectivamente. Os estados de oxidagdo superiores, em geral, sdo
inertes para a conversdo a hidretos volateis; é necessaria, portanto, a pré-reducdo antes da
determinacdo nesses casos.

Elementos formadores de hidretos: interferéncias mdtuas podem ocorrer entre os elementos
formadores de hidretos, como por exemplo, entre arsénio e selénio. Nesses casos, a cinética de
volatilizacdo e atomizacao € decisiva no processo.

Elementos de transicdo: alguns fons 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 ABSORCAO ATOMICA COM GERACAO
DE VAPOR FRIO
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A espectrometria de absorcdo atbmica com geracdo de vapor frio € utilizada para a determinacao de
mercurio. O equipamento e 0s reagentes sdo 0s mesmos utilizados no sistema de geracgdo de hidretos,
porém a cela de quartzo ndo precisa ser aquecida, pois 0 mercurio € reduzido a mercurio metalico,
que é volatil a temperatura ambiente. No entanto, vapor d’agua pode ser transportado pelo gas de
arraste e interferir na determinacdo. Para solucionar esse problema, utiliza-se uma lampada de
infravermelho para aquecer a cela de quartzo, prevenindo a condensacao de vapor d’agua. Nesse caso,
normalmente ndo é necessario efetuar a purga, pois o comprimento de onda utilizado para a
determinacdo de Hg é de 253,7 nm, no qual € rara a absorcao de radia¢do por gases da atmosfera.

5.2.13.1.4 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE
GRAFITE

A espectrometria de absorcdo atdbmica 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 e de 3a 8
mm de didmetro revestido com grafite pirolitico. A quantidade de amostra injetada no forno varia de
5 puL a 50 pL e ¢ 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 argonio sdo mantidos externamente e internamente para evitar a combustéo 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 de grafite apresenta durabilidade de,
aproximadamente, 300 ciclos, dependendo do modelo.

A analise com o forno de grafite pode ser dividida nas seguintes etapas: secagem da amostra, pirolise,
atomizacao e limpeza. A passagem de uma etapa para outra é marcada pelo aumento da temperatura,
portanto, um programa especial de aquecimento deve ser planejado. Primeiramente, é realizada a
secagem da amostra; nessa etapa os solventes e acidos residuais sdo evaporados. Apos a secagem, a
temperatura é elevada para a remocdo da matriz (etapa de pirolise). Em seguida, o aumento da
temperatura leva a atomizacdo do analito para posterior quantificacdo. Finalmente, é 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 métodos analiticos.

Curvas de atomizacdo e pir6lise sdo usadas para a otimizacdo das temperaturas para tais processos.
A curva de pirélise permite determinar a temperatura maxima em que néo ocorre perda do analito. A
curva de atomizacdo permite determinar a temperatura minima de atomizacdo do analito com
adequada sensibilidade. Recomenda-se que as curvas de pirélise e atomizacdo sejam feitas sempre
gue uma amostra desconhecida for analisada.

O processo de atomizacdo em um forno de grafite é complexo e depende de varios fatores, como o
material do forno e da plataforma, a atmosfera dentro do tubo, a velocidade de aquecimento, a
temperatura e a natureza das substancias. Para a obtencao de melhores resultados recomenda-se 0 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 sobreposic6es de linhas entre atomos séo pouco
comuns. A atenuacdo do feixe de radiacdo por espécies geradas durante o processo de atomizacao,
provenientes da matriz, € mais frequente. Para solucionar tal problema, deve-se eliminar
eficientemente a matriz. O uso de um modificador de matriz e de um corretor de fundo sdo essenciais
para a confiabilidade dos resultados.
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Formacéo de substancias volateis: em amostras com elevados teores de halogénios (especialmente
Cl) existe a possibilidade de formacao de substancias volateis do analito, que poderdo ser perdidas
em temperaturas baixas, ocasionando em erro na analise. Nesse caso, 0 uso de um modificador
quimico capaz de formar complexos termicamente estaveis com o analito minimiza a formacéo 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 atdbmica € o método que permite determinar a concentracdo de um
elemento em uma amostra pela medida da intensidade de uma das linhas de emissdo do elemento. A
determinacdo é feita no comprimento de onda correspondente a essa linha de emisséo. As fontes de
emissdo em espectrometria de emissdo atdbmica devem possuir energia para gerar &tomos 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 solucdo amostra e solucdes de referéncia deve ser,
preferencialmente, aquoso. Os solventes organicos podem ser usados, desde que ndo interfira na
estabilidade da chama.

INTERFERENCIAS

As interferéncias que ocorrem na fotometria de chama sdo muito semelhantes as observadas na
Espectrometria de absorgdo atdmica (5.2.13.1). No entanto, podem ocorrer interferéncias espectrais
causadas pela emissdo de bandas de rotacdo-vibracdo molecular, tais como OH (310-330 nm), NH
(em torno de 340 nm), N2* (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 a amostra e a solucdo de referéncia, ocorrerdo variagfes nas taxas de aspiracao
e nebulizacdo e, em consequéncia, diferencas significativas nos sinais produzidos. Assim, o solvente
empregado no preparo das amostras e das referéncias deve ser o mais similar possivel.

PROCEDIMENTO

O equipamento deve ser operado de acordo com as instru¢des 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 determinagdes séo feitas por comparagdo com
solucgdes de referéncia contendo concentragdes conhecidas do analito. As determinacdes podem ser
realizadas pelo Método de calibracéo direta (Método I) ou pelo Método de adi¢cdo padrédo (Método
I1) conforme descrito em Espectrometria de absorcéo atémica (5.2.13.1).
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5.2.13.2.2 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado é uma técnica bastante
abrangente que possui elevada sensibilidade e 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 °C a 10 000 °C),
eletricamente neutro e com boa condutividade elétrica. Devido a alta temperatura do plasma, € gerada
uma radiacdo policromética decorrente da emisséo de varios elementos e ions presentes na amostra.
Portanto, € necessario o uso de um monocromador com elevada capacidade de resolucdo para a
separa¢do dos comprimentos de onda caracteristicos de cada elemento. A deteccao da radiacdo gerada
por comprimentos de onda especificos pode ser aplicada para andlise 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 de plasma e sistema
de introducdo da amostra (bomba propulsora e nebulizador). O processador de sinal é compreendido
por sistemas épticos e eletrdnicos e unidade de aquisicao de dados.

Fontes de plasma: a mais comum é o plasma indutivamente acoplado. O plasma € gerado em uma
tocha que consiste em trés tubos concéntricos geralmente de quartzo. Fluxos de gas, geralmente
argénio, sdo mantidos nos trés compartimentos formados pelos tubos concéntricos. No
compartimento externo, o gas € utilizado para a formacéo do plasma. O compartimento intermediario
carreia 0 gas auxiliar, que é responsavel por manter o plasma afastado do compartimento interno e
prevenir deposi¢do 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 W e 1500 W) é aplicada pelo gerador de radiofrequéncia na bobina de inducéo,
uma corrente alternada é gerada na bobina em uma frequéncia de 27 MHz ou 40 MHz. Essa oscilacéo
na bobina resulta em um intenso campo eletromagnético na extremidade da tocha. Com o argénio
fluindo pela tocha, uma descarga elétrica de alta voltagem é aplicada no gas gerando elétrons e ions
argbnio. Os elétrons sdo acelerados pelo campo magnético e colidem com mais atomos de argdnio
gerando mais ions e elétrons. A ionizagdo do argbnio continua em uma reacdo em cadeia gerando 0o
plasma, que consiste de atomos de argbnio, elétrons e ions argonio.

Sistema de detecg&o para espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado:
todos os elementos presentes no plasma emitem radiagcdo ao mesmo tempo, 1ogo € necessario o uso
de um sistema de deteccdo multielementar. Os espectrometros podem ser simultaneos ou sequenciais.
Para a espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado, tanto os espectrémetros
sequenciais, quanto os simultaneos, sdo amplamente utilizados. A configuragdo mais comum para
espectrémetros sequenciais é a Czerny-Turner. Os espectrometros simultaneos, por outro lado, sdo
encontrados, basicamente, com as configuracdes Echelle e Paschen-Runge.

INTERFERENCIAS

A sobreposicéo das linhas de emiss@o é uma das principais interferéncias para a espectrometria de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado. Este tipo de interferéncia pode ser eliminado
com o uso de espectrometros de alta resolucdo e procedimentos de correcdo de fundo. Muitas
interferéncias espectrais sao observadas na faixa de 200 nm a 400 nm, na qual mais de 200 000 linhas
de emissao atbmica e bandas moleculares sdo observadas.



Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo 122

As interferéncias fisicas sdo semelhantes aquelas em Espectrometria de absor¢do atémica com
chama (5.2.13.1.1).

SOLVENTES

O solvente ideal para a espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
interfere 0 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 a amostra e a
solugdo de referéncia, ocorrerdo variagcbes nas velocidades de aspiracdo e nebulizagéo e, em
consequéncia, diferencas significativas nos sinais produzidos. Assim, os solventes empregados no
preparo das amostras e das solucdes de referéncia devem ser o mais similar possivel.

PROCEDIMENTO

O equipamento deve ser operado de acordo com as instru¢des do fabricante e no comprimento de
onda adequado para cada elemento. As determinagdes sdo feitas por comparacdo com solugdes de
referéncia contendo concentragcfes conhecidas dos analitos. As determinacGes podem ser feitas pelo
Método de calibracédo direta (Método I) ou pelo Método de adi¢do padrdo (Método Il) conforme
descrito em Espectrometria de absorgédo 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 determinacao de
diversos elementos com elevada sensibilidade, na faixa de ppt (partes por trilhdo), e com capacidade
multielementar.

INSTRUMENTACAO

Assim como na espectrometria de emissao 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 é compreendido por uma
interface, um analisador de massas e uma unidade de aquisi¢cdo de dados. A interface é responsavel
pela amostragem e o transporte eficiente dos ions do plasma a pressao atmosférica (760 Torr) até o
separador de massa (10 Torr) ¢ feita pela reducdo de pressdo através da aplicagdo de vacuo. A
interface consiste em dois cones metalicos com orificios muito pequenos (da ordem de 1 mm de
didmetro). Apds a geracao dos ions no plasma, eles passam pelo primeiro cone (cone de amostragem)
e, logo apos, pelo segundo cone (skimmer). Apés a passagem dos ions pelo skimmer, devido a
expansdo, ha a necessidade de que os mesmos sejam focados para garantir sua chegada até o
analisador de massas. Os ions séo focados pela agcdo de uma lente idnica ou conjunto de lentes iGnicas,
que consiste de um cilindro (ou uma série de cilindros ou placas perfuradas) metalico oco submetido
a uma diferenca de potencial (normalmente na faixa de 2 a 15 V de corrente continua). Grande parte
dos espectrdometros de massas com plasma indutivamente acoplado comercializados atualmente
utiliza o quadrupolo como separador de massas. O quadrupolo consiste em quatro barras metalicas
cilindricas ou hiperbolicas 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 séo
sequencialmente separados pelo quadrupolo. Varios tipos de detectores podem ser utilizados para
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coletar os ions na saida do quadrupolo e converter em sinal elétrico, mas os mais populares séo 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: poliatdmicas,
isobaricas, ions de carga dupla e ions de Oxidos refratarios. Este tipo de interferéncia pode ser
corrigido pela simulacdo da composicdo da matriz, pela escolha de outro isétopo (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: deposicdo sobre os cones da
interface, presenca de outro elemento facilmente ionizavel, efeito espaco carga, entre outros. No
entanto, a maioria das interferéncias ndo espectrais pode ser corrigida pelo uso de padréo interno.
Neste caso, 0 padrdo interno deve possuir razao massa/carga e potencial de ionizacdo semelhante ao
analito. Escandio e Rodio, por exemplo, sdo amplamente utilizados como padrdo interno para
elementos com baixa e alta razdo massa/carga, respectivamente.

SOLVENTES

O solvente ideal para a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado deve interferir
0 menos possivel nos processos de ionizagdo. O tipo de solvente deve ser selecionado com cautela.
Se houver diferenca significativa de tensdo superficial ou viscosidade entre a amostra e a solucdo de
referéncia, ocorrerdo variagcdes nas velocidades de aspiracdo e nebulizacdo e, em consequéncia,
diferencas significativas nos sinais produzidos. Assim, 0s 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 is6topo adequado
para cada elemento. Ajustar o zero com o solvente injetado no equipamento. As determinacfes sao
feitas por comparacgdo com solucdes de referéncia, contendo concentragdes conhecidas dos analitos.
As determinagdes podem ser feitas pelo Método de Calibragdo Direta (Método 1), pelo Método de
Adicédo Padrao (Método Il) ou pelo Método de Padrao Interno (Método I11I).

Método de Calibracdo Direta (Método ). Preparar ao menos quatro solucbes de referéncia dos
analitos, abrangendo a faixa de concentragdes recomendada pelo fabricante do equipamento para 0s
elementos em analise. Todos o0s reagentes empregados no preparo da solugdo amostra devem ser
igualmente incluidos, nas mesmas concentragdes, as solugdes de referéncia. Apos a calibracdo do
equipamento com solvente, injetar, trés vezes, cada uma das solucOes de referéncia e, apos a
estabilizacdo da leitura, registrar o resultado, lavando o sistema com o solvente apds cada injecéo.
Tracar a curva analitica, plotando a média das leituras de cada grupo de trés, com a respectiva
concentragdo. Preparar a solucdo da substancia a ser determinada conforme indicado na monografia,
ajustando sua concentragao para que esta fique dentro da faixa das concentra¢des das solucdes 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 medicgdes, determinar a concentracdo
do analito pela curva analitica.

Método de Adicdo Padrdo (Método II). Adicionar a cada um de, pelo menos, quatro balGes
volumétricos similares, volumes iguais de solucdo da substancia a ser determinada, preparada
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conforme indicado na monografia. Juntar a todos os balGes, com excecdo de um, volumes medidos
da solucdo de referéncia especificada, de modo a obter uma série de solugdes contendo quantidades
crescentes dos analitos. Diluir convenientemente o volume de cada baldo com &gua. Apds calibrar o
espectrdmetro com &gua, como indicado acima, registrar trés vezes as leituras de cada solucéo.

Método de Padrdo Interno (Método IIl). Preparar ao menos quatro solucdes de referéncia dos
analitos, abrangendo a faixa de concentracdes recomendada pelo fabricante do equipamento para 0s
analitos. Todos os reagentes empregados no preparo da solucdo amostra devem ser igualmente
incluidos, nas mesmas concentracdes, as solugdes de referéncia. O padréo interno deve ser adicionado
em todas as solucdes (solvente, solugdes de referéncia e amostras), com concentragéo fixa e na mesma
ordem de grandeza dos analitos. Apos a calibracdo do equipamento com solvente, injetar, trés vezes,
cada uma das solucGes de referéncia e, apds a estabilizacdo da leitura, registrar o resultado, lavando
o0 sistema com o solvente apds cada injecdo. Tracar a curva analitica, plotando um grafico da razéo
entre a média das intensidades das leituras de cada grupo de trés e a intensidade do padrdo interno,
com a respectiva concentracdo. Preparar a solucdo da substancia a ser determinada conforme indicado
na monografia, ajustando sua concentracao para que esta fique dentro da faixa das concentragdes das
solucdes 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 medicdes, determinar a
concentragdo do analito pela curva analitica.

5.2.14 ESPECTROFOTOMETRIA NO ULTRAVIOLETA, VISIVEL E
INFRAVERMELHO

As técnicas espectrofotométricas sdo fundamentadas na absorgdo da energia eletromagnética por
moléculas, o que depende tanto da concentracdo quanto de suas estruturas quimicas. De acordo com
o intervalo de frequéncia da energia eletromagnética aplicada, a espectrofotometria de absorcéo pode
ser dividida em ultravioleta, visivel e infravermelho, podendo ser utilizada como técnica de
identificacdo e quantificacdo de substancias.

RADIACAO ELETROMAGNETICA

A radiacdo eletromagnética é uma forma de energia que se propaga como ondas e, geralmente, pode
ser subdividida em regiGes de comprimento de onda caracteristico. Ainda, pode ser considerada,
também, como um fluxo de particulas denominadas fétons (ou quanta). Cada féton contém
determinada energia cuja magnitude é proporcional a frequéncia e inversamente proporcional ao
comprimento de onda. O comprimento de onda (l) é, geralmente, especificado em nanémetros, nm
(10° m), e em alguns casos em micrémetros, um (10°® m). No caso do infravermelho, a radiacio
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 sao
as descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Faixas de comprimento de onda de interesse para a espectrofotometria.

Regido | Faixa de comprimento de onda
Ultravioleta (UV) 100 — 380 nm
Visivel (VIS) 380 — 780 nm
Infravermelho préximo (NIR) 780 — 2500 nm (13300 — 4000 cm™?)
Infravermelho médio (MIR) 4 — 25 um (2500 — 400 cm™?)
Infravermelho distante 25— 300 pum (400 — 33 cm™)

INTERAGCAO ENERGIA-MATERIA
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A energia total da molécula envolve a energia derivada da vibracdo (energia vibracional, devida ao
movimento relativo de atomos ou grupos de atomos constituintes da molécula); da rotacdo (energia
rotacional, devida a rotacdo da molécula em torno de um eixo) e, normalmente, da energia eletronica,
gerada pela configuracdo de elétrons na molécula.

As moléculas ao absorverem energia sofrem uma transicdo para um estado de maior energia ou estado
excitado. A passagem ao estado excitado nao é de natureza continua, realizando-se, geralmente, em
etapas chamadas de transi¢cdes. Na regido do ultravioleta e visivel, as transi¢des sdo eletronicas e
ocorrem em porcBes da molécula chamadas de cromoforos. Estas transicbes compreendem
promocdes de elétrons de orbitais moleculares ocupados, geralmente, ¢ e « ligantes e ndo ligantes,
para os orbitais de energia imediatamente superiores, antiligantes n* e c*.

Na regido do infravermelho médio (MIR), ocorrem somente transicdes de energia vibracional por ser
a radiacdo nesta regido insuficientemente energética para promover transi¢fes eletronicas. As
vibracGes induzidas por radiacdo infravermelha compreendem estiramentos e tensionamentos de
ligacGes inter-atbmicas e modificagdes de angulos de ligagdes.

Os espectros no infravermelho proximo (NIR) sdo caracterizados pela absor¢do da radiagdo por
sobretons e combinacdo de modos vibracionais fundamentais de ligacdes 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.
Informacdes 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 ndo é recomendada.

A espectrofotometria NIR é amplamente utilizada para analises fisicas e quimicas, como por
exemplo: quantificacdo e identificacdo de principios ativos e excipientes, identificacdo de formas
cristalinas e polimorfas, determinacdo do tamanho de particula, padrdo de desintegracdo e controle
de processo.

MODOS DE AQUISICAO DOS ESPECTROS

Os espectros podem ser obtidos utilizando-se diferentes modos de aquisicdo. No caso da
espectrofotometria UV/VIS o principal modo € a transmissdo. No caso da espectrofotometria NIR e
MIR os espectros podem ser adquiridos utilizando o modo transmisséo e reflexdo. Esta ultima
subdivide-se em reflexdo difusa e reflexdo total atenuada. H& ainda a possibilidade da combinacao
dos modos de transmissdo e reflex&o, chamada de transreflexdo.

Transmissdo: é a medida da diminuicdo da intensidade da radiagdo 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 transmisséo (T) pode ser calculada pela formula abaixo:

lo = intensidade da radiagéo incidente
| = intensidade da radiacdo transmitida.

Os espectros em transmissdo podem ser convertidos para absorvancia:
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A=log, [ITOJ

Reflexdo difusa: é a medida da razdo da intensidade da luz refletida pela amostra e da luz refletida
por uma superficie refletiva de referéncia. A radiagdo ndo absorvida é refletida em direcéo ao detector.

Reflex&o total atenuada: a radiacdo infravermelha propaga-se no interior de um elemento de reflexéo
interna (alto indice de refracédo) através de reflexdes nas paredes deste elemento. A amostra € colocada
em contato com a parede deste elemento de reflexdo onde interage com a radiacdo infravermelha
(onda evanescente).

Transreflexdo: esse modo é a combinacdo dos modos de transmissdo e reflexdo. Na medida por
transreflexdo, um espelho ou uma superficie refletiva é usado para refletir a radiacdo transmitida
atraves da amostra, incidindo uma segunda vez na mesma para, entdo, dobrar o caminho éptico. A
radiacdo ndo absorvida é refletida em direcdo ao detector.

INSTRUMENTACAO UTILIZADA NO ULTRAVIOLETA (UV) E VISIVEL (VIS)

Espectrofotémetros utilizados na regido do ultravioleta e visivel sdo dotados, fundamentalmente, de
fonte de radiagéo; seletor de comprimento de onda; celas de absor¢do (cubetas), para insercdo de
solugdes de amostras no feixe de luz monocromatica; detector de radiacdo e uma unidade de leitura
e de processamento de sinal.

As lampadas mais empregadas como fonte de radiag@o na espectrofotometria na regido do ultravioleta
e visivel sdo de deutério e tungsténio, que fornecem radiacdo compreendida entre 160 e 380 nm e 320
e 2500 nm, respectivamente. Os instrumentos para as regides do UV/VIS sédo, geralmente, equipados
com um ou mais dispositivos para restringir a radiacdo que esta sendo medida dentro de uma banda
estreita que é 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 difracdo, enquanto os filtros podem ser de interferéncia ou de absorcdo. Os fotémetros ou
colorimetros s&o instrumentos mais simples que utilizam um filtro para selecdo do comprimento de
onda e sao utilizados, geralmente, na regido do visivel. Os espectrofotdmetros, por sua vez, utilizam
monocromadores para a selecdo do comprimento de onda e séo utilizados nas regides do UV/VIS.

Os compartimentos utilizados para receber a amostra sdo 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, ao passo que, para a regido do VIS, pode-se empregar cubetas de
vidro ou acrilico.

Os principais tipos de detectores sdo os fototubos, os arranjos de fotodiodos e os dispositivos de
transferéncia de carga. Os fototubos s@o 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 numero crescente em instrumentos espectroscopicos.

Os espectrofotdmetros podem ser encontrados na configuragdo de feixe Unico, feixe duplo e
multicanal. Os instrumentos de feixe duplo apresentam a vantagem de compensar qualquer flutuacéo
na poténcia radiante da fonte, quando comparados com os instrumentos de feixe Unico. Ja 0s
instrumentos multicanal sdo mais recentes, utilizam detectores do tipo arranjo de diodo e dispositivos
de transferéncia de carga, permitindo a obtenc&o do espectro total de uma amostra em menos de um
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segundo. Nestes instrumentos, o sistema dispersivo € um espectrografo de rede colocado apos a célula
da amostra.

Espectrofotdmetros podem dispor de registradores gréficos que permitem a obtencao de espectros de
absorcdo. Tal recurso é importante para fins de caracterizacéo da substancia a partir da obtencdo dos
comprimentos de onda onde se obtém as maiores absorvancias (Amaximo). Atualmente, a maior parte
dos espectrofotdmetros apresenta conexdo a um microcomputador e programa apropriado, gque
permitem a obtencdo dos espectros de absorcdo das substancias em meio digital.

INSTRUMENTACAO _UTILIZADA  NO  INFRAVERMELHO MEDIO (MIR) E
INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

Os espectrofotdmetros utilizados para aquisicdo de espectros no infravermelho médio e préximo
consistem de uma fonte de luz, monocromador ou interferdmetro e detector, e permitem a obtencéo
de espectros na regido compreendida entre 750 a 2500 nm (13 300 a 4000 cm™).

Atualmente, os espectrofotdometros no infravermelno médio (4000 a 400 cm™) utilizam o
interferdbmetro ao invés do monocromador e a radiagao policromética incide sob a amostra, sendo 0s
espectros obtidos no dominio da frequéncia com auxilio da transformada de Fourier.

Células de transmissdo, acessorios para reflexdo difusa e reflexdo total atenuada sdo os acessérios
mais comuns para a aquisi¢ao dos espectros.

A espectrofotometria no infravermelho proximo (NIR) é uma técnica que permite a obtencdo de
espectros na regido compreendida entre 13300 a 4000 cm™ (750 a 2500 nm). Os espectrofotdmetros
na regido do NIR sédo constituidos de fonte de radiacédo apropriada, monocromador ou interferémetro
e detector. Cubetas convencionais, fibras Opticas, células de transmissdo e acessorios para reflexdo
difusa sdo 0s acessorios mais comuns para aquisicdo dos espectros.

IDENTIFICACAO POR ESPECTROFOTOMETRIA

A identificacdo de diversas substancias farmacéuticas pode ser feita utilizando as regides ultravioleta,
visivel, infravermelho médio e infravermelho préximo. De maneira geral, a espectrofotometria nas
regides UV/VIS requer solugdes com concentragdo na ordem de 10 mg mL™ da substancia, ao passo
que para o0 MIR e NIR sdo necessarias concentracdes na ordem de 100 mg mLt. Apesar de mais
sensivel, os espectros obtidos nas regibes do UV/VIS apresentam menor especificidade quando
comparados com o0s espectros na regido do MIR. No caso do MIR, as medidas realizadas utilizando
os modos de reflexdo (difusa e total atenuada) fornecem informacéo espectral equivalente aquela
obtida pelo modo de transmissdo. Quando possivel, deve ser feita a comparagédo do espectro obtido
frente ao espectro da substancia 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, concentracdo da solucédo e
espessura da cubeta (caminho Optico). Alguns farmacos requerem o uso de padrdes de referéncia. As
leituras de padrdo e amostra sdo efetuadas simultaneamente e em condi¢fes idénticas quanto a
comprimento de onda, tamanho de cubeta, etc.

Para a caracterizagdo utilizando a espectrofotometria UV/VIS, o farmaco é dissolvido utilizando
solvente apropriado. Muitos solventes sdo apropriados, incluindo agua, alcoois, éteres e solucdes
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acidas e alcalinas diluidas. Deve-se verificar se 0s solventes ndo absorvem na regido espectral que
esta sendo utilizada.

Infravermelho médio (MIR)

A espectrofotometria no MIR é um ensaio de identificacdo 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) é a mais empregada
para fins de identificacgéo.

Os espectros de transmissdo de amostras solidas sdo obtidos a partir da sua dispersdo em 6leo mineral
ou mediante a preparacdo de pastilhas de haletos de potéssio e sodio. DispersGes da amostra sdo
preparadas triturando-se cerca de 5 mg da substdncia em uma gota de O6leo mineral de grau
espectroscopico. A pasta obtida é espalhada entre duas janelas de brometo de potéssio ou cloreto de
sodio. Para o preparo das pastilhas, cerca de 1 mg da amostra é triturada com aproximadamente 300
mg de brometo de potéssio de grau espectroscépico.

Para amostras sélidas em p6 opacas a transmissdo da radiacao infravermelha, o espectro pode ser,
também, adquirido mediante a utilizacdo de acessorio para reflexdo difusa. Neste acessorio, a
radiacdo infravermelha incide diretamente na amostra em po. Parte da radiacdo é absorvida e em
seguida refletida de forma difusa em direcdo ao detector. Neste caso a amostra na forma de pé é
misturada com brometo de potassio em concentracdo de, aproximadamente, 5% (p/p) e disposta no
acessorio de reflex&o difusa.

Por fim, o espectro de amostras sélidas em po e pastosas pode ser obtido utilizando acessério para
reflexdo total atenuada. A amostra na forma de p6 é disposta sob o cristal de alto indice de refracdo
onde entra em contato com a radiacdo infravermelha, ndo exigindo preparo prévio da amostra.
UTILIZACAO QUANTITATIVA DA ESPECTROFOTOMETRIA

Espectrofotometria no UV/VIS

A analise espectrofotométrica quantitativa por absorcéo tem como principio a relacdo direta existente
entre a quantidade de luz absorvida e a concentra¢do da substancia, também conhecida como lei de

Beer.

Quando a concentragdo (c) € expressa em mol. L e o caminho 6ptico (b) em centimetro, a equagéo
torna-se:

A=cbc
em que
A = absorvancia, logaritmo do inverso da transmitancia (A = - log T)
¢ = absortividade molar.

T = transmitancia

Sabendo-se que a transmiténcia é o quociente entre a intensidade da radiacdo transmitida pela solugéo
() e aintensidade da radiacdo incidente (lo), tem-se:

logwo (l/ll)=A=¢bc
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A intensidade da absor¢édo da luz ultravioleta por substancias cromoforas €, em geral, expressa como
absortividade molar, nas condi¢fes de maxima absorcdo. Se a massa molar da substancia ndo for
conhecida, é possivel expressar a intensidade de absor¢éo pela equacéo da absortividade especifica —
A (1%, 1 cm):

A(%,1cm)=A/bc

em que A(1%, 1 cm) corresponde a absorvancia da solucdo a 1% (p/v) da substancia quando o
caminho dptico é 1 cm. Para evitar possiveis desvios na lei de Beer, deve-se procurar trabalhar com
solugdes diluidas (da ordem de 0,01 M), evitando associacOes entre as moléculas, e com radiacdes
monocromaticas.

Espectrofotometria no infravermelho proximo

A quantificagdo por meio da espectrofotometria no NIR pode ser realizada utilizando dados obtidos
de um método de referéncia ou a partir de um conjunto de calibracdo com amostras de composicao
conhecida. Os espectros podem ser obtidos utilizando os modos de transmissdo e reflexdo com o
auxilio de acessdrios adequados. Num primeiro momento os dados espectrais sdo tratados através de
transformacgdes matematicas, com o objetivo de reduzir fontes de variacdes indesejadas antes da etapa
de calibracdo. O processo de calibracdo consiste na constru¢cdo de um modelo matematico que
relaciona a resposta do espectrofotdmetro a uma propriedade da amostra. Existe uma série de
algoritmos quimiométricos que podem ser utilizados na calibracdo. Geralmente, estes algoritmos
estdo disponiveis em softwares e disponibilizados junto com o espectrofotémetro. Os principais
algoritmos de calibracdo 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 validacdo de um método que emprega a espectrofotometria NIR é semelhante aquela requerida
para qualquer procedimento analitico e, geralmente, é estabelecida a partir de técnicas
quimiométricas. Os principais parametros a serem avaliados séo: especificidade, linearidade, faixa de
trabalho, exatiddo, precisao e robustez.

A extensdo da especificidade é dependente do procedimento utilizado. A demonstracdo da
especificidade dos métodos NIR pode ser feita por meio das seguintes formas: (i) os comprimentos
de onda utilizados nos modelos de calibragdo devem corresponder a bandas do analito de interesse;
(if) para calibragdo utilizando PLS os coeficientes devem ser plotados e as regifes de maior
coeficiente comparadas com o espectro do analito; (iii) variacdes na matriz da amostra ndo devem
afetar de forma significativa a quantificacdo do analito.

A validacéo da linearidade do método NIR envolve a demonstracéo da resposta linear da técnica para
amostras distribuidas através de uma faixa definida de calibracdo. O coeficiente de correlacéo, r, ndo
é uma ferramenta adequada para verificacdo de linearidade, mas é a medida da variagcdo dos dados
que é adequadamente modelada pela equacdo. A melhor maneira de demonstrar a linearidade dos
métodos NIR é por meio da avaliacdo estatistica dos valores da inclinacdo e intercepto obtidos para
0 conjunto de validacéo.

A faixa de trabalho dos valores de referéncia do analito do conjunto de validagdo 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 validagdo de um método NIR deve gerar um valor andémalo
quando uma amostra contendo o analito fora da faixa de trabalho for analisada.
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A exatiddo de um método NIR é demonstrada pela correlagédo 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 predicdo (SEP) com o erro do método de referéncia. O erro do método de referéncia deve
ser conhecido com base nos valores histdricos. Diferentes métodos estatisticos podem ser utilizados
para verificar diferencas 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
condicdes pré-determinadas. Ha dois niveis de precisdo que podem ser considerados: a repetibilidade
e a precisdo intermediaria. A precisdo de um método NIR € tipicamente expressa como coeficiente
de variacéo.

A robustez do método NIR pode ser verificada por meio de mudancas de parametros do metodo,
como: condi¢fes ambientais, temperatura da amostra, caracteristicas da amostra e mudangas
instrumentais.

5.2.15 ESPECTROFOTOMETRIA DE FLUORESCENCIA

Algumas substancias 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 radiacdo ultravioleta, visivel ou outras também de
natureza eletromagnética. Tais radiacdes promovem a excitacao de elétrons da molécula para niveis
energéticos mais elevados. Apés curta permanéncia no estado excitado - cerca de 108 a 10 segundo
- 0s elétrons retornam ao estado fundamental por meio de processo ndo radioativo, denominado
desativacdo por colisdo, aliado a processo radioativo chamado luminescéncia (fluorescéncia ou
fosforescéncia), ao contrario do que ocorre com a maioria das substancias em que o retorno ao estado
menos energético ndo 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 é reemitido
com intensidade maxima em comprimento de onda maior (em cerca de 20 a 30 nm) que o da radiacéo
excitatoria absorvida, devido a perda energética que acontece no processo. Sendo de natureza
fluorescente, a radiacdo emitida pela substancia cessa quando a fonte de energia é retirada e esta
caracteristica a distingue da fosforescéncia, que prossegue por algum tempo apds o término da
excitacao.

A intensidade da luz emitida por uma solucdo fluorescente é, em determinadas condicGes,
proporcional a concentragdo do soluto e, em consequéncia, utilizada para fins analiticos. A medida
da intensidade de fluorescéncia ndo pode ser usada diretamente para a determinagdo da concentracao
do analito. Por isso, a determinacgéo é feita através da comparacéo da intensidade de fluorescéncia
obtida para uma solugdo amostra com solugbes padréo, cujas concentracdes sdo conhecidas. O
fundamento da espectrofluorescéncia consiste, pois, em excitar a substancia com radiacdo no
comprimento de onda de maxima absor¢do e medir comparativamente a intensidade da luz
fluorescente emitida frente a um padréo.

DEFINICOES

Intensidade de fluorescéncia: expressao empirica da atividade fluorescente, em unidades arbitrarias
proporcionais a resposta do detector.

Espectro de excitacao de fluorescéncia: representacdo grafica do espectro de ativacao, apresentando
a intensidade da radiacdo emitida por substancia ativada (ordenada) e o comprimento de onda da
radiacdo incidente excitatoria (abcissa).
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Espectro de emissao de fluorescéncia: representacdo grafica da distribuicdo espectral da radiacéo
emitida por substancia ativada, apresentando a intensidade da radiacdo 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 espectrofotdbmetros de absorcdo adaptados ou em espectrofotdmetro de
fluorescéncia (espectrofluorimetro).

O fluorimetro de filtro compreende fonte de luz, filtro priméario, cAmara de amostra, filtro secundério
e sistema de deteccdo. Nos fluorimetros deste tipo, o detector encontra-se disposto a 90° em relacao
a luz incidente. Tal disposicdo em angulo reto permite que a luz incidente atravesse a solucdo da
amostra sem interferir com o sinal fluorescente captado pelo detector. Tal mecanismo ndo impede
que parte da luz difusa atinja o detector devido as propriedades difusoras inerentes as solu¢des ou em
funcéo da presenca de particulas solidas suspensas. Esta disperséo residual é controlada com emprego
de filtros. O filtro primario seleciona a radiacdo de comprimento de onda apropriado a excitacdo da
amostra enquanto o filtro secundario seleciona a radiacdo fluorescente de comprimento de onda
maior, bloqueando o acesso da radiacdo dispersa ao detector.

Em sua maioria, os detectores de fluorimetros de filtro sdo equipados com vélvulas
fotomultiplicadoras, havendo, contudo, diferencas 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.

Espectrofotémetros de fluorescéncia, por sua vez, diferenciam-se de fluorimetros por ndo 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. Ldmpadas de mercario ou tungsténio, embora comuns, sdo substituidas com vantagem pela
lampada de arco de xenénio a alta pressdo, pois esta proporciona, ao contrario das demais, espectro
continuo desde o ultravioleta até o infravermelho. De qualquer forma, a radiacdo 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 resolucdo e menor ruido espectral enquanto fendas largas asseguram maior intensidade de luz
em detrimento destas caracteristicas. A largura de fenda a ser adotada é fungéo da diferenca entre 0s
comprimentos de onda da luz incidente e emitida, assim como do nivel de sensibilidade necessério a
analise.

A camara de amostra geralmente permite uso de tubos redondos e cubetas quadradas, semelhantes as
empregadas em espectrofotometria de absorc¢éo, 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.

Calibracao do equipamento

Fluorimetros e espectrofluorimetros devem ser calibrados com substancias fluoroforas, estaveis, de
modo a assegurar resultados reprodutiveis. As variacOes sdo, em geral, devidas a alteragdes na
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intensidade das lampadas 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
purificacdo, cujos comprimentos de onda de absorcdo e fluorescéncia sejam semelhantes aos da
substancia em analise. Por exemplo, quinina em acido sulfurico 0,05 M é um padrdo adequado para
fluorescéncia azul. Por outro lado, fluoresceina em hidréxido de sodio 0,1 M é apropriada para
fluorescéncia verde e rodamina é o fluor6foro de escolha na fluorescéncia vermelha. A escala de
comprimentos de onda do espectrofotdmetro de fluorescéncia também requer calibracdo periddica.

PREPARO DAS SOLUCOES

A escolha do solvente utilizado na preparacao de solugdes fluorescentes requer precaucdes. Natureza,
pureza e pH do solvente sdo pardmetros relevantes na intensidade e distribuicdo espectral da
fluorescéncia. Em consequéncia, é recomendavel ater-se ao volume especificado em métodos
estabelecidos. Muitas substancias apresentam fluorescéncia em solventes orgénicos, mas séo
praticamente ndo fluorescentes quando dissolvidas em &gua. Assim, cabe a experimentacdo em
diversos solventes para determinar a propriedade fluorescente de uma substancia.

Para fins quantitativos, é fundamental que a intensidade da fluorescéncia guarde relacéo linear com a
concentracdo da amostra dentro de limites compativeis com a técnica. Se a solugdo for muito
concentrada, parte significativa da luz incidente seré absorvida na periferia da cubeta e menor seré a
quantidade de radiacdo a alcancar a regido central. Isto significa que a propria substancia atuara como
“filtro interno”. Todavia, tal fendmeno ¢é raro, considerando-se que a espectrofotometria de
fluorescéncia € uma técnica de elevada sensibilidade, permitindo o emprego de solugdes de
concentracdes da ordem de 10° a 107 M.

Devido aos limites de concentracdo usualmente estreitos nos quais a fluorescéncia é proporcional a
concentracdo da substancia, tem-se como regra a obediéncia a relacao (c-d)/(a-b) = 0,40 a 2,50. Neste
caso, a € a intensidade de fluorescéncia da solucdo de referéncia, b é a intensidade do branco
correspondente, ¢ € a intensidade da solugcdo amostra e d é a intensidade do branco correspondente.

As determinacdes de fluorescéncia sao 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, necessério eliminar estes sélidos por centrifugacio ou
filtracdo antes da leitura, levando em consideracgdo, contudo, que alguns papéis de filtro podem conter
impurezas fluorescentes.

A presenca 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 gés inerte na solucdo, previamente a leitura.

O controle de temperatura também é importante. Em algumas substancias, a emissao de fluorescéncia
pode diminuir de 1 a 2% a cada aumento de temperatura de 1 °C. Em vista disso, quando for necessaria
maxima precisao, é recomendado 0 emprego de cubetas termostatizadas. Entretanto, para analise de
rotina, ndo ha necessidade deste recurso desde que as determinacfes sejam feitas com rapidez
suficiente para evitar aquecimento devido a exposi¢do da solugéo a luz intensa.

Algumas substancias fluorescentes sdo sensiveis a luz e, quando expostas a radiagdo luminosa intensa
do espectrofotébmetro de fluorescéncia, podem se decompor em produtos mais ou menos
fluorescentes. Tal efeito pode ser detectado observando-se a resposta do detector em relagéo ao tempo
e atenuado com a reducdo da intensidade luminosa incidente pela utilizacdo de filtros.
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5.2.16 TURBIDIMETRIA E NEFELOMETRIA

Turbidimetria e nefelometria - variantes de espectrofotometria - destinam-se a avaliagdo quantitativa
de substancias em funcédo da turbidez de suas suspensdes, proporcional a seu poder de difracdo sobre
a luz incidente (efeito Tyndall).

Na turbidimetria, também conhecida por opacimetria, mede-se a intensidade da luz transmitida no
mesmo sentido de direcdo da luz incidente. Embora existam turbidimetros destinados especificamente
a medida de turbidez, colorimetros e espectrofotdmetros convencionais séo 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 nefeldmetros, € possivel o emprego de colorimetros e espectrofotobmetros na medida
nefelométrica. Para tanto, cabe modifica-los de forma a permitir a captacdo perpendicular ao angulo
da luz incidente, seja por transferéncia da fonte de luz, seja por alteracdo de posicao do detector.
Fluorimetros, a exemplo de nefelémetros, destinam-se a medida de luz dispersa (posicionamento do
detector em angulo 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 expressao oficial de dispersdo da luz produzida por
particulas suspensas, determinavel por turbidimetria ou nefelometria, de acordo com a equacao

_ Py, bd®
P dt+ 2t

em que

Po = intensidade de radiagéo incidente;

P = intensidade de radiacdo transmitida;

b = espessura da amostra (cubeta);

d = didmetro médio das particulas;

A = comprimento de onda;

k = constante de proporcionalidade, dependente da natureza da suspensao e do método de medida.

Uma suspensdo avaliada em dado instrumento, sob luz monocromatica, apresenta turbidancia que
corresponde ao produto da concentracdo C por uma constante de proporcionalidade k, que combina
0s demais parametros da equacdo acima. Tem-se, portanto, S = kC, expressao 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 é verdadeira para
suspensdes muito diluidas, pois reflexdes secundarias provocam excessivo desvio de linearidade
quando o numero de particulas em suspensdo ultrapassa determinado limite.

Outra fonte de erro em medidas turbidimétricas e nefelométricas é a decantacdo das particulas em
suspensdo. Tal ocorréncia pode ser minimizada com o aumento da viscosidade, com a incorporacao
de coloide protetor - gelatina, goma arabica ou amido - ao meio liquido da suspenséo.

PROCEDIMENTO
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O procedimento basico para o emprego de técnicas turbidimétricas ou nefelométricas obedece aos
principios das técnicas espectrofotométricas, compreendendo a preparacdo de suspensdes de
referéncia, de concentracdo conhecida. Na pratica, é 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 especificacdo, 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 suspensfes-padréo e tracar a curva de calibracdo (com emprego do método
dos minimos quadrados) e (4) medir a transmitancia da amostra, determinando sua concentracéo pela
curva de calibracdo.

Comparagéo visual

Medidas de turbidez podem ser executadas por comparagdo visual, técnica pela qual a suspenséo da
amostra é confrontada com suspensao ou suspensdes-padréo. Para tanto, empregar tubos de ensaio
idénticos, de fundo plano, com 70 mL de capacidade e cerca de 23 mm de didmetro 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 separa¢do dos componentes de uma mistura ocorre
através da migragdo diferencial sobre uma fase estacionédria 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 e inerte,
geralmente vidro, permanecendo vedada, onde se deposita a cromatoplaca em posicao 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
camara 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.

Fases estacionarias (adsorventes)

Silica — E o adsorvente mais amplamente utilizado na CCD. E um adsorvente amorfo e poroso. E
usado também na cromatografia em coluna; entretanto, a silica utilizada em CCD ¢é mais fina. A silica
é preparada por espontanea polimerizacdo e desidratacdo do &cido silicico. As substancias séo
adsorvidas pela silica via ligacdo 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 € alcangcado
quando a silica esta em equilibrio com o ar, a uma umidade relativa de 50% e uma temperatura de 20
°C.

As silicas comerciais possuem tamanhos de poros variaveis, entre 40 e 150 Angstrons. Os tamanhos
de particulas variam de 5 a 40 pm, com média de 10 a 15 um, dependendo do fabricante.
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Reduzindo-se o tamanho da particula, aumenta-se a eficiéncia da silica. Particulas de tamanho de 5 a
6 um sao 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 migragédo
e resolucdo dos componentes das amostras.

Os tamanhos de poros de silica mais comuns comercialmente sdo 40, 60, 80 e 100 Angstrons, sendo
a silica 60 Angstrons a mais versatil e amplamente utilizada. As silicas sdo utilizadas para a separacio
de compostos lipofilicos, como aldeidos, cetonas, fendis, acidos graxos, aminoacidos, alcaloides,
terpenoides e esteroides, usando-se 0 mecanismo de adsorgéo.

Alumina — Depois da silica, é o adsorvente mais utilizado. As propriedades fisicas da alumina séo
similares as da silica em termos de tamanho de particula, didmetro médio do poro e superficie. Sdo
disponiveis comercialmente alumina &cida (pH 4,0 - 4,5), neutra (7,0 - 8,0) e basica (9,0 - 10,0).
Assim como a silica, a alumina separa 0os componentes das amostras por polaridade, por meio de
ligacGes de hidrogénio, interacdo acido-base de Lewis ou intera¢6es dipolo-dipolo. A seletividade da
alumina na CCD de adsorc¢do é similar a silica-gel, sendo a alumina um adsorvente melhor que a
silica para a separacdo de substancias acidas lipofilicas. A alumina de carater acido atrai fortemente
substancias basicas, enquanto a alumina de carater basico atrai mais fortemente substancias acidas.
A alumina retém substancias aromaticas mais fortemente que a silica-gel. Tem o inconveniente de
promover a catélise de algumas reaces de substancias labeis. E empregada na separacéo de vitaminas
lipossoluveis, alcaloides, certos antibioticos e 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 esta presente.
Os tamanhos dos poros sdo muito variaveis, suas caracteristicas a tornam adequada para a separacao
de acgUcares, aminoacidos e outras substancias polares similares.

Celulose - A celulose é um polissacarideo altamente polimerizado por monémeros de glicose. A
presenca de grande nimero de grupos hidroxila livre permite liga¢6es de hidrogénio com liquidos de
baixa massa molecular como agua e alcoois. A celulose €, portanto, adequada para a separacdo de
substancias hidrofilicas, tais como carboidratos e aminoacidos.

Poliamida - Em contraste com a celulose, a poliamida é uma resina sintética. Dois tipos de poliamida
séo utilizados: 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 o grupo amida por ligacGes de
hidrogénio devido a sua estrutura molecular. Dentre elas estdo aminoacidos e derivados,
benzodiazepinicos, acidos carboxilicos, ciclodextrinas, acidos graxos, flavonoides, conservantes e
praguicidas.

Silicato de magneésio - ideal para a separacdo de agUcares, antraquinonas, flavonas, glicosideos,
esteroides, lipideos, residuos de praguicidas, vitaminas, carbazois, acetato de hidrocortisona.

Reveladores e métodos de deteccéo

Apos o desenvolvimento da cromatografia e a evaporacdo dos solventes, passa-se a0 método de
revelacdo das manchas. Este, por sua vez, pode ser fisico ou quimico. Como método fisico, a luz
ultravioleta (lampadas com emissao de radiacdo entre 254 e 366 nm) € comumente empregada no
caso de substancias que se tornam fluorescentes quando excitadas por luz UV ou visivel. Os métodos
quimicos compreendem a utilizacdo de reagentes cromogenos. H4 uma ampla lista de reveladores
apropriados para cada grupo de substéncias.
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Identificacéo

A posicdo final de cada mancha é designada pelo Rf (fator de retencdo). Apos a revelacdo 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

Utiliza para a separacdo e identificacdo das substancias ou componentes da mistura a migracédo
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 cromatogréfico, o adsorvente é uma camada de papel de textura e espessura adequadas. A
separagdo cromatogréafica ocorre por meio da acdo da fase mével liquida semelhante ao processo da
adsorcdo em cromatografia em coluna. Devido ao contetdo de agua intrinseco do papel, ou inibicéo
seletiva do componente hidrofilico da fase liquida pelas fibras de papel, que pode ser considerado
como fase estaciondria, um mecanismo de particdo pode contribuir significativamente para a
separagéo.

O cromatograma € desenvolvido pela passagem lenta da fase moével sobre a camada de papel. O
desenvolvimento pode ser ascendente, no caso de solvente carreado para cima através de forcas
capilares, ou descendente, no caso em que o fluxo do solvente é auxiliado por forca da gravidade.

A forma mais simples da cromatografia em papel é a cromatografia ascendente que utiliza uma tira
de papel de comprimento e largura variaveis, em funcao da cuba cromatografica a ser utilizada.

Este método é muito util para separar substancias muito polares, como agucares e aminoacidos. Possui
0 inconveniente de se poder aplicar pouca quantidade de substancia de cada vez. Deve-se procurar
trabalhar nas condi¢cdes mais proximas possiveis, de qualidade e quantidade, entre padrdo e amostra,
usando-se 0 mesmo papel, fase mével, temperatura, etc.

EQUIPAMENTO E PROCEDIMENTOS

Consiste em camara ou cuba cromatografica de vidro, provida de bordas e tampa esmerilhadas e de
dimens6es adequadas para conter o papel cromatografico, que pode ser adaptado para cromatografia
ascendente ou descendente. E importante que néo se deixe escapar os vapores da fase movel.

Utilizar papel de filtro especial para cromatografia, cortado no sentido das fibras em tiras de
comprimento variavel e largura de, no minimo, 2,5 cm. Existem varios tipos de papel para
cromatografia com finalidades diferentes para separacdo de substancias hidrofilas ou hidrofobicas,
organicas ou inorganicas, anféteras ou com muitas hidroxilas, entre outras.

Para cromatografia descendente, utilizar cuba com tampa provida de orificio central, fechado por
rolha de vidro ou outro material inerte. Na parte superior da cuba, ha uma cubeta suspensa, que
contém dispositivo para prender o papel (geralmente haste ou bastéo 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 ndo pode ser superior & da cubeta suspensa e a altura deve ser
aproximadamente igual a altura da cdmara cromatogréafica.
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Para cromatografia ascendente, na parte superior da cuba ha dispositivo que permite sustentar o papel
cromatografico e que pode descer sem abrir a cdmara 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 eluente, deixando que
ascenda ou descenda pela superficie do papel, apenas por capilaridade.

Quando a técnica utilizada for a de cromatografia ascendente, tragar linha fina com lapis a 3 cm da
borda inferior do papel; se a cromatografia é 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 mdvel (ou frente do solvente), geralmente distando 10 cm do
ponto de partida.

Aplicar as solucbes na forma de manchas circulares (utilizam-se tubos capilares ou micropipetas),
contendo de 1 a 20 pg 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 por¢des, deixando-se evaporar o solvente antes de aplicar
a porcao seguinte.

O nivel da fase movel deve ficar abaixo do ponto de partida da substancia, devendo, sempre, haver

uma boa vedacdo da cuba cromatogréafica 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; drl e dr2: distancias percorridas pelas substancias;
dm: distancia de migracdo da fase movel

CROMATOGRAFIA DESCENDENTE
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Na cromatografia descendente, a fase movel possui um fluxo voltado para baixo e conta com a acéo
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 uma 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 cromatogréafico é permitido pela acdo da capilaridade.

Colocar no fundo da camara 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 uma hora e
meia. Sem abrir a cdmara, baixar o papel de modo a colocar sua extremidade inferior em contato com
0 eluente e desenvolver o cromatograma até a distancia ou tempo prescritos. Retirar o papel, marcar
0 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 purificacdo de substancias de valor na investigacdo, 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 substancias com pureza elevada. Na pratica, adsorventes padronizados
sdo utilizados, pois fornecem um alto grau de confiabilidade do método, a transferéncia direta de
escala de andlise e um processamento otimizado. Os tipos de cromatografia em coluna podem ser:
por adsorcao (liquido-solido), por particdo (liquido-liquido) ou por troca ibnica.

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 na monografia individual), de comprimento e diametros variaveis, em cuja parte inferior
ha estrangulamento (de passagem reduzida) e torneira para regulagem da vazdo dos solventes
utilizados para a eluicdo. Em algumas colunas, a parte inferior apresenta, em sua base, um disco de
vidro poroso, cuja finalidade é evitar a saida da fase estacionaria (silica-gel). As colunas tém
dimensdes varidveis, poréem, em analise farmacéutica, as faixas mais comumente utilizadas séo de 10
mm a 30 mm de didmetro e de 3 mm a 6 mm na sua parte inferior, onde a torneira encontra-se
acoplada. O comprimento do tubo é usualmente de 150 mm a 400 mm. Na parte superior da coluna
pode haver uma dilatacdo de forma esférica, destinada a conter um maior volume de solvente, seguido
de uma conexéo esmerilhada, cilindrica, que possibilita o encaixe de uma tampa cilindrica de pléstico,
de vidro, ago inoxidavel, aluminio ou outro material especificado na monografia individual. A veia
da haste é 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 diametro menor em aproximadamente 1
mm em relacéo ao didmetro interno da coluna.

PROCEDIMENTO
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Cromatografia em coluna por adsorcéo

Iniciar o preparo da coluna, se necessario, vedando-se a parte inferior, na base do tubo, proxima a
torneira, com um pedaco de algoddo ou 1& de vidro a fim de impedir a passagem do material
adsorvente e a entrada de ar (evitando formacéo de bolhas). Preencher, entdo, uniformemente o tubo
(conforme altura especificada) com esse material adsorvente (tal como alumina ativada ou silica-gel,
silica diatomaceas ou silica calcinada), previamente suspensa na fase movel (sistema de solventes),
realizando a retirada do excesso de eluente. Apds a sedimentacdo do material adsorvente, aplicar a
mistura de substancias 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 adsorcdo das substancias no material adsorvente, deixando-se, em seguida,
sedimentar por acdo da gravidade ou pela aplicacdo de presséo positiva de ar, ficando a mistura
adsorvida em uma estreita faixa horizontal no topo da coluna. A taxa de movimentacdo de uma
determinada substancia é determinada ou afetada por diversas varidveis, incluindo a baixa ou alta
adsortividade do material adsorvente, o tamanho de particula e a area superficial (superficie de
contato), a natureza e a polaridade do solvente, a pressdo aplicada e a temperatura do sistema
cromatografico.

Um cromatograma de fluxo é amplamente utilizado e € obtido por um processo em que solventes
percorrem a coluna, até que a substancia seja separada em solucao efluente, conhecido como eluato.
O eluato € controlado, recolhendo-se fracdes conforme especificado na monografia e examinando-se
cada fracdo por método adequado. A substancia pode ser determinada no eluato por varios métodos:
titulacdo, colorimetria, espectrometria ou ser isolada (purificada) quando da evaporacdo do solvente.
A eficiéncia da separacdo pode ser aferida por cromatografia em camada delgada (CCD) de cada
fracdo recolhida ao longo da corrida cromatogréafica.

Cromatografia em coluna por particdo

Na cromatografia de parti¢do, as substancias a serem separadas sdo repartidas entre dois liquidos
imisciveis, um dos quais, a fase estacionaria, é adsorvido em um suporte sélido, apresentando assim
uma area de superficie bastante ampla para o solvente circulante ou fase mdvel. O elevado nimero
de sucessivos contatos entre liquido-liquido permite uma separacdo efetiva, a qual ndo ocorre através
da extracdo liquido-liquido habitual.

O suporte sélido geralmente é polar, enquanto a fase estacionaria adsorvente é mais polar do que a
fase movel. O suporte sélido mais utilizado consiste em terra silicosa cromatografica, cujo tamanho
de particula é satisfatorio para a vazdo apropriada do eluente. Na cromatografia de particdo de fase
reversa, a fase estaciondria adsorvida € menos polar do que a fase moével, e o adsorvente solido, torna-
se apolar por tratamento com um agente silanizante (ex.: diclorodimetilsilano; parafinas), para
produzir uma areia cromatogréafica 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 mdvel no topo da coluna; ou
(b) uma solucéo da amostra em um pequeno volume da fase estacionaria € misturada com o suporte
solido e transferida para a coluna, formando uma camada transversal sobre o material adsorvente.

O desenvolvimento e a elui¢do sdo atingidos por meio da “corrida” do solvente circulante. O solvente
(fase modvel) geralmente é saturado com o solvente (fase estacionéaria) antes do uso. No caso de
cromatografia de parti¢cdo liquido-liquido convencional, o grau de particdo de um determinado
composto entre as duas fases liquidas € expresso por meio de seu coeficiente de particdo ou
distribuicéo.
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No caso de substancias que se dissociam, pode-se controlar a distribuicdo ao modificar o pH, a
constante dielétrica, a forca idnica, entre outras propriedades das duas fases. A elui¢do seletiva dos
componentes da mistura pode ser atingida com a mudanca bem-sucedida da fase mével para uma que
proporcione um coeficiente de particdo mais favoravel, ou se alterando o pH da fase estacionaria in
situ com uma fase estacionaria constituida da solugdo de um acido ou uma base apropriados em um
solvente organico.

Salvo disposicao contraria da monografia individual, ensaios e testes empregando cromatografia de
particdo em coluna séo realizados em consonancia com 0os métodos convencionais descritos a seguir.

Suporte solido — Utilizar areia de silica purificada. Para cromatografia de particdo em fase reversa,
utilizar areia de silica cromatogréfica.

Fase estacionaria — Utilizar o solvente ou solucdo especificada na monografia individual. Se for
utilizada uma mistura de liquidos na fase estacionaria, misturar antes de introduzir o suporte solido.

Fase movel — Utilizar o solvente ou solucdo especificados na monografia individual. Equilibrar com
agua, se a fase estacionaria for uma solucdo aquosa; se a fase estacionéria for um solvente polar
organico, equilibrar com este solvente.

Preparacdo de uma coluna cromatografica — O tubo cromatografico mede cerca de 22 mm de
didmetro interno e de 200 mm a 300 mm de comprimento, sem disco de vidro poroso, no qual é
acoplado um tubo de distribuicdo, sem torneira, com cerca de 4 mm de didmetro interno e
aproximadamente 50 mm de comprimento. Introduzir um tampé&o delgado de 13 de vidro na base do
tubo. Adicionar a quantidade especificada de suporte sélido em um béquer (proveta) de 100 mL a
250 mL e misturar até produzir uma pasta homogénea. Transferir a mistura para 0 tubo
cromatografico, tampar, pressionando-o levemente, até obter uma massa uniforme. Se a quantidade
de suporte sélido especificada for mais de 3 g, transferir a mistura para a coluna em porcées de
aproximadamente 2 g, tampando a cada porcdo. Se 0 ensaio ou teste requisitar uma coluna
multissegmentada, com uma fase estaciondria diferente para cada segmento, tampar ap6s a adi¢do de
cada segmento, e 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 por meio da lavagem do béquer utilizado para a preparacdo da mistura de ensaio com
uma mistura de aproximadamente 1 g de suporte so6lido e vérias gotas do solvente utilizado para
preparar a solugdo de ensaio. Introduzir um pedago fino de 1& de vidro em cima da coluna de
enchimento completa. A fase movel flui por meio de uma coluna adequadamente preenchida com um
fluxo moderado ou, se for utilizada a cromatografia de fase reversa, lentamente, gota a gota.

Transferir a fase movel para o espago da coluna sobre a parte preenchida, e deixar fluir pela coluna
sob a acdo da gravidade. Umedecer a ponta da coluna cromatografica com cerca de 1 mL da fase
movel antes de cada mudanga de composicéo da fase movel e apos completar a elui¢do. Se o analito
for introduzido na coluna como uma solugéo da fase maével, deixa-lo eluir completamente pela coluna
preenchida, entdo adicionar a fase movel em varias por¢des menores, permitindo que cada uma seja
completamente removida antes de adicionar a fase movel estocada.

Cromatografia em coluna por troca iénica

Utilizar como fase estacionéria resina de troca ionica. A troca de ions consiste em intercambio
reversivel de ions presentes na solucdo 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 ionica e da natureza dos ions (anions ou cations) a serem
trocados. As resinas fortemente acidas e fortemente basicas sdo convenientes para a maioria das
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aplicacOes analiticas. Emprega-se, na pratica, grande excesso (200% a 300%) de resina sobre a
quantidade da amostra estequiometricamente calculada; a capacidade das resinas varia de 2 mM/g a
5 mM/g (peso seco).

Tratamento da resina e preparo da coluna - Suspender a resina de troca idnica em agua e deixar em
repouso por 24 horas. Introduzi-la em coluna adequada e, tratando-se de resina anidnica, converté-la
em bésica passando pela coluna, solucéo de hidréxido de sodio SR, a velocidade de 3 mL/minuto, até
que o eluato forneca reagdo negativa para ion cloreto. Passar, em seguida, agua isenta de didxido de
carbono. Em caso de resina catinica, a conversao para a forma acida se da pela passagem de &cido
cloridrico SR pela coluna, seguida de lavagem com agua isenta de didxido de carbono até que o eluato
forneca reacao neutra.

Desenvolve-se coluna de troca idnica de maneira analoga a descrita para cromatografia de adsorcéo.
Terminada a operacdo, regenera-se a resina lavando-a com hidroxido de sédio SR (colunas ani6nicas)
ou com acido cloridrico SR (colunas catinicas) e, em seguida, com agua isenta de didxido de carbono
até que forneca reacao 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 solida, contida em uma coluna cilindrica. As separac@es sdo alcancadas por particéo,
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 analises
de combinacBes organicas. Amostras de substdncias ndo volateis e termolabeis s&o,
preferencialmente, analisadas por CLAE. A maioria das analises farmacéuticas estd baseada no
método de separac¢do por particdo e devem ocorrer em tempo curto de analise. Varios fatores quimicos
e fisico-quimicos influenciam na separacdo cromatografica, os quais dependem da natureza quimica
das substancias a serem separadas, da composicao e vazao da fase mével e da composicdo e area
superficial da fase estacionaria.

APARELHAGEM

O equipamento utilizado consiste em um reservatério 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
software, 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.

Os sistemas cromatograficos modernos consistem de bombas para pressurizar a fase movel,
controladas por software, que podem ser programadas para variar a relagdo de componentes da fase
movel, como € requerido para a cromatografia por gradiente de solvente, ou para misturar, de forma
isocrética, a fase movel (fases mdveis com relagdo fixa de solventes). Pressdes operacionais de até
5800 psi (cerca de 400 bar) e vazéo de até 10 mL por minuto podem ser utilizadas. Pressdes superiores
ficam condicionadas a evolugéo do instrumental.

Apos dissolver a amostra na fase mével ou em outro solvente adequado, a solugdo é 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 automaticos podem ser programados para injetar
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diferentes volumes de amostra, diversas quantidades de injecOes, controlar o intervalo entre injecdes
e outras variaveis operacionais.

Quando se trabalha a altas pressdes, uma valvula de injecdo é essencial. Essa apresenta um sistema
calibrado, com volume definido, denominado anel de injecdo ou alca de amostragem, que sera
preenchido com a solugdo a ser analisada que, posteriormente, sera transferida para a coluna.

Para a maioria das analises farmacéuticas, a separagdo é alcancada por particdo dos componentes,
presentes na solucdo a ser analisada, entre as fases mdvel e estacionéria. 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 substéncia pela fase estacionéria e,
consequentemente, seu tempo de retencao na coluna, é controlado pela polaridade da fase madvel.

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 diametro das particulas ¢ de, normalmente, 3 pm a 10 um. Quanto menores o didmetro das
particulas e a pelicula que recobre o suporte, mais rapida e eficiente serd a transferéncia das
substancias entre as fases estacionaria e movel. A polaridade da coluna depende dos grupos funcionais
presentes, sendo 0s mais comuns 0s grupos apolares octil, octadecil, fenil, cianopropil e polar, nitrila.
A proporc¢do de grupos silanois ndo ligados ao grupo funcional influencia, significativamente, na
eficiéncia da separacdo cromatografica e no formato do pico eluido. Comercialmente, estdo
disponiveis colunas cromatograficas com diferentes qualidades de fases estacionarias, inclusive
aquelas com pequena propor¢do de grupos silandis livres, denominadas capeadas. Geralmente,
colunas de silica em fase reversa apresentam vida Gtil 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 mével. As
colunas normalmente usadas para separacfes analiticas tém diametros internos de 1 mm a 5 mm.
Essas podem ser aquecidas, proporcionando separacdes mais eficientes, mas s6 raramente sao
utilizadas temperaturas superiores a 60 °C, devido ao potencial de degradacao da fase estacionaria ou
a volatilidade da fase mével. A menos que especificado na monografia da substancia a ser analisada,
as colunas sdo 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
substancias com grupamento cromaforo. Tais detectores consistem de uma célula de fluxo localizada
apos a coluna cromatografica. A radiacéo ultravioleta atravessa, constantemente a célula de fluxo e é
recebida no detector. Com o sistema em funcionamento, as substancias sdo eluidas da coluna, passam
pela célula de fluxo e absorvem a radiacdo, resultando em alteracbes 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 emissdo, como uma lampada de deutério ou xendnio de alta pressdo, e um monocromador ou um
filtro de interferéncia, de modo a gerar radiagdo monocromatica de um comprimento de onda
selecionado pelo operador, podendo, ainda, ser programados para alterar o comprimento de onda
durante o desenvolvimento da anélise. 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 radiacdo ultravioleta ou visivel é transmitida através
da célula de fluxo, absorvida pela amostra e entdo separada em seus diferentes comprimentos de onda,
que sdo detectados, individualmente, pelo detector de fotodiodos, registrando dados de absorvancia
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em toda a faixa do espectro do ultravioleta e visivel e, adicionalmente, 0s espectros de cada pico
registrado no cromatograma.

Os detectores de indice de refragdo medem a diferenca entre o indice de refragdo da fase movel pura
e da fase mdvel contendo a substancia a ser analisada. Sao utilizados para detectar substancias que
ndo absorvem no ultravioleta ou visivel, entretanto, sd0 menos sensiveis que 0s detectores
espectrofotométricos. Os detectores de indice de refracdo apresentam a desvantagem de serem
sensiveis a pequenas mudancas da composicdo dos solventes da fase movel, taxa de fluxo e
temperatura.

Os detectores fluorimétricos séo utilizados para detectar compostos com grupamento fluoréforo ou
que podem ser convertidos em derivados fluorescentes, por transformacdo quimica ou adicionando
reagentes fluorescentes a grupos funcionais especificos. Se a reacdo quimica é requerida, pode-se
realiz&-la no momento da preparacado da amostra ou, alternativamente, o reagente pode ser introduzido
na fase movel, com a reacdo ocorrendo antes da deteccao.

Os detectores potenciométricos, voltamétricos ou eletroquimicos sdo Uteis para quantificacdo de
substancias que podem ser oxidadas ou reduzidas em um eletrodo. Esses detectores sdo altamente
seletivos, sensiveis e seguros, mas requerem fases mdveis livres de oxigénio e ions de metais
redutiveis. Uma bomba de fluxo continuo deve ser utilizada, assegurando que o pH, a forca i6nica, e
a temperatura da fase mdvel permanecem constantes. Detectores eletroquimicos com eletrodo
especificos de carbono podem ser utilizados, vantajosamente, para quantificar nanogramas de
substancias facilmente oxidaveis, como fenois e catecois.

Na deteccdo por espectrometria de massas (EM) mede-se a razdo m/z (razdo massa/carga) do ion
precursor de uma substancia. O ion precursor é gerado a partir da protonagdo da substancia (modo
positivo), da desprotonacdo (modo negativo) ou, ainda, da formacao de ions aduto de sodio, potassio,
formiato etc. A combinacdo da espectrometria de massas com a cromatografia a liquido proporciona
uma boa seletividade, uma vez que picos ndo resolvidos podem ser isolados monitorando-se um valor
de razdo massa/carga (m/z) selecionada. Esses espectrometros de massas podem possuir apenas um
analisador de massas, como um quadrupolo simples, ou sequencial ou tandem (MS/MS), como um
triplo quadrupolo, quando se associam dois analisadores de massas. Neste caso, é possivel fragmentar
0 ion precursor em uma célula de colisdo localizada antes do segundo analisador de massas. Dessa
forma, o monitoramento das transicoes de massa (ion precursor — ion produto), geralmente
especificas para cada analito, possibilita a analise com elevada seletividade, uma vez que é possivel
obter um cromatograma para cada transicdo de massa. As fontes de ionizagdo mais comumente
empregadas no acoplamento CLAE-MS s&o as do tipo “ionizagdo por electrospray” (ESI) e a
“lonizagdo quimica a pressao atmosférica” (APCI).

Os detectores de condutividade tém aplicacdo na cromatografia de troca idnica e medem a
condutividade da fase mével continuamente, que é modificada na presenca de analitos na célula de
fluxo.

Atualmente, sistemas de coleta de dados modernos estdo disponiveis com as funcdes de receber e
armazenar os sinais provenientes do detector e, posteriormente, proporcionar 0 manejo dessas
informacdes, gerando os cromatogramas com os dados de area e altura do pico, identificacdo da
amostra, métodos, entre outras. As informagdes também podem ser coletadas em sistemas simples de
gravacao de dados, como registradores, para a garantia da integridade dos dados gerados.

PROCEDIMENTO
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O comprimento e o didmetro interno da coluna, o tipo e o tamanho das particulas da fase estacionaria,
a temperatura de operagdo, a composicdo e a vazdo da fase mdvel e o tipo de deteccdo sdo descritos
nas monografias individuais.

A composicao da fase mdvel tem influéncia significativa na eficiéncia cromatografica e na separagédo
das substancias presentes na solucao 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 baixa condutividade e baixa absor¢do no ultravioleta.
Na cromatografia de particdo, o coeficiente de parti¢do e, consequentemente, a separacdo podem ser
modificados pela adi¢do de outro solvente & fase movel. Na cromatografia de troca-idnica, a retencéo
das substancias é afetada pelo pH, pela forca idnica e por outras modificacbes na composi¢éo da fase
movel. A técnica de modificar continuamente a composicao dos solventes da fase mdvel durante a
corrida cromatografica € denominada de eluicdo em gradiente, e é aplicada para separar misturas
complexas de substancias com diferentes fatores de retencdo. Entretanto, detectores que sdo sensiveis
a modificacBGes na composicao da fase movel, como os refratbmetros, tém sua utilizacao limitada com
a técnica de eluicdo em gradiente.

O detector deve apresentar uma ampla faixa linear e as substancias a serem analisadas devem estar
separadas de qualquer interferente. A faixa linear para uma substancia é aquela na qual a resposta do
detector é diretamente proporcional a sua concentracao.

Os sistemas de CLAE sdo calibrados comparando-se as respostas dos picos obtidos com as
respectivas concentraces de substancias quimicas de referéncia (SQR). Resultados quantitativos
confiaveis sdo obtidos por meio de calibragdo com padrao externo, quando injetores ou amostradores
automaticos sdo preferencialmente utilizados. Esse método envolve a comparacdo direta das respostas
obtidas com os picos, separadamente analisados, das solu¢des padrdo e amostra. Nos casos em que a
padronizacdo externa é utilizada, os calculos podem ser realizados segundo a equacao:

Ca=Cp(Ra/Rp)
em que

Ca = concentracédo da solucdo amostra;

Cp = concentracédo da solucdo padrdo;

Ra = resposta (area ou altura) do pico da solu¢do amostra;
Rp = resposta (&rea ou altura) do pico da solucao padrao.

Se a injecdo € realizada por meio de seringa, melhores resultados quantitativos sdo obtidos por meio
de calibragdo com padrdo interno, adicionando-se uma quantidade conhecida de uma substancia
quimica de referéncia ndo interferente as solugdes padréo e amostra. A relagdo das respostas obtidas
com a substéancia a ser analisada e com o padrdo interno é utilizada como resposta para expressar 0
resultado quantitativo. Nos casos em que a padronizacao interna é utilizada, os célculos podem ser
realizados segundo a equacao:

e (Ra/ Ra?)
(Rp/Rpi)

em que

Rai = resposta (&rea ou altura) do pico do padrdo interno na solugdo amostra;
Rpi = resposta (area ou altura) do pico do padréo interno na solugéo padréo.
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Devido a variagdes normais entre equipamentos, solventes, reagentes e técnicas, € necessario um teste
de adequabilidade do sistema para assegurar que o método descrito seja aplicado de forma irrestrita.
Os principais parametros da adequabilidade do sistema estdo descritos em Interpretagdo dos
cromatogramas e em Adequabilidade do sistema.

INTERPRETACAO DOS CROMATOGRAMAS

Na Figura 1, é representada uma separagdo cromatografica tipica de duas substancias, sendo t; e t;
0s respectivos tempos de retencdo. Os termos h, h/2 e Wh, correspondem a altura, @ meia altura e a
largura a meia altura, respectivamente, e W representa a largura do pico na linha de base, pelo método
da triangulacdo. O sinal relativo ao tempo morto, to, refere-se a uma substancia ndo retida na coluna
cromatografica.

resposta do detector

5 hiZ

1
Figura 1 — Separagéo cromatogréafica de duas substancias.

Tempo de retencdo (t), Fator de retencéo (k) e Tempo de retencéo relativo

O tempo de retencdo em cromatografia é caracteristico da substancia analisada, entretanto ndo é
exclusivo. A comparacao entre os tempos de retencdo do pico obtido com amostra e do pico obtido
com a substancia quimica de referéncia pode ser utilizada como indicativo da identidade da
substancia, porém ¢é insuficiente para garantir a total caracterizacdo da amostra. O tempo de retencao
absoluto pode variar entre equipamentos e conforme o uso de solventes e reagentes diferentes. Nesse
sentido, as comparagdes sdo feitas em termos de fator de retencéo, k, calculado segundo a expressao:

t—t,
t0

k:

em que

t = tempo de retencdo da substancia analisada;
to = tempo morto.

O fator de retencdo, k, é a razdo entre a quantidade da substancia com afinidade pela fase estacionaria
e a quantidade com afinidade pela fase movel. Quanto maior a afinidade da substancia pela fase
estacionaria maior a sua retencéo.
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O conceito de tempo de retencdo 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 retencéo relacionados com o tempo de retencdo da substancia
principal.

Numero de pratos tedricos (N)

O numero de pratos tedricos, N, € indicativo da eficiéncia da coluna. Pode ser expresso em numeros
de pratos tedricos por coluna ou nimero de pratos teéricos por metro. Para picos com formato
gaussiano, o nimero de pratos teodricos por coluna é calculado segundo as expressoes:

t

2
N :16><(Lj ou N =5,54x
W

h/2

O valor de N depende da substancia a ser analisada e das condi¢des de analise, como fase movel,
temperatura e fase estacionaria.

Relacédo pico/vale (p/v)

A relacdo pico/vale pode ser empregada como um critério de adequabilidade do sistema em um ensaio
de substéncias relacionadas, quando ndo se busca a separagédo entre dois picos na linha de base. A
Figura 2 representa uma separacdo incompleta de duas substancias, onde hy € a altura do pico menor
acima da linha de base extrapolada, e hy € a altura no ponto mais baixo da curva, que separa 0s picos
menor e maior, acima da linha de base extrapolada.

p/v = hp/hv

hp

Figura 2 — Determinagéo
da relacdo pico/vale.

Resolucéo (R)

A resolucéo, R, é o parametro cromatografico que indica o grau de separacao entre duas substancias
em uma mistura, e é calculada segundo as expressoes:
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_ 2(t2 _tl) ou R :1,18 (tz _tl)
W, +W, (Wl,hlz +W2,h/2)

em que

t> e t1 = tempos de retencdo das duas substancias da mistura;
W1 e W- = respectivas larguras dos picos na linha de base, pelo método da triangulacéo;
W1 h2 € Wan2 = 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, é 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 obtencdo da largura e da largura & meia altura dos picos. Para a andlise
quantitativa, as substancias devem estar totalmente separadas de qualquer substancia interferente.

Fator de cauda (T)

O fator de cauda, T, 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 integracdo e a precisdo se tornam menos confiaveis. O fator de cauda
é calculado segundo a expressao:

em que

Wo,05 = largura do pico medida a 5% de sua altura;
f = largura da porcao anterior do pico a 5% da altura, de acordo com a Figura 3.

dpice do pico

Jrente do pico cauda do pico

s 0.05 %

Figura 3 — Cromatograma representando a assimetria do pico.

ADEQUABILIDADE DO SISTEMA
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Os testes de adequabilidade do sistema séo parte integrante dos métodos de cromatografia a liquido.
S&o aplicados com a finalidade de verificar se a resolucdo e a reprodutibilidade do sistema
cromatografico estdo adequadas para as analises a serem realizadas. Os principais parametros
necessarios para a verificagdo da adequabilidade do sistema sdo descritos a seguir.

A resolucdo, R, é funcdo da eficiéncia da coluna, N, e é especificada para garantir que substancias
eluidas préximas uma da outra, apresentem separacao satisfatoria sem interferéncias matuas.

Replicatas de injecdes da solucdo padrdo sdo trabalhadas, estatisticamente, para verificar se 0s
requerimentos para a precisao da analise foram atingidos. A menos que especificado na monografia
individual, sdo utilizados os dados de cinco replicatas de injecbes para calcular o desvio padrédo
relativo (DPR), se a especificacdo for igual ou inferior a 2,0%. Se o desvio padréo relativo
especificado for superior a 2,0%, os dados de seis replicatas devem ser utilizados.

O fator de cauda, T, 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 1 podem
ser observados.

Esses testes sdo realizados ap6s coletar os resultados de replicatas de injecdes da solucdo padrdo ou
outra solugdo especificada na monografia individual. A especificagdo desses parametros
cromatograficos, em uma monografia, ndo impede a modificacdo das condicBes de analise. Ajustes
nas condicdes de trabalho, de forma a atingir os parametros de adequabilidade do sistema, podem ser
necessarios. A menos que especificado na monografia individual, os parametros de adequabilidade
do sistema sdo determinados a partir dos dados obtidos com o pico da substancia de interesse. A
precisdo do sistema, demonstrada por meio de replicatas da solucdo padrédo, deve ser alcancada antes
das injecOes das solugdes amostras. A adequabilidade do sistema deve ser verificada durante toda a
analise cromatografica, por injecdo de solucdo padrdo em intervalos de tempo apropriados. Quando
houver mudanga significativa no equipamento ou em um reagente, os testes de adequabilidade do
sistema devem ser realizados antes das injecdes da amostra. A anélise ndo sera valida a menos que 0s
requerimentos do teste de adequabilidade do sistema sejam alcancados.

AJUSTES DE CONDICOES CROMATOGRAFICAS EM SISTEMAS ISOCRATICOS DE
CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA

Os métodos analiticos apresentados nesta farmacopeia foram validados e, na maioria das aplicagdes,
mostram-se plenamente aceitaveis em termos de especificidade, exatidao, precisdo, linearidade, faixa
de trabalho, robustez e, quando corresponder, limite de deteccdo e de quantificacéo.

No entanto, as técnicas devem ser verificadas em seu estado de validacdo, considerando as
formulagcbes objeto de andlise, pois podem existir circunstancias em que se torne necessaria a
realizacdo de alteragdes, visando adequa-las as necessidades especificas. Sao apresentados na Tabela
1 os limites aceitaveis para variacdes em alguns parametros cromatograficos.

Em nenhum caso é permitido modificacdo no comprimento de onda do detector, mudangas na
composicdo qualitativa da fase mével, aumento no tamanho da particula nem do volume de injecao.

Tabela 1 — Limites aceitaveis de variagio de alguns parametros cromatograficos.

Parametro \ Limites aceitaveis
Comprimento da coluna +70%
Diametro da coluna + 25%
Tamanho da particula Pode ser reduzida em até 50%

Fluxo +50%
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Temperatura + 10 °C; sem exceder 60 °C
pH * 0,2 unidades
Concentracdo de sal em um tampéo + 10%
Composic¢éo da fase movel +30% relativo ou £2% absoluto, de componente

minoritario (o que for maior). Em nenhum caso podera
superar 0s 10% absoluto.
Volume de injecéo Reducéo é aceitavel, sempre e quando forem verificados
o limite de quantificacdo e a precisao do sistema
cromatografico.

5.2.17.4.1 CROMATOGRAFIA DE IONS

A cromatografia de ions refere-se ao método de separacdo e determinacdo de ions utilizando
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE). Esta técnica é baseada em um processo de
separacdo dos componentes da amostra entre duas fases: fase mdvel e fase estacionaria. O processo
de separacdo é resultante de interacdes especificas entre as espécies presentes na amostra em ambas
as fases. O mecanismo de interacdo com a fase estacionaria é a troca iénica, onde as colunas utilizadas
sdo constituidas por um grupo funcional carregado, geralmente SO3", COO", NH3*, NR3* ligado a uma
matriz polimérica, como silica ou copolimero do tipo poliestireno-divinilbenzeno. A fase mavel
também contém espécies idnicas, ocorrendo, desta forma, uma competicdo entre a distribuicdo das
espécies presentes na amostra entre a fase movel e a fase estacionaria. Para cada ion, o processo de
troca é caracterizado pelo equilibrio de distribuicdo entre a fase moével e a fase estacionéria.

Os trocadores utilizados podem ser classificados em fortes, médios e fracos, dependendo do grupo
funcional ligado a matriz polimérica. Os trocadores idnicos fortes sdo aqueles que se ionizam
completamente em uma ampla faixa de pH, como o grupo sulfénico e 0 aménio quaternario. O grau
de dissociacdo dos trocadores ibnicos fracos e médios é dependente do pH e, desta forma, a
capacidade destes trocadores varia em funcdo do pH. Pode-se citar como exemplo, o grupo acido
carboxilico e poliamina.

Esta técnica permite que a condutividade elétrica seja usada para a deteccdo e a determinacédo
quantitativa dos ions em solucéo, apés a separacdo. Geralmente, a cromatografia de ions com coluna
de troca anibnica e detector por condutividade pode ser utilizada para a determinacdo dos ions F-, CI°
, Br,, SO4%, POs%, I, entre outros. Em virtude da condutividade elétrica ser uma propriedade comum
a todas as espécies idnicas em solucédo, o detector por condutividade tem a capacidade de monitorar
todas as espécies ionicas. O problema que ocorre na utilizacdo da condutividade elétrica para
quantificar as espécies idnicas eluidas pode ser causado pela alta condutividade dos ions presentes na
fase movel, principalmente devido ao ion sédio, impossibilitando a quantificagdo de outros ions. Este
problema é superado com o uso de um supressor do eluente, posicionado apos a coluna de separagéo,
onde ocorre a conversao dos ions do eluente em espécies que contribuam para uma condutancia baixa
ou nula. O &cido carbdnico, resultante da troca catibnica, é 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 s&o 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 injecdo com alca de
amostragem adequada, coluna de separacdo (para a separacao de anions deve ser utilizada uma coluna
de troca anibnica), uma po6s-coluna, caso necessario, para conversao dos ions do eluente em espécies
com menor condutividade e um detector de condutividade.
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PROCEDIMENTO

Para operar o cromatografo de ions, recomenda-se seguir as instru¢cbes do fabricante. As
determinagOes sdo feitas por comparacdo com solugdes de referéncia, contendo concentragdes
conhecidas do analito.

Fase movel: preparar a fase movel de acordo com as especificacdes recomendadas pelo fabricante da
coluna de troca anibnica utilizada. Recomenda-se a utilizagdo de fase movel composta por uma
mistura de carbonato e bicarbonato de sodio (Na2CO3s/NaHCO3), na faixa de concentracdo de 1,0 a 4
mmol/L, dependendo da coluna utilizada. Utilizar a vazao da fase movel 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 recomendacao do
fabricante. Recomenda-se a utilizagdo de H>SOs4 0,005 mol/L e posterior lavagem com &gua
purificada.

Calibragéo: preparar ao menos quatro solugdes 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 solucdo de referéncia no equipamento, utilizando alca de
amostragem adequada. Recomenda-se o uso de al¢a de amostragem de 20 puL a 100 puL. Registrar os
cromatogramas e integrar os sinais em area ou em altura do pico. Em seguida, tracar a curva de
calibracdo. Preparar a solucdo da amostra conforme indicado na monografia, ajustando sua
concentragdo para que esta fique situada dentro da faixa de concentracdo das solucgdes de referéncia.
Injetar a amostra no cromatografo, 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 solucdes de referéncia contendo
todos os analitos.

5.2.17.5 CROMATOGRAFIA A GAS

A cromatografia a gas (CG) é uma técnica de separacdo cromatografica baseada na diferenca de
distribuicdo de espécies de uma mistura entre duas fases ndo misciveis, na qual a fase mével é um
gas de arraste que se move através da fase estacionaria contida em uma coluna. A CG é baseada no
mecanismo de adsorcao, distribuicio de massa ou exclus&o por tamanho. E aplicavel a substancias e
seus derivados que se volatilizam nas temperaturas empregadas, e é utilizada para identificacdo, teste
de pureza e determinacdo quantitativa.

Quando um constituinte vaporizado é conduzido pelo gas de arraste para dentro da coluna, ele é
particionado entre a fase movel gasosa e a fase estaciondria por um processo de distribuicdo
contracorrente dinamico, apresentando uma retengdo maior ou menor devido a fendbmenos de sor¢ao
e dessorcédo sobre a fase estacionaria.

EQUIPAMENTO

O equipamento consiste em uma fonte de gas de arraste e um controlador de fluxo, uma camara de
injecdo, uma coluna cromatografica contida em um forno, um detector e um sistema de aquisicéo de
dados (ou um integrador ou registrador). O gas de arraste passa pela coluna com fluxo e pressao
controlados e segue diretamente para o detector.

O injetor, a coluna e o detector apresentam temperatura controlada. A cromatografia se realiza a
temperatura constante ou se utilizando um programa de temperatura adequado. As substancias a
serem cromatografadas, tanto em solugdo como gases, sao injetadas, entrando em contato com o gas
de arraste na cAmara de injecdo. Dependendo da configuracdo do equipamento, a mistura a ser
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analisada deve ser injetada diretamente na coluna ou deve ser vaporizada na camara de injecao e
misturada no gas de arraste antes de entrar na coluna.

Uma vez na coluna, os constituintes da mistura sdo separados em funcdo de seus diferentes indices
de retencdo linear, os quais sdo dependentes da pressdo de vapor e do grau de interacdo com a fase
estacionaria. O indice de retencdo, que define a resolucdo, o tempo de retencdo e a eficiéncia da
coluna em relacdo aos componentes da mistura, também é temperatura-dependente. O uso de
programas de temperatura para o forno onde esté a coluna apresenta uma vantagem na eficiéncia de
separacao dos compostos que se comportam diferentemente na pressdo de vapor.

Os compostos saem separados da coluna, passando por um detector, que fornece uma resposta
relacionada a quantidade de cada composto presente. O tipo de detector a ser utilizado depende da
natureza das substancias a serem analisadas e é especificado em cada monografia. Os detectores sao
aquecidos para evitar a condensacdao dos compostos eluidos. A saida do detector é dada em funcéo
do tempo de retencdo, gerando um cromatograma, que consiste de uma serie de picos no eixo do
tempo. Cada pico representa uma substancia da mistura vaporizada, embora alguns picos possam sair
sobrepostos. O tempo de eluicdo é caracteristico de uma substancia individual e a resposta do
instrumento, medida como a area do pico ou a altura do pico, é funcéo da quantidade presente.

Injetores

InjecGes diretas de solugdes é o modo usual de injecdo, a menos que seja indicado diferentemente na
monografia. A injecdo pode ser realizada diretamente na cabeca da coluna utilizando uma seringa ou
uma valvula de injecdo, 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 satura-la é 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 fracdes
(modo split), uma menor, que entra na coluna, e outra maior, que é descartada. Esses injetores podem
ser utilizados sem divisor de amostra (modo splitless) para analises de componentes em menor
quantidade ou em tragos.

As injecOes da fase de vapor podem ser efetuadas por sistema de injecdo em espaco confinado
(headspace) estatico ou dinamico.

Sistema de injecdo em espaco confinado (headspace) estatico (purge e trap) inclui um dispositivo de
concentracgdo, por onde as substancias volateis da solucao sdo arrastadas até uma coluna adsorvente,
mantida a baixa temperatura, onde sdo adsorvidas. As substancias retidas sdo entdo dessorvidas na
fase maével por aguecimento rapido da coluna adsorvente.

Sistema de inje¢do em espaco confinado (headspace) dindmico inclui uma cAmara 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 possibilitar
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 predeterminada do espaco confinado do
frasco € injetada no cromatografo.

Fases estacionérias
As fases estaciondrias estdo contidas em colunas, que podem ser:

 uma coluna capilar de silica fundida cuja parede esta revestida com a fase estacionaria;
« uma coluna empacotada com particulas inertes impregnadas com a fase estacionaria;
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» uma coluna empacotada com a fase estacionaria solida.

As colunas capilares, usualmente feitas de silica fundida, possuem um didmetro interno ( @ ) de 0,10
mm a 0,53 mm e um comprimento de 5 m a 60 m. A fase liquida ou estacionaria, que pode estar
quimicamente ligada a superficie interna, ¢ um filme de 0,1 um a 5,0 um de espessura, embora fases
estacionarias nao polares possam atingir 5 um de espessura.

As colunas empacotadas, de vidro ou metélicas, possuem comprimento de 1 m a 3 m, com um
didmetro interno ( @) de 2 mm a 4 mm. As fases estacionarias consistem, geralmente, de polimeros
porosos ou suportes solidos 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), séo
utilizadas para uma ampla faixa de substancias e para a determinag&o de substancias com baixa massa
molecular, como a dgua. A capacidade requerida influencia a escolha do suporte sélido.

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 silanizacdo antes do
preenchimento com a fase liquida. Geralmente se utiliza terra de diatoméaceas lavadas com &cido e
calcinadas. Os materiais estdo disponiveis em diversos tamanhos de particula, sendo as particulas
mais comumente utilizadas de 150 um a 180 um (80 mesh a 100 mesh) e de 125 um a 150 um (100
mesh a 120 mesh).

Fases méveis

O suprimento do gas de arraste pode ser obtido a partir de um cilindro de alta pressdo ou por um
gerador de gas de alta pureza. Em ambos 0s casos, 0 gas passa por uma valvula de redugdo de pressao
e o fluxo é medido para, entdo, entrar na camara de injecdo e na coluna. O tempo de retencdo e a
eficiéncia do pico dependem da qualidade do gas de arraste; o tempo de retencdo é diretamente
proporcional ao comprimento da coluna e a resolucéo é proporcional a raiz quadrada do comprimento
da coluna. Para colunas empacotadas, a média de fluxo do gas carreador é usualmente expressa em
mililitros por minuto, a pressdo atmosférica e a temperatura ambiente. O fluxo médio é medido na
saida do detector, ou com um dispositivo mecanico calibrado ou com um tubo de “borbulhamento”,
enguanto a coluna esta na temperatura de funcionamento. A velocidade linear do gas de arraste através
da coluna empacotada é inversamente proporcional a raiz quadrada do diametro interno da coluna
para um dado volume de fluxo. Fluxos de 60 mL/minuto em uma coluna de 2 mm de diametro interno
e de 15 mL/minuto em uma coluna de 1 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 é de, aproximadamente, 30 a 60 mL/minuto. Para colunas
capilares, a velocidade do fluxo linear é usualmente utilizada ao invés da média de fluxo. Isso é
determinado a partir do comprimento da coluna e do tempo de retencdo de uma amostra de metano
diluida, utilizando um detector por ionizacéo de chama. Operando a altas temperaturas, existe pressao
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 nitrogénio, hélio e hidrogénio sdo utilizados para colunas capilares.

Detectores
Detectores por ionizacdo de chama séo 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, espectrofotometria no infravermelho com transformada
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de Fourier, entre outros. Para analises quantitativas, os detectores devem apresentar uma ampla faixa
dindmica linear: a resposta deve ser diretamente proporcional a quantidade de substancia presente no
detector em uma ampla faixa de concentrac6es. Detectores por ionizacdo de chama apresentam uma
ampla faixa linear e sdo sensiveis a maioria dos compostos. A resposta dos detectores depende da
estrutura e da concentracdo da substancia e da média de fluxo da combustéo, do ar e do gas de arraste.
A menos que especificado de forma diferente na monografia, detectores por ionizagédo 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 substancias volateis sem considerar sua estrutura; entretanto, s&o
considerados menos sensiveis que o detector por ionizacdo de chama.

Detectores por ionizacdo 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 substancias 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 a grupo nitro, mas pouca resposta a
hidrocarbonetos. A sensibilidade aumenta com o nimero e a massa atbmica de atomos de halogénio.

Dispositivos para tratamento de dados

EstacGes 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 integracéo
eletrnica ou outro tipo de calculo que seja necessario. Essas estacdes de tratamento de dados séo
utilizadas também para programar as corridas cromatograficas.

PROCEDIMENTO

Colunas empacotadas e capilares devem ser condicionadas 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 injecbes 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 estaveis, uma sequéncia especial
aumenta a eficiéncia e a inatividade: manter a coluna a temperatura de 250 °C por uma hora, com
fluxo de gas hélio, para remover o oxigénio e solvente. Para o fluxo de hélio, aquecer até 340 °C por
quatro horas, e entdo reduzir o aquecimento até temperatura de 250 °C, e condicionar com fluxo de
hélio até a estabilidade da linha de base.

Ap0s 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) solucéo(bes) amostra e de referéncia como descrito. As solu¢Ges devem estar isentas de particulas
solidas.
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Muitos farmacos sdo moléculas polares reativas. Nesse caso, pode ser necessaria a conversao desses
a derivados menos polares e mais volateis, por tratamento dos grupos reativos com reagentes
apropriados.

Os ensaios requerem comparacao guantitativa de um cromatograma com outro. A maior fonte de erro
é a irreprodutibilidade da quantidade de amostra injetada, notadamente quando inje¢cGes manuais sao
realizadas com o auxilio de uma seringa. Os efeitos de variabilidade podem ser minimizados pela
adicédo de um padréo interno, uma substancia ndo interferente adicionada na mesma concentragédo nas
solugdes amostra e padrdo. A razdo da resposta do pico do analito em relacdo ao a resposta do pico
do padrdo interno é comparada entre os cromatogramas da amostra e do padrdo. Quando o padrdo
interno € quimicamente similar a substancia a ser analisada, existe também uma compensacao para
variagfes menores na coluna e nas caracteristicas do detector. Em alguns casos, o padrdo interno pode
ser utilizado durante a preparacdo da amostra, antes da analise cromatografica, para controlar outros
aspectos quantitativos do ensaio. Injetores automaticos aumentam a reprodutibilidade das injecGes
das amostras e reduzem a necessidade de utilizacdo de padrdes internos.

5.2.17.5.1 CROMATOGRAFIA A GAS EM ESPACO CONFINADO (headspace)

A cromatografia a gas em espaco confinado (headspace) é uma técnica particularmente adequada
para a separacao e a determinacdo de compostos volateis presentes em amostras solidas e liquidas.
Esse 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 introducao
da amostra, que pode estar conectado a um maédulo de programagao que controla automaticamente a
pressdo e a temperatura. Se for necessario, pode-se acoplar um dispositivo de eliminacdo 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 é colocado em uma
camara termostatizada a determinada temperatura para a amostra ser examinada. A amostra é deixada
nesta temperatura por tempo suficiente para permitir que se estabeleca o equilibrio entre a fase solida
e 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 inves de utilizar um cromatografo especialmente adaptado para a introducdo das amostras,
também podem-se utilizar seringas herméticas e um cromatografo convencional. Neste caso, o
equilibrio entre as duas fases é conduzido em uma camara separada e a fase de vapor é transferida
para a coluna, tomando as precaugdes necessarias para evitar qualquer modificagdo do equilibrio.

PROCEDIMENTO

Ajustar as condicdes de trabalho do equipamento a fim de obter uma resposta satisfatoria, utilizando
as solucdes de referéncia.

Calibracéo direta
Introduzir, separadamente, em frascos idénticos, a preparacdo a ser examinada e cada uma das

solugdes de referéncia, segundo as condig¢Oes descritas na monografia e evitando o contato entre a
amostra e o dispositivo de injecdo. Fechar hermeticamente os frascos e introduzi-los na camara
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termostatizada a temperatura e pressao descritas na monografia. Apos se atingir o equilibrio, proceder
a analise cromatografica nas condic¢des descritas.

Adicéo de padrao

Adicionar, a uma série de frascos idénticos, volumes iguais da solugdo a examinar. Adicionar a todos
os frascos, exceto a um deles, quantidades crescentes de uma solucgéo de referéncia, de concentracao
conhecida da substancia a ser examinada. 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¢6es de temperatura e pressdo descritas na monografia. Apos
se alcancar o equilibrio, proceder a analise cromatografica nas condicOes descritas.

Calcular a equacéo da reta por regressao linear, utilizando o método dos minimos quadrados e, a partir
dela, obter a concentracdo da substancia em exame na preparacdo da amostra, indicada pelo intercepto
da equacéo.

5.2.18 POLAROGRAFIA

A polarografia, método analitico eletroquimico, fundamenta-se na medida da corrente elétrica
resultante da eletrolise de substancias eletroativas (reduziveis ou oxidaveis) sob determinado
potencial de eletrodo e condi¢fes controladas. Em outras palavras, a técnica implica no registro do
aumento da corrente em eletrodo polarizavel, durante a eletrélise de substancia dissolvida no meio
eletrolitico, em funcdo do aumento da tensdo aplicada ao sistema. O grafico desta evolugdo da
corrente em relacdo a tensdo - o polarograma - fornece informacdes quali e quantitativas sobre
constituintes eletro-redutiveis ou eletro-oxidaveis da amostra.

Dentre as variantes da técnica polarogréfica, a mais simples é a técnica em corrente continua. Requer,
a exemplo da potenciometria, 0 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 mercurio de
dimensoes reprodutiveis fluindo periodicamente da extremidade de capilar ligado ao reservatorio do
metal - assume o potencial que lhe é conferido pela fonte externa. O equipamento polarogréfico
compreende, além dos eletrodos, a célula polarografica (cuba de eletrélise), fonte de alimentacao
variavel, dotada de voltimetro e microamperimetro (galvandmetro) e registrador grafico ou digital.

De forma simplificada, a técnica consiste na dissolugdo da amostra (o método tem sensibilidade para
concentracdes de espécie eletroativa na faixa de 102 a 10 M) em eletrélito de suporte, responsavel
pela manutencdo de pequena corrente residual, mas que se mostra inerte na faixa de potencial de
transformacéo da amostra (janela de potencial). Inicialmente, sem aplicacédo de tensdo na fonte,
(potenciostato de precisdo), a tensdo fornecida ao microeletrodo é nula e ndo havera indicacdo de
corrente no microamperimetro. O crescente aumento de tensdo fard com que pequeno potencial
alcance os eletrodos. Sob esta tensdo, ainda reduzida, eventuais impurezas do eletrélito suporte e
pequenas concentracdes de oxigénio podem sofrer reducdo no EMG (catodo, neste caso), reduzindo-
se e provocando a indicagdo de pequena passagem de corrente. A elevacdo progressiva da tenséo
aplicada acentuara o processo de reducdo e 0 aumento quase proporcional da corrente. Atinge-se,
finalmente, o potencial necessario a reducdo do analito na solucdo da amostra, 0 que se reflete em
elevagdo acentuada da corrente lida no microamperimetro (galvandmetro) e registrada no
polarograma. Ha, contudo, limite para a proporcionalidade da elevacao tensao-corrente. Enquanto a
corrente se eleva (e a reducéo se processa), ocorre diminui¢do progressiva da concentracao da espécie
eletroativa original junto a superficie do eletrodo. Em dado momento - a velocidade da eletrdlise
sendo constante - tal concentragdo atinge nivel insuficiente para permitir elevacdo adicional da
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corrente e esta Ultima passa a ser limitada pela difusdo com a qual a espécie eletroativa consegue se
difundir no seio (interior) da solucdo eletrolitica para a superficie do EMG. Surge o patamar
observado no polarograma (Figura 1), sendo a corrente medida - entdo denominada corrente de
difusdo — um parametro proporcional a concentracdo de espécie eletroativa na amostra (aspecto
quantitativo da polarografia). Superado determinado nivel de tenséo, a corrente volta a se elevar. Esse
aumento é causado pela reacdo do eletrolito suporte. Sua presenca, em elevadas concentragdes,
impede que as moléculas eletroativas da amostra alcancem o microeletrodo por migracao elétrica e
assegura, por isso, que a corrente limite seja efetivamente regulada apenas por difusao.

Ao se empregar um microeletrodo de mercurio gotejante, a superficie do eletrodo é constantemente
renovada (forma-se gota nova a cada trés a cinco segundos), ocorrendo, entdo, variagdo na corrente
medida dentro de dado intervalo; a corrente € mais baixa quando a gota se forma, chegando ao
maximo no instante da queda. O fenbmeno 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 é devido a corrente capacitiva, ic, incorporada a corrente faradaica, if, resultante da
oxidacédo ou reducdo de impurezas do eletrélito suporte, ou da amostra e pequenas concentracdes de
oxigénio, quando esse ndo € retirado por completo da solugcdo. O conjunto destas correntes denomina-
se corrente residual, ir (ir = ic + if). No segmento B do polarograma ocorre a corrente faradaica, if,
devida a converséo da substancia sob ensaio. A eletrodecomposic¢éo leva a escassez desta substancia
junto ao microeletrodo, verificando-se o patamar (segmento C) onde aparece a corrente limite, il. Esta
compreende a soma das correntes residual e de difusdo (il= ir + id), em que a corrente de difuséo -
proporcional & concentracdo da espécie eletroativa na amostra - tem seu valor determinado por:

ig=i+ir
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Duas outras correntes indesejaveis - a de migracdo e a de conveccdo - podem incorporar a corrente
limite. A primeira é suprimida pelo emprego de eletrolito suporte inerte na faixa de potencial
empregada, em concentragcdes, no minimo, 100 vezes maiores que as da espécie eletroativa. A
corrente de conveccao, por sua vez, é eliminada pela ndo agitacdo da solucéo.

Finalmente, o segmento D do polarograma, no qual ocorre reversdo da proporcionalidade tenséo-
corrente, corresponde a reducdo de outras espécies eletroativas, quando presentes, ou, mais
frequentemente, a eletrélise do suporte.

Equacéo de llkovic

A equacdo de llkovic estabelece relagGes entre varidveis compreendidas na medida polarografica e a
corrente de difusdo no EMG:

2
3

1 1
ig = 708nDz2Cms3te

em que

ig = corrente de difuséo, em PA;

708 = constante dependente de diversos parametros, incluindo a unidade adotada para as variaveis,
dimens&o da gota de mercdrio e instante da medida de ig;

n = nimero de elétrons necessarios a reducdo ou oxidacdo de uma molécula ou ion de substancia
eletroativa;

D = coeficiente de difusio, em cm?/s;

C = concentracdo de substancia eletroativa, em milimols/L;

m = massa do fluxo de mercdrio, em mg/s;

t = tempo de vida da gota, em s.

A constante 708 - englobando constante natural e o valor do faraday - é estabelecida para operagdo a
25°C e é 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 equacdo de Ilkovic passa a ser a média para toda a vida da gota de mercdrio. Neste
caso a constante adquire o valor 607.

As variaveis compreendidas na equacéo de Ilkovic devem ser controladas para que a corrente de
difusdo seja efetivamente proporcional a concentracdo de espécie eletroativa na amostra analisada.
Alguns ions e moléculas organicas em solucdo aquosa modificam seu coeficiente de difuséo a razéo
de 1% a 2% para cada grau Celsius aumentado, tornando necessario que a célula polarografica tenha
sua temperatura controlada com tolerancia de = 0,5 °C. Os pardmetros m e t, relacionados com a
dimensdo e a velocidade de renovagédo da gota de mercurio, dependem da geometria do capilar, sendo
a corrente de difuséo proporcional a raiz quadrada da altura da coluna de mercdrio. Alturas adequadas
- medindo-se da extremidade do capilar até o nivel de mercdrio no reservatério — situam-se entre 40
cm e 80 cm. O didmetro interno do capilar neste caso é de 0,04 mm para comprimentos entre 6 cm e
15 cm. A altura exata do capilar é ajustada para permitir a formagdo de uma gota a cada trés a cinco
segundos, com circuito aberto e capilar imerso no eletrolito sob ensaio. Assim, se durante um ensaio
em particular, todos os pardmetros - a excecdo da concentracdo da espécie eletroativa - forem
mantidos constantes, a equacéo de llkovic pode ser escrita como

ig=KC
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em que K representa o conjunto de varidveis mantidas constantes.

Esta relagdo direta entre corrente de difusdo e concentracdo é usualmente adotada mediante a
determinacdo prévia da corrente de difusdo de solucdo padrdo de referéncia, de concentracdo
conhecida. Em seguida, sob condicdes idénticas, determina-se a corrente de difusdo da amostra e,
finalmente, sua concentracao:

() _Co

(Id)A CA
em que P e A correspondem, respectivamente, a padrdo e amostra.

Uma vez que polardgrafos, em sua maioria, sdo dotados de registradores automaticos, € mais facil
determinar graficamente correntes de difusdo pela medida da altura da onda polarogréafica (ver Figura
1). Os valores anotados, em cm, podem ser diretamente aplicados a formula, sem necessidade de sua
conversdo em unidades de corrente elétrica:

>
b

O
o

em que Ar e Aa correspondem as alturas das ondas polarograficas do padrdo e da amostra,
respectivamente.

Potencial de meia-onda

A medida da altura da onda polarografica para fins de analise quantitativa deve ser efetuada tracando-
se linhas retas rentes aos picos das oscilacdes da corrente residual e da corrente limite e unindo-se,
por meio de terceira reta paralela ao eixo das abcissas, 0s prolongamentos das duas primeiras. A reta
vertical é tracada passando pelo ponto de inflexdo da onda polarografica, correspondendo a metade
da distancia entre a corrente residual e a corrente limite (I =1/ 2iq). A projecdo desta reta sobre o eixo
das ordenadas fornece o chamado potencial de meia-onda, parametro empregado para caracterizar
substancias eletroativas (aspecto qualitativo da polarografia). O potencial de meia-onda, E1/2, é dado
em volts versus ECS (eletrodo de referéncia), salvo quando houver especificacdo diferente, e seu
valor como parametro de identificacdo decorre de sua independéncia da concentragéo e caracteristicas
do EMG. Entretanto, este pardmetro varia em funcdo da composicdo, pH e temperatura do meio
eletrolitico. Cabe ressaltar que, para os equipamentos modernos, a medida da altura da onda
polarogréafica pode ser feita automaticamente empregando programas especificos para aquisigdo e
processamento de dados.

Remocéo de oxigénio

O oxigénio é reduzido no EMG em duas etapas, convertendo-se inicialmente em perdxido de
hidrogénio e, em seguida, em &gua. O fato de tais reacGes ocorrerem em potenciais mais negativos
que zero volts, versus ECS, podendo assim interferir com a onda polarografica da amostra, torna
necessario eliminar o gés dissolvido na solucdo previamente a determinacéo. 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 precaucéo de previamente saturar o nitrogénio (para evitar
alteracdes na solucdo eletrolitica devidas a evaporacdo) borbulhando-o atraves de pequeno volume
de solucdo eletrolitica em recipiente separado.
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E importante manter a cuba eletrolitica parada e sem vibracdes durante o registro polarografico com
0 intuito de se evitar a formacgédo de correntes de convecgdo. Em consequéncia, é necessario retirar o
tubo de nitrogénio da solucdo durante o registro, e deixar o tubo sobre a superficie da solucéo para
preencher a parte superior da célula polarografica com nitrogénio (N2()) prevenindo, assim, a entrada
de ar na célula polarografica. SolucGes alcalinas podem ser desoxigenadas pela adi¢éo de bissulfito
de sddio, desde que este ndo interaja com integrantes da solucao eletrolitica.

Méaximo polarogréfico

Efetuada a reducdo da espécie eletroativa (EMG catodizado), muitas vezes a onda polarogréafica
eleva-se acentuadamente, muitas vezes, antes de cair, de forma igualmente acentuada, até o valor da
corrente limite. O fendbmeno € denominado méximo polarografico e a corrente correspondente recebe
0 nome de corrente de adsorcdo (ia). Traz o inconveniente de dificultar a medida da onda
polarogréfica (corrente de difusdo) e suas causas - ainda pouco esclarecidas - compreendem a
adsorcdo de eletrdlito a superficie da gota de mercurio. A eliminacdo do maximo polarografico é,
contudo, facilmente efetuada mediante adicdo de quantidades diminutas de determinados tensoativos
(supressores de maximo) ao meio eletrolitico. Sobressaem, para tal fim, o uso de solucéo de gelatina
a 0,005% (p/v) e solugédo de vermelho de metila a 0,01% (p/v), entre outras.

Adverténcia

Vapores de mercurio sdo toxicos. Ao manusear o metal, trabalhar em &rea ventilada e evitar derrames
que, caso ocorram, devem ser imediata e cuidadosamente recolhidos.

POLAROGRAFIA DE PULSO

A polarografia de pulso consiste em uma variante da técnica, superior, pela precisdo e sensibilidade,
a polarografia de corrente continua no doseamento e na identificacdo de elevado nimero de
substancias em baixas concentracdes, incluindo elementos em nivel de traco, metabdlitos e,
evidentemente, farmacos. Sua sensibilidade, cerca de 10 vezes mais elevada que a da polarografia
DC, permite determinacdes na ordem de 10 M.
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Medida continua de corrente

Potencial aplicado

Tempo

=

Medida da cormrente
\

gotla  ——et—  gola

Potencial aplicado

-

L

Medidas da corrente

/v

Potencial aplicado

pb—— pota —do  pota —f

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 ao
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
duracéo 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 diminuicdo acelerada da camada de difusdo
(concentracdo de espécies eletroativas junto ao eletrodo), propiciando a obtencdo de correntes de
difusdo mais elevadas para concentraces equivalentes. Dai 0 aumento de sensibilidade inerente a
técnica. Outro aspecto favoravel da polarografia de pulso € a maior facilidade na medida da corrente
limite, isenta de oscilagdes, ao contréario do que ocorre na polarografia de corrente continua.

Na polarografia de pulso diferencial, pulsos constantes, de pequena amplitude, séo sobrepostos a uma
rampa de potencial de tensdo linearmente crescente. A medida da corrente é efetuada duas vezes a
cada pulso - imediatamente antes da aplicacdo do pulso e, novamente, em seu instante final -
registrando-se apenas a diferenca entre os dois valores medidos (Figura 2). O registro grafico deste
sistema de medida diferencial fornece curva semelhante a derivada da onda polarogréafica, mostrando
pico caracteristico (Figura 3). O potencial do pico polarografico corresponde a E12 - AE/2 em que
AE representa a altura do pico. Gragas a natureza do polarograma, que apresenta picos em vez de
ondas polarogréaficas tradicionais, a polarografia de pulso diferencial propicia resolu¢do mais elevada,
a ponto de permitir determinacdes simultaneas de espécies eletroativas com potenciais de meia-onda
proximos entre si, em concentrages da ordem de 107 M.

5.2.19 DETERMINAC}AO DO pH

DETERMINAQAO POTENCIOMETRICA DO pH

O valor de pH é definido como a medida da atividade do ion hidrogénio de uma solucéo.
Convencionalmente é usada a escala da concentra¢do de ion hidrogénio da solugdo. A agua é um
eletrolito extremamente fraco, cuja autoionizagdo produz ion hidrénio (hidrogénio hidratado) e ion
hidréxido:

H.0 + HO €<—> H30" + OH"

As concentragdes do ion hidrénio nas solucbes aquosas podem variar entre limites amplos, que
experimentalmente vio de 1 a 10 M, que é definida pela simplificada relagéo:

pH = - log [H30*] = log 1/[H30],

Desta forma, a escala de pH é uma escala invertida em relacdo as concentracdes de ion hidrénio, ou
seja, quanto menor a concentracao de ion hidrénio, maior o valor do pH.
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A determinacdo potenciométrica do pH é feita pela medida da diferenca de potencial entre dois
eletrodos adequados, imersos na solugcdo em exame. Um destes eletrodos é sensivel aos ions
hidrogénio e o outro é o eletrodo de referéncia, de potencial constante.

A equacdo que expressa a medida potenciométrica de uma célula é:
pH = pH: = (E —Et)/ K,
em que

E = potencial medido quando a célula contém a solucdo amostra;

Et = potencial medido quando a célula contém a solugdo tampéo;

pH = valor de pH na solucdo amostra;

pHt = valor de pH na solucdo tampao;

K = variacdo do potencial por unidade de variacdo 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 é expresso pela equacdo em relacao ao pH da solucéo padrédo (pHp) e determinado em
peagdmetro utilizando eletrodo de vidro.

Os aparelhos comercialmente utilizados para a determinacdo de pH sdo instrumentos
potenciométricos, providos de amplificadores eletrbnicos de corrente com ceélula de vidro-
calomelano, os quais sdo capazes de reproduzir valores correspondentes a 0,02 unidades de pH. A
escala de pH € calibrada ndo sé em milivolts, mas também em unidades correspondentes de pH. Dessa
forma, ndo ha necessidade de se aplicar a equacdo acima, que traduz a medida eletrométrica de pH.
Uma vez que as medidas de atividade hidrogeni6nica sdo sensiveis a variaces de temperatura, todos
os medidores de pH sdo equipados com ajuste eletrdnico de temperatura.

Solucgdes-tampdao para calibracdo do medidor de pH

Séo empregadas visando a afericdo do aparelho, permitindo linearidade nas respostas em relacédo as
alteracBes de potencial observadas. As mais importantes so: tetraoxalato de potéssio 0,05 M, fosfato
equimolar 0,05 M, tetraborato de sddio 0,01 M, carbonato de sddio e hidréxido de célcio saturado a
25 °C.

As solugdes-tampéo séo preparadas da seguinte maneira:

Tetraoxalato de potassio, 0,05 M - Reduzir o tetraoxalato de potassio a po fino e dessecar em
dessecador com silica. Dissolver exatamente 12,71g de KH3(C204)-:2H2O em agua. Completar o
volume para 1000 mL com agua e homogeneizar.

Biftalato de potassio, 0,05M — Reduzir o biftalato de potassio a pé fino e dessecar a 110 °C até peso
constante. Dissolver exatamente 10,219 de KHCgH4O4, previamente dessecado a 100 °C durante uma
hora, em agua. Completar o volume para 1000 mL com agua e homogeneizar.

Fosfato equimolar, 0,05M — Reduzir o Na,HPO4 e KH2PO4 a po fino e dessecar a 110 °C até peso
constante. Dissolver 3,55g de NazHPOs e 3,40g de KH2PO4 em agua. Completar o volume para 1000
mL com agua e homogeneizar.

Tetraborato de sodio, 0,01M - Dessecar o tetraborato de sddio em dessecador contendo solucéo
aquosa de brometo de sodio até peso constante. Dissolver 3,81 g de NaB4O7-10H.0, em agua.
Completar o volume para 1000 mL com agua e homogeneizar. Evitar absorcéo de dioxido de carbono.
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Hidrdxido de célcio, saturado a 25 °C — Reduzir o hidréxido de célcio a po fino e dessecar com silica
em dessecador até peso constante. Transferir 5 g para baldo volumétrico e adicionar 4gua até 1000
mL. Agitar bem e manter em temperatura de (25 + 2) °C, para adequada saturacédo (aproximadamente
0,02 M). Decantar a 25 °C antes de usar. Proteger de modo a evitar absor¢do de didxido de carbono.

Carbonato de sodio — Dessecar o carbonato de sddio em dessecador com silica gel até peso
constante. Pesar exatamente 2,10 g. Dessecar em estufa de 300 °C a 500 °C até peso constante. Pesar
2,65 g. Dissolver ambas as amostras em agua. Transferir cada amostra para baldo volumétrico de
1000 mL, completar o volume com &gua e homogeneizar.

Tais solugdes devem ser recém-preparadas com &gua isenta de dioxido de carbono e empregadas no
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 medicéo potenciométrica do pH.

A &gua utilizada no preparo das solucdes deve ser recentemente destilada, aquecida a ebulicdo por,
no minimo, 15 minutos, resfriada e mantida em recipiente impermeavel a didéxido de carbono.
Preparar, individualmente, as seis solucbes-padrdo e armazena-las em frascos de vidro ou de
polietileno adequados. Observar o prazo de validade das solu¢bes, uma vez que o pH sofre alteracdes
com o passar do tempo.

Tabela 1 — Relagéo entre as temperaturas e os valores de pH das solugdes-tamp&o para calibraco do medidor

de pH.
Temperatura Tetrao>§al<'?1to Bifta[atq de Fosfato Tetratzonfato I,—|ic_irc')xido de Carbonato de
C) de potéssio potéssio equimolar de sodio calcio saturado s6dio
0,05M 0,05M 0,01M a25°C

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
Afericdo do peagbmetro

Retirar o béquer contendo solucdo de KCI na qual estd mergulhado o eletrodo quando o medidor néo
estd em uso;

Lavar o eletrodo com jatos de dgua destilada e enxugar com papel filtro;

Imergir o eletrodo em solucdo tamp&o de referéncia, verificando-se a temperatura em que se vai
operar;

Ajustar o valor de pH até o valor tabelado, mediante o valor de calibracéo;

Lavar o eletrodo com varias porcdes da segunda solucdo tampao de referéncia, imergir o eletrodo e
verificar o valor de pH registrado. O valor de pH nédo deve apresentar variagdes que superem 0,07 do
valor tabelado para a segunda solucdo padrdo. Ha aparelhos que possuem frascos acoplados com
detergentes anidnicos, empregados como solucdes de lavagem entre cada uma das operagOes de
afericdo dos valores de pH. A dgua também se presta a essa funcao;
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Se nédo houver preciséo nas medidas, verificar possiveis danos nos eletrodos e troca-los.
Determinacéo do pH na solucéo amostra

Ap0s a afericdo conveniente, lavar o eletrodo com &gua (ou solucGes proprias) e com varias porgoes
da solucdo amostra. Para diluicdo das amostras, usar agua destilada isenta de didxido de carbono;

A primeira determinacgéo fornece valor variavel, havendo necessidade de proceder a novas leituras.
Os valores encontrados posteriormente ndo deverdo variar mais do que 0,05 unidade de pH em trés
leituras sucessivas;

Para determinagdes que exijam alta precisdo, as temperaturas das solucdes-tampdo e amostra, dos
eletrodos e das aguas de lavagem nédo devem diferir mais de 2 °C entre si. Assim, para que se reduzam
os efeitos de histerese térmica ou elétrica dos eletrodos, as solucdes devem estar a mesma temperatura
por, no minimo, 30 minutos antes do inicio da operacéo;

E importante que, apos a utilizacdo do aparelho, se conserve o eletrodo em solucdo apropriada,
normalmente de KCI.

Contaminaces das solucBes-estogue devem ser evitadas pela adocao de procedimentos sistematicos,
tais como o fechamento imediato dos frascos contendo as solugdes, a fim de prevenir introducées
acidentais de pipetas ou bastdes, e 0 uso de pipetas individuais para cada solucéo.

DETERMINACAO COLORIMETRICA DO pH

Baseia-se no emprego de solugdes indicadoras ou de papéis indicadores, que tem a propriedade de
mudar de coloracdo conforme a variacdo do pH. Neste caso, trata-se de medida aproximada,
indicando apenas uma faixa de valores, mais ou menos larga, conforme o indicador empregado. A
determinacéo é levada a efeito adicionando-se gotas da solucdo indicadora a solucdo em exame ou
umedecendo-se papéis indicadores com a solucdo em exame e observando-se a mudanca de
coloracgdo. As cores desenvolvidas pelos indicadores em diversas faixas de pH estéo relacionadas em
Indicadores e solucGes indicadoras (7.1)

ACIDEZ E ALCALINIDADE: ENSAIOS RAPIDOS
Uma solugdo 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

solugéo se cora de verde com uma gota de azul de bromotimol SI (pH 7,0).

E considerada &cida 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 acida 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 &cida 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).
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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 se encontram na forma de hidrato ou contém &gua adsorvida, por isso é relevante
sua determinacdo por métodos especificos.

Em funcdo da natureza da substancia, na monografia individual sera especificado algum dos métodos
que estdo descritos a seguir.

5.2.20.1 METODO VOLUMETRICO (METODO DE KARL FISCHER)

A determinacdo volumétrica de dgua esta baseada na reacdo quantitativa da &gua com uma solucao
anidra de didxido de enxofre e iodo na presenca de uma solucao tamponante, que reage com 0s ions
hidrogénio, segundo a seguinte reacdo:

I + SO2 + 3CsHsN + CH30H + H20 — 2 (CsHsN*H)I™ + (CsHsN*H)"OSO20CH3

Na solucdo volumétrica original, conhecida como Reagente de Karl Fischer, o dioxido de enxofre e
0 iodo sdo dissolvidos geralmente em piridina e alcool metilico, podendo ser utilizados outros
solventes e/ou bases, caso em que € necessario verificar a estequiometria e a auséncia de
interferéncias. Para este propdsito, podem ser utilizados reagentes comerciais, considerando-se as
recomendacdes do fabricante.

Existem dois métodos diferentes baseados na reacdo com o iodo: um € a titulacdo volumétrica e o
outro € um método de titulacdo culombimétrica.

No primeiro, o iodo é dissolvido no reagente e o conteudo de agua é determinado medindo-se a
quantidade de iodo consumido como resultado da reacdo com a dgua. A amostra em ensaio pode ser
titulada diretamente com o reagente ou a analise pode ser realizada por meio de um procedimento de
titulacdo indireta. A estequiometria da reacdo ndo é exata e a reprodutibilidade da determinacéo
depende de fatores tais como as concentracOes relativas dos componentes do reagente, a natureza do
solvente inerte utilizado para dissolver a amostra em ensaio e a técnica utilizada na determinacéo.
Portanto, € necessario padronizar previamente a técnica a fim de se conseguir uma exatidao adequada.
A precisdo do método depende da eficacia da eliminacdo da umidade atmosférica do sistema.

Na titulacdo culombimétrica, o iodo é produzido pela eletrélise de um reagente de Karl Fischer que
contém o ion iodeto. O conteudo de agua numa amostra pode ser determinado medindo-se a
quantidade de eletricidade necessaria para a producéo de iodo durante a titulacéo.

20 -1+ 2¢
METODO VOLUMETRICO DIRETO
Aparato

Sabendo que o reagente de Karl Fischer é altamente higroscopico, o aparato deve garantir uma
exclusdo da umidade atmosférica. A determinacdo do ponto final deve ser adequada. No caso do
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doseamento direto de uma solucéo incolor, o ponto final pode ser observado visualmente com uma
mudancga de cor amarelo intenso para &mbar. O caso inverso se observa quando se realiza um
doseamento por retorno (indireto) de uma amostra em ensaio. No entanto, de forma mais habitual, o
ponto final é determinado de forma eletrométrica utilizando-se um aparato com um circuito elétrico
simples que gera um potencial aplicado de aproximadamente 200 mV entre um par de eletrodos de
platina submersos na solugdo contendo a amostra que se vai dosar. No final do doseamento, um ligeiro
excesso do reagente aumenta o fluxo de corrente entre 50 WA e 150 pA durante um periodo de 30
segundos a 30 minutos, dependendo da solucdo que se esta dosando. Este periodo € menor para
substancias que se dissolvem no reagente. Em alguns tituladores volumétricos automaticos, a
mudanca abrupta de corrente ou de potencial no ponto final faz com que uma véalvula seja fechada
por solenoide que controla a bureta que fornece a solugdo volumétrica. Os aparatos disponiveis
comercialmente compreendem geralmente um sistema fechado, que consta de uma ou duas buretas
automaticas e um vaso de doseamento fechado hermeticamente, equipado com os eletrodos
necessarios e um agitador magnético. O ar no sistema é mantido seco com um dessecante adequado,
por exemplo, cloreto de célcio anidro ou gel de silica, e o frasco de titulacdo pode ser purgado por
meio de uma corrente de nitrogénio seco ou de ar seco.

Reagente
O reagente de Karl Fisher pode ser preparado por qualquer dos métodos indicados a seguir.

Nota: o cloroférmio e o &lcool metilico utilizados para a preparacdo do reagente devem ter um
conteudo de agua inferior a 0,1 mg/mL. O metoxietanol e o éter monometilico de dietilenoglicol
devem ter um contedo de &gua inferior a 0,3 mg/mL.

Método a - Adicionar 125 g de iodo a uma solucdo que contenha 670 mL de alcool metilico e 170
mL de piridina, e resfriar. Colocar 100 mL de piridina em uma proveta graduada de 250 mL e,
mantendo a piridina fria em banho de gelo, introduzir diéxido de enxofre seco até alcancar o volume
de 200 mL. Adicionar lentamente essa solucdo a mistura de iodo resfriada, agitando até dissolver o
iodo. Transferir a solucdo ao aparato e deixar a solucdo em repouso durante 24 horas antes de
padronizar. Um mL dessa solucdo recentemente preparada equivale a aproximadamente 5 mg de
agua. Proteger a solucdo da luz enquanto estiver sendo utilizada. Para determinar agua em
quantidades tracos (menos de 1%), é preferivel utilizar um reagente com um fator de equivaléncia de
agua ndo maior que 2,0, o qual ird gerar o consumo de um volume mais significativo da solucéo
volumeétrica.

Método b - Dissolver 63 g de iodo em 100 mL de piridina, com um contedo de agua inferior a 1
mg/mL, resfriar a solucdo em banho de gelo e passar didéxido de enxofre seco através dessa solucéo
até que o aumento de peso seja de 32 g. Completar o volume para 500 mL com cloroférmio ou alcool
metilico e deixar em repouso pelo menos durante 24 horas antes de usar.

Método c - Dissolver 102 g de imidazol, com um conteudo de agua inferior a 0,1%, em 350 mL de
metoxietanol ou éter monometilico de dietilenoglicol, resfriar a solugcdo em banho de gelo e passar
dioxido de enxofre seco atraveés dessa solucdo até que o aumento de peso seja de 64 g, mantendo a
temperatura entre 25 °C e 30 °C. Dissolver 50 g de iodo nessa solucéo e deixar em repouso pelo
menos durante 24 horas antes de usar.

Método d — Passar didxido de enxofre atraves de 150 mL de metoxietanol até que 0 aumento de peso
seja de 32 g. A essa solucdo, previamente resfriada em banho de gelo, adicionar 250 mL de
metoxietanol ou cloroférmio que contenha 81 g de 2-metilaminopiridina, com um contetddo de 4gua
inferior a 1 mg por mL. Dissolver 36 g de iodo nessa solugéo e deixar em repouso pelo menos durante
24 horas antes de usar.
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O reagente de Karl Fischer preparado por qualquer destes métodos deve ser padronizado dentro de
um periodo de uma hora antes do seu uso ou diariamente se seu uso é continuo, pois sua atividade
para a determinacdo de 4gua varia com o tempo. Armazenar o reagente refrigerado, protegido da luz
e da umidade.

Pode-se utilizar uma solucdo estabilizada do reagente de Karl Fisher disponivel comercialmente.
Também podem ser utilizados reagentes disponiveis comercialmente que contenham solventes ou
bases diferentes da piridina ou alcoois diferentes do alcool metilico. Estes podem ser solucdes
individuais ou reagentes formados in situ combinando os componentes dos reagentes presentes em
duas solucdes diferentes. O reagente diluido necessario em algumas monografias deve ser diluido de
acordo com as instrucdes do fabricante. Como diluente pode ser utilizado alcool metilico ou outro
solvente adequado, como o éter monometilico de dietilenoglicol.

Padronizacdo do reagente

Colocar uma quantidade suficiente de alcool metilico ou de outro solvente adequado no frasco de
titulacdo para cobrir os eletrodos e adicionar quantidade suficiente do Reagente até obter a cor
caracteristica do ponto final, ou (100 + 50) pA de corrente continua com um potencial aplicado de
aproximadamente 200 mV.

Pode-se utilizar agua purificada, tartarato de sodio diidratado, um padréo de referéncia farmacopeico,
ou um padrdo comercial com um certificado de analise rastreavel a um padrdo farmacopeico para
padronizar o Reagente. O fator de equivaléncia do reagente, o volume a ser gasto no doseamento, 0
tamanho da bureta e a quantidade de padrdo a ser pesado sao fatores que devem ser considerados no
momento de escolher o padrdo e a quantidade que vai ser utilizada. Para agua purificada ou padrbes
de agua, adicionar rapidamente entre 2 mg e 250 mg de &gua, pesados com exatidao, e dosar até o
ponto final. Calcular o fator de equivaléncia da &gua, F, em mg de 4gua por mL de reagente, pela
formula:

F=PIV
em que

P = peso, em mg, da 4gua contida na aliquota do padrdo utilizado;
V = volume, em mL, do Reagente utilizado no doseamento.

Para tartarato de sodio diidratado (C4H4Na20s.2H20), adicionar rapidamente entre 20 mg e 125 mg,
pesados com exatiddo, e dosar até o ponto final. O fator de equivaléncia de agua, F, em mg de agua
por mL de reagente, é calculado pela formula:

F = (36,04/230,08) P/V
em que
36,04 = dobro da massa molar da agua;
230,08 = massa molar do tartarato de sodio diidratado;
P = peso, em mg, do tartarato de sodio diidratado;

V =volume, em mL, do Reagente consumido no doseamento.

Nota: a solubilidade do tartarato de sodio diidratado em alcool metilico € tal que pode ser necessario
0 uso de alcool metilico adicional para doseamentos posteriores do padrao.
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Preparacao da amostra

Se ndo estiver especificado de outro modo na monografia individual, utilizar uma quantidade pesada
ou medida com exatiddo da amostra em analise com um contetdo de agua estimado entre 2 mg e 250
mg. A quantidade de agua depende do fator de equivaléncia de 4gua do Reagente e do método de
determinacédo do ponto final. Na maioria dos casos, pode-se estimar a quantidade minima da amostra
(Pm), em mg, por meio da formula:

Pm = FCV/Kf
em que

F = fator de equivaléncia de 4gua do Reagente, em mg/mL;

C = volume utilizado, em porcentagem da capacidade da bureta;

V = volume da bureta, em mL;

Kf = limite ou contelido esperado de agua na amostra, em porcentagem.

C esta geralmente entre 30% e 100% para o doseamento manual e entre 10% e 100% para 0 método
instrumental de determinagéo do ponto final.

Nota: é recomendado que o produto FCV seja maior ou igual a 200 para o célculo, a fim de garantir
que a quantidade minima dosada seja maior ou igual a 2 mg.

Se aamostra em analise € um aerossol com propelente, conserva-la em congelador durante ndo menos
que duas horas, abrir o0 envase e analisar 10,0 mL da amostra bem misturada. Para dosar a amostra,
determinar o ponto final a uma temperatura de 10 °C ou mais.

Se a amostra em analise sdo capsulas, utilizar uma porcdo do conteldo homogeneizado de, no
minimo, quatro capsulas. Se for necessario, triturar o contetdo até po fino.

Se a amostra em analise sdo comprimidos, utilizar o pé de, no minimo, quatro comprimidos triturados
até po fino em atmosfera com valores de temperatura e umidade relativa que nao afetem os resultados.

Nos casos em que a monografia especifica que a amostra em analise é higroscépica, colocar uma
porc¢do do solido, pesada com exatidao, em um copo de doseamento, procedendo a determinacgéo de
agua imediatamente, de forma a evitar a absor¢do de umidade atmosférica.

Se a amostra esta constituida por uma quantidade definida de sélido, como em um produto liofilizado
ou po dentro de um frasco, utilizar uma seringa seca para injetar um volume adequado de alcool
metilico ou outro solvente apropriado, medido com exatiddo, em um recipiente tarado e agitar até
dissolver a amostra. Com a mesma seringa, retirar a solucdo do recipiente, transferir para um frasco
de titulagcdo preparado segundo descrito em Procedimento e dosar imediatamente. Determinar o
consumo de reagente empregado no doseamento do volume de solvente utilizado para o preparo da
amostra e subtrair esse valor daquele obtido no doseamento da amostra em analise. Secar o recipiente
e sua tampa a 100 °C durante trés horas, deixar que esfriem em um dessecador e pesar. Determinar o
peso da amostra analisada a partir da diferenca em peso em relagcéo ao peso inicial do recipiente.

Quando for apropriado, a dgua pode ser dessorvida ou liberada da amostra por meio de calor em um
forno externo conectado ao copo, ao qual se transfere com ajuda de um gas inerte e seco como
nitrogénio puro. Tomar cuidado e corrigir qualquer desvio devido ao gas transportador. Selecionar
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com cuidado as condicGes de aquecimento para evitar a formacdo de agua como resultado da
desidratacdo devido a decomposicdo dos componentes da amostra, o que pode invalidar o método.

Procedimento

Se ndo estiver especificado de outro modo na monografia individual, transferir quantidade suficiente
de alcool metilico ao copo de doseamento, assegurando-se de que o volume seja suficiente para cobrir
os eletrodos (aproximadamente 30 a 40 mL), e dosar com o reagente até o ponto final eletrométrico
ou visual para consumir a umidade que possa estar presente (nao considerar o volume consumido no
calculo). Adicionar rapidamente a amostra preparada como indicado em Preparagdo da amostra,
misturar e titular com o Reagente até o ponto final eletrométrico ou visual. Calcular o contetudo de
agua da amostra, em porcentagem, utilizando a férmula:

(VF x 100)
m

% agua =
em que
V = volume, em mL, do Reagente consumido na titulagéo;
F = fator de equivaléncia de agua do Reagente
m = massa da amostra, em mg.
METODO POR RETORNO (INDIRETO)
Nesse doseamento, adiciona-se um excesso de Reagente a amostra, espera-se um tempo suficiente
para que se complete a reacdo e titula-se 0 Reagente ndo consumido com uma solucdo padréo de agua
em um solvente como o alcool metilico. O procedimento de doseamento por retorno é aplicado de
forma geral e evita os problemas que podem surgir no doseamento direto de substancias nas quais a
agua unida é liberada lentamente.
Aparato, reagente e preparacao da amostra
Usar o Método volumétrico direto.
Preparacéo e padronizacdo da solucéo de agua
Preparar uma solucédo de &gua diluindo 2 mL de 4gua com &lcool metilico ou outro solvente adequado
até 1000 mL. Padronizar essa solucéo titulando 25,0 mL com o Reagente, previamente padronizado
como esta descrito em Padronizagdo do reagente. Calcular o contetdo de agua (Cagua), €m mg por
mL, da Solucéo de Agua, pela férmula:

Cégua = VF/25

em que

V = volume do Reagente consumido, em mL;
F = fator de equivaléncia de 4gua do Reagente, em mg/mL.

Procedimento

Transferir quantidade de alcool metilico ou outro solvente adequado ao copo de doseamento,
assegurando-se de que o volume seja suficiente para cobrir os eletrodos (aproximadamente 30 mL a
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40 mL) e dosar com o Reagente até o ponto final eletrométrico ou visual. Adicionar rapidamente a
amostra, homogeneizar e adicionar um excesso, medido com exatiddo, do Reagente. Esperar um
tempo suficiente para que se complete a reacdo e dosar o Reagente ndo consumido com a Solugéo
Padrdo de Agua até o ponto final eletrométrico ou visual. Calcular o contetido de agua (%sgua) da
amostra pela férmula:

F (X' —XR)100
m

% agua =

em que

F = fator de equivaléncia de agua do Reagente, em mg/mL;

X" =volume, em mL, do Reagente adicionado depois da introducdo da amostra;

X = volume, em mL, da Solucdo de Agua padronizada necessério para neutralizar o Reagente néo
consumido;

R = quociente, V/25 (mL de Reagente por mL de Solucdo de Agua), determinado a partir da
Padronizag&o da Solugdo de Agua para doseamentos volumétricos por retorno (indireto);

m = massa da amostra, em mg.

METODO CULOMBIMETRICO

Para a determinacdo culombimétrica da agua utiliza-se a reacdo de Karl Fischer. O iodo, no entanto,
ndo é adicionado na forma de uma solugdo volumeétrica, mas é obtido por oxidacdo anddica em uma
solucdo que contem iodeto. A célula de reacdo consta normalmente de um amplo compartimento
anodico e de um pequeno compartimento catédico, separados entre si por um diafragma. Também
podem ser utilizados outros tipos adequados de células de reacédo (por exemplo, sem diafragma). Cada
compartimento tem um eletrodo de platina que conduz a corrente através da célula. O iodo, que é
produzido no eletrodo anddico, reage imediatamente com a dgua que ha no compartimento. Quando
toda a agua for consumida, € produzido um excesso de iodo que normalmente é detectado
eletrometricamente, o que indica o ponto final. A umidade € eliminada do sistema por meio da pré-
eletrélise. Nao é necessario trocar a solucao do copo depois de cada determinagdo. Um requisito deste
método € que cada componente da amostra seja compativel com os demais componentes e que ndo
sejam produzidas reacdes secundarias. Normalmente as amostras sdo transferidas ao copo na forma
de solucdo mediante a injecdo através de um septo. Os gases podem ser introduzidos na célula
utilizando um tubo de entrada de gas adequado. A precisdo do método depende fundamentalmente
do grau de eliminacdo da umidade atmosférica no sistema; portanto, a introducéo de solidos na célula
pode exigir precaucOes tais como trabalhar em uma atmosfera de géas inerte seco. O controle do
sistema pode ser realizado medindo a derivada da linha de base, 0 que ndo exclui a necessidade de
uma corre¢do com um branco quando se utiliza veiculo de introducdo da amostra. Este metodo é
especialmente adequado para substancias quimicas inertes como hidrocarbonetos, alcoois e éteres.
Em comparacdo com o doseamento volumétrico de Karl Fischer, a culombimétrica & um
micrométodo.

Quando for apropriado, a &gua pode ser dessorvida ou liberada da amostra por meio de calor em um
forno externo conectado ao copo, ao qual se transfere com ajuda de um gas inerte e seco como
nitrogénio puro. Tomar cuidado e corrigir qualquer desvio devido ao gas transportador. Selecionar as
condicdes de aquecimento para evitar a formacao de agua como resultado da desidratacdo devido a
decomposi¢do dos componentes da amostra, 0 que pode invalidar o método.

Aparato
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Admite-se o emprego de qualquer equipamento disponivel comercialmente que possua um sistema
absolutamente hermético, equipado com os eletrodos necessarios e um agitador magnético. O
microprocessador do equipamento controla o procedimento analitico e mostra os resultados.

Reagente

As solucdes eletroliticas podem ser preparadas por algum dos procedimentos indicados a seguir, e
também podem ser empregados reagentes comerciais.

Nota: o cloroférmio e o alcool metilico empregados para a preparagdo do reagente devem ter um
conteudo em agua inferior a 0,1 mg/mL. O metoxietanol e o éter monometilico de dietilenoglicol
devem ter um contetdo de &gua inferior a 0,3 mg/mL.

Método a - SOLUCAO DO ANOLITO: dissolver 102 g de imidazol em 900 mL de alcool metilico,
resfriar a solucdo em um banho de gelo e passar didxido de enxofre seco através da solu¢do mantida
em temperatura inferior a 30 °C, até que o aumento de peso seja de 64 g. Dissolver com agitacdo 12
g de iodo, adicionar uma quantidade apropriada de agua a solucédo até que a cor do liquido passe de
marrom a amarelo, e diluir para 1000 mL com alcool metilico. SOLUCAO DO CATOLITO:
dissolver 24 g de cloridrato de dietanolamina em 100 mL de alcool metilico.

Método b — SOLUCAO DO ANOLITO: dissolver 40 g de 1,3-di(4-piridil)propano e 30 g de
dietanolamina em aproximadamente 200 mL de &lcool metilico e passar dioxido de enxofre seco
atraves da solucdo até que o aumento de peso seja de 25 g. Adicionar 50 mL de carbonato de propileno
e dissolver 6 g de iodo na solugdo. Adicionar alcool metilico para completar o volume para 500 mL
e adicionar uma quantidade apropriada de agua até que a cor do liquido passe de marrom a amarelo.
SOLUCAO DO CATOLITO: dissolver 30 g de cloridrato de colina em &lcool metilico e diluir para
100 mL com o mesmo solvente.

Método ¢ - SOLUCAO DO ANOLITO: dissolver 100 g de dietanolamina em 900 mL de alcool
metilico ou em uma mistura de &lcool metilico e cloroférmio (3:1) e passar didxido de enxofre através
da solucdo até que o aumento de peso da solucdo seja de 64 g. Dissolver 20 g de iodo na solucgéo e
adicionar uma quantidade apropriada de &gua até que a cor do liquido passe de marrom a amarelo.
SOLUCAO DO CATOLITO: dissolver 25 g de cloreto de litio em 1000 mL de uma mistura de &lcool
metilico e nitrometano (4:1).

Preparacao da amostra

Quando a amostra € um sélido soluvel, pode-se dissolver uma quantidade apropriada, pesada com
exatiddo, em alcool metilico anidro ou outros solventes adequados. Quando a amostra é um solido
insoltvel, pode-se extrair uma quantidade apropriada, pesada com exatiddo, usando um solvente
anidro adequado e pode-se injetar na solugdo do andlito. Alternativamente, pode-se utilizar uma
técnica de evaporacdo em que a agua seja liberada e evapore por aquecimento da amostra num tubo
em uma corrente de gas inerte seco. O gas passa logo para o interior da célula.

Quando a amostra vier a ser utilizada diretamente sem ser dissolvida em um solvente anidro
adequado, pode-se introduzir uma quantidade apropriada, pesada com exatiddao, diretamente no
compartimento anddico.

Quando a amostra € um liquido miscivel em alcool metilico anidro ou outros solventes adequados,
pode-se adicionar uma quantidade apropriada, pesada com exatiddo, ao alcool metilico anidro ou a
outros solventes adequados.
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Procedimento

Utilizando um dispositivo seco, injetar ou adicionar diretamente no anolito uma quantidade, medida
com exatiddo, da amostra ou da preparacao da amostra que contenha entre 0,5 mg e 5 mg de &gua, ou
quantidade recomendada pelo fabricante do instrumento, misturar e realizar o doseamento
culombimétrico até o ponto final eletrométrico. Ler o conteldo de &gua da preparacdo da amostra
diretamente na tela do instrumento e calcular a porcentagem presente na substancia. Realizar uma
determinagdo em branco, caso seja necessario, e realizar as corre¢des correspondentes.

5.2.20.2 METODO DA DESTILACAO AZEOTROPICA - DESTILACAO COM
TOLUENO

Esse método esta baseado na destilacéo, por arraste com vapor de tolueno, da d&gua contida na amostra
de um produto sob as condicdes estabelecidas.

Aparato

Utilizar um bal&o de vidro com fundo redondo de 500 mL, A, conectando mediante uma conexao, B,
a um condensador de refluxo, C, utilizando juntas de vidro esmerilhado (Figura 1).

Figura 1 - Aparato para a
determinacao de agua por
destilagéo azeotrdpica.

As dimensdes criticas das pegas do aparato sdo as seguintes: o tubo de conexdo, D, tem um didmetro
interno de 9 mm a 11 mm. O coletor de destilado tem um comprimento de 235 mm a 240 mm. O
condensador deve ser do tipo de tubo reto, com um comprimento aproximado de 400 mm e um
didmetro interno de ndo menos que 8 mm. O tubo receptor, E, tem capacidade de 5 mL e sua parte
cilindrica, com um comprimento de 146 mm a 156 mm, est& graduada em subdivisdes de 0,1 mL, de
forma que o erro de leitura ndo seja maior que 0,05 mL para qualquer volume indicado. A fonte de
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calor é preferivelmente um aquecedor elétrico com controle termostatico ou um banho de 6leo. A
parte superior do baldo e o tubo de conexao podem estar isolados.

Limpar o tubo receptor e o condensador com uma solugcdo de limpeza adequada, enxaguar
exaustivamente com agua e secar. Preparar o tolueno que sera utilizado agitando-o com pequena
quantidade de &gua, e destilar até separar o0 excesso de agua.

Procedimento

Colocar em um baldo seco uma quantidade da substancia, pesada com exatiddo, que contenha de 2
mL a4 mL de agua. Se a substancia é do tipo semissolido, pesar sobre uma lamina metalica ovalada
com um tamanho que passe através do gargalo do frasco. Se existe a possibilidade de que ao introduzir
a substancia sejam produzidas projeces, adicionar quantidade de material poroso (por exemplo: areia
lavada e seca, tubos capilares, porcelana). Colocar aproximadamente 200 mL de tolueno no bal&o,
conectar o aparato e encher o tubo receptor, E, com tolueno vertido através da abertura superior do
condensador. Aquecer o baldo suavemente durante 15 minutos e, logo que o tolueno entrar em
ebulicdo, destilar auma velocidade de aproximadamente duas gotas por segundo até que a maior parte
da &gua tenha sido arrastada, depois aumentar a velocidade de destilacdo para aproximadamente
quatro gotas por segundo. Quando aparentemente toda a agua tiver sido destilada, enxaguar o interior
do tubo do condensador com tolueno. Continuar a destilagcdo por mais cinco minutos; remover a fonte
de calor e deixar que o tubo receptor resfrie até a temperatura ambiente e arrastar a agua aderida as
paredes. Apds finalizada a separacdo da &gua e do tolueno, ler o volume de agua e calcular a
porcentagem desta que estava presente na substancia.

5.2.20.3 DETERMINACAO DA AGUA PELO METODO SEMIMICRO

A determinacdo da &gua pelo método semimicro é realizada em um aparelho de titulagcdo de
capacidade de 60 mL, munido de dois eletrodos de platina, de um tubo de admisséo 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 amostra é introduzida por um tubo lateral munido de uma rolha
esmerilada. Durante a titulacdo, a agitacdo deve ser assegurada mediante o auxilio de um agitador
mecanico ou atravées do borbulhamento de nitrogénio seco.

O término da reacdo € determinado pela intensidade da amperagem. Um circuito apropriado,
constituido por um potencidmetro de aproximadamente 2000 €2, 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 apés cada adi¢do do reagente, voltando imediatamente & sua posicéo
inicial. O fim da reacdo é indicado por um desvio que persiste por, no minimo, 30 segundos.

Utilizar o iodossulfuroso SR apds determinar seu equivalente em agua. As solucgdes e 0s reagentes
utilizados devem ser mantidos em condi¢&o anidra e preservados da umidade atmosférica durante o
doseamento ou qualquer manipulagéo.

O iodossulfuroso SR deve ser conservado ao abrigo da luz, de preferéncia num frasco munido de uma
bureta automatica.

As solugdes de iodossulfuroso SR, comercialmente disponiveis, apresentam (ou podem apresentar)
uma composicdo que difere da solucdo de iodossulfuroso SR pela substitui¢do da piridina por diversas
substancias bésicas. O emprego dessas solugcfes reagentes deve ser precedido de avaliacdo que
permita, em cada caso, verificar a estequiometria e a auséncia de incompatibilidade entre a substancia
a ser ensaiada e o reagente. Salvo indicagdo contraria, o0 Método A deve ser utilizado.
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Método A. Introduzir no frasco de titulacéo cerca de 20 mL de alcool metilico anidro ou o solvente
prescrito na monografia. Adicionar ao frasco reagente solucdo de iodossulfuroso SR até a viragem
amperométrica. Introduzir, rapidamente, a tomada de ensaio, agitar durante um minuto e titular com
a solucdo iodossulfuroso SR até nova viragem.

Método B. Introduzir no frasco de titulacdo cerca de 10 mL de alcool metilico anidro ou do solvente
prescrito na monografia. Adicionar iodossulfuroso SR até a viragem amperométrica. Introduzir,
rapidamente, a tomada de amostra da substancia e, em seguida, um volume de iodossulfuroso SR
suficiente para obter um excesso de aproximadamente 1 mL. Nesse caso, também, pode ser utilizado
0 volume prescrito na monografia. Deixar em repouso em frasco fechado e ao abrigo da luz durante
um minuto ou durante o tempo prescrito na monografia, agitando ocasionalmente. Titular o excesso
de iodossulfuroso SR com alcool metilico anidro ou com outro solvente prescrito na monografia,
adicionado de uma quantidade de 4gua conhecida e préxima de 2,5 g/L, até regressar a fraca corrente
inicial.

5.2.20.4 METODO GRAVIMETRICO

Procedimento para substancias quimicas. Proceder como est4 indicado na monografia individual,
preparando a amostra como determinado em Perda por dessecacéo (5.2.9.1).

Procedimento para drogas vegetais. Proceder como esta indicado em Métodos de farmacognosia
(5.4), como indicado na monografia individual.

5.2.21 ANALISE DE SOLUBILIDADE POR FASES

A solubilidade de substancia pura em dado solvente, a temperatura constante, € parametro
caracteristico da substancia, 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
adicdo de porcdes crescentes de amostra a volumes constantes de solvente no qual a substancia
analisada mostra apenas ligeira solubilidade, visando a obtencdo de solucdo saturada dessa
substancia. Uma vez promovido o equilibrio do sistema - por agitagcdo 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 composicao da solucao, em
mg de soluto por g de solvente (ordenadas), pela composi¢cdo do sistema, em mg de amostra
adicionada por g de solvente (abscissas). A Figura 1 ilustra um diagrama desse tipo. Ao longo do
segmento AB, a totalidade do sélido dissolve e é encontrada na solucéo (inclinagdo corresponde a
unidade). No ponto B a amostra satura a solucéo e adi¢es subsequentes nao acarretam aumento em
sua concentracdo. A inclinagdo do segmento de reta BC &, portanto, nula e a intersecdo do
prolongamento dessa reta com o eixo Y fornece o valor da solubilidade da substancia.
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Composi¢ao da solugdo (mg/g)
[
|

A | | | | | | | | |
mg de amostra por g de solvente

Figura 1 — Diagrama de solubilidade por fases de amostra constituida por uma s6 substancia.

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 saturacdo da solucdo com relacdo a um dos componentes da amostra (geralmente
aquele que esta presente em maior propor¢do); o segmento BC indica a solubilizacdo do segundo
componente e 0 segmento CD a saturacdo da solucdo com este ultimo (inclinacédo nula).

mg de soluto por g de solugdo

| 1 H I | | -

mg de amostra por g de sl solvente

Figura 2 — Diagrama de solubilidade por fases de amostra contendo duas substancias.

O valor da inclinagdo do segmento BC - fase em que somente o segundo componente é solubilizado
- corresponde a proporcéo deste componente na amostra. A subtracé@o deste valor da unidade fornece
0 contetido do primeiro componente na amostra, permitindo o emprego da formula (1-i).100 para a
obtencéo do teor. A inclinag&o, i, é obtida pela formula (Y2-Y1) / (X2-X1), em queYs, Y2e Xi, X2
correspondem, respectivamente, a projecdes de pontos do segmento de reta BC sobre a ordenada
(composicédo da solucdo) e a abcissa (composicdo do sistema). A extrapolacdo do segmento BC
fornece o limite de solubilidade, S1, em mg de soluto por g de solvente, do primeiro componente,
enquanto o prolongamento da reta do segmento CD até o eixo Y leva a soma das solubilidades dos
dois componentes, S1+ S2.

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 inclinacdo i pode ser calculada
por aproximacao grafica ou a partir do método estatistico dos minimos quadrados.

Uma peculiaridade da analise de solubilidade por fases é ndo ser técnica aplicavel a misturas cujos
componentes estdo presentes na amostra na proporcdo de suas solubilidades. Neste caso particular,
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ambos 0s componentes promovem saturagdo no mesmo ponto, fornecendo, como resultado, diagrama
de fases equivalente ao de substancia pura.

ESCOLHA DE SOLVENTE

A escolha do solvente para anélise de solubilidade por fases é baseada na solubilidade do componente
presente em maior propor¢ao na amostra e no método de doseamento adotado para a determinacéo
da concentracdo da solucdo formada. Sendo mais usual a técnica gravimétrica, convém ao solvente
apresentar volatilidade suficiente para permitir sua evaporacdo a vacuo, mas insuficiente para
dificultar operagdes de transferéncia e pesagem.

Recomendam-se solventes com ponto de ebuli¢éo entre 60 °C e 150 °C. Em termos de solubilidade,
é conveniente que o solvente apresente capacidade de solubilizacdo da amostra em propor¢éo nao
inferior a 4 mg/g nem superior a 50 mg/g. A solubilidade 6tima compreende a faixa de 10 a 20 mg/g.
RecomendacBes adicionais incluem a inércia do solvente frente aos componentes da amostra
(prevendo-se, inclusive, a possibilidade de formacgéo de solvatos ou sais) e 0 emprego de solvente de
pureza e concentracdo conhecida (tracos de impurezas afetam intensamente a solubilidade),
admitindo-se, contudo, 0 emprego de misturas.

APARELHAGEM

Compreende banho-maria termostatizado, frascos e ampolas apropriadas e balanca analitica, com
precisdo de + 10 ug.

O banho-maria é provido de termostato com tolerancia de controle de temperatura ndo superior a 0,1
°C, especialmente na faixa de 25 °C a 30 °C, usual para os ensaios. O banho é 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, esta ilustrada na Figura 3. Recipientes de especificacdo diferente séo
admissiveis desde que herméticos e apropriados a técnica descrita.
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Figura 3 — Ampola utilizada na analise de solubilidade por fases.

PROCEDIMENTO
Composicéao do sistema

Pesar, com exatiddo, um minimo de sete 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 Gltima
contenha ligeiro excesso de amostra. Apoés transferir 5,0 mL de solvente para cada ampola, resfria-
las em mistura de gelo seco e acetona e sela-las com macarico ar/gas, tomando a precaucdo 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 composi¢do do sistema, em mg/g, para cada ampola, pela férmula:
1000(M2-M1)/(M3-M2), em que M2 corresponde a massa da ampola contendo amostra; M1 € a massa
da ampola vazia e M3 é 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 € variavel
de acordo com a natureza da amostra, 0 método de agitacdo (rotacdo ou vibragdo) e a temperatura. A
experiéncia indica prazo medio de 1 a 7 dias para agitacdo por vibracdo e de 7 a 14 dias para o
processo rotacional. Para confirmar a promocéo de equilibrio, aquecer a penultima ampola da série a
40 °C com o intuito de obter supersaturacédo. O resultado € positivo se o ponto correspondente a esta
ampola for coerente com os demais no diagrama de fases. Todavia, resultado diverso ndo significa
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necessariamente ndo ter sido atingido o equilibrio. Ha substancias com tendéncia a permanecer em
solucdo supersaturada e, sendo este o caso, cabe a execucao de série de analises, variando-se o periodo
de espera com o fim de assegurar a coeréncia dos pontos da curva de solubilidade.

Composicao da solucéo

Atingido o equilibrio, colocar as ampolas em suporte apropriado para que permane¢cam em posi¢do
vertical, com os gargalos acima do nivel da agua do banho termostatizado. Aguardar a decantacéo
dos solidos nas ampolas, abri-las e coletar 2,0 mL do sobrenadante de cada uma por meio de pipeta
provida de chumaco de algoddo 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 apos a operacdo. 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 precaucdo de ndo exceder o limite compativel com a
estabilidade da amostra e dessecar o residuo até peso constante. Calcular a composicédo da solugéo
em cada frasco, em mg/g, pela formula 1000 (Ps -P1)/(P2 -P3), em que Ps corresponde a massa do
frasco contendo o residuo da evaporacdo; P1é a massa do frasco de solubilidade vazio (tara) e P2é a
massa do frasco contendo a solucéo.

Tragar diagrama de fases com base nos valores obtidos e determinar a pureza porcentual da amostra
em funcdo da inclinacdo do segmento de reta.

APLICACAO DA ANALISE DE SOLUBILIDADE POR FASES NA PURIFICACAO DE
SUBSTANCIAS

Enquanto as solugbes obtidas no processo analitico descrito contém essencialmente todas as
impurezas presentes na amostra em proporcdo aumentada em relacdo a amostra original, prestando-
se - apds evaporacao do solvente — a determinacdo qualitativa das impurezas, a fase é 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 - alcancado
o0 equilibrio - dissolver somente 10% do material. Fechar o frasco e aguardar estabelecimento do
equilibrio a temperatura ambiente (em geral, 24 horas s&o suficientes). Em seguida, recolher a solugao
sobrenadante limpida e evaporar, a temperatura ambiente ou proxima desta, até secura. Pelo fato de
a solucdo conter as impurezas da amostra original, obtém-se, por este procedimento, material em que
a proporcdo de impurezas encontra-se aumentada, sendo a relacdo de enriquecimento
aproximadamente igual a razdo da massa da amostra pela massa de sélidos dissolvidos no volume de
solvente empregado. Purificar o residuo néo dissolvido por lavagem e secagem (padréo de referéncia).

5.2.22 ELETROFORESE

PRINCIPIOS GERAIS

Por acdo de um campo elétrico, as particulas carregadas dissolvidas ou dispersas numa solugéo
eletrolitica migram em direcdo ao eletrodo de polaridade oposta. Na eletroforese em gel, o
deslocamento das particulas € retardado pelas interacdes com o gel da matriz que constitui 0 meio de
migracgdo e comporta-se como um tamis molecular.

As interagdes de oposicao da forca elétrica e da tamizacdo molecular resultam na taxa de diferencial
de migracdo de acordo com o tamanho, forma e carga de particulas. Devido as suas propriedades
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fisico-quimicas diferentes, as diversas moléculas contidas huma mistura migrardo a velocidades
diferentes durante a eletroforese, ficando assim separadas em fragcdes bem definidas. As separacfes
eletroforéticas podem ser conduzidas em sistemas sem fase de suporte (por exemplo, separagdo em
solucéo livre na eletroforese capilar), e ou em meios estabilizados como placas de camada fina, filmes
ou géis.

ELETROFORESE DE FRONTEIRA, OU DIVISAO, OU LIMITE LIVRE, OU EM MOVIMENTO

Esse método é principalmente utilizado na determinacdo de mobilidades, sendo as caracteristicas
experimentais diretamente mensuraveis e reprodutiveis. Aplica-se, sobretudo, a substancias de massa
molar relativamente elevadas, pouco difusiveis. As divisfes sdo, inicialmente, demarcadas por um
processo fisico como a refratometria ou a condutimetria. Apos a aplicacdo de um campo elétrico
definido, durante um tempo determinado, obtém-se novas divisdes e suas respectivas posi¢cdes sao
observadas. As condicOes operacionais possibilitam a determinacao das divisdes e dos constituintes.

ELETROFORESE EM SUPORTE, OU ELETROFORESE DE ZONA

Esse método é usado apenas para amostras reduzidas. A natureza do suporte, como papel, gel de
agarose, acetato de celulose, amido, metacrilamida ou gel misto, introduz um ndmero de fatores
adicionais que modificam a mobilidade:

a) devido a sinuosidade da canalizacdo do suporte, a distancia aparentemente percorrida é menor que
a distancia real;

b) certos suportes ndo sao eletricamente neutros e, como o0 meio constitui uma fase estacionaria, pode
algumas vezes originar uma consideravel corrente eletroendosmatica importante;

¢) 0 aquecimento devido ao efeito Joule pode produzir certa evaporacdo do liquido do suporte, 0 que
conduz, por capilaridade, a um deslocamento da solucdo das extremidades para o centro; assim, a
forca idnica tende a aumentar progressivamente.

A velocidade de migracdo depende de quatro fatores principais: mobilidade da particula, corrente
eletroendosmdtica, corrente de evaporacdo e intensidade do campo. Por essas razdes, € necessario
proceder em condicOes experimentais bem determinadas e utilizar, se possivel, padrées 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 catodico, que contém a solugdo tampdo condutora. Em cada
compartimento mergulha-se um eletrodo, de platina ou de grafite; esses sdo conectados por meio de
um circuito devidamente isolado da fonte de alimentacdo do terminal correspondente para formar,
respectivamente, o anodo e o catodo, ligados por um circuito convenientemente isolado ao borne
correspondente do gerador. O nivel do liquido nos dois compartimentos é 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 umidade e atenuar, assim, a evaporacéo do solvente
durante a migragdo. Utiliza-se um dispositivo de seguranca que corta a corrente, quando se retira a
tampa da cuba. Se a medida da corrente elétrica exceder 10 W, é preferivel resfriar o suporte;
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— um dispositivo de suporte:

Eletroforese em tiras. Na eletroforese, as tiras no suporte sdo previamente impregnadas com a mesma
solugéo 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 I[dmina 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 solugédo condutora varia
em funcéo do tipo do aparelho utilizado. Evita-se qualquer condensacdo de umidade ou secagem da
camada solida;

— um dispositivo de medicdo ou meios de deteccao.

Procedimento. Colocar a solucgéo de eletrélito nos compartimentos dos eletrodos. Colocar o suporte,
convenientemente embebido com a solucdo do eletrdlito na cuba, de acordo com o tipo de aparelho
utilizado. Tracar 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 em tubo cilindrico, a fase estacionaria é constituida por um
gel preparado a partir de acrilamida ¢ de N,N’-metilenobisacrilamida. Os géis séo preparados em
tubos, geralmente com 7,5 cm de comprimento e 0,5 cm de didmetro interno (gel cilindrico); uma
Unica amostra é aplicada em cada tubo.

Aparelhagem. O aparelho é constituido de dois reservatorios destinados a receber as solugdes tampéo
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 séo ligados a uma fonte de corrente, possibilitando operar com intensidade e tenséo
constantes. Para géis cilindricos, o aparelho tem, na base superior do reservatério, um namero de
juntas de elastdmero situadas a igual distancia do eletrodo.

Procedimento. De um modo geral, recomenda-se desgaseificar as solugdes antes da polimerizacao e
utilizar o gel imediatamente ap0s a sua preparacdo. Preparar o gel segundo as indicacdes da
monografia. Colocar a mistura de gel nos tubos de vidro apropriados, fechados 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 introducao 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 formacéo do gel requer, geralmente,
cerca de 30 minutos e esta completa quando aparece uma delimitagéo nitida entre o gel e a camada
aquosa. Eliminar a camada aquosa. Encher o reservatorio inferior com a solucéo tampé&o prescrita e
remover as rolhas dos tubos. Encaixar os tubos nas juntas do reservatorio superior de modo que a sua
parte inferior mergulhe na solucéo tampdo do reservatério inferior e ajuste de forma que o fundo dos
tubos esteja imerso na solucdo tampé&o do reservatério inferior. Delicadamente, encher os tubos na
solucdo do reservatorio inferior. Preparar as solu¢@es problema e padréo contendo o corante indicado
prescrito. Encher, cuidadosamente, os tubos com a solucéo tampao 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 solucéo. Colocar a mesma solucdo tampdo no reservatdrio superior. Ligar 0s
eletrodos a fonte de corrente e proceder a eletroforese, utilizando a corrente de intensidade ou de
tensdo constante e a temperatura prescrita na monografia. Interrompa a corrente quando o indicador
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corado atingir o reservatorio inferior. Retirar, imediatamente, os tubos e proceder a extruséo do gel.
Localizar a posicao das bandas nos eletroforetogramas segundo o procedimento indicado.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECILSULFATO DE SODIO
(DSS-EGPA)

Campo de aplicacdo. A eletroforese em gel de poliacrilamida é utilizada para a caracterizacao
qualitativa das proteinas contidas em preparacdes bioldgicas, para controles de pureza e
determinacges quantitativas.

Finalidade. A analise por eletroforese em gel € um processo adaptado a identificacdo e ao controle
da homogeneidade das proteinas contidas em preparacdes farmacéuticas. E utilizada como rotina para
avaliar a massa molar das subunidades proteicas e determinar as subunidades que compdem as
proteinas purificadas. No mercado existe uma grande variedade de géis e reagentes prontos para
serem utilizados ao invés dos descritos a seguir, desde que os resultados obtidos sejam equivalentes
e que possam ser satisfeitas as condi¢cfes de validade descritas em Validacao 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 formagé&o de ligagGes cruzadas entre a bisacrilamida bifuncional e as cadeias adjacentes
de poliacrilamida. A polimerizacdo é catalisada por um gerador de radicais livres composto de
persulfato de amonia (PSA) e N,N,N’,N’- tetrametiletilenodiamina (TEMED). O tamanho real dos
poros de um gel é tanto menor quanto maior for a sua concentracdo de acrilamida. Como a
concentragdo de acrilamida do gel aumenta, a sua porosidade efetiva diminui. A porosidade real de
um gel é definida de modo operacional pelas suas propriedades de tamis molecular, isso é, a
resisténcia que ele opde a migracdo das macromoléculas. Existem limites para as concentra¢des de
acrilamida que podem ser utilizadas. Em concentracdes 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 migracdo de uma proteina nesse gel diminui também. Ajustando-se a porosidade de
um gel pela alteracdo da concentracdo de acrilamida, é possivel otimizar a resolucdo do método para
um determinado produto proteico. Desse modo, as caracteristicas fisicas de um gel dependem,
portanto, do seu teor de acrilamida e de bisacrilamida. Além da composicdo do gel, o estado da
proteina constitui outro fator importante para a sua mobilidade eletroforética.

No caso das proteinas, a mobilidade eletroforética depende do pKa dos grupos dissociaveis e do
tamanho da molécula. E igualmente afetada pela natureza, concentracdo e pH do tampéo, 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 é aplicavel a analise dos polipeptideos de massa molar
compreendida entre 14 000 e 100 000 daltons. E possivel ampliar esse intervalo por meio de diferentes
técnicas (por exemplo, pelo emprego de géis em gradiente ou de sistemas tampao especiais), mas
estas ndo fazem parte deste texto. A eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes
usando dodecilsulfato de s6dio (DSS-EGPA) é 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 é realizada em gel de poliacrilamida em condi¢des que favorecem
a dissociacdo das proteinas nas suas subunidades polipeptidicas e que limitam o fenémeno de
agregacdo. Utiliza-se frequentemente o dodecilsulfato de sddio (DSS), um detergente fortemente
anidnico, para dissociar as proteinas antes da sua aplicagdo no gel, em combinacdo com o calor. Os
polipeptideos desnaturados ligam-se ao DSS e adquirem cargas negativas, caracterizando-se por uma
relacdo carga/massa constante, qualquer que seja o tipo de proteina considerada. Sendo a quantidade
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de DSS ligada quase sempre proporcional & massa molar do polipeptideo e independente da sua
sequéncia, os complexos DSS-polipeptideo migram nos géis de poliacrilamida com mobilidades que
séo funcao do tamanho do polipeptideo.

A mobilidade eletroforética dos complexos detergente-polipeptideos resultantes apresenta sempre a
mesma relagdo funcional com a massa molar. A migracdo dos complexos DSS €, como seria de se
prever, em direcdo ao anodo a velocidade mais elevada para os complexos de baixa massa molar do
que para os de alta. E, assim, possivel determinar a massa molar de uma proteina a partir da sua
mobilidade relativa, ap6s comparacdo com solucdes padrdo de valor de massa molar conhecida e a
observacdo de uma banda Unica constitui um critério de pureza. Todavia, as modifica¢fes eventuais
na constituicdo do polipeptideo, por exemplo, uma N- ou uma O-glicosilacdo, tém um impacto
significativo sobre a massa molar aparente de uma proteina uma vez que o DSS ndo se ligaa um meio
de carboidratos de forma semelhante a um polipeptideo. Com efeito, 0 DSS néo se liga da mesma
maneira aos agrupamentos glicidicos ou aos agrupamentos peptidicos, de modo que a constancia da
relacdo carga/massa deixa de ser verificada. A massa molar aparente das proteinas que sofreram
modificacBes pos-translacionais ndo reflete realmente a massa da cadeia polipeptidica.

Condicg0es redutoras

A associacdo das subunidades polipeptidicas e a estrutura tridimensional das proteinas baseiam-se,
muitas vezes, na existéncia de pontes dissulfeto. Um dos objetivos a atingir na analise DSS- EGPA
em condic¢des redutoras é romper essa estrutura por reducdo das pontes dissulfeto. A desnaturacao e
a dissociacdo completas das proteinas por tratamento com 2-mercaptoetanol ou com ditiotreitol
(DTT) provocam um desdobramento da cadeia polipeptidica, seguida de uma complexa¢do com 0
DSS. Nessas condi¢fes, a massa molar das subunidades polipeptidicas pode ser calculada por
regressao linear com a ajuda de padrdes de massa molar apropriada.

Condic¢6es ndo redutoras

Para certas analises, a dissociacdo completa da proteina em subunidades peptidicas ndo é desejavel.
Na auséncia de tratamento pelos agentes redutores, como 0 2-mercaptoetanol ou o DTT, as pontes
dissulfeto covalentes permanecem intactas e a conformacéo oligomérica da proteina é preservada. Os
complexos DSS-oligbmero migram mais lentamente que as subunidades DSS-peptidicas. Além disso,
as proteinas ndo reduzidas podem ndo ser, totalmente, saturadas em DSS e, por consequéncia, ndo se
ligam ao detergente numa relagdo de massa constante. Essa circunstancia torna a determinagéo da
massa molar dessas moléculas pelo DSS-EGPA mais dificil que a analise de polipeptideos totalmente
desnaturados, pois, para que a comparacao seja possivel, € necessario que os padrdes e as proteinas
desconhecidas tenham configuragdes semelhantes. Entretanto, a obtencdo no gel de uma Unica banda
corada permanece como critério de pureza.

CARACTERISTICAS DA ELETROFORESE DE GEL EM SISTEMA TAMPAO DESCONTINUO

O metodo eletroforético mais divulgado para a caracterizagdo das misturas complexas de proteinas
fundamenta-se no emprego de um sistema tampéo descontinuo que inclui dois géis continuos, mas
distintos: um gel de separagéo ou de resolucdo (inferior) e um gel de empilhamento (superior). Esses
dois géis sao de porosidade, pH e forca idnica diferentes. Além disso, os diferentes ions moveis sao
usados nos géis e nos tampdes do eletrodo. A descontinuidade do sistema tampdo conduz a uma
concentracdo de grande volume das amostras no gel de concentracdo e, portanto, a uma melhoria da
resolucdo. Quando o campo elétrico é aplicado, um gradiente de tensdo negativo instaura-se através
da solugédo da amostra e arrasta as proteinas do gel de concentragédo para o gel de empilhamento. Os
ions glicinato contidos no tampéao do eletrodo seguem as proteinas no gel de empilhamento. Forma-
se, rapidamente, uma zona de divisdo movel cuja frente € constituida pelos ions cloreto de alta
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mobilidade e a parte de tras pelos ions glicinato mais lentos. Um gradiente de alta tensdo localizado
instaura-se entre as frentes idnicas da cabeca e da cauda e leva os complexos DSS-proteina a
concentrarem-se huma banda muito estreita que migra entre as fracdes cloreto e glicinato.

Em larga escala, independentemente do volume de amostra aplicado, o conjunto dos complexos DSS-
proteina sofre um efeito de condensacg&o 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 migracdo 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 separacéo, esse retardamento prossegue devido
ao efeito de tamis molecular exercido pela matriz. Os ions glicinato ultrapassam as proteinas cuja
migracdo prossegue, entdo, num meio de pH uniforme constituido pela solucdo tampédo de
trometamina (TRIS) e pela glicina. O efeito de tamis molecular conduz a uma separagdo dos
complexos DSS-polipeptideo com base na sua respectiva massa molar.

PREPARO 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),
0 pente de politetrafluoroetileno, os dois espacadores e o tubo de borracha de silicone (por exemplo,
diametro de 0,6 mm x 350 mm), e enxaguar, abundantemente, com agua. Secar todos o0s 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 tltimo correspondera ao fundo do gel. Comegar a instalar o tubo
sobre a placa de vidro utilizando um dos espacadores como guia. Atingida a extremidade do
espacador, dobrar o tubo com precaucdo para fazé-lo seguir o lado longo da placa de vidro. Mantenha
0 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, e mantenha o conjunto por pressdo manual. Colocar duas pingas em cada um dos
lados curtos do molde e depois, com precaucdo, quatro outras pingas no lado longo que constituira a
base do molde. Verificar se o tubo segue a borda das placas e ndo se deslocou apés a colocacao das
pingas. O molde esta pronto e o gel pode ser colocado nele.

Preparacéo dos geis

Para os geis do sistema tampao descontinuo, recomenda-se colocar primeiro o gel de separacao e
deixa-lo polimerizar antes de colocar o gel de concentracdo, porque o teor em acrilamida-
bisacrilamida nos dois géis, o tampé&o e o pH séo diferentes.

Preparacao do gel de separac@o. Num erlenmeyer, preparar o volume apropriado de uma solucéo de
acrilamida de concentracdo desejada, usando os valores indicados na Tabela 1. Misturar os
componentes pela ordem indicada. Antes de adicionar a solugdo de persulfato de amonia e a de
tetrametiletilenodiamina (TEMED), filtrar, se necessario, por suc¢do, usando uma membrana de
acetato de celulose (diametro dos poros de 0,45 um); manter sob succdo, agitando a unidade de
filtracdo até ndo mais formar bolhas na solucdo. Adicionar as quantidades apropriadas de solucdo de
PSA ede 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 concentragéo (altura de um dente
do pente mais 1 cm). Utilizando-se uma pipeta de vidro afilada, recubra, com precaucéo, a solucéo
com alcool isobutilico saturado de agua. Deixar polimerizar o gel em posi¢éo vertical, a temperatura
ambiente.
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Preparacéo do gel de empilhamento. Quando a polimerizacao 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 nao 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
erlenmeyer, preparar um volume apropriado de uma solucéo de acrilamida de concentracdo desejada
usando os valores registrados na Tabela 2. Misturar os componentes pela ordem indicada.

Antes de juntar a solucéo de PSA e de TEMED, filtrar, se necessario, por suc¢do empregando-se uma
membrana de acetato de celulose (didmetro dos poros de 0,45 um); manter sob succéo, agitando a
unidade de filtracdo até ndo mais formar bolhas na solucdo. Adicionar as quantidades apropriadas de
solugdes de persulfato de aménia e de TEMED (Tabela 2), agitar e adicionar, imediatamente, sobre
0 gel de separacdo. Colocar, imediatamente, no lugar um pente de politetrafluoroetileno limpo na
solucgéo do gel de concentracdo, tomando a precaucéo de evitar a formacéo de bolhas de ar. Adicionar
a solucdo no gel de concentracdo de modo a encher totalmente os intersticios do pente. Deixar
polimerizar o gel em posicéo vertical, a temperatura ambiente.

Tabela 1 - Preparacéo do gel de resolug&o.

Volume dos componentes em mL por volume do molde do gel
Componentes da solugéo de:
5 mL 10 15 20 25 30 40 50
mL mL mL mL mL mL mL
6% de Acrilamida
Agua 2,6 53 79 106 132 159 212 165
Solucéo de acrilamida® 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 80 10,0
Tris1,5MpH 8,8? 1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 75 10,0 125
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de 005 01 015 02 025 03 0,4 0,5
Sodio®
(PSA) 100 g/L de Persulfato de Amonia® 005 01 015 02 025 03 04 05
(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 93 115 139 185 2372
Solucéo de acrilamida® 1,3 2,7 4,0 5,3 6,7 80 10,7 133
Tris 1,5 M pH 8,8 @ 1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 75 10,0 125
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de 005 01 015 02 025 03 0,4 0,5
S6dio®
(PSA) 100 g/L de Persulfato de Amonia® 005 01 015 02 025 03 04 05
(TEMED) Tetrametiletilenodiamina® 0,003 0,006 0,009 0,002 0,005 0,008 0,024 0,03
10% de Acrilamida
Agua 19 40 59 79 99 119 159 198
Soluc&o de acrilamida® 1,7 3,3 5,0 6,7 83 10,0 13,3 16,7
Tris1,5M pH 8,8@ 1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 75 10,0 125
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de 005 01 015 02 025 03 0,4 0,5
Sodio®
(PSA) 100 g/L de Persulfato de Amonia® 005 01 015 02 025 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 99 132 165
Solucéo de acrilamida® 2,0 4,0 6,0 80 100 12,0 16,0 20,0
Tris1,5M pH 8,8@ 1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 75 10,0 125
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de 005 01 015 02 025 03 0,4 0,5

So6dio®
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(PSA) 100 g/L de Persulfato de Aménia® 0,05 01 015 02 025 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 14 2,7 3,9 53 6,6 8,0 106 13,8

Solugéo de acrilamida® 2,3 4,6 7,0 93 116 139 186 232

Tris 1,5 M pH 8,8 @ 1,2 2,5 3,6 50 6,3 7,5 10,0 125

(DSS) 100 g¢/L de Dodecil Sulfato de 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
Sodio®

(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

15% de Acrilamida

Agua 1,1 2,3 34 4.6 5,7 6,9 9,2 115

Solucao de acrilamida® 2,5 5,0 75 100 125 150 20,0 25,0

Tris 1,5 M pH 8,8 @ 1,3 2,5 3,8 50 6,3 7,5 10,0 125

(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
S6dio®

(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

(1) Solugo de acrilamida: acrilamida/bisacrilamida (29:1) a 30% (p/v) SR

(2) Tris 1,5 M pH 8,8: tamp&o 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: solugéo de persulfato de amdnio a 10% (p/v). O persulfato de amdnio fornece os radicais livres que
induzem a polimerizacdo da acrilamida e da bisacrilamida. A soluco de persulfato de am6nia decompde-se, lentamente,
e é renovada toda a semana.

(5) TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina.

Tabela 2 - Preparacéo do gel de empilhamento.

. Volume dos componentes em mL por volume do molde do gel de:
Componentes da solugéo

imL | 2mL | 3mL [4mL | 5mL | 6mL | 8mL | 10mL

Agua 068 14 21 27 34 41 55 68

Solucéo de acrilamida® 0,17 0,33 0,5 0,67 0,83 1,0 1,3 1,7

Tris M pH 6,8 013 025 038 05 06 075 10 125

(DSS) 100 gL de Dofectl Sulfatode 901 002 003 004 005 006 008 01

(PSA) 100 g/L de Persulfato de Amonia® 0,01 0,02 0,03 004 0,05 006 0,08 01
(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: tampéo 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 amdnia fornece os radicais livres que
induzem a polimerizacdo da acrilamida e da bisacrilamida. A solucdo de persulfato de aménia decompde-se, lentamente,
e é renovada toda a semana.

(5) TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina.

Quando a polimerizacdo terminar (cerca de 30 minutos), retirar o pente com cuidado. Lavar 0s po¢os
imediatamente com agua ou tampdo 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 cuidado 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.
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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 estabelecer tenséo elétrica no
gel sem as amostras, porque pode destruir a descontinuidade do sistema tampé&o. Antes de depositar
a amostra, lavar ou preencher 0os po¢os com precaugdo com tampao de eletroforese DSS-EGPA.
Preparar as soluc6es problema e padrao utilizando o tampé&o para amostra recomendado e tratar como
se especifica na monografia da substancia a ser analisada. Aplicar nos pocos do gel de concentracéao
o volume apropriado das diferentes solugdes. Proceder a eletroforese nas condigdes recomendadas
pelo fabricante do aparelho. Certos fabricantes de aparelhos para DSS-EGPA fornecem geis de
diversas superficies e espessuras. Para obter uma separacdo Otima, pode ser necessario variar a
duracdo da eletroforese e os parametros elétricos, como indicado pelo fabricante. Verificar que a
frente de coloracgdo se desloca no gel de separacéo; se ela atingir a base do gel, parar a eletroforese.
Retirar o molde do aparelho e separar as duas placas de vidro. Retirar os espacadores, separar e rejeitar
o0 gel de empilhamento e proceder, imediatamente, a coloragéo.

DETECCAO DAS PROTEINAS NOS GEIS

A coloracdo com azul de Coomassie é o método mais frequentemente utilizado para a detecgdo de
proteinas, com um nivel de detec¢do da ordem de 1 pug a 10 pg de proteina por banda. A coloracao
com nitrato de prata é 0 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 agitacdo moderada e movimento orbital num equipamento
apropriado. E necessario o uso de luvas para evitar depositar no gel impressdes digitais que também
seriam coradas.

Coloracéo com azul de Coomassie. Mergulhar o gel durante, pelo menos, uma hora num grande
excesso de azul de Coomassie SR. Eliminar a solucdo de coloracdo. Mergulhar o gel num grande
excesso de solucdo de descoloracdo (consiste em uma mistura de um volume de acido acético glacial,
quatro volumes de alcool metilico e cinco volumes de agua). Renovar vérias vezes a solugdo de
descoloracdo até que as bandas proteicas aparecam, nitidamente, sobre fundo claro. Quanto mais forte
for a descolorac&o do gel, menor seré a quantidade de proteina detectada por esse método. E possivel
acelerar a descoloracdo incorporando na solucdo de descoloracdo alguns gramas de resina de troca
ibnica ou uma esponja.

Nota: as solucdes acido-alcoolicas utilizadas nesse método néo fixam totalmente as proteinas do gel.
Pode, portanto, haver perda de certas proteinas de massa molar baixa durante as operacdes de
coloracéo e descoloracao dos geis finos. Pode ser conseguida uma fixagdo permanente colocando o
gel durante uma hora numa mistura de um volume de acido tricloroacético, quatro volumes de alcool
metilico e cinco volumes de &gua, antes de se mergulhar na solucdo de azul de Coomassie SR.

Coloragao com nitrato de prata. Mergulhar o gel durante uma hora num grande volume de solugéo
de fixacédo (consiste em adicionar 0,27 mL de formaldeido em 250 mL de alcool metilico e diluir para
500 mL com &gua). Eliminar e renovar a solugédo de fixacdo e deixar incubar durante, pelos menos,
uma hora, ou durante toda a noite, se assim for mais pratico. Eliminar a solucdo de fixacao e colocar
o0 gel num volume em excesso de agua durante uma hora e, em seguida, mergulhar durante 15 minutos
em solucdo 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 dgua durante 15 minutos e, em seguida, mergulha-lo durante cerca de um minuto
em solucdo de desenvolvimento (consiste em diluir 2,5 mL de &cido citrico monoidratado a 2% (p/v)
e 0,27 mL de formaldeido em agua e diluir para 500 mL com agua), até obter coloracao satisfatoria.
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Suspender o desenvolvimento por imersdo durante 15 minutos em solucéo de acido acetico a 10%
(v/v). Lavar com agua.

Secagem dos géis de poliacrilamida DSS corados

O tratamento dos géis € ligeiramente diferente conforme o método de coloracéo utilizado. No caso
da coloragdo com Coomassie, a etapa de descoloracao é seguida de uma imersdo do gel em solucéo
de glicerol a 10% (p/v) durante, pelo menos, duas horas (ou uma noite). No caso da coloragdo com
prata, a lavagem final € seguida de uma imersdo em solucdo de glicerol a 2% (p/v) durante cinco
minutos. Mergulhar duas folhas de celulose porosa em &gua durante cinco a dez minutos. Colocar
uma das folhas numa moldura de secagem. Levantar, delicadamente, o gel e 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 comparac¢do da sua mobilidade com a mobilidade
de varios marcadores proteicos de massa molecular conhecidos. Existem, para a padronizacdo dos
géis, misturas de proteinas de massas moleculares exatamente conhecidas que possibilitam obter uma
coloracdo uniforme. Tais misturas estdo disponiveis para diferentes faixas de massa molecular. As
solugdes mae concentradas das proteinas de massa molecular conhecida sédo diluidas em tampéo 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 india. Ap6s a coloragdo do gel, determinar a distancia de
migracdo de cada banda proteica (marcadores e bandas desconhecidas) a partir do bordo superior do
gel de separagédo e dividir cada uma dessas distancias de migracdo pela distancia percorrida pelo
corante de marcacdo. As distancias de migracdo, assim obtidas, sdo chamadas mobilidades relativas
das proteinas (em referéncia a frente de coloracdo) e, convencionalmente, representadas por Rf.
Construir um grafico usando os logaritmos da massa molecular relativa (Mr) dos padrdes proteicos
em funcdo dos Rf correspondentes. Os graficos obtidos sdo ligeiramente sigmoides. O calculo das
massas moleculares desconhecidas pode ser realizado por regressao linear, ou por interpolacdo a
partir da curva de variacéo de log (Mr) em funcédo do Rf, desde que os valores obtidos para as amostras
desconhecidas se situem na parte linear do grafico.

Validagéo do ensaio

O ensaio s6 sera valido se as proteinas utilizadas como marcadores de massa molecular distribuirem-
se em 80% do comprimento do gel e se, no intervalo de separacédo desejada (por exemplo, o intervalo
que cubra o produto e o seu dimero, ou o produto e as suas impurezas aparentadas) existir para as
bandas proteicas em causa uma relacdo 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 de impurezas, € conveniente

preparar uma solucdo padrdo correspondente a esse teor diluindo a solucdo problema. Se, por
exemplo, este limite for de 5%, a solugdo padrdo é uma diluicdo a 1:20 da solucdo problema. O
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eletroforetograma obtido com a solucgéo problema ndo apresenta nenhuma banda devido a impurezas
(além da banda principal) que seja mais intensa que a banda principal do eletroforetograma obtido
com a solugcdo padrdo. Desde que se opere em condicdes validadas, é possivel quantificar as
impurezas por normalizacdo em relacdo a banda principal, utilizando-se um densitdmetro integrador.
Nesse caso, é verificada a linearidade das respostas.

5.2.22.1 ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar (EC) é um método fisico de analise baseado na migracgéo, dentro de um capilar,
de solutos carregados, dissolvidos em uma solucéo eletrolitica, sob a influéncia de uma corrente
elétrica. Atualmente, a EC compreende uma familia de técnicas de separacdo eletrocinéticas que
separam substancias baseada, sobretudo, na diferenca de mobilidade eletroforética, particdo entre
fases, ponto isoelétrico, tamanho molecular, ou ainda, na combinacdo de uma ou mais destas
propriedades.

PRINCIPIOS GERAIS

Em EC, a separacéo é 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 funcdo do fluxo do eletrolito devido a superficie carregada na parede do capilar, sendo
chamado de fluxo eletrosmotico. A mobilidade eletroforética de um soluto (uep) esta relacionada a
caracteristicas especificas como tamanho molecular, forma e carga elétrica, bem como a propriedades
inerentes ao eletrolito no qual a migracdo ocorre (forca i6nica do eletrolito, pH, viscosidade e
presenca de aditivos). Sob a influéncia de tenséo, os solutos carregados migram através do eletrélito
com uma determinada velocidade, Vep, dada em cm/s, e calculada pela equacao:

q |74
Vep = & = () (7)

em que

ep = mobilidade eletroforética;

E = tensdo aplicada;

q = carga efetiva do soluto;

n = viscosidade do eletrolito;

r = raio de Stokes;

V = voltagem aplicada ao sistema;
L = comprimento total do capilar.

Quando um campo elétrico é aplicado ao longo do capilar, um fluxo de eletrélito é gerado no interior
do mesmo. A migracao de diferentes solutos ao longo do capilar em direcéo ao detector, independente
da presenca de carga idnica, indica que além da mobilidade eletroforética, esta envolvida uma forca
adicional. Caso ndo houvesse esta forca adicional, compostos com carga positiva migrariam pelo
capilar enquanto os anions permaneceriam a distancia do detector e os solutos neutros simplesmente
ndo migrariam. A forca adicional que direciona todos os solutos através do capilar é denominada de
fluxo eletrosmético (FEO) e possui papel importante nos diversos tipos de EC.

O FEO tem sua origem a partir da ionizac¢ao 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 eletrélito, formando uma camada interna na parede do capilar. A dupla camada
formada proxima a superficie do capilar € essencialmente estatica. A camada mais difusa, proxima a
dupla camada é movel e, sob acdo de uma tensdo elétrica, migra em direcdo ao catodo carreando



Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo 189

juntamente a agua de hidratacdo. 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 eletrosmotico ¢ dependente da mobilidade eletrosmotica (jeo) quUe, POr sua vez,
esta diretamente relacionada a densidade de carga da parede interna do capilar e as caracteristicas do
eletrolito. A velocidade do fluxo eletrosmotico (Veo) pode ser calculada pela equacgéo:

Veo = teo. E = (%)(%)

em que

€ = constante dielétrica do eletrdlito;

{ = potencial zeta da superficie do capilar;
n = viscosidade do eletrdlito;

V = voltagem aplicada ao sistema;

L = comprimento total do capilar.

As mobilidades eletroforética e eletrosmdtica de um soluto podem atuar na mesma dire¢cdo ou em
direcOes opostas, dependendo da carga (positiva ou negativa) do soluto e da velocidade do soluto (v),
conforme a equacéo abaixo:

A soma ou diferenca entre as duas velocidades é usada na dependéncia das mobilidades atuarem na
mesma dire¢do ou em direcOes opostas. Na eletroforese capilar, na sua forma mais usual, anions
migrardo em direcdo oposta ao fluxo eletrosmatico e suas velocidades serdo menores do que a
velocidade do fluxo eletrosmoético. Cations migrardo na mesma direcdo do fluxo eletrosmotico e suas
velocidades serdo maiores do que a velocidade do fluxo eletrosmético. Nesta condicdo, na qual existe
uma répida velocidade de fluxo eletrosmotico em relacdo & 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 injecao do capilar até a
janela de detec¢édo do capilar (comprimento efetivo do capilar) € definido pela equacéo:

l L(L)

t = =
Vep £ Veo V(.uep T .ueo)

em que

| = disténcia do terminal de injec&o do capilar até a janela de detecc¢do do capilar (comprimento efetivo
do capilar);

Vep = velocidade eletroforética;

Veo = velocidade do fluxo eletrosmatico.

A reprodutibilidade na velocidade de migragdo dos solutos esta diretamente relacionada a
manutencdo de um valor constante do fluxo eletrosmotico entre diferentes corridas eletroforeéticas.
Para algumas aplicacbes especificas, pode ser necessario reduzir ou mesmo suprimir o fluxo
eletrosmético por meio de modificacfes na parede do capilar ou na concentra¢do, composi¢do e/ou
pH da solucdo eletrolitica.
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Ap0s a introducdo da amostra no capilar, cada soluto da amostra migra junto ao eletrélito como uma
banda independente, conforme sua mobilidade intrinseca. Sob condicGes ideais, o Unico fator que
pode contribuir para o alargamento da banda é oriundo da difusdo molecular do soluto ao longo do
capilar (difusdo longitudinal). Neste caso, a eficiéncia da banda é expressa como numero de pratos
tedricos (N) de acordo com a equacgao:

_ (Bep t peo)- (VD)

N 2DL

em que

D = coeficiente de difusdo molecular do soluto no eletrélito;
Os demais termos foram abordados anteriormente.

A separacéo entre duas bandas pode ser alcancada pela modificacdo da mobilidade eletroforética dos
solutos, pelo fluxo eletrosmotico e pelo aumento da eficiéncia das bandas de cada soluto em analise.
A resolucdo pode ser calculada pela equacéo:

\/ﬁ(”epb ) Mf:pa)

Rs =
4(pep + Hheo)

em que

Lepa € pepb = mobilidades eletroforéticas de dois solutos a serem separados;
ueo = mobilidade do fluxo eletrosmotico;

pep = mobilidade eletroforética média dos solutos (M )

EQUIPAMENTO

Um equipamento de eletroforese capilar é composto por:

- uma fonte de alta voltagem;

- dois reservatodrios de eletrdlitos, mantidos no mesmo nivel, contendo solucgdes anddica e catodica;

- 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 deteccdo para alinhamento a determinados tipos
de detectores. Os terminais do capilar s&o imersos nos reservatdrios contendo as solugdes eletroliticas.
O capilar deve ser preenchido com a solucéo eletrolitica prescrita na monografia;

- sistema de injecdo da amostra de soluto(s) por acdo hidrodindmica ou eletrocinética. A escolha do
processo de injecdo e sua automacdo sdo imprescindiveis na analise quantitativa por eletroforese
capilar. A introducéo da amostra pelo modo eletrocinético deve levar em consideracdo a mobilidade
eletroforética intrinseca de cada soluto, permitindo adequada discriminacdo dos diferentes
componentes da amostra;
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- detector capaz de monitorar a quantidade de solutos que passam pelo segmento de deteccdo do
capilar em intervalo especifico de tempo. Os detectores mais usuais sdo baseados em
espectrofotometria de absorcdo (UV e UV-VIS) ou fluorimetria. Analises também podem ser
realizadas utilizando-se detectores eletroquimicos ou pelo acoplamento com a espectrometria de
massas;

- sistema de controle de temperatura capaz de manté-la constante no interior do capilar. Alteractes
de temperatura implicam em falta de reprodutibilidade na separagéo de solutos;

- sistema computadorizado para registro e integracdo dos eletroferogramas.

A monografia de cada substancia deve detalhar o tipo de capilar, as solucdes eletroliticas, 0 método
de pré-condicionamento, as condi¢des da amostra e da migracéo eletroforética.

A solugdo eletrolitica deve ser filtrada (filtro de 0,45 pum) para remover particulas e desaerada para
evitar a formacdo de bolhas que possam interferir no sistema de deteccdo ou interromper o contato
elétrico no capilar durante a migracédo eletroforética. Os métodos eletroforéticos devem estabelecer
um detalhado procedimento de lavagem do capilar entre cada corrida a fim de permitir tempos de
migracdo 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 diferencas apresentadas pela razao
carga/massa das espécies analisadas que migram como bandas a velocidades diferenciadas. Os solutos
sdo separados pela combinacdo entre a mobilidade eletroforética intrinseca e a magnitude do fluxo
eletrosmoético no capilar. Capilares recobertos internamente, com reduzido fluxo eletrosmaético,
podem ser utilizados para aumentar a capacidade de separacgéo 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 diferencas minimas em sua razdo massa/carga podem ser discriminadas. A técnica
também permite a separacdo de solutos quirais por meio da adi¢do de seletores quirais no eletrolito
de separacédo. A otimizacgédo da separacdo requer a avaliacdo de diferentes parametros instrumentais e
relacionados a solucéo eletrolitica.

PARAMETROS INSTRUMENTAIS

Voltagem - o tempo de separagdo é proporcional & voltagem aplicada. Todavia, um aumento na
voltagem usada pode ocasionar producdo de calor excessivo (efeito Joule), causando elevagédo da
temperatura e gradientes de viscosidade no eletrélito dentro do capilar, 0s quais sdo responsaveis pelo
alargamento da banda e reducéo na resolucéo dos solutos em analise;

Polaridade - a polaridade do eletrodo pode ser normal (anodo na admisséao e catodo na saida). Neste
caso o fluxo eletrosmotico move em direcdo ao catodo. Se a polaridade do eletrodo for revertida, a
direcdo do fluxo eletrosmdtico é contraria a saida e apenas solutos carregados com mobilidade
eletroforética superior ao do fluxo eletrosmético migram em direcdo a saida;
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Temperatura - o principal efeito da temperatura € observado na viscosidade e condutividade elétrica
do eletrolito. Alteraces nestas duas propriedades do eletrélito determinam diferengas na velocidade
de migracéo;

Capilar - o comprimento e diametro interno influenciam parametros analiticos como tempo de
migracao total dos solutos, eficiéncia das separacdes e capacidade de carga. Sob voltagem constante,
0 aumento do comprimento total e efetivo do capilar pode diminuir a corrente elétrica que, por sua
vez, determina 0 aumento no tempo de migragédo dos analitos. Capilares com menor diametro 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 anélise. O limite de detec¢do do
método também pode ser influenciado pelo didmetro interno, dependendo do volume de amostra
injetado e do sistema de deteccdo utilizado. A eficiéncia das separacGes também pode ser aumentada
pela reducdo do diametro 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 adsor¢do de eletrolitos
carregados com carga positiva) requer a modificacdo da composicdo do eletrolito para prevenir a
adsorcdo das proteinas. Alternativamente, € possivel recobrir a parede interna do capilar com um
polimero por meio de ligagdes 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, catibnica e anidnica estdo disponiveis
comercialmente.

PARAMETROS DA SOLUCAO ELETROLITICA

Natureza do tampdo e concentracdo - Os eletrélitos 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 distorcdo do pico eletroforético, é importante combinar
a mobilidade do ion do eletrdlito a mobilidade do soluto. A escolha do solvente da amostra é
importante para alcangar uma uniformidade do soluto, a qual permite 0 aumento da eficiéncia de
separacao e melhora a detec¢do. Além disso, um aumento na concentracdo do eletrélito em um pH
especifico determina a diminuicdo do fluxo eletrosmético e da velocidade do soluto.

pH do eletrdlito - O pH do eletrélito pode afetar a separacdo pela modificacdo da carga do soluto ou
de outros aditivos, bem como da alteracdo do fluxo eletrosmoético. A mudanga no valor do pH do
eletrolito acima ou abaixo do ponto isoelétrico de proteinas e peptideos influencia a separacéo destes
solutos, pela modificacdo da carga liquida de carater negativo para positivo. Em geral, um aumento
no pH do eletrolito ocasiona elevagéo do fluxo eletrosmatico.

Solventes orgéanicos - Solventes organicos, como alcool metilico, acetonitrila entre outros, podem ser
adicionados ao eletrélito aquoso para aumentar a solubilidade do soluto e/ou de outros aditivos
presentes no eletrdlito, ou ainda, influenciar o grau de ionizagdo dos solutos da amostra. A adi¢édo
destes solventes no eletrdlito geralmente provoca a reducéo do fluxo eletrosmotico.

Aditivos para separacgdes quirais - As separacdes enantioméricas devem ser realizadas pela adi¢éo
de seletores quirais ao eletrolito de corrida. Os seletores quirais mais utilizados séo as ciclodextrinas.
Porém, éteres coroa, polissacarideos e proteinas também podem ser empregados para esta finalidade.
A discriminacdo enantiomérica € regida por diferentes interacdes entre o seletor quiral e cada um dos
enantidmeros do soluto em analise. Assim, a escolha correta do seletor influencia diretamente a
resolucédo enantiomérica obtida para solutos quirais. Durante o desenvolvimento de um meétodo para
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separacao enantiomérica, é recomendavel testar ciclodextrinas de diferentes tamanhos de cavidade,
(a, b, g), ciclodextrinas modificadas com grupamentos neutros (metil, etil, hidroxialquil, etc.), ou com
grupamentos ionizaveis (aminometil, carboximetil, sulfobutiléter, etc.). A resolucdo de separagdes
quirais é igualmente controlada pela concentracao do seletor quiral, da composicéo e pH do eletrolito
e da temperatura de analise. Aditivos organicos, como alcool metilico e ureia, podem ser empregados
para modificar a resolugéo obtida.

5.2.22.1.2 CROMATOGRAFIA ELETROCINETICA MICELAR (CEM)

PRINCIPIO

Na cromatografia eletrocinética micelar, a separacdo ocorre em uma solugéo eletrolitica que contém
um tensoativo a uma concentracdo acima da concentracdo 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 particdo do soluto. E uma técnica que pode ser usada para a separacéo de solutos
neutros e/ou ionizados, mantendo a eficiéncia, velocidade e adequabilidade instrumental da
eletroforese capilar. O tensoativo aniénico dodecil sulfato de sddio (DSS) é um dos tensoativos mais
usados na CEM, apesar de outros também serem utilizados, como, por exemplo, tensoativos
catiénicos (sais de cetiltrimetilaménio).

Em pH neutro ou alcalino, um forte fluxo eletro-osmotico € gerado, movimentando os ions do
eletrélito de separacdo na direcdo do catodo. Se DSS for utilizado como tensoativo, a migracao
eletroforética da micela anidnica serd na direcdo oposta, em direcdo ao anodo. Como resultado, a
velocidade de migracdo micelar total é reduzida, em comparacéo ao fluxo da solucdo eletrolitica. No
caso de solutos neutros, uma vez que o analito pode estar distribuido entre a micela e o eletrélito, e
ndo ha mobilidade eletroforética, a velocidade de migracdo do analito dependera somente do
coeficiente de particdo entre a micela e o eletrolito. No eletroferograma, 0s picos correspondentes a
cada soluto neutro estdo sempre localizados entre o marcador de fluxo eletro-osmético e o da micela
(o tempo decorrido entre estes dois picos é chamado de janela de separacdo). Para solutos ionizados,
a velocidade de migracdo depende do coeficiente de particao 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 cromatogréfica.
Assim, a migracdo do soluto e a resolucdo podem ser representadas em termos de fator de retencéo
do soluto (k), também denominada de razdo de distribuicdo de massa (Dm), que € a relacdo entre
nimero de mols do soluto no interior da micela e na fase movel. Para uma substancia neutra, k pode
ser calculado através da seguinte equacao:

em que

tr = tempo de migracédo do soluto;

to = tempo de migragdo de um soluto n&o retido (determinado pela inje¢cdo de um marcador de fluxo
eletro-osmatico que ndo se liga a micela, por exemplo, alcool metilico);

tmc = tempo de migracgéo da micela (determinado pela injegédo de um marcador de micela, como Sudan
111, o qual migra continuamente associado a micela ao longo da migracao eletroforética);

K = coeficiente de particdo do soluto;

Vs = volume da fase micelar;

Vwm = volume da fase movel;
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Igualmente, a resolucgdo entre 2 picos adjacentes (Rs) é dada por:

zﬁ a—1 ky 1_(t_0)

th
X X X
4 a kb+1 1+ka><(t—0)

th

R

em que

N = namero de pratos tedricos de cada soluto;
a = seletividade;
ka e ko = fatores de retencao para ambos solutos respectivamente (kb > Kka).

De forma similar, porém ndo idéntica, as equacdes fornecem valores de k e Rs para solutos com carga.
OTIMIZACAO

O desenvolvimento de métodos por CEM envolve parametros instrumentais e da solucéo eletrolitica:
Parametros instrumentais

Voltagem - O tempo de separacdo € inversamente proporcional a voltagem aplicada. Todavia, um
aumento na voltagem pode causar producéo excessiva de calor, elevando os gradientes de temperatura
e viscosidade do eletrolito na secdo transversal do capilar. Este efeito pode apresentar impacto
relevante em eletrélitos que apresentem maior condutividade, como aqueles que contém sistemas
micelares. Os sistemas que apresentam menor capacidade de dissipacdo do calor determinam
alargamento das bandas e menor resolucéo entre os picos.

Temperatura - Alterac6es na temperatura do capilar afetam o coeficiente de parti¢cdo do soluto entre
o eletrolito e as micelas, a concentracdo micelar critica e a viscosidade do eletrolito. Estes parametros
influenciam diretamente no tempo de migracdo dos solutos durante a separacdo eletroforética. A
utilizacdo de um adequado sistema de refrigeracdo aumenta a reprodutibilidade do tempo de migracéo
dos solutos.

Capilar - As dimensoes 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 migracdo e melhora a eficiéncia de
separagdo. O diametro interno do capilar controla a dissipagdo do calor (em um dado eletrdlito e
corrente elétrica) e consequentemente o alargamento das bandas dos solutos.

Parametros da solucéo eletrolitica

Natureza do tensoativo e concentracdo - A natureza do tensoativo, de forma anadloga a fase
estacionaria em cromatografia, afeta a resolucdo, pois modifica a seletividade da separagédo. O log k
de uma substancia neutra aumenta linearmente com a concentracao do tensoativo na fase movel. Visto
que a resolucdo em CEM alcanga um méximo quando k apresenta valor proximo a

Y tmc/to

Modificacbes na concentracdo de tensoativo presente na fase movel determinam alteragdes na
resolucédo das bandas.
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pH do eletrolito - o pH n&o altera o coeficiente de particdo de solutos ndo ionizados, mas pode
determinar mudancas no fluxo eletro-osmatico em capilares nao recobertos. Uma diminuicao no pH
do eletrolito reduz o fluxo eletro-osmotico, proporcionando um aumento na resolugdo dos solutos
neutros e no tempo de anélise.

Solventes organicos - solventes organicos (alcool metilico, propanol, acetonitrila) podem ser
adicionados a solugdo eletrolitica para melhorar a separacdo de solutos hidrofébicos. Em geral, a
adicdo destes modificadores reduz o tempo de migracéo e a seletividade da separacdo. O porcentual
de solvente orgéanico adicionado deve levar em consideracdo a concentracdo 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 fenébmeno de particdo. A dissociagéo de
micelas na presenca de porcentuais elevados de modificador ndo significa necessariamente melhores
resultados na separacdo. Em determinadas situagdes, a interacdo hidrofdbica entre o0 monémero do
tensoativo e solutos neutros formam complexos solvofébicos que podem ser separados
eletroforeticamente.

Modificadores para separacOes quirais - a separacdo de enantiomeros em CEM pode ser obtida
atraves da inclusdo de seletores quirais ao sistema micelar, ligados covalentemente ao tensoativo ou
adicionados ao eletrdlito de separacdo. Micelas que possuem ligacdes com propriedades de
discriminacao quiral incluem sais de N-dodecanoil- L — aminoacidos, sais biliares, entre outros. A
resolugdo quiral também pode ser obtida por meio de seletores quirais, tais como as ciclodextrinas,
adicionadas diretamente as solucdes eletroliticas que contém tensoativos ndo quirais.

Outros aditivos - A seletividade pode ser modificada através de varias estratégias, por adicdo de
substancias quimicas ao eletrélito. A adicdo de diversos tipos de ciclodextrinas ao eletrélito também
pode ser utilizada para reduzir interacdo de solutos hidrofébicos com a micela, aumentando assim a
seletividade para este tipo de soluto.

A adicdo de substancias capazes de modificar as interacfes soluto-micela por adsorcdo nesta ultima
tem sido usada para aumentar a seletividade das separacdes em CEM. Estes aditivos podem ser um
segundo tensoativo (ibnico ou ndo ibnico) que originam mistura de micelas ou cations metalicos que
dissolvem a micela formando complexos de coordenagdo com os solutos.

QUANTIFICACAO

As areas sob os picos devem ser divididas pelo tempo de migracdo correspondente para fornecer a
area correta com o objetivo de:

- compensar o0 deslocamento no tempo de migragédo entre corridas, reduzindo assim a variacdo da
resposta;

- compensar as diferentes respostas dos componentes da amostra com diferentes tempos de migragao.

Quando um padrdo interno é utilizado, deve-se verificar se nenhum pico de soluto a ser analisado
apresenta sobreposicdo ao pico do padréo interno.

CALCULOS
O teor do componente (ou componentes) em anéalise deve ser calculado a partir dos valores obtidos.

Quando prescritos, o teor porcentual de um ou mais componentes da amostra a ser analisada é
calculado pela determinacéo da area corrigida (s) do pico (s) como uma porcentagem do total das
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areas corrigidas de todos os picos, excluindo aqueles resultantes de solventes ou reagentes
adicionados (processo de normalizacdo). E recomendavel a utilizacdo de um sistema de integracao
automatica (integrador ou sistema de aquisicao 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 retencdo (k) (apenas para cromatografia eletrocinética micelar),
namero aparente de pratos tedricos (N), fator de simetria (As) e resolucdo (Rs). As equagdes que
permitem calcular os valores de N e Rsatravés dos eletroferogramas séo fornecidas abaixo.

NUamero aparente de pratos tedricos

O numero aparente de pratos tedricos (N) pode ser calculado usando a expressao:
t 2
N =554 x (—R>
Wh

em que

tr = tempo de migracdo ou distancia da linha de base a partir do ponto de injecdo até a linha
perpendicular do ponto méximo do pico correspondente ao componente;
Wh = largura do pico a meia altura

Resolucdo

A resolucdo (Rs) entre picos de alturas similares de 2 componentes pode ser calculada usando a
expressao:

_ 1,18 X (tgy — tgr1)
Wh1 + Who

S

tr2 >t
em que

tr1 e tr2 = tempos de migracdo ou distancias da linha de base a partir do ponto de injecdo até a linha
perpendicular do ponto méximo de dois picos adjacentes
Wh1 e Wh2 = largura dos picos a meia altura

Quando apropriado, a resolucdo pode ser calculada atraves da medida da altura do vale (Hv) entre 2
picos parcialmente resolvidos em uma preparacéo padrao e a altura do pico menor (Hp), calculando a
razéo pico/vale (p/v):

SHAS
oT

H,
Fator de simetria

O fator de simetria (As) de um pico pode ser calculado usando a expressao:
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_ Wo,05
2d

em que

wo,05 = largura do pico determinada a 5% do valor da altura;
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 padréo das areas ou da razéo area/tempo de migragéo) e
para repetibilidade do tempo de migracdo (desvio padrdo do tempo de migracdo) séo introduzidos
como parametros de adequabilidade. A repetibilidade do tempo de migracao fornece um teste para
adequabilidade de procedimentos de lavagem do capilar. Uma prética alternativa para evitar a falta
de repetibilidade do tempo de migracédo € usar o tempo de migracéo relativo a um padrdo interno.

Um teste para verificar a razdo sinal/ruido de uma preparacdo padrao (ou a determinacéo do limite de
quantificacdo) também pode ser Util para a determinacdo de substancias relacionadas.

Proporcéo sinal:ruido
Os limites de deteccdo e quantificacdo correspondem a razdo sinal:ruido de 3 e 10, respectivamente.
A proporgéo sinal:ruido (S/N) é calculada usando a expresséo:

S 2H
N h
em que

H = altura do pico correspondente ao componente especifico, no eletroferograma obtido com a
solucdo referéncia, medida a partir do maximo 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 apds injecdo do branco, observado a
uma distancia igual a 20 vezes a largura a meia altura do pico no eletroferograma obtido com a solucéo
referéncia, e se possivel, localizado préximo do tempo de retencdo onde este pico seria encontrado.

5.2.23 ANALISE ENANTIOMERICA

FARMACOS QUIRAIS

Os enantibmeros geralmente exibem diferentes propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas devido
aos principais alvos moleculares, como proteinas, cidos 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 é indicado como analgésico.

Devido ao reconhecimento da importancia do uso clinico de farmacos enantiomericamente puros no
tratamento de diversas doencas, as industrias farmacéuticas sdo incentivadas constantemente a
disponibilizar farmacos resolvidos em quantidades industriais.
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Para garantir a seguranca e a eficiéncia dos farmacos disponiveis e em desenvolvimento, é necessario
resolver os enantibmeros e examinar cada um quanto as atividades farmacoldgicas e toxicolégicas.
Apds a identificacdo do enantidmero mais ativo (eutbmero) deve-se avaliar 0 excesso enantiomerico
do eutdbmero desde a sintese até o consumo para garantir a qualidade do medicamento.

SEPARACAO E DETERMINAGCAO ENANTIOMERICA DE FARMACOS

A separacdo, ou resolucdo, de enantidmeros por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)
comecou 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
estacionarias quirais para resolucéo de farmacos racémicos.

A CLAE é considerada uma das técnicas mais eficientes para a separacéo, a detec¢éo e a quantificacdo
de farmacos. O uso de fase estacionaria quiral (FEQ) adequada torna-se um poderoso método para a
separacao dos enantiémeros.

A resolucdo cromatografica dos enantibmeros pode ser alcancada por varios métodos, todavia, é
sempre necessario o uso de algum tipo de discriminador ou seletor quiral. O método indireto e o direto
séo os dois caminhos para separacdo dos enantidmeros utilizando cromatografia a liquido.

No método indireto, os enantibmeros sdo convertidos em diastereoisdmeros pela reacdo com uma
substancia quiral. Os diastereoisdbmeros sao substancias que apresentam propriedades fisico-quimicas
diferentes e, portanto, podem ser separados utilizando-se fase estacionaria ndo quiral.

O método indireto foi largamente utilizado no passado. Entretanto, apresenta limitacbes como a
necessidade do isolamento da substancia de interesse e sua derivatizacdo. Esses fatos dificultam o
desenvolvimento do processo automatizado para grande nimero de amostras. Além disso, a pureza
enantiomérica dos agentes derivatizantes é importante para evitar falsos resultados. Outra limitagdo
sdo as diferentes velocidades e/ou constantes de reacdo para 0s enantidmeros ja que os estados de
transicdo reacionais sdo diastereocisoméricos 0 que pode resultar em propor¢cdo diferente da
composicao enantiomérica inicial.

No método direto, a mistura de enantidmeros a ser resolvida é injetada diretamente no cromatografo.
Para a separagdo dos enantibmeros pode-se utilizar uma FEQ, ou um solvente quiral, ou uma fase
movel com aditivo quiral. A resolucéo ocorre devido a formagdo de complexos diastereoisoméricos
entre a mistura enantiomérica e o seletor quiral utilizado para a resolugdo. O uso de FEQ é hoje o
método mais empregado para resolucdo por CLAE.

Nas tabelas a seguir (Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5) sdo apresentadas as principais classes de fases
estacionarias utilizadas para a resolucdo de misturas racémicas e alguns exemplos de seletores quirais
em cada classe. Consultar o fabricante para a indicagdo 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-o-amino-2,2-dimetil-4-
pentenila
DNB-tetraidrofenantreno
Naftiletilamida
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* A maioria das colunas do tipo Pirkle sdo disponiveis nas duas formas enantioméricas.

Tabela 2 - Fases estacionarias quirais do tipo proteina.
Discriminador quiral
aa-Glicoproteina cida

Albumina sérica bovina
Albumina sérica humana
Celobioidrolase |
Pepsina
Ovomucoide

Tabela 3 - Fases estacionarias quirais do tipo cavidade ou incluséo.
Discriminador quiral
a-Ciclodextrina
B-Ciclodextrina
y-Ciclodextrina
O-(S)-2-Hidroxipropil-p-ciclodextrina
O-(R/S) 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina
0O-(S)-Naftiletilcarbamoil-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 estacionarias quirais do tipo antibiticos macrociclicos.
Discriminador quiral
Vancomicina
Teicoplanina
Ristocetina

5.2.24 CONDUTIVIDADE DA AGUA

A condutividade elétrica da agua é uma medida do fluxo de elétrons, o qual é 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 didéxido de carbono, dissolvem-se em
agua e interagem para formar ions que afetam a condutividade e o pH da &gua. Esses ions e sua
condutividade resultante podem ser considerados como intrinsecos a 4gua. A exposicao da amostra a
atmosfera pode alterar a condutividade/resistividade, devido a perda ou ganho de gases dissolvidos.

O ion cloreto e 0 ion am6nio 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 utilizacdo em aplicacfes farmacéuticas.

As condutividades combinadas dos ions intrinsecos secos e dos ions externos variam em funcéo do
pH e sdo a base para as especifica¢Oes da condutividade descritas na Tabela 3 e empregadas quando
realizada a etapa 3 do teste. Duas etapas preliminares sdo incluidas neste teste. Se as condic¢des do
teste e os limites de condutividade s&o atendidos em qualquer uma destas etapas preliminares (Etapas
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1 e 2), a 4gua satisfaz as exigéncias deste teste e ndo é necessaria a aplicacdo da Etapa 3. Somente no
caso de a amostra ndo obedecer as exigéncias da Etapa 3, a &gua € julgada como ndo conforme com
0s requerimentos do teste de condutividade.

INSTRUMENTACAO E PARAMETROS OPERACIONAIS

A condutividade da dgua deve ser medida utilizando-se instrumentos calibrados com resolucao de 0,1
uS/cm. O termdmetro deve ter divisdes de 0,1 °C e cobrir a faixa de 23 °C a 27 °C. Os eletrodos
devem ser mantidos conforme a recomendacéo 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 solucio de KCI de referéncia
descrita na Tabela 1. Normalmente a verificacdo é realizada utilizando-se somente uma solucédo de
referéncia; nesse caso, utilizar a solucdo 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 solucéo de referéncia.

Calibragdo: conforme instrucGes do fabricante. A maioria dos equipamentos de multiplas escalas
possui um dnico ponto calibracdo, logo é necessario calibrar sempre que usar uma escala diferente.
A leitura obtida deve estar entre £0,1 mS/cm do valor nominal da solucéo de referéncia.

Para a calibracdo do condutivimetro, utilizar as solucdes de referéncias descritas a seguir.

Solucéo A (0,01 M): pesar exatamente 0,7455 g de cloreto de potassio seco a 105 °C durante duas
horas, transferir para baldo volumétrico de 1000 mL, completar o volume com agua e homogeneizar.

Solucéo B (0,005 M): pipetar 50 mL da Solucéo A para baldo volumétrico de 100 mL, completar com
agua e homogeneizar.

Solucéo C (0,001 M): pipetar 10 mL da Solucéo A para baldo volumétrico de 100 mL, completar com
agua e homogeneizar.

Solucéo D (0,0005 M): pipetar 5 mL da Solugéo A para baldo volumétrico de 100 mL, completar com
agua e homogeneizar.

Solucgéo E (0,0001 M): pipetar 5 mL da Solugéo A para baldo volumétrico de 500 mL, completar com
agua e homogeneizar.

Nota 1: para o preparo das solugdes acima, utilizar sempre agua isenta de dioxido de carbono com
condutividade inferior a 0,10 uS. em™.

Nota 2: ndo utilizar compensacéo de temperatura e manter as solugdes de referéncia a 25 °C durante
a leitura.

Tabela 1 - Condutividade das solugdes de cloreto de potéassio (25 °C).

Concentracéo Condutividade

Solugdo (mol/L) (uS/cm)
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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 &gua para
injetaveis. Alternativamente, a Etapa 1 pode ser realizada (com modificacdes apropriadas, de acordo
com o item 1 da Etapa 1) usando-se instrumentagdo do tipo “em linha” que tenha sido calibrada
apropriadamente, cujas constantes de célula tenham sido exatamente determinadas e cujas funcdes de
compensagdo de temperatura tenham sido desabilitadas. A adequabilidade de tais instrumentos “em
linha’’ para testes de controle de qualidade é também dependente da localizacdo no sistema de agua.
Evidentemente, 0 posicionamento do instrumento precisa refletir a qualidade da dgua que seré usada.

Etapa 1
1 Enxaguar a célula com pelo menos trés por¢des da amostra.

2 A determinacao deve ser realizada em recipiente apropriado ou como determinagdo “em linha”. O
valor obtido deve ser inferior a 1,3 uS/cm, na temperatura de (25,0 £ 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 é o limite.
(N&o interpolar).

4 Se o valor de condutividade medido ndo é maior que o valor correspondente na Tabela 2, a agua
atende as exigéncias para a condutividade. Porém, se o valor medido é maior que o da tabela, proceder
a determinacdo de acordo com a Etapa 2.

Tabela 2 - Valores limites para condutividade de acordo com a temperatura (somente para valores de
condutividade sem compensacio de temperatura).

Temperatura (°C) | Condutividade (uS/cm)
0 0,6
5 0,8
10 0,9
15 1,0
20 11
25 1,3
30 14
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
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95 2,9
100 3,1

Etapa 2

1 Transferir quantidade suficiente de &gua (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 mudanca na condutividade devido a absorcao de didxido de carbono
atmosférico ¢ menor que 0,1 uS/cm por cinco minutos, registrar a condutividade.

2 Se a condutividade ndo é maior que 2,1 puS/cm, a agua obedece as exigéncias para o teste de
condutividade. Se a condutividade ¢ maior que 2,1 uS/cm, proceder conforme a Etapa 3.

Etapa 3

Realizar este teste no maximo cinco minutos apos a Etapa 2 com a mesma amostra, mantendo sua
temperatura a (25 + 1) °C. Adicionar solucédo saturada de cloreto de potassio (0,3 mL para 100 mL
de amostra) e determinar o pH com precisdo de 0,1 unidade, de acordo com Determinacédo do pH
(5.2.19). Utilizando a Tabela 3, determinar o valor limite para a condutividade de acordo com o pH.

Tabela 3 - Valores limites de condutividade de acordo com o pH (somente para amostras mantidas em
atmosfera e temperatura equilibradas).

pH | Condutividade (uS/cm)
50 4,7
51 4,1
5,2 3,6
53 3,3
54 3,0
55 2,8
5,6 2,6
5,7 2,5
5,8 2,4
59 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

Apds 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 estiver fora da faixa de 5 a 7, a 4gua ndo atende o teste para condutividade.

AGUA ULTRAPURIFICADA

Para a agua ultrapurificada, em geral, os condutivimetros ou resistivimetros instalados nos
equipamentos de purificacdo de &gua possuem um circuito de compensacéo da temperatura para 25,0
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°C e fornecem a leitura direta. Esses equipamentos devem ser calibrados periodicamente. A
condutividade da agua ultrapurificada deve ser de 0,055 puS/cm a 25,0 °C (resistividade > 18,0
MOhm.cm) para uma aplicacédo especifica.

Alternativamente, caso o equipamento ndo forneca a leitura direta da condutividade, proceder
conforme abaixo:

1 Enxaguar a célula com pelo menos trés por¢des da amostra.

2 Determinar simultaneamente a temperatura e a condutividade da agua sem compensacgao automatica
da temperatura. A determinacdo deve ser realizada em recipiente apropriado ou como determinacao
“em linha”. O valor obtido deve ser inferior a 0,055 uS/cm, na temperatura de 25,0 °C + 0,1 °C.

3 Na Tabela 4, 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 é o limite.
(Nao interpolar)

4 Se o valor de condutividade medido ndo é maior que o valor correspondente na Tabela 4, a 4gua
ultrapurificada atende as exigéncias para a condutividade.

Tabela 4 - valores limites para condutividade de acordo com a temperatura (somente para valores de
condutividade sem compensacio 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 LIQUIDOS
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
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atingir, nos tubos, uma altura de 40 mm. Cinco minutos ap0s o preparo da suspensao de referéncia,
comparar o contedo 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 | seja facilmente distinguida da
agua e da suspensao de referéncia Il.

Um liquido é considerado limpido quando, ao ser examinado nas condic¢Ges anteriormente descritas,
sua transparéncia corresponde a da agua ou a do solvente utilizado, ou quando sua opalescéncia nao
é mais pronunciada que a da suspenséo de referéncia I.

Padrao de opalescéncia

Dissolver 1 g de sulfato de hidrazina em agua, completar o volume para 100 mL com o mesmo
solvente e homogeneizar. Deixar em repouso por quatro a seis horas. Adicionar 25 mL dessa solucéo
a uma solugdo contendo 2,5 g de metenamina em 25 mL de agua. Misturar bem e deixar em repouso
por 24 horas. Essa suspensdo é estavel por dois meses se conservada em recipiente de vidro, com
superficie livre de defeitos. A suspensdo ndo deve aderir as paredes do recipiente e deve ser,
vigorosamente, agitada, no recipiente original, antes do uso. Para o preparo do padrdo de
opalescéncia, diluir 15 mL da suspensao para 1000 mL com agua. O padréo de opalescéncia deve
ser preparado no momento do uso e pode ser conservado por, no maximo, 24 horas.

Tabela 1 - Preparo das suspensdes de referéncia.

Suspenséo de referéncia | I | 1 | "l | I\
Padrdo de opalescéncia (mL) 5 10 30 50
Agua (mL) 95 90 70 50
5.2.26 ALCOOMETRIA

Alcoometria é a determinagdo do grau alcoodlico ou titulo etandlico 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 alcool etilico a 20 °C contido em 100 volumes dessa mistura a mesma temperatura. E
expresso em % (V/v).

O titulo alcoométrico ponderal é expresso pela relagéo entre a massa de alcool etilico contida em uma
mistura de &gua e alcool etilico e a massa total dessa. E expresso em % (p/p).

O alcool etilico contém, no minimo, 95,1% (v/v), correspondendo a 92,55% (p/p) €, N0 Maximo,
96,9% (Vv/v), correspondendo a 95,16% (p/p) de C2HsO a 20 °C. O alcool etilico absoluto contém, no
minimo, 99,5% (v/v), correspondendo a 99,18% (p/p) de C2HsO a 20 °C. Esses valores podem ser
observados na tabela alcoométrica (Anexo D).

DETERMINACAO DO GRAU ALCOOLICO OU TITULO ALCOOMETRICO

O alcodmetro centesimal se destina a determinacédo do grau alcodlico das misturas de agua e alcool,
indicando somente a concentragdo do alcool em volume e expresso pela sua unidade de medida, grau
Gay-Lussac (°G.L.).

As determinacdes do alcodmetro sdo exatas somente para a mistura de agua e alcool a 20 °C, na qual
o0 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.
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A determinacéo do grau alco6lico das misturas de agua em volume é realizada pelo alcodmetro.

Para a determinacdo do grau alcoolico das misturas de dgua e alcool em massa, pode ser utilizado o
método da densidade relativa ou verificada a graduacdo na tabela alcoométrica apds a determinacéo
pelo alcodmetro.

5.2.27 ANALISE TERMICA

A andlise térmica é um conjunto de técnicas que possibilitam medir as propriedades fisico-quimicas
de uma substancia em funcdo da temperatura. As técnicas mais comumente utilizadas sdo as que
medem as variagdes de energia ou de massa de uma substancia.

TERMOGRAVIMETRIA (TG)

A termogravimetria é a técnica de andlise térmica em que a variacdo de massa da amostra €
determinada como uma funcédo da temperatura, ou tempo de aquecimento, utilizando um programa
controlado de temperatura.

Aparelhagem

E constituido basicamente de uma termobalanca que é uma associacdo entre o forno elétrico e uma
balanca eletrénica 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.

Calibracéo e/ou afericédo da termobalanca. Transferir uma quantidade adequada de oxalato de calcio
monoidratado SQR no porta-amostra. A termobalanca indicara com grande precisdo e exatidao a sua
massa. Empregar a razdo de aquecimento de 10 °C/minuto e aquecer a amostra até 900 °C. Ao finalizar
0 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. Determinar, 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 calcio monoidratado SQR sdo calculadas,
estequiometricamente, a partir das trés etapas de perdas de massas devido as sucessivas liberaces
de: a) H20; b) CO; c) CO2. A verificagdo da escala de temperatura pode ser realizada utilizando a
técnica do gancho metalico fundivel (In, Pb, Zn, Al, Ag e Au) de acordo com as indicagdes do
fabricante.

Procedimento

Utilizar o mesmo meétodo descrito para calibracdo 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 0s 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 cd situa-se o patamar
final. O intervalo bc corresponde ao intervalo reacional. Para calcular a perda de massa da amostra
nacurva TG, utiliza se a comparagdo com a curva DTG para maior precisao na localiza¢do dos pontos
b e c. Tragar os prolongamentos dos patamares inicial e final da curva TG no eixo das ordenadas
utilizando os pontos b e c. A distancia medida corresponde a perda de massa (Dm) da amostra. As
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projecdes 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 porcentagem da relagéo p/p.

Nota 1: é necessaria a obtencdo de uma curva do ensaio em branco (aquecimento nas mesmas
condicdes experimentais empregando-se 0 porta-amostra vazio) antes do ensaio da amostra para
subtracéo de linha base.

Nota 2: no caso da utilizacdo frequente do aparelho, realizar, regularmente, verificacdo e/ou
calibracdo. Em caso contrario, realizar essas operac0es antes de cada determinacéao.

Nota 3: como a atmosfera pode afetar os resultados, sdo registradas a vazao e a composi¢ao do gas
para cada ensaio.

Patamar sucial
{massa constante ) patamar (il

{ meissn Constante

a1

Perda de massa ——

(i W) By

-—
[

T, T
4— Tempermbua (V) ————————

Figura 1 - Exemplo da curva termogravimétrica e suas medidas.
Aplicactes

A determinacao da variacdo da massa para uma substancia em determinados intervalos de temperatura
pode ser utilizada para avaliacdo do comportamento térmico; determinacgdo do teor de umidade e/ou
solventes; determinacdo da temperatura de ebulicdo e sublimacdo; determinacdo da temperatura de
decomposicdo térmica e determinacdo do teor de cinzas.

CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial € uma técnica que possibilita avaliar os fenémenos
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 funcdo da temperatura e/ou tempo de aquecimento sob um
programa controlado de temperatura. A amostra e o material de referéncia sdo mantidos a
aproximadamente a mesma temperatura durante o experimento. Podem-se determinar as variagdes de
entalpia; as mudancas de calor especifico e a temperatura de eventos endo e exotérmicos. De acordo
com o método de medicéo utilizado, ha duas modalidades: 0 DSC com compensacao de poténcia e 0
DSC com fluxo de calor.

APARELHAGEM

O DSC com compensacédo de poténcia é constituido por uma célula calorimétrica que contém dois
fornos, um para o material de referéncia e o outro paraa amostra. O DSC com fluxo de calor constitui-
se por uma célula calorimétrica contendo um unico forno que dispde de um sensor calorimétrico para
a referéncia e amostra. Os equipamentos comportam um dispositivo de programagao controlada da
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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.

Calibragéo e/ou afericdo 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 indicagdes do fabricante. Para o ajuste da linearidade, utiliza-se uma combinacéo de
dois metais como o indio e 0 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 razdo de aquecimento. Iniciar o aquecimento. Apos 0
ensaio, registrar a 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 variacdo entalpica entre os pontos acd. O ponto de intersec¢do b, referente ao
prolongamento da linha de base com a tangente no ponto de maior inclinacdo (ponto de inflexao) da
curva, corresponde a temperatura onset (inicio extrapolado do evento, Tonset), empregado em eventos
de fusdo como a temperatura inicial da mudanca de estado. O fim do evento térmico é marcado pelo
ponto ¢ (Tpico). NO entanto, para finalidades de calculo da &rea da curva, considera-se 0 ponto d (Tfinal).
A variacdo de entalpia (AH) do fenémeno é proporcional a area sob a curva limitada pelos pontos
acd, sendo determinado o fator de proporcionalidade a partir da determinacéo da entalpia de fusdo de
uma substancia padréo conhecida (indio, por exemplo) nas mesmas condi¢6es de trabalho. Cada curva
termo analitica é registrada contendo os seguintes dados: indicacdo da ultima calibracdo, tamanho e
identidade da amostra, tipo de porta-amostra, material de referéncia, atmosfera (vazdo e composicao
do gas), taxa de aquecimento e sensibilidade da célula calorimétrica.

C

#4———  Fluxo de calar
Endo

T Tanze=t Tpi:c- T+
-+ Temperatura *C)

Y

Figura 2 - Exemplo de uma curva DSC tipica e suas medidas.
Aplicagdes

A avaliagéo do fluxo de calor diferencial referente as variacdes de capacidade térmica e da entalpia
das transicOes de fase de uma substancia em funcdo da temperatura pode ser utilizada para a
determinacédo do ponto e faixa de fusdo; determinacdo da temperatura de sublimacéo, evaporacao e
solidificacdo; determinacdo da temperatura de transicdo vitrea; avaliacdo de polimorfismo,
construcdo de diagrama de fases, determinacdo da pureza (exceto as substancias amorfas, 0s
polimorfos instaveis na faixa da temperatura experimental, os compostos que fundem com
decomposicdo térmica e as substancias que possuem pureza inferior a 95%).
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Determinacéo de pureza

O método é baseado no fato de que a presenca de pequenas quantidades de impurezas num dado
material diminui o seu ponto de fusédo e alarga a sua faixa global de fusdo. A Figura 3 ilustra esse
comportamento para trés amostras hipotéticas, uma delas é a padréo e as outras duas contem pequenas
quantidades de impurezas.

Fluno do calar

lﬁ

“ag g%

Termnperatura () @ ———————»

Figura 3 - Exemplo de curvas DSC de uma amostra hipotética com diferentes teores de pureza.

Baseando-se na equagdo de van’t Hoff (Equacdo 1), é possivel a determinacdo da fracdo molar das
impurezas X2 (nimero de mols das impurezas pelo total de nimero de mols da amostra), considerando
que ndo ha formacao de fase sélida durante a fuséo.

_ (To_Tm)A
Xo="prz
o

(Equacéo 1)

em que Tmrepresenta a temperatura de fusdo da amostra; To € 0 ponto de fusdo da substancia pura em
Kelvin; R é a constante dos gases (8,3143 J.K. mol?l); AHré o calor de fusdo do principal
componente expresso em J.mol ™.

Quando néo ha formacéo de fase solida, a concentracdo de impureza na fase liquida, em uma dada
temperatura durante a fusdo, é inversamente proporcional & fracdo fundida nessa temperatura e a
diminuicdo do ponto de fusdo é diretamente proporcional a fragdo molar de impureza. O grafico da
temperatura da amostra (Ts) versus o inverso da fragdo fundida (1/F), na temperatura Ts, resulta em
uma reta com inclinacédo igual a diminuicéo do ponto de fusdo (To- Tm). O ponto de fusdo tedrico da
substancia pura pode ser obtido por extrapola¢do quando 1/F = 0.

_ RT2X,(1/F)

T, =T, v

(Equagéo 2)

Substituindo-se os valores experimentais obtidos para To- Tm, AHfe To na equacéo 1, é possivel
calcular a fracdo molar das impurezas na amostra.

5.2.28 DETERMINACAO DA OSMOLALIDADE
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A osmolalidade é uma unidade de concentragédo que se refere ao numero de particulas osmoticamente
ativas de soluto presentes em um quilograma de solvente e fornece uma medida da contribuicdo de
varios solutos presentes na solucdo para a pressao osmotica. Uma aproximacdo aceitavel da
osmolalidade em solugdo aquosa ¢ dada por: € m= vm®, se 0 soluto ndo é ionizado, v=1; no entanto
Vv € 0 numero total de ions sempre presente ou formado pela lise da solugdo de uma molécula de
soluto; m = molalidade da solucéo, que é o nimero de mols do soluto por quilograma de solvente; ®
= coeficiente osmatico molar o qual é quantificado da interagéo entre ions de carga oposta da solucéo.
E dependente do valor de m. Se a complexidade da solu¢io aumenta, F comegca a ser dificil de medir.
A unidade de osmolalidade € osmol por quilograma (osmol/kg), mas o submultiplo miliosmol por
quilograma (mosmol/kg) é normalmente usado.

De outra forma descrita, a osmolalidade é determinada pela medida da diminui¢do do ponto de
congelamento. Existe uma relacdo entre a osmolalidade e a diminuicdo do ponto de congelamento
AT:

em= AT /1,86 x 1000 mosmol/kg
EQUIPAMENTO

O equipamento — Osmometro - consiste de: contéiner refrigerado para a medida; sistema de medicéao
de temperatura munido de um termosensor, com um dispositivo de medicao de diferentes potenciais
que pode ser graduado para a diminuicdo da temperatura ou diretamente na osmolalidade; e deve ser
incluido um recurso para homogeneizar a solucao.

PROCEDIMENTO

Preparar a solugdo referéncia conforme descrito na Tabela 1. Determinar o zero do equipamento
usando agua. Calibrar o equipamento usando a solucao de referéncia: pipetar 50 a 250 pLL da amostra
a ser analisada; transferir para a célula de medicdo e iniciar o sistema de resfriamento. Normalmente,
um dispositivo de homogeneizar ¢ programado para operar a temperatura abaixo da esperada da
diminuicdo crioscopica para prevenir super resfriamento. Um dispositivo indica quando o equilibrio
é alcancado. Antes de cada medicdo rinsar a célula de medicdo com a solucdo a ser examinada.

Tabela 1 - Informagdes para preparar-se a solucéo de referéncia para a calibragdo do Osmémetro.

Massa em g da

solucéo de cloreto | Osmolalidade real Osmolalidade Coeficiente Diminuicéo

de sddio por kg de (mosmol/kg) ideal (mosmol/kg) osmético molal crioscopica (°C)
agua
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 operacdo com a amostra teste. Ler diretamente a osmolalidade ou calcular
pela medicdo da diminuigdo do ponto de congelamento. O teste é considerado valido quando o valor
encontrado esta entre dois valores da escala de calibragéo.
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5.2.29 ENSAIOS FISICOS E FISICO QUIMICOS PARA GORDURAS E
OLEOS

5.2.29.1 DETERMINACAO DA DENSIDADE RELATIVA

Proceder conforme descrito em Determinacéo da densidade de massa e densidade relativa (5.2.5).
5.2.29.2 DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE FUSAO

Proceder conforme descrito em Determinacéo da temperatura e faixa de fusdo, Método 111 (5.2.2).
5.2.29.3 DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE SOLIDIFICACAO
SEPARACAO DOS ACIDOS GRAXOS

Transferir 75 mL de solucdo de hidréxido de potassio a 25% (p/v) em 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 aguecimento sob agitacdo. A temperatura ndo deve ultrapassar 150 °C. A
saponificacdo é 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. Adicionar, lentamente, 50 mL de solugéo de &cido sulfarico a 25% (v/v) e aquecer,
sob agitacdo, até a separacdo definida da fase limpida (acidos graxos). Transferir a fase graxa para
um béquer pequeno, lava-la com adgua em ebulicdo a fim de isentd-la de acido sulfurico e manté-la
em banho-maria fervente até decantacdo da agua, deixando limpida a fase oleosa. Filtrar e recolher a
mistura de acidos graxos enquanto ainda quente em béquer seco e dessecé-la a 150 °C durante 20
minutos. Transferir a mistura quente para frasco apropriado e manté-la em banho de gelo até
solidificacdo.

Para avaliar o grau de pureza dos acidos graxos separados pelo procedimento anterior, transferir,
previamente ao congelamento, 3 mL da solucdo de &cidos graxos dessecados para tubo de ensaio e
adicionar 15 mL de alcool etilico. Aquecer a solucgdo até fervura e adicionar 15 mL de hidréxido de
amonio 6 M. A preparacdo resultante deve ser limpida.

PROCEDIMENTO

Proceder conforme descrito em Determinacéo da temperatura de congelamento (5.2.4).
5.2.29.4 DETERMINACAO DO INDICE DE REFRACAO

O indice de refragdo nf de um meio referido ao ar € igual a relagdo entre o seno do angulo de
incidéncia de um raio luminoso no ar e 0 seno do angulo de refracdo do raio refratado no meio
considerado. Salvo indicacdo contraria, o indice de refracdo é determinado a (20 + 0,5) °C e em
comprimento de onda de 589,3 nm, correspondente ao da luz da raia D do sodio. Nesse caso, 0
simbolo que representa o indice de refrago é n°.

Refratdbmetros normalmente determinam do angulo limite. Em alguns aparelhos, a parte essencial é
um prisma de indice de refracdo conhecido, em contato com o liquido em ensaio.

Para a calibracdo do aparelho, utilizar os liquidos de referéncia mencionados na Tabela 1. O valor
do indice de refracdo de cada liquido de referéncia é indicado no seu rotulo.
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Tabela 1 - Liquidos de referéncia na determinacéo do indice de refragéo.

Liquido de referéncia \ An/At (coeficiente de temperatura)
Trimetilpentano 0,00049
Tolueno 0,00056
Metilnaftaleno 0,0048

Se for utilizada luz branca para a determinacdo do indice de refracdo, o refratdmetro
possui um sistema de compensacdo. O aparelho devera fornecer leituras exatas até a terceira casa
decimal, no minimo, e possuir um dispositivo que possibilite operar a temperatura prescrita: o
termOmetro possibilita a leitura com a aproximacao de, pelo menos, 0,5 °C.

5.2.29.5 DETERMINACAO DO PODER ROTATORIO

Proceder conforme descrito em Determinacao da rotacéo Optica (5.2.8).

5.2.29.6 DETERMINACAO DE AGUA

Proceder conforme descrito em Método volumétrico (Método de Karl Fischer) (5.2.20.1).
5.2.29.7 INDICE DE ACIDEZ

O indice de acidez, 1A, expressa, em miligramas, a quantidade necessaria de hidroxido de potassio
para a neutralizacdo dos acidos graxos livres em 1 g de amostra.

Indices elevados de acidez s&o sugestivos de hidrdlise acentuada dos ésteres constituintes da matéria
graxa. As causas da degradacdo incluem tratamentos quimicos integrantes dos processos industriais
de extracdo e purificacdo, atividade bacteriana, acdo catalitica (calor, luz), estocagem inadequada e
presenca de impurezas, como a umidade, entre outros.

PROCEDIMENTO

Pesar cerca de 10,0 g ou exatamente a quantidade prescrita da substancia teste e colocar em
erlenmeyer de 250 mL. Adicionar 50 mL de uma mistura de alcool etilico 96% (v/v) e éter etilico
(1:1). Exceto quando houver indicacdo contraria na monografia especifica, a mistura de solventes
deve ser previamente neutralizada com hidréxido de potéssio 0,1 M, ou hidroxido de sodio 0,1 M, na
presenca de 0,5 mL de fenolftaleina SI. Aquecer a amostra até 90 °C se for necessario, para dissolvé-
la. Apos solubilizagdo completa, titular com hidroxido de potassio 0,1 M até observagéo de cor rosa
palida persistente por, no minimo, 15 segundos. Proceder ao ensaio em branco e corrigir o volume de
titulante consumido.

Calcular o 1a de acordo com a equagéo:

_5,610n
a4~ m

em que

n = volume (em mL) de hidréxido de potéssio 0,1 M gasto na titulacdo;
m = massa de amostra em gramas.



Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo 212

5.2.29.8 DETERMINACAO DO INDICE DE SAPONIFICACAO

O indice de saponificacdo Is exprime, em miligramas, a quantidade de hidroxido de potassio
necessaria para neutralizar os acidos livres e saponificar os ésteres existentes em 1 g da amostra.

O Is fornece indicios de adulteragcbes da matéria graxa com substancias insaponificaveis (0leo
mineral, por exemplo). Salvo indicacdo na monografia especifica, utilizar a quantidade de amostra
indicada na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantidade de amostra para determinar o indice de saponificacao.

Valor esperado de Is | Quantidade de amostra (g)

3-10 12-15
10 - 40 8-12
40 - 60 5-8

60 - 100 3-5

100 - 200 25-3

200 - 300 1-2

300 - 400 05-1

Pesar a quantidade de amostra indicada (m), colocar em baldo volumétrico de 250 mL e adicionar
25,0 mL de hidroxido de potassio etandlico 0,5 M SV e algumas pedras de ebulicdo. Adaptar o
condensador de refluxo vertical. Aquecer em banho-maria durante 30 minutos, salvo indicacdo
especifica. Adicionar 1 mL de solucdo de fenolftaleina Sl e titular, imediatamente, o excesso de
hidroxido de potassio com solucgéo de &cido cloridrico 0,5 M SV (nh1, mL). Efetuar ensaio em branco
nas mesmas condigdes e corrigir o volume do titulante (nz2, mL).

Calcular o indice de saponificacdo (Is), utilizando a expressdo:

_ 28,05(”2 - nl)
a m

5.2.29.9 DETERMINACAO DO INDICE DE ESTERES

Is

O indice de ésteres, Ig, expressa a quantidade de hidréxido de potassio, em miligramas, necessaria
para a saponificacdo dos ésteres presentes em 1 g de amostra. O (Ig) é calculado a partir do indice de
saponificacdo (Is) e do indice de acidez (1a), conforme a equacao:

le=Is—1Ia
5.2.29.10 DETERMINAQAO DO INDICE DE I0DO
O indice de iodo (l;), expressa, em gramas, a quantidade de iodo suscetivel a complexagdo em 100 g
de substancia sob as condicdes descritas a seguir. Constitui medida quantitativa do grau de
insaturagdo dos acidos graxos, esterificados e livres, na amostra. O I;, valor encontrado na
determinacédo, € sugestivo do grau de pureza do material ensaiado, bem como da presenca de
adulterantes. Se a monografia ndo indicar o método a ser utilizado, executar o Método A.
METODO A

Salvo indicacdo na monografia especifica, utilizar a quantidade de amostra indicada na Tabela 1.

Tabela 1 — Quantidade de amostra para determinagéo do indice de iodo.
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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 cloroformio, salvo indicac6es especificadas na
respectiva monografia. Acrescentar 25,0 mL de solucdo de brometo de iodo. Tampar o recipiente e
conserva-lo sob protecdo da luz durante 30 minutos, agitando-o, frequentemente. Apos a adicéo de
10 mL de solucédo de iodeto de potéssio a 10% (p/v) e 100 mL de &gua, titular com tiossulfato de
sodio 0,1 M SV, agitando, energicamente, até que a coloracdo amarela quase tenha desaparecido.
Adicionar 5 mL de amido Sl e continuar a titulacdo, adicionando tiossulfato de s6dio 0,1 M SV, gota
a gota, e agitando, até o desaparecimento da coloragdo (n1, mL). Teste em branco deve ser realizado
nas mesmas condigdes e sem a amostra (nz, mL).

Calcular o indice de iodo pela expressdo:

I = 1,269(n, — n,)

i

m

METODO B

Salvo indicacdo em contrario, utilizar a quantidade de amostra indicada na Tabela 2.

Tabela 2 — Quantidade de amostra para determinacéo do indice de iodo.

Massa (g) Massa (g)

Indice de iodo correspondente aum | correspondente aum | Solugéo de cloreto de
provavel I excesso de 150 por excesso de 100 por iodo (mL)
cento de ICI cento de ICI
<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 um 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 e &cido acético glacial, salvo indicacdo contréria. Se necessario, fundir
previamente a amostra (ponto de fuséo superior a 50 °C). Adicionar, lentamente, o volume de solucéo
de cloreto de iodo indicado na Tabela 2. Tampar o recipiente e agitar, ao abrigo da luz, durante 30
minutos, salvo indicacdo contraria. Adicionar 10 mL de solucéo de iodeto de potéssio a 10% (p/v) e
100 mL de agua. Titular com tiossulfato de sédio 0,1 M SV, agitando, energicamente, até que a
coloracdo amarela quase desapareca. Acrescentar 5 mL de amido Sl e continuar a titulagéo,
adicionando, gota a gota, tiossulfato de sédio 0,1 M SV, até desaparecimento da coloracéo (n1, mL de
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tiossulfato de sédio 0,1 M SV). Realizar um ensaio em branco nas mesmas condi¢des (nz, mL de
tiossulfato de s6dio 0,1 M SV). Calcular o indice de iodo utilizando a seguinte express&o:

I _ 1,269(”2 - T‘Ll)

i

m

5.2.29.11 DETERMINACAO DO INDICE DE PEROXIDOS

O indice de perdxido Ip expressa, em miliequivalentes de oxigénio ativo, a quantidade de perdxido
em 1000 g de substancia.

Se a monografia ndo indicar o método a ser utilizado, executar o Método A. A substituicdo do Método
A pelo Método B € sempre objeto de validagéo.

METODO A

Pesar 5,00 g da amostra e transferir para erlenmeyer de 250 mL com rolha esmerilhada. Adicionar 30
mL de uma mistura de &cido acético glacial e cloroférmio (3:2). Agitar até a dissolucdo da amostra e
adicionar 0,5 mL de solucdo saturada de iodeto de potassio. Agitar durante exatamente um minuto e
adicionar 30 mL de agua. Titular com tiossulfato de sédio 0,01 M SV, lentamente, sem cessar a
agitacdo enérgica, até que a coloracdo amarela tenha quase desaparecido. Acrescentar 5 mL de amido
SI. Continuar a titulacdo, agitando, energicamente, até desaparecimento da colora¢do (ni, mL de
tiossulfato de sodio 0,01 M SV). Realizar um ensaio em branco nas mesmas condi¢fes (nz2, mL de
tiossulfato de sddio 0,01 M SV). O ensaio em branco ndo consome mais de 0,1 mL de tiossulfato de
sodio 0,01 M SV.

Calcular o indice de peroxidos pela expressao:

_ 1001y — )

p m

METODO B
Nota: operar ao abrigo da luz.

Num erlenmeyer, com rolha esmerilhada, introduzir 50 mL de uma mistura de acido acético glacial
e trimetilpentano (3:2). Acrescentar ao erlenmeyer quantidade da amostra de acordo com o indicado
na Tabela 1. Arrolhar e agitar até a dissolugdo da amostra. Adicionar 0,5 mL de solucéo saturada de
iodeto de potéssio, arrolhar novamente e deixar a solugdo em repouso durante (60 + 1) segundos.
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 SV (vi, mL), adicionado lentamente, com agitagéo
enérgica e constante, até desaparecimento quase total da coloracdo amarela caracteristica da presenca
de iodo. Adicionar cerca de 0,5 mL de amido Sl e continuar a titulacdo, sem cessar a agitagdo, em
especial quando estiver proximo do ponto de equivaléncia, para garantir a liberacdo do iodo do
solvente. Adicionar, gota a gota, a solucdo de tiossulfato de sédio até que a cor azul comece a
desaparecer.

Se o indice de peroxido for igual ou superior a 70, e ocorrendo retardo na mudanca de cor do indicador
amido de 15 a 30 segundos, agitar, vigorosamente, até o desaparecimento da coloracdo amarela. Isso
é devido a tendéncia do trimetilpentano sobrenadar na fase aquosa e ao tempo necessario para obter
uma mistura adequada entre o solvente e o titulante aquoso.
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Para indices de perdxido inferiores a 150, utiliza-se tiossulfato de sodio 0,01 M SV. Pode adicionar-
se a mistura uma pequena quantidade (0,5 a 1,0% (p/p)) de emulsificante apropriado, para retardar a
separacao das fases e diminuir o tempo de liberacdo do iodo (por exemplo, polissorbato 60). Realizar
um ensaio em branco (vo, mL). Se for consumido mais de 0,1 mL de tiossulfato de sddio 0,01 M SV,
substituir os reagentes e repetir a titulacdo. O indice de peroxido € calculado pela equacgéo a seguir.

L= 1000(v; — vg)c

p m

em que
¢ = concentracdo da solucdo de tiossulfato de s6dio em mols por litro.

Tabela 1 — Quantidade de amostra para determinagao 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 (lon) expressa, em miligramas, a quantidade de hidroxido de potassio necessaria
para a neutralizacdo de acido que se combina, por acilacdo, com 1 g da amostra.

METODO A

Introduzir a amostra, pesada com exatiddo, de acordo com a quantidade indicada na Tabela 1, em
baldo de acetilacdo de 150 mL, salvo se especificado outro volume na monografia especifica.
Adicionar o volume de solucdo de anidrido acético (reagente de acetilacdo) indicado e adaptar o
condensador de refluxo.

Tabela 1 — Quantidade de amostra e volume do reagente de acetilagéo.
Volume de reagente de

lon esperado Quantidade de amostra (g) acetilacio (mL)
10-100 2,0 5,0
100 — 150 15 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

Aguecer, em banho-maria, durante uma hora, cuidando para manter o nivel da 4gua 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 pela extremidade superior do condensador. Se a adi¢do da 4gua originar uma turvacao,
acrescentar piridina até o desaparecimento da turvacao e anotar o volume adicionado. Agitar, aquecer
novamente o baldo em banho-maria durante 10 minutos. Retirar o baldo e deixa-lo arrefecer. Lavar o
condensador e as paredes do baldo com 5 mL de &lcool, previamente neutralizado na presenca de
fenolftaleina SI. Titular com solucdo alcoolica de hidroxido de potassio 0,5 M SV (n1, mL), na
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presenca de 0,2 mL de fenolftaleina SI. Realizar um ensaio em branco, nas mesmas condi¢des (n2,
mL).

Calcular o indice de hidroxila utilizando a expressao:

28,05(n;y — n
_2805(m —ma) |
m

IOH IA

em que
Ia = Indice de acidez.
METODO B

Em erlenmeyer seco e munido de rolha esmerilhada, introduzir a tomada de amostra (m, g). Adicionar
2,0 mL de anidrido propionico, arrolhar o baldo e agitar suavemente, até dissolucdo da amostra. Apos
duas horas de repouso, salvo sob indicacdo contraria, retirar a rolha do erlenmeyer e transferir seu
conteudo para outro de 500 mL, com boca larga, contendo 25,0 mL de solu¢édo de anilina a 0,9% (p/v)
em ciclohexano e 30 mL de acido acético glacial. Agitar e, apos cinco minutos de repouso, adicionar
0,05 mL de cloreto de metilrosanilinio SI. Titular com acido perclérico 0,1 M SV até a viragem para
verde-esmeralda (n1, mL). Realizar um ensaio em branco nas mesmas condigdes (nz, mL).

Calcular o indice de hidroxila utilizando a expressao:

5,610(n, — ny)
= +1
OH m A

em que
Ia= Indice de acidez

Pela possibilidade de haver presenca de 4gua, determinar o teor de umidade (y, %) na amostra segundo
0 método especifico. O indice de hidroxila é obtido pela equacéo:

Ioy = (indice encontrado) — 31,1y
5.2.29.13 DETERMINAQAO DO INDICE DE ACETILA

O indice de acetila é a quantidade de alcali, em mg de hidroxido de potassio, necessaria para a
neutralizacio do &cido acético liberado pela hidrélise de 1 g de substancia acetilada. E usado para
estabelecer o grau de presenca de alcoois livres em substancias graxas. E calculado com base na
diferenca entre os indices de saponificacdo da substancia acetilada pela técnica descrita a seguir e da
substéncia néo 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 diametro e aquecer sobre chama de bico de gas com
altura maxima de 25 mm (evitando que a chama alcance a base do baldo). Manter em ebuli¢do regular
durante duas horas, resfriar e transferir o conteudo do baldo para béquer de 1000 mL contendo 600
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mL de agua. Adicionar 0,2 g de pé de pedra pomes e deixar em ebuli¢do 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 por¢oes de 50 mL de solucéo saturada de cloreto de sodio quente, até que
a solugdo de lavagem ndo mais forneca reacdo &cida ao papel de tornassol. Adicionar, ainda, 20 mL
de agua quente ao funil e agitar, removendo, em seguida, a0 maximo, a fase aquosa. Transferir para
capsula de porcelana, adicionar 1 g de sulfato de sédio anidro pulverizado e filtrar em papel de filtro
pregueado. Determinar o indice de saponificacdo da substancia original, ndo acetilada, e da substancia
acetilada pelo procedimento descrito e calcular o indice de acetila pela equag&o:

. _(b—a).1335
AC™ 1335—q

em que

indice de saponificacdo da substancia original,
indice de saponificacdo da substancia acetilada.

a
b
5.2.29.14 DETERMINACAO DE SUBSTANCIAS INSAPONIFICAVEIS

Substancias insaponificaveis sdo aquelas remanescentes a reacdo de saponificacdo, ndo volateis a 100
- 105 °C e que foram carreadas no processo de extracao da substancia a ser testada.

Se a monografia especifica ndo indicar o procedimento, utilizar o Método I. Utilizar material de vidro
com boca esmerilhada e desengordurado.

METODO |

Adicionar de 2,0 a 2,5 g da amostra em bal&o de 250 mL. Adicionar 25 mL de hidroxido de potassio
etanolico 0,5 M. Acoplar um condensador de refluxo ao baldo e deixar em ebulicao em banho-maria
por uma hora, sob agitacdo. Transferir o contetdo do bal&o para funil de separagdo, usando 50 mL de
agua e, enquanto o liquido inda estiver morno, extrair, mediante agitacdo vigorosa, com trés porcoes
de 50 mL de éter isento de perdxidos. Lavar o baldo com a primeira aliquota de éter. Misturar as
solucdes etéreas em funil de separacdo contendo 20 mL de dgua. Se as solucBes etéreas contiverem
solidos em suspensao, filtrar para o funil de separacéo utilizando-se filtro de papel livre de gordura.
Lavar o filtro com éter isento de peroxido. Agitar, cuidadosamente, e descartar a fase aquosa. Lavar
a fracdo orgénica, com duas porcbes de 20 mL de &gua e descartar a fase aquosa. Em seguida,
adicionar trés porcoes de 20 mL de hidroxido de potassio 0,5 M e agitar, vigorosamente, em cada
uma das adi¢bes. Apos cada tratamento deve ser realizada lavagem com 20 mL de &gua. Finalmente,
lave com quantidades sucessivas de 20 mL de agua, até que a fase aquosa ndo mostre reacao alcalina
na presenca de fenolftaleina SI. Transferir a fracdo organica para um baldo previamente tarado,
lavando o funil de separagéo com éter isento de peroxidos. Eliminar o éter e adicionar 3 mL de acetona
ao baldo. Eliminar o solvente por completo a temperatura constante de, no maximo, 80 °C. Dissolver
0 conteudo do baldo em 10 mL de alcool etilico 96% (v/v) recentemente fervido e previamente
neutralizado. Titular com hidroxido de sédio etandlico 0,1 M SV e fenolftaleina SI como indicador.
Se o volume de solucdo titulante gasto ndo exceder 0,1 mL, a quantidade de residuos pesados deve
ser tomada 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 ndo pode ser tomada como a matéria insaponificavel e o teste deve ser repetido.

METODO Il
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Num baldo de 250 mL, acoplado a um sistema de condensacgéo por refluxo, introduzir a quantidade
prescrita da amostra (m, g). Adicionar 50 mL de solucdo alcoodlica de hidroxido de potéssio 2 M e
aquecer em banho-maria durante uma hora sob agitacdo. Apos arrefecer a temperatura inferior a 25
°C, transferir o conteido do baldo para funil de separacdo. Adicionar 100 mL de &gua. Adicionar 100
mL de éter isento de perdxidos e agitar cautelosamente. Repetir a operacdo mais duas vezes com 100
mL de éter etilico. Reunir as fragdes etéreas em outro funil de separacdo 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 &gua. Lavar em seguida, sucessivamente, com 40 mL de
hidroxido de potassio a 3% (p/v) e com 40 mL de agua. Repetir trés vezes esta operacao. Lavar,
repetidamente, a fase etérea com 40 mL de &gua, até que a fase aquosa ndo dé reacdo alcalina a
fenolftaleina SI. Transferir a fase etérea para um baldo, tarado, lavando o funil de separacéo com éter
isento de perdxidos. Evaporar até secura. Adicionar 6 mL de acetona ao residuo. Eliminar,
cuidadosamente, o solvente em corrente de ar. Secar a temperatura de 100 °C a 105 °C, até massa
constante, deixar arrefecer em dessecador e pesar (a, g). O resultado é calculado em porcentagem p/p.

100a

% de insaponificaveis =

Dissolver o residuo em 20 mL de alcool, neutralizados previamente na presenca de fenolftaleina Sl e
titular com solucéo alcodlica de hidréxido de sodio 0,1 M SV. Se o volume de solucéo alcodlica de
hidréxido de sodio 0,1 M SV gasto na titulacdo for superior a 0,2 mL, é uma indicacdo de que houve
separacdo incompleta das duas fases e de que o residuo obtido ndo pode ser considerado
insaponificavel. O ensaio deve ser repetido.

5.2.29.15 IDENTIFICACAO DE OLEOS FIX0S

5.2.29.15.1 IDENTIFICACAO DOS OLEOS VEGETAIS POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1).
Fase estacionaria: silica-gel octadecilsilanizada (RP-18).

Solucdo amostra. Salvo indicacdo em monografia especifica, dissolver cerca de 20 mg (uma gota) da
amostra, pesados com exatiddo, em 3 mL de cloreto de metileno.

Solucgéo padréo. Dissolver cerca de 20 mg (uma gota) de 6leo de milho, pesados com exatidédo, em 3
mL de cloreto de metileno.

Procedimento. Aplicar, separadamente, a placa, 1 puL de cada uma das solugfes. Desenvolver duas
vezes até a distancia de 0,5 cm com éter. Em seguida, desenvolver duas vezes até a distancia de 8 cm
com mistura de cloreto de metileno, acido acético glacial e acetona (2:4:5). Deixar a placa secar ao
ar e nebulizar com solucéo de &cido fosfomolibdico a 10% (p/v) em alcool. Aquecer a placa a 120 °C
durante cerca de trés minutos. 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 identificagdo dos 6leos fixos.

1 Oleo de amendoim 2 Azeite de oliva 3 Oleo de sésamo 4 Oleo de milho 5 Oleo de améndoas 6 Oleo de soja 7 Oleo de
girassol 8 Oleo de canola 9 Oleo de canola (isento de acido ertcico) 10 Oleo de germes de trigo

5.2.29.15.2 IMPUREZAS ALCALINAS

Adicionar 10 mL de acetona recentemente destilada, 0,3 mL de agua e 0,05 mL de solugdo alcodlica
de azul de bromofenol a 0,04% (p/v) a um tubo de ensaio. Neutralizar, se necessario, com &cido
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 é indicado pelo desenvolvimento de cor amarela na camada superior.
N&o é necessario volume superior a 1,1 mL de &cido cloridrico 0,01 M.

5229.153 OLEOS ESTRANHOS EM OLEOS VEGETAIS POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1), utilizando placa
(kieselguhr G). Impregnar a placa, colocando-a numa camara fechada contendo a quantidade
necessaria de mistura de éter etilico e parafina liquida (90:10) de forma que a superficie do liquido
atinja cerca de 5 mm da camada de adsorvente. Quando a mistura de impregnacéo tiver percorrido,
pelo menos, 12 cm da camada, retirar a placa da camara e deixar o solvente evaporar durante cinco
minutos. Desenvolver na mesma direcdo da impregnacao.

Preparacao da mistura de &cidos graxos. Aquecer, sob refluxo, durante 45 minutos, 2 g da amostra
com 30 mL de solucdo alcodlica de hidréxido de potéassio 0,5 M. Juntar 50 mL de agua e deixar
esfriar. Transferir para funil de separacdo. Agitar trés vezes com 50 mL de éter etilico. Rejeitar as
solucdes etéreas. Acidificar a fase aquosa com &cido cloridrico e agitar trés vezes com 50 mL de éter
etilico. Reunir as solugdes etéreas e lavar trés vezes com 10 mL de agua. Rejeitar as aguas de lavagem.
Adicionar sulfato de sédio anidro a fracdo etérea e filtrar. Evaporar em temperatura inferior a 50 °C.
Utilizar o residuo para preparar a solucéo problema.

Os &cidos graxos podem, também, ser obtidos a partir da solugdo saponificada resultante da reacéo
de determinac&o de insaponificaveis.

Soluc@o amostra. Dissolver 40 mg da mistura de acidos graxos obtidos da amostra em 4 mL de
cloroférmio.

Solugédo padrdo. Dissolver 40 mg da mistura de acidos graxos, obtidos a partir de uma mistura de
6leo de milho e 6leo de canola (19:1), em 4 mL de cloroférmio.
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Procedimento. Aplicar, separadamente, a placa, 3 pL de cada uma das solugdes. Desenvolver o
cromatograma com mistura de acido acético glacial e &gua (90:10) por um percurso de 8 cm. Secar a
placa a 110 °C durante 10 minutos. Deixar esfriar. Introduzir a placa, salvo indicagdo em contrario,
em cuba cromatografica saturada de vapores de iodo. Para tal, colocar iodo em cristalizador, de forma
baixa, no fundo da cuba. Apds certo tempo, aparecem manchas castanhas ou amarela-acastanhadas.
Retirar a placa da cuba e aguardar alguns minutos. Quando a coloragéo de fundo, castanha, da camada
desaparecer, pulverizar com amido Sl; aparecem, entdo, manchas azuis que, quando secam, podem
passar a castanhas e voltam novamente a azul apds pulverizagdo com &gua. O cromatograma obtido
com a Solucdo amostra apresenta manchas correspondentes as manchas do cromatograma obtido com
a Solugdo padréo: uma com Rf proximo de 0,5 (acido oleico) e outra com Rf proximo de 0,65 (&cido
linoleico). Em certos Gleos, pode aparecer uma mancha com Rf préximo de 0,75 (acido linolénico).
Por comparagdo com o cromatograma obtido com a Solucéo padréo, verificar a auséncia da mancha
com Rf 0,25 (&cido erlcico) no cromatograma obtido com a Solugdo amostra.

5.2.29.154 OLEOS ESTRANHOS EM OLEOS FIXOS POR
CROMATOGRAFIA A GAS

Quando nédo houver qualquer indicacdo na monografia especifica, utilizar o Método A. A pesquisa de
6leos estranhos é efetuada sobre os ésteres metilicos dos acidos graxos do 6leo em analise. Proceder
conforme descrito em Cromatografia a gas (5.2.17.5).

METODO A

Esse método ndo se aplica aos 6leos que contém glicerideos de acidos graxos com grupos epoxi,
hidro epoxi, ciclopropil ou ciclopropenil, nem aos que contém grande quantidade de acidos graxos
com cadeia carbonica inferior a 8, nem aqueles cujos indices de acido séo superiores a 2,0.

Solugdo amostra. Se a monografia indicar, seque a amostra antes de iniciar o ensaio. Pesar 1,0 g da
amostra e transferir para baldo de boca esmerilhada de 25 mL. Acoplar condensador de refluxo e um
dispositivo para passar corrente de nitrogénio no interior do baldo. Adicionar 10 mL de alcool
metilico anidro e 0,2 mL de solucédo de hidréxido de potassio a 6% (p/v) em alcool metilico. Passar
corrente de nitrogénio com fluxo de cerca de 50 mL/minuto até eliminacdo do ar. Agitar e aquecer a
ebulicdo. Quando a preparacdo ficar limpida (normalmente cerca de 10 minutos depois), aquecer por
mais cinco minutos. Resfriar em agua corrente e transferir para um funil de separacdo. Lavar o baldo
com 5 mL de heptano, adicionar ao contetdo do funil de separacéo e agitar. Adicionar 10 mL de
solucéo de cloreto de sodio a 20% (p/v) e agitar vigorosamente. Deixar separar as fases e transferir a
fase orgéanica para um baldo contendo sulfato de sédio anidro. Deixar em repouso e filtrar.

Solucéo padréo (a). Preparar 0,50 g de mistura de substancias de referéncia, conforme prescrito na
monografia especifica. Se a monografia ndo indicar a solucdo padrdo, utilizar uma das que séo
descritas na Tabela 1. Dissolver em heptano, diluir para 50,0 mL com o mesmo solvente e
homogeneizar. Observacgdo: para cromatografia em coluna capilar e raz&o de Split, & recomendado
que o componente com cadeia longa da mistura em andlise seja adicionado a mistura de calibracg&o,
quando a analise quantitativa for realizada por curva de calibracéo.

Solucdo padréo (b). Transferir 1,0 mL da solucdo padrdo (a) para baldo volumétrico de 10 mL,
completar o volume com heptano e homogeneizar.

Solucéo padréo (c). Preparar 0,50 g de uma mistura de metil ésteres de &cidos graxos conforme
indicado na monografia da substancia em andlise. Dissolver em heptano e diluir para 50 mL em bal&o
volumétrico com o mesmo solvente. Misturas comerciais de metil ésteres de acidos graxos também
podem ser utilizadas.
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Condicgdes cromatograficas
Coluna:

- material: silica fundida, vidro ou quartzo;

- tamanho: 10 a 30 m de comprimento e 0,2 a 0,8 mm de diametro interno;

- fase estacionéria: poli(cianopropil)metilfenilmetilsiloxano ou 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/minuto (para colunas de 0,32 mm de diametro 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: ionizacdo de chama;
Temperatura:

- coluna: 160 - 200 °C, de acordo com a fase estacionaria e o comprimento (200 °C para uma coluna
de 30 m de comprimento, revestida internamente com macrogol 20 000). Se necessario ou indicado
na monografia da substancia 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 inje¢ao: 1 pL;

Sensibilidade: a altura do pico principal no cromatograma obtido com a Solugdo padréo (a) é de 50
a 70% da escala total do registrador.

Adequabilidade do sistema quando forem utilizadas as misturas de substéncias de referéncia (Tabela
2).

Observacéo. 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 calibracdo, quando a analise
quantitativa for realizada por curva de calibracéo.

- resolucdo: no minimo 4 entre os picos de caprilato de metila e caprato de metila, calculada no
cromatograma obtido com a Solucéo padréo (a);

- razdo sinal/ruido: no minimo 5 para o pico referente ao caprato de metila, observado no
cromatograma obtido com a Solucéo padréo (b);

- namero de pratos tedricos: minimo de 15000, calculado para o pico correspondente ao caproato de
metila.

Adequabilidade do sistema quando forem utilizadas as misturas de substéncias de referéncia (Tabela
1 ou Tabela 3)
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Observacéo. Para cromatografia em coluna capilar e razéo de split, € recomendado que o componente
com cadeia longa da mistura em analise seja adicionado & mistura de calibracdo, quando a anélise
quantitativa for realizada por curva de calibracéo.

- resolucdo: no minimo 1,8 entre os picos de oleato de metila e estearato de metila, calculados no
cromatograma obtido com a Solugéo padréo (a);

- razdo sinal/ruido: no minimo 5 para o pico referente ao miristato de metila, observado no
cromatograma obtido com a Solugéo padréo (b);

- nimero de pratos tedricos: minimo de 30 000, calculado para o pico correspondente ao estearato de
metila.

Avaliagéo do cromatograma. Evitar condi¢des de analise que possibilitem o surgimento de ‘picos
mascarados’ (presenga de constituintes com tempos de retengdo proximos, como, por exemplo, 0s
acidos linolénico e araquidico).

Anélise qualitativa

Identificar os picos do cromatograma obtido com a Solucéo padréo (c) (em condicGes isotérmicas de
operacdo ou com programacao linear de temperatura).

Quando forem utilizadas condic6es isotérmicas de operacdo, os picos podem ser identificados por
comparagdo com o cromatograma obtido com a Solugdo padréo (a) e informagdes registradas na
Tabela 1, na Tabela 2, ou na Tabela 3:

a) medir o tempo de retengdo reduzido (t’r) de cada pico obtido com a Solucéo padréo (a). O t’rRé 0
tempo de retencdo medido em relagdo ao pico do solvente e ndo em relagdo ao tempo da injecéo.
Tracar a reta por meio da equacao:

Log (t’r) = f (nUmero de carbonos da cadeia equivalente)

b) os logaritmos dos tempos de retencdo reduzidos dos acidos insaturados sdo pontos da reta, com
valores nao inteiros de d&tomos de carbono denominados de ‘comprimento equivalente de cadeia’. O
comprimento equivalente de cadeia corresponde ao numero teorico de atomos de carbono de acidos
graxos saturados que teriam o mesmo t’r. Por exemplo, 0 &cido linoleico possui t’r cOMO &cido graxo
teoricamente saturado com 18,8 4&tomos de carbono. Identificar os picos do cromatograma obtido com
a solucdo teste por curva de calibracéo e pelo tempo de retencdo reduzido. Comprimentos de cadeia
estdo registrados na Tabela 4.

Analise quantitativa

Geralmente, a quantificacéo é realizada usando o método de normalizagdo, no qual a soma das areas
sob os picos do cromatograma, com excecao do pico do solvente, é considerada como sendo igual a
100%. Utilizar, preferencialmente, um integrador eletrénico.

O teor percentual de cada componente é calculado determinando-se a area sob o pico correspondente
em relacdo a soma das areas sob todos os picos. N&o considerar os picos cuja area for inferior a 0,05
por cento da area total.

Em determinados casos, quando a cadeia de acidos graxos é inferior ou igual a doze dtomos de
carbono, podem ser indicados fatores de correcdo nas monografias individuais para converter a area
sob os picos em porcentagem p/p.
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Tabela 1 — Mistura de substancias para calibragéo.

Mistura de substancias | Composicéo (% p/p)
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 substancias para calibragéo.

Mistura de substancias | Composicéo (% p/p)
Caproato de metila 10
Caprilato de metila 10

Caprato de metila 20
Laurato de metila 20
Miristato de metila 40

Tabela 3 — Mistura de substancias para calibrag&o.

Mistura de substancias Composicéo (% p/p)
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 calibracéo e analise
com coluna de macrogol 20 000).

P Comprimento de cadeia
Acido graxo X
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 araquiddnico 21,2
Acido behénico 22,0
Acido ertcico 22,2
Acido 12-oxoestearico 22,7
Acido ricinoléico 23,9
Acido 12-hidroxiesteéarico 23,9
Lignocerato de metila 24,0

Acido nervénico 24,2
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METODO B

Esse método ndo se aplica aos 6leos que contém glicerideos de &cido graxos com grupos epoxi,
hidroepoxi, ciclopropil ou ciclopropenil, nem aos 6leos cujos indices de acido sdo superiores a 2,0.

Solugdo amostra. Adicionar 0,100 g da amostra a tubo de centrifuga de 10 mL com rolha esmerilhada.
Dissolver com 1 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 1,2% (p/v) em alcool metilico anidro
a solucdo ainda quente. Agitar, energicamente, durante cerca de cinco minutos. Adicionar 3 mL de
agua destilada e agitar, energicamente, durante cerca de 30 segundos. Centrifugar durante 15 minutos
a 1500 g. Injetar 1 pL da fase organica.

Solucdes padrao e avaliagédo dos cromatogramas. Na auséncia de indicacdo especifica na monografia
individual, proceder conforme descrito em Método A.

Condic6es cromatogréficas. A separacdo cromatografica pode ser realizada, utilizando-se:

— 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 de 0,9 mL/minuto;

— detector de ionizacdo de chama;

—razdo de split 1:100

Utilizar a programacao de temperatura apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Programagéo de temperatura para a separacao cromatografica.

| 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 6leos que contém glicerideos de acido graxos com grupos epoxi,
hidroperoxi, aldeido, cetona, ciclopropil e ciclopropenil, bem como, aos 6leos com grupos
polinsaturados conjugados ou com grupos acetilénicos por causa da destruicdo parcial ou total
desses grupos.

Solucd@o amostra. Em frasco conico de 25 mL, dissolver 0,10 g da amostra em 2 mL de solucéo de
hidroxido de sodio a 2% (p/v) em alcool metilico. Adaptar o frasco ao condensador de refluxo vertical
e aquecer durante 30 minutos. Pelo condensador, adicionar 2,0 mL de solu¢do metandlica de
trifluoreto de boro e aquecer durante 30 minutos. Pelo condensador, adicionar 4 mL de heptano e
aquecer durante cinco minutos. Resfriar a mistura e adicionar 10,0 mL de solugéo saturada de cloreto
de sodio. Agitar durante 15 segundos e adicionar uma quantidade de solucéo 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 e secar com sulfato de sodio anidro.

Solugdes padréo, condicdes cromatogréaficas e avaliacdo dos cromatogramas. Na auséncia de
indicacdo na monografia especifica, proceder conforme descrito em Método 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 fracdo de esterdis do 6leo fixo por cromatografia em
camada delgada, utilizando-se uma placa de silica-gel G (espessura da camada entre 0,3 mm e 0,5
mm).

Solugdo amostra (a). Em baldo de 150 mL, adicionar volume de solucédo de betulina a 0,2% (p/v) em
cloreto de metileno, que corresponda a cerca de 10% do teor de esterdis da amostra utilizada para o
doseamento (por exemplo, volume de 500 uL de solucao de betulina no caso do dleo de oliva virgem,
e de 1500 pL no caso de outros 6leos vegetais). Se na monografia estiver registrada a exigéncia do
calculo do teor percentual de cada esterol na fracdo esterdlica, a adicdo da betulina pode ser omitida.
Evaporar até a secura em corrente de nitrogénio. Adicionar 5,00 g da amostra e 50 mL de hidroxido
de potassio 2 M em alcool etilico. Acoplar condensador de refluxo vertical. Aquecer em banho-maria
durante uma hora, sob agitacdo. Resfriar até temperatura inferior a 25 °C e transferir o contetido do
baldo para um funil de separacdo, com o auxilio de 100 mL de dgua. Agitar, com cuidado, trés vezes
com 100 mL de éter etilico isento de peréxidos. Reunir as fracGes 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, até que a fase aquosa ndo apresente reacdo alcalina a fenolftaleina SI. Transferir a fracao
organica para um baldo, tarado, e lavar o funil de separacdo 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 cloreto de metileno.

Solucdo 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 2 M em alcool etilico...”.

Solucdo amostra (c). Submeter 5,00 g de 6leo de girassol a0 mesmo procedimento descrito para a
Solucéo amostra (a) a partir de “Adicionar 50 mL de hidroxido de potassio 2 M em alcool etilico...”.

Solucéo padréo. Dissolver 25 mg de colesterol e 10 mg de betulina em 1 mL de cloreto de metileno.
Utilizar uma placa diferente para cada solucéo problema.

Aplicar, separadamente, a placa, 20 puL da Solucéo 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 mdvel, constituida por mistura de éter e n-hexano (35:65). Secar as
placas em corrente de nitrogénio. Revelar com solucdo de diclorofluoresceina a 0,2% (p/v) em alcool
etilico. Examinar em lampada UV a 254 nm.

O cromatograma obtido com a Solucé@o padrao apresenta bandas correspondentes, respectivamente,
ao colesterol e a betulina. Os cromatogramas obtidos com as Solu¢Ges amostra apresentam bandas de
Rf proximos dos correspondentes aos esterdis. De cada um dos cromatogramas, raspar a regiao da
placa correspondente as bandas dos esterois, bem como uma zona situada a 2 - 3 mm para cima e para
baixo das zonas visiveis correspondentes a solucdo padrao. Colocar essas regides em trés erlenmeyer
diferentes de 50 mL. Adicionar a cada um 15 mL de cloreto de metileno quente e agitar. Filtrar,
separadamente, cada solucdo em filtro de vidro poroso (40), ou em filtro de papel apropriado. Lavar,
cada filtro, trés vezes com 15 mL de cloreto de metileno. Transferir o filtrado e os liquidos para
lavagem em erlenmeyer, tarado. Evaporar até secura em corrente de nitrogénio e pesar.
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DOSEAMENTO DOS ESTEROIS

Proceder conforme descrito em Cromatografia a gas (5.2.17.5). O doseamento deve ser realizado em
local com baixo teor de umidade e preparar as solugdes no momento do uso.

Solucd@o amostra. Aos esterois separados a partir da amostra por cromatografia em camada delgada,
adicionar 0,02 mL de mistura, recentemente preparada, de clorotrimetilsilano, hexametildissilazano
e piridina anidra (1:3:9) por miligrama de residuo. Agitar, cuidadosamente, até a dissolugdo completa
dos esterdis. Deixar em repouso em dessecador com pentoxido de fésforo durante 30 minutos.
Centrifugar, se necessario, e utilizar o sobrenadante.

Solucéo padréo (a). A nove partes dos esterdis separados do 6leo de canola por cromatografia em
camada delgada, adicionar uma parte de colesterol. Adicionar 0,02 mL de mistura, recentemente
preparada, de clorotrimetilsilano, hexametildissilazano e piridina anidra (1:3:9) por miligrama de
residuo. Agitar, cuidadosamente, até a dissolucdo completa dos esterdis. Deixar em repouso em
dessecador com pentdxido de fésforo durante 30 minutos. Centrifugar, se necessario, e utilizar o
sobrenadante.

Solucao padréo (b). Aos esterdis separados do 6leo de girassol por cromatografia em camada delgada,
juntar 0,02 mL de mistura, recentemente preparada, de clorotrimetilsilano, hexametildissilazano e
piridina anidra (1:3:9) por miligrama de residuo. Agitar, cuidadosamente, até a dissolucdo completa
dos esterdis. Deixar em repouso em dessecador com pentoxido de fésforo durante 30 minutos.
Centrifugar, se necessario, e utilizar o sobrenadante.

Condi¢6es cromatogréficas

- coluna de silica fundida de 20 a 30 m de comprimento e 0,25-0,32 mm de diametro 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 velocidade linear de 30 a 50 cm/s ou hélio com velocidade linear
de 20 a 35 cm/s;

- razao de split (1/50 ou 1/100);

- temperaturas: coluna: 260 °C; injetor: 280 °C; detector: 290 °C;

- volume de injecao: 1 pL.

Resultados. O cromatograma obtido com a Solugdo padréo (a) apresenta quatro picos principais,
correspondendo, respectivamente, ao colesterol, brassicasterol, campesterol e p-sitosterol. O
cromatograma obtido com a Solucédo padréo (b) apresenta quatro picos principais, correspondendo,
respectivamente, ao campesterol, estigmasterol, P-sitosterol e A7-estigmasterol. 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) estd nitidamente separado dos picos
correspondentes aos esterois a serem quantificados.

Tabela 1 — Tempos de retencio relativos, dos esteréis em relagio ao B-sitosterol, obtidos com duas colunas

diferentes.
Ester6is Poli[metil(95)fenil(5) siloxano Polifmetil(34)fenil(S)vinil(1)
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
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Estigmasterol 0,87 0,88
A’-Campesterol 0,92 0,93
A>Z-Estigmastadienol 0,95 0,95
Clerosterol 0,96 0,96
B-Sitosterol 1 1
Sitostanol 1,02 1,02
AS-Avenasterol 1,03 1,03
A>%-Estigmastadienol 1,08 1,08
Ar-estigmasterol 1,12 1,12
A’-Avenasterol 1,16 1,16
Betulina 1,4 1,6

Examinar o cromatograma obtido com a Solucdo amostra. Identificar os picos e calcular o teor
porcentual de cada esterol na fracdo de esterdis usando a equacao:

AxlOO
S

em que

A = area sob o pico correspondente da substancia a quantificar;
S = soma das areas sob 0s picos correspondentes as substancias indicadas na Tabela 1.

Se na monografia houver exigéncia, calcule o teor de cada esterol na amostra, em miligramas por 100
gramas, utilizando a expressao:

A Xmgx100
Ag Xm

em que

A = area sob o pico correspondente a substancia a ser quantificada;
s = area sob o0 pico correspondente a betulina;

m = massa da tomada de amostra para 0 ensaio, em gramas;

ms = massa, em miligramas, da betulina adicionada

5.2.30 CARBONO ORGANICO TOTAL

A determinag&o do carbono organico total (COT) é um método sensivel e inespecifico de quantificar
0s atomos de carbono ligados por covaléncia em moléculas organicas presentes em uma amostra. A
andlise é utilizada para identificar a contaminacdo da agua por impurezas organicas e auxiliar no
controle dos processos de purificacdo e distribuicdo. Baixos niveis de COT sugerem a auséncia de
substancias quimicas organicas potencialmente perigosas na dgua 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 tubulacéo dos sistemas de distribui¢do de 4gua de uso
farmacéutico. O contetdo de COT independe do estado de oxidagdo da matéria organica e ndo sofre
interferéncia de outros atomos ligados a estrutura quimica, como nitrogénio e hidrogénio. Ha varios
métodos apropriados para a analise de COT e as determina¢Ges podem ocorrer em linha ou no
laboratdrio.

Os métodos, geralmente, fundamentam-se na oxidacdo completa das moléculas organicas a dioxido
de carbono, que é quantificado como carbono. Normalmente, o carbono organico é oxidado por
combustdo, aplicando calor, emisséo de raios ultravioleta ou agentes oxidantes, como o persulfato de
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sodio. A quantificacdo do dioxido de carbono € feita por deteccdo do gas produzido com
infravermelho ou pela leitura da condutividade da solugéo.

O método abrangido neste capitulo € apenas uma sugestao e o usuario pode adotar qualquer outro que
seja apropriado e acessivel as suas finalidades especificas, desde que o limite de quantificacdo seja
adequado a faixa de leitura esperada. O método emprega uma solucao padrdo de substancia facilmente
oxidavel, como a sacarose, por exemplo, numa concentracdo 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 satisfaca ao ensaio de
conformidade do sistema.

Na Tabela 1 sdo mostrados os valores médios esperados para os principais tipos de purificagdo de
agua.

Tabela 1 - Valores tipicos de COT em &gua.

Tipo de purificacéo | Faixa esperada de COT (mg/L)
Agua potavel 05a7,0
Destilagéo Cercade 0,10
Deionizacéo 0,05a0,50
Osmose reversa 0,04a0,10
Osmose reversa + deionizagédo 0,01a0,05
Tecnologias combinadas 0,003 a 0,005
Tecnologias combinadas + Oxidacdo UV < 0,002

EQUIPAMENTO

Consiste de um injetor, um equipamento para decompor a amostra, um sistema para separar o diéxido
de carbono formado, um detector e um registrador do sinal elétrico emitido. O tubo de decomposicéao
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 deteccdo do equipamento, especificado pelo fabricante, é igual ou inferior a 0,050 mg de
carbono por litro (0,05 ppm). A conformidade do sistema é verificada, periodicamente, por meio de
uma solucdo preparada com uma substancia de dificil oxidacdo, como por exemplo, a 1,4-
benzoquinona. A localizacdo 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 agua de alta pureza, que satisfaca as seguintes especificagoes:

- Condutividade: no maximo 0,1 pS.cma 25 °C;
- Carbono organico total: no maximo 0,10 mg/L.

Dependendo do tipo de equipamento utilizado, os teores de metais pesados e de cobre podem ser
criticos. Observar as instrucdes do fabricante.

Utilizar a dgua COT como branco; na preparacao das solucgdes do padréo; da solugdo de conformidade
do sistema e na limpeza do equipamento. A preparacdo da solucdo padrdo e da solugdo de
conformidade do sistema deve ser concomitante a da amostra.
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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 solucdo de perdxido de hidrogénio diluido a
30% e &cido nitrico diluido. Enxaguar com agua COT.

Caso se use uma microseringa para injetar a amostra, essa deve ser lavada com uma mistura de
solucdo de hidroxido de sodio a 5% (p/v) e alcool etilico absoluto (1:1), ou em &cido cloridrico a
25%. Enxaguar abundantemente com agua COT.

PREPARO DAS SOLUCOES

Branco. Preparar a solucéo do branco, ou quaisquer outras soluces necessarias para definir a linha
de base, ou proceder a calibragdo, segundo as instrucdes do fabricante. Utilizar o branco apropriado
para zerar o aparelho.

Solucdo padrdo. Dissolver massa de sacarose, previamente dessecada a temperatura de 105 °C
durante trés horas, em dgua COT, de modo a obter solucéo contendo 1,19 mg de sacarose por litro de
solucdo (0,50 mg de carbono por litro), para verificar o instrumento.

Utilizar solucédo, em agua COT, de ftalato &cido de potéassio, previamente dessecado a 105 °C durante
quatro horas, na concentragdo determinada pelo fabricante do equipamento, para a calibracdo do
instrumento. Preservar a solucgdo, acidificando com acido fosforico concentrado ou acido sulfarico
concentrado a pH < 2. Para determinar carbono organico e inorgénico, separadamente, preparar,
também, solucdo padrdo de bicarbonato de sodio (seco em dessecador por, no minimo, 18 horas) e
carbonato de sddio decaidratado (seco a 500 — 600 °C por 30 minutos), na proporc¢do do contetdo de
carbono de 1:1, em &gua COT.

A concentracdo da solucdo padrao foi calculada para a agua purificada, cujo limite de COT é de 500
ppb. Para outros tipos de agua, fazer a devida adequacao.

Solucéo de conformidade do sistema. Dissolver 1,4-benzoquinona em agua COT, de modo a obter
solucdo 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 contaminagédo. N&o utilizar material de plastico. Proceder
a analise o mais breve possivel, de modo a minimizar os riscos de deterioracdo ou de contaminagao
da amostra.

CONFORMIDADE DO SISTEMA

Proceder as leituras (L) das solucdes de agua COT (Lcot), solucdo padrdo (Lra), solucdo de
conformidade do sistema (Lcs) e registrar. Calcular a eficacia do sistema em porcentagem, usando a
expressao:

Les— L
cs Cot + 100

LPa - LCot
O sistema estara conforme se o valor obtido estiver entre 85% e 115% da resposta tedrica.

PROCEDIMENTO
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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 (Lam). A amostra satisfaz o ensaio se Lam ndo for superior a Lpa -
Lcot.

I—Am < I—Pa - I—Cot

Para calculos diferenciados das fracfes de carbono organico e inorganico, fazer a leitura do carbono
organico total, mudar a configuracdo do equipamento para a leitura de carbono inorganico e calcular
o carbono organico por subtracdo. Alternativamente, pode-se medir o carbono organico apds a
remocao do carbono inorgénico e subtracdo do carbono total. Normalmente, para aguas de alta pureza
a fracdo de carbono inorganico € desprezivel.

5.2.31 DIFRACAO DE RAIOS X

A difracdo de raios X pelo método do p6 (DRXP) consiste em medir angulos de difragdo e
intensidades caracteristicos de um material policristalino, orientado aleatoriamente, irradiado por um
feixe de raios X monocromatico.

O método DRXP é de natureza ndo destrutiva (a preparacdo das amostras é geralmente limitada a
moagem para a reducdo na granulometria para algo em torno de 5 um). Investigacfes por meio de
DRXP também podem ser efetuadas em condicdes in situ em espécimes expostas a condi¢Bes nao
ambientais, como baixa ou alta temperatura e umidade.

Cada fase cristalina de uma dada substancia produz um padrao de difracdo de raios X, caracteristico,
que € obtido de um pé cristalino, composto de cristalitos ou fragmentos cristalinos de tamanho
caracteristico e aleatoriamente orientados. Essencialmente trés tipos de informacdes podem ser
obtidas com um padréo de DRXP: posic¢éo angular das linhas de difracéo (dependendo das dimensdes
da cela unitaria e do seu arranjo geométrico cristalografico); intensidade das linhas de difracao
(dependendo principalmente do tipo e arranjo de a&tomos, e da orientacdo das particulas dentro da
amostra) e perfis de linha de difracdo (dependendo da resolugédo instrumental, tamanho do cristalito
e microdeformacdo da amostra).

Ensaios de DRXP que fornecam as posi¢des angulares e intensidades de linhas, das fases cristalinas,
sdo utilizados para identificacdo das fases, determinacdo dos teores, estimativa do grau de
cristalinidade, microdeformacéo e tamanho médio do cristalito.

PRINCIPIO

Todo material cristalino possui uma organizacdo dos atomos que define uma cela unitéria. A cela
unitaria é definida pelas dimensdes a, b e ¢ e 0s angulos entre eles, a, B e y (Figura la). O
espacamento interplanar para um conjunto de planos paralelos hkl é representado por dyy;. Cada
conjunto de planos do cristal tem um angulo de difracdo de Bragg, 65y, associado a ele (para um
comprimento de onda especifico 7).

A difracdo de raios X resulta da interacdo entre os raios X e as nuvens de elétrons dos atomos.
Dependendo do arranjo atbmico, os raios X dispersos apresentam o fendmeno de interferéncia
construtiva, quando a diferenca de caminho entre duas ondas difratadas de raios X é igual a um
namero inteiro de comprimentos de onda. Essa condicdo seletiva é descrita pela equacdo de Bragg
(Equacdo 1), também chamada Lei de Bragg representada na Figura 1b.
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2dpisenfp = n i (Equa(;éo 1)

em que

A = comprimento de onda dos raios X caracteristico do anodo do tubo;
011, = angulo entre o raio incidente e a familia de planos da rede;

n = ordem do comprimento de onda, geralmente adotado com o valor um;
dnki = distancia entre planos;

hkl = indices de Miller.

a

Figura la — Representacdo das distancias entre
planos cristalinos (a, b e ¢) dimensdes da cela
unitaria.

dhg

. ® ®
Figura 1b - Difragéo de raios X por um cristal
de acordo com a lei de Bragg.
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Uma amostra de p6 é considerada policristalina se, para qualquer angulo 6y, sempre houver
cristalitos em uma orientacdo, permitindo a difracdo de acordo com a lei de Bragg. Para um
determinado comprimento de onda de raios X, as posi¢Ges dos picos de difracdo (também referidos
como 'linhas', 'reflexdes’ ou ‘reflexdes de Bragg') sdo caracteristicas da estrutura cristalina
(espacamentos d). As principais caracteristicas dos perfis de linha de difracdo sdo a posicdo em 26,
altura, area e forma do pico (caracterizada, por exemplo, pela largura do pico ou assimetria, funcao
analitica, representacdo empirica). A Figura 2 representa um exemplo do tipo de padrées de difracao
de raios X de pé obtidos para cinco diferentes fases solidas de uma mesma substancia.

I

i Forma C
—ln_in_a _,-A._A}—l_AJ_—_}.'AAL-_M“‘-m-I\.kL ————

I Forma B

J — Jl- l A_‘IEIJ, a..)l,_.h.-l.,._,-lt_h.h__g_l_._;_

J -%M'w

56789 1011121314151617 1819 202122 2324 2526272829 30
28(ACu)-Escala

Figura 2 - Exemplos de padrdes de difragéo de raios X de p6
coletados para cinco fases sélidas diferentes de uma substancia.

Além dos picos de difragdo, um experimento de difracdo de raios X gera, também, uma linha de base,
sobre a qual se sobrepdem os picos. Os fatores que contribuem para a linha de base séo o
espalhamento difuso do ar, o equipamento e a presenca de amorfos (Figura 2). A razéo entre as
intensidades dos picos e a linha de base pode ser aumentada minimizando a linha de base e escolhendo
tempos de exposicao prolongados.

APARELHAGEM

Experimentos de difracdo de raios X geralmente séo realizados utilizando-se difratometros de p6. Um
difratbmetro de pd, geralmente, é composto por cinco partes principais: uma fonte de raios X; dptica
do feixe incidente (conjunto de fendas para a colimacéo e focalizacdo do feixe); porta amostra; dptica
de feixe difratado (conjunto de fendas para a colimacéo, focalizagéo do feixe e filtro conveniente para
a radiacdo) e um detector. Sistemas de coleta e processamento de dados sdo também necessarios e
compdem o equipamento de medicdo da difracdo de raios X. Atualmente, a configuragéo de Bragg-
Brentano é a mais utilizada.

Um determinado instrumento pode fornecer uma geometria 8/26 horizontal ou vertical ou uma
geometria vertical /6. Para ambas as geometrias, o feixe de raios X incide formando um angulo 6
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com o plano de superficie da amostra e o feixe de raios X difratado forma um angulo 26 com a direcao
do feixe de raios X incidente (um angulo 6 com o plano da superficie da amostra). A geometria basica
de difragdo é representada na Figura 3. O feixe de radiacao divergente do tubo de raios X (o0 chamado
‘feixe primario’) atravessa os colimadores de placas paralelas, uma fenda de divergéncia e ilumina a
superficie plana da amostra. Todos os raios difratados pelos cristalitos devidamente orientados na
amostra em um angulo de 26 convergem para uma fenda de recepcdo. Um segundo conjunto de
colimadores de placas paralelas e uma fenda de dispersdo podem ser colocados atras, ou antes, da
fenda receptora. Os eixos do foco da fonte de raios X e da fenda receptora estdo a distancias iguais
do eixo do gonidmetro. Os quanta de raios X sdo contados por um detector de radiagéo, geralmente
um contador de cintilacdo, um contador proporcional de gas-selado ou um detector de estado sélido,
sensiveis a posi¢do, como uma placa de imagem ou um detector CCD. A fenda de recepgdo e 0
detector estdo acoplados e se movimentam tangencialmente ao circulo de focagem. Para varreduras
6/26 o gonibmetro gira a amostra sobre 0 mesmo eixo que o do detector, mas & metade da velocidade
de rotagcdo, num movimento 6/26. Assim, a superficie da amostra permanece tangencial ao circulo
de focagem. O colimador de placa paralela limita a divergéncia axial do feixe e, portanto,
parcialmente controla a forma do perfil de linha difratado.

Um difratbmetro também pode ser usado no modo de transmisséo. A vantagem com essa tecnologia
é a diminuicédo dos efeitos devidos a orientacdo preferencial. Um capilar de cerca de 0,5a 2 mm de
espessura também pode ser utilizado para quantidades pequenas de amostra.

Figura 3 - Arranjo geométrico da geometria parafocal de

Bragg-Brentano.

A - Tubo de raios X; B - Fenda de divergéncia; C - Amostra; D - Fenda de anti-difusdo; E - Fenda de recepcdo; F -
Monocromador; G - Fenda de recepcdo do detector; H - Detector; J - Circulo do difratdmetro; K - Circulo de focalizacéo.

RADIACAO DE RAIOS X

No laboratorio, os raios X séo obtidos bombardeando um &anodo de metal com os elétrons emitidos
pelo efeito termoidnico e acelerados em um campo elétrico forte (usando um gerador de alta tensao).
A maior parte da energia cinética dos elétrons é convertida em calor, 0 que limita o poder dos tubos
de raios X e requer uma refrigeracdo eficiente do anodo. Um aumento de 20 a 30 vezes de brilho pode
ser obtido usando anodos rotatdrios e por meio da optica de raios X. Alternativamente, fotons de raios
X podem ser produzidos em uma instalagdo em grande escala (sincrotron).
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O espectro emitido por um tubo de raios X operando com tensao suficiente consiste em um fundo
continuo da radiacdo policromética e de radiacdo caracteristica adicional que depende do tipo de
anodo. Somente essa radiacéo caracteristica € utilizada em experimentos de difracdo de raios X. As
principais fontes de radiacdo empregadas para difracdo de raios X sdo tubos de vécuo, utilizando
cobre, molibdénio, ferro, cobalto ou cromo como anodos; raios X produzidos por cobre (CuKy),
molibdénio ou cobalto s&o mais comumente utilizados para substancias orgénicas (o uso de anodos
de cobalto pode ser especialmente preferido para separar diferentes linhas de raios X). A escolha da
radiacdo a ser utilizada depende das caracteristicas de absor¢do da amostra e da possivel fluorescéncia
causada por atomos presentes na amostra. Os comprimentos de onda utilizados em difracéo
geralmente correspondem a radiacdo K, do &nodo. Consequentemente, é vantajoso fazer o feixe de
raios X 'monocromatico’, eliminando todos os outros componentes do espectro de emissdo. Isso pode
ser obtido em parte utilizando filtros de Kg, ou seja, filtros metalicos selecionados como tendo uma
descontinuidade de absorgdo entre os comprimentos de onda K, e Kz emitidas pelo tubo. O filtro
geralmente é inserido entre o tubo de raios X e a amostra. Outro método frequentemente utilizado
para obter um feixe de raios X monocromatico é por meio de um cristal monocromador. Esse cristal
pode ser colocado no feixe incidente, obtendo uma monocromatizacdo pura Kai, ou depois da
amostra, obtendo K12 a diferentes angulos, para que apenas um deles possa ser selecionado para
incidir no detector.

PROTECAO CONTRA RADIACAO

A exposicdo de qualquer parte do corpo humano aos raios X pode ser prejudicial a saude. Assim, é
essencial que precaucdes adequadas sejam tomadas para proteger o operador e qualquer outra pessoa
nas proximidades de equipamentos de raios X em utilizag&o.

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra pulverizada é frequentemente prensada em um porta-amostra feito de aluminio, vidro ou
polimero. Como regra, os cristalitos devem estar aleatoriamente orientados. As amostras devem ser
moidas em um almofariz de agata até obter um p6 fino.

Em geral, a morfologia de muitas particulas cristalinas tende a gerar uma amostra que apresenta algum
grau de orientacdo preferencial no porta-amostra. 1sso € particularmente evidente para cristais com
formato de agulhas ou placas quando a redugéo de tamanho dos cristais produz menores agulhas ou
placas. A orientagdo preferencial da amostra influencia as intensidades de varias reflexfes. Assim,
algumas sdo mais intensas e outras menos, em comparagdo com 0 que era de se esperar em uma
amostra com cristalitos completamente aleatorios. Vérias técnicas podem ser empregadas para
minimizar a aleatoriedade na orientacdo dos cristalitos (e, portanto, para minimizar a orientacdo
preferencial), porém a reducdo do tamanho de particula é muitas vezes a melhor e mais simples. Em
alguns casos, tamanhos de particula da ordem de 10 um fornecerdo resultados satisfatorios na
identificacdo de fases. No entanto, a reducao desse tamanho de particula pode ser conveniente se ndo
ocorrerem mudancas de fase ou amorfizacdo do material. Portanto, é aconselhavel comparar o padrao
de difracdo da amostra ndo moida com a correspondente a uma amostra de tamanho de particula
menor (amostra moida).

CONTROLE DO DESEMPENHO INSTRUMENTAL

O goniémetro e o sistema Optico correspondentes aos feixes de raios X incidente e difratado possuem
muitas pegas mecanicas que precisam de ajuste. O grau de alinhamento ou desalinhamento influencia
diretamente na qualidade dos resultados de uma investigacdo DRXP. Portanto, os diferentes
componentes do difratbmetro devem ser cuidadosamente ajustados (sistemas Opticos e mecanismos,
etc.) para minimizar os erros sistematicos, otimizando as intensidades recebidas pelo detector. A
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busca da intensidade maxima e da resolu¢cdo maxima sempre séo antagbnicas quando se alinha um
difratbmetro. Assim, o melhor equilibrio deve ser procurado enquanto se executa o procedimento de
alinhamento. Cada equipamento possui sua configuracdo e exige procedimento especifico para seu
alinhamento.

O desempenho geral do difratdbmetro deve ser testado e monitorado periodicamente utilizando
materiais de referéncia adequadamente certificados. Dependendo do tipo de anélise, outros materiais
de referéncia bem definidos podem também ser empregados, embora o uso de materiais de referéncia
certificados seja preferencial.

ANALISE QUALITATIVA DE FASES

A identificacdo, por DRXP, das fases que compdem uma amostra desconhecida baseia-se na
comparacdo visual, ou assistida por computador, com o0s picos de uma substancia quimica de
referéncia, bem caracterizados ou calculados, a partir do modelo de estrutura cristalina ou a partir de
bancos de dados certificados. Idealmente, esses padrdes de difracdo sdo obtidos em espécimes
monofasicos bem caracterizados. Essa abordagem torna possivel, na maioria dos casos, identificar
uma substancia cristalina por meio dos espagamentos d e de suas intensidades relativas. A lista de
espacamentos d e intensidades normalizadas I, também chamada lista (d, I,,,,-n) €Xtraida do
padrdo, é a impressdo digital cristalografica do material e pode ser comparada com as listas (d, L,,pym)
de amostras monofasicas de referéncia.

Para a maioria dos cristais organicos, quando a radiacdo CuK,, é utilizada, convém registrar o padrdo
de difracdo em uma faixa de 26 de 2° a pelo menos 50°. A variacdo dos angulos de difracdo 26 entre
a amostra e a referéncia deve ser menor que 0,2° para a mesma forma cristalina, enquanto as
intensidades relativas entre amostra e referéncia podem variar consideravelmente devido a efeitos de
orientacdo preferencial. Por sua prépria natureza, hidratos e solvatos sdo reconhecidos por terem
variacOes das dimensdes da cela unitaria, por isso mudancas podem ocorrer nas posi¢des dos picos
dos padroes DRXP medidos para esses materiais. Nesses casos, variacdo das posi¢cbes 26 maiores
que 0,2° sdo esperadas.

As vezes ¢é dificil ou mesmo impossivel identificar fases nos seguintes casos: substancias amorfas ou
ndo cristalizadas; quando os componentes a serem identificados estdo em baixa concentracdo; quando
a fase ndo estd presente em bancos de dados certificados ou ndo possui estrutura cristalina
determinada; ou quando a amostra compreende muitas fases.

ANALISE QUANTITATIVA DE FASES

Se a amostra sob investigacdo € uma mistura de duas ou mais fases conhecidas, da qual ndo mais de
uma e amorfa, a porcentagem (em volume ou em massa) de cada fase cristalina e da fase amorfa pode,
em muitos casos, ser determinada. A analise quantitativa das fases pode basear-se nas intensidades
integradas; nas alturas de varias linhas de difracdo individuais, ou no padrdo completo. Essas
intensidades integradas; alturas ou dados dos padrdes completos sdo comparados com os valores
correspondentes de materiais de referéncia. Esses materiais de referéncia devem ser monofasicos ou
uma mistura de fases conhecida. As dificuldades encontradas durante a analise quantitativa sdo
devidas a preparacdo das amostras (a exatiddo e a precisdo dos resultados exigem uma especial
homogeneidade de todas as fases e uma distribuicdo de tamanho de particula adequada em cada fase)
e a efeitos de matriz. Se as estruturas cristalinas de todos os componentes sdo conhecidas, 0 método
de Rietveld pode ser usado para quantifica-los com boa precisdo. Em casos favoraveis, podem ser
determinadas quantidades de fases cristalinas tdo pequenas quanto 10% em matrizes sélidas.
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5.2.32 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
INTRODUCAO

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) consiste em um procedimento analitico
que se baseia nas propriedades magnéticas de determinados nicleos atdmicos. E similar a outras
técnicas espectroscopicas nas quais ocorre a absorcdo e a emissdo de energia em determinada
frequéncia, proporcionando a informacao analitica. A RMN difere das outras técnicas, pois cria niveis
discretos de energia entre as transi¢cées do nucleo de a&tomos de uma molécula quando submetido a
campo magnético.

Os nucleos atdmicos, quando carregados magneticamente, giram sobre o eixo nuclear, criando um
momento magnético dipolar () ao longo deste eixo. Aqueles que apresentam esse comportamento
sdo denominados is6topos. O momento angular desse giro nuclear é caracterizado pelo numero
quantico de spin nuclear (I). Se o nimero de massa é impar, o valor de | é ¥ ou um nimero inteiro
mais Y%2; caso contrario, tem um valor de zero ou um ndmero inteiro. Quando os nucleos apresentam
um nimero quantico de spin diferente de zero (I # 0) ¢ estdo submetidos a um campo magnético
externo estatico e uniforme de forca (Ho), eles se alinham com o respectivo campo com (21 + 1)
orientacOes possiveis. Entretanto, para os nlcleos com | = %, havera duas orientacdes possiveis, que
correspondem a dois estados de energias diferentes. Assim, uma ressonancia nuclear é a transicao
entre esses estados de spin, causada pela absorgédo e emisséo da quantidade correspondente de energia.
Na Tabela 1 sdo apresentados os numeros quanticos de spin de alguns nicleos.

Tabela 1 — Numeros quanticos e estado de spin de alguns nacleos.

| 1 1 12C 13C 14N 16O 17O 19 31
Elemento H H 6 5 ; o o oF 15P
Numeros
guéanticos Y% 1 0 Y 1 0 5/2 Ya Ya

de spin
Estado de 3 0 2 3 0 6 2 2

spin

Em um campo magnético estatico, o eixo magnético nuclear sofre um movimento de precessao
(precesséo de Lamor) ao redor do eixo do campo externo. A velocidade angular de precessao (mo) Se
relaciona com a for¢a do campo magnético por meio da equacdo mo = YHo; em que y € a constante
giromagnética e é intrinseca a todos os nucleos de um determinado isétopo. Com a introducédo da
energia de radiofrequéncia oscilatoria, a absor¢do da radiacdo pelo nucleo paramagnético acontece
de acordo com a equacao:

AE =hv = pHo/l

Em que h é a constante de Plank, e
v = ®o/2n = yHo/21

Portanto, quando a frequéncia (vo) do campo de energia externo (E = hv) é a mesma que a velocidade
angular de precessédo, ocorre a ressonancia.

A diferenca de energia entre os dois niveis corresponde a uma radiacdo eletromagnética especifica
dentro do intervalo das radiofrequéncias utilizado. Essa ¢ uma fungdo de y, que é uma propriedade
do nucleo, e Ho que representa a forga do campo externo. A frequéncia de ressonancia de um nucleo
aumenta quando se incrementa a forca do campo magneético.
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As caracteristicas do sinal nos espectros que proporcionam informacao analitica sdo: deslocamento
quimico, multiplicidade, largura do pico, constante de acoplamento, e intensidade relativa.

A espectroscopia de RMN possui amplo campo de aplicagdes como, por exemplo, elucidacdo de
estruturas; estudos de termodindmica; cinética, mecanica e em analise quantitativa.

EQUIPAMENTO

Atualmente, o espectrébmetro mais utilizado é o de transformada de Fourier. Os principais
componentes de um espectrometro de RMN sdo: magneto para fornecer um campo magnético
constante (Bo); probe com temperatura controlada que recebe a amostra; conduz o pulso de
radiofrequéncia e detecta a radiacdo emitida pela amostra; e console eletronico (computador) para
geracdo dos pulsos de radiofrequéncia de alta energia, coleta e digitalizacdo do sinal de decaimento
livre induzido (do inglés, FID — free induction decay).

Os equipamentos utilizam um pulso simples de energia de radiofrequéncia para excitar
simultaneamente todos os nucleos. Os ndcleos excitados retornam ao nivel mais baixo de energia,
gerando um acumulo de sinais de FID em um determinado tempo. O tempo de decaimento e a
frequéncia formam uma transformada de Fourier, gerando um grafico de amplitude em funcdo da
frequéncia (espectro). Apds o tempo em que se possibilita o relaxamento dos nucleos excitados, o
pulso pode ser repetido e assim a resposta obtida se acumula na memoria dos computadores,
promovendo maior resolugao.

Na Figura 1 estdo registradas as partes instrumentais que compdem um espectrémetro de pulso de
alta resolucdo (RMN).

Computador

Programador
Transmissor »{ Amplificador de Pulsos

Transformada

de Fourier » Conversor

e o -

Sonda Acumulagao

Espectro

Conversor

Y

Receptor

Figura 1 — Esquema representativo de espectrometro de alta resolugio (RMN).

A configuracdo basica de um espectrometro de RMN contém um solenoide supercondutor
(criogénico) como fonte de campo magnético, probe e console eletrdnico. Esses equipamentos podem
fornecer espectros de muitos nucleos quimicos, possibilitando obter espectros em pouco tempo de
analise e com pequenas quantidades de amostra.

PROTECAO FRENTE A CAMPOS MAGNETICOS E ONDAS DE RADIO
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A exposicdo do operador a campos magnéticos e ondas de radio pode ser prejudicial a sadde. Assim,
é essencial que precaucgdes adequadas devem ser adotadas para proteger o operador e qualquer outra
pessoa na proximidade de equipamentos de RMN em utilizacéo.

O ESPECTRO

Os picos em um espectro de RMN se caracterizam por: frequéncia, multiplicidade e intensidade
relativa. A utilidade analitica da técnica de RMN reside no fato de que os mesmos ndcleos, quando
se encontram em diferentes ambientes moleculares, mostram diferentes frequéncias de ressonancia.
A razdo para essa diferenca € que o campo eletromagnético experimentado por um ndcleo em
particular estd composto por um campo externo proporcionado pelo instrumento e o campo gerado
pela circulacdo dos elétrons desse. Esse ultimo se opde ao campo externo e ao fendbmeno de
acoplamento. Assim, € possivel medir com exatidao a diferenca de frequéncia entre os sinais de
ressonancia (picos). A posicdo de um sinal em um espectro de RMN se descreve por sua separacao
de outro sinal de ressonancia tomado como referéncia. Essa separacdo se chama deslocamento
quimico.

O deslocamento quimico € diretamente proporcional a forca do campo magnético (a frequéncia do
emissor de radiofrequéncia). Entretanto, a razdo entre o deslocamento quimico (em unidades de
frequéncia) e a frequéncia do instrumento é constante. Isso possibilita a definicdo de um parametro
adimensional de deslocamento quimico () que ¢ independente da frequéncia do instrumento:

o= (Us - Ur)/l)p + Br
em que

vs = frequéncia da substancia em analise;

vr = frequéncia de referéncia;

vp = frequéncia do equipamento (em MHz);
r = deslocamento quimico da referéncia.

A equacdo anterior é aplicavel a quase todos os métodos, com poucas excecdes. O tetrametilsilano
(TMS) é a referéncia de deslocamento quimico mais empregado para obter espectros de hidrogénio e
carbono por ser quimicamente inerte, apresentar Unico sinal a campo mais alto que a maioria dos
sinais e ser volatil, possibilitando rapida recuperacdo da amostra. Ao usar a equacao, é possivel
utilizar o deslocamento quimico de qualquer espécie conhecida como deslocamento quimico de
referéncia, por exemplo, solventes deuterados que contenham residuo de 'H. Alguns cuidados so
necessarios quando o TMS nao € utilizado como solvente.

Nos espectros de RMN, a forga do campo magnético aumenta da esquerda para a direita. Os nucleos
que apresentam ressonancia sob forcas altas de campo magnético (para a direita) estdo mais
protegidos (maior densidade eletrdnica) que aqueles que apresentam ressonancia sob forgas de campo
magnético mais baixas.

Na Figura 2, é apresentado o espectro de RMN de hidrogénio do acetato de benzoila. Essa substancia
contém hidrogénios em grupo metila, metileno e aromatico. Esses grupos estdo situados em ambientes
moleculares distintos, observados no espectro como trés diferentes picos de hidrogénios referentes a
metila (CHz), metileno (CH>), além do pico correspondente a ressonéncia dos hidrogénios aromaticos
(H-Ar) (a, b e c, respectivamente).
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Figura 2 — Espectro de RMN de 'H do acetato de benzoila.

Outra informagdo a ser obtida no espectro de RMN é o fendmeno da interacdo spin-spin. Assim, o
acoplamento entre os nucleos, denominado acoplamento spin-spin (J), corresponde a separacao (em
Hertz) entre os picos individuais do sinal (multipleto). Quando a interagdo dos nucleos ocorre de
forma reciproca, as constantes de acoplamento observadas nos multipletos sdo iguais. Em adicéo, J €
independente da forca do campo magnético.

Em um sistema de spin de primeira ordem relativamente simples, o nimero de picos individuais que
se espera em um multipleto e as intensidades relativas dos picos sdo previsiveis. O nimero de picos
é determinado por 2n + 1 (somente quando J é igual), onde n é o nimero de nucleos em grupos
adjacentes que compartilham o mesmo sinal. Para hidrogénio é conveniente (n + 1) picos. Em geral,
a intensidade relativa de cada pico é o sinal multipleto seguido do coeficiente de expansdo binomial
(a + b)". Esses coeficientes podem ser encontrados utilizando o triangulo de Pascal, que produz as
seguintes areas relativas para os sinais relacionados: dupleto (1:1), tripleto (1:2:1), quarteto (1:3:3:1),
quinteto (1:4:6:4:1), sexteto (1:5:10:10:5:1), e hepteto (1:6:15:20:15:6:1). Esse sistema ordenado,
geralmente Dv referido a um comportamento de primeira ordem, pode ser esperado quando a relacéo
e J € maior do que 10; Dv é a diferenca de deslocamento quimico entre os ndcleos e 0s grupos de
nacleos equivalentes. Dois exemplos de espectros com acoplamento de primeira ordem sao mostrados
na Figura 3.
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Figura 3 — Exemplo de acoplamento de
primeira ordem.

Na Figura 4, é apresentado um espectro com sinais de tripleto e quarteto. Podemos notar que 0s
hidrogénios do metileno sdo divididos em um quarteto (quatro picos) e que o grupo metila é dividido
em um tripleto (trés picos).

L L L D L L L e e
1 1w < & 7 & 5 4 3 'z 1 0

HSP-04-351 ppm

Figura 4 - Espectro de RMN de 'H do iodeto de etila.

A intensidade relativa é outra caracteristica do experimento que tem vastas aplicaces analiticas. A
area de um sinal é diretamente proporcional ao numero de hidrogénios presentes em um espectro.
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Como resultado, é possivel determinar a razdo relativa de diferentes tipos de hidrogénios, ou outros
ndcleos, em uma amostra.

O espectro de RMN pode conter sinais ndo relacionados a amostra devido a falta de homogeneidade
do campo magneético. Esses sinais, chamados bandas laterais de grande rotacdo, indicam que é
necessario ajustar as bobinas de compensacéo e sdo facilmente identificaveis. A separacdo dos sinais
é igual a frequéncia da velocidade do giro do tubo da amostra.

O METODO

O preparo da amostra ou 0s ajustes e parametros instrumentais incorretos podem conduzir a
diminuic3o da sensibilidade (baixa resolucio), a artefatos espectrais e a dados errdneos. E necessario
que o usuario esteja familiarizado com a teoria da RMN, com as propriedades das amostras e com 0s
principios de operacgdo dos instrumentos. Devem ser seguidos estritamente 0s manuais de instrugdo
fornecidos pelos fabricantes e realizar frequentes controles de calibracdo e funcionamento do
equipamento.

Os procedimentos aqui descritos se referem especificamente a RMN de hidrogénio (RMN H) e de
flaor (RMN *°F), e podem ser aplicados, com algumas modificagdes, a outros niicleos. O espectro de
RMN ¢ obtido a partir de amostras liquidas ou s6lidas dissolvidas em solvente apropriado.

Sele¢do do solvente - Os solventes apropriados, além de possuirem boas propriedades dissolventes,
ndo devem apresentar picos de ressonancia que interfiram naqueles originados pela amostra em
andlise. Os solventes mais utilizados em RMN de hidrogénio e de carbono estdo descritos na Tabela
2. Os solventes deuterados também proporcionam seus sinais para sistemas heteronucleares,
possibilitando a fixacdo do campo. A pureza isotdpica do solvente deve ser a mais alta possivel para
evitar que os picos dessas impurezas possam dificultar a visualizacdo de qualquer sinal da amostra.
O deutério (J = 1) ndo apresenta ressonancia nas condicdes de *H, mas pode causar acoplamento J.

Tabela 2 - Valores de deslocamentos quimicos de H (ppm) para alguns solventes normalmente empregados

em RMN.
Solvente Forma deuterada Deslocamento quimico
(Multiplicidade)
Acetona Acetona-ds 2,05 (5)
Acetonitrila Acetonitrila-ds 1,93 (5)
Benzeno Benzeno-ds 7,15 (largo)
Tetracloreto de carbono
Cloroférmio Cloroférmio-d 7,25 (1)
Dimetilssulféxido Dimetilssulféxido-ds 2,49 (5)
Agua Oxido de deutério 4,82 (1)
Metanol Metanol-ds 4,84 (1) hidroxila
3,30 (5) metila
Cloreto de metileno Cloreto de metileno-d» 5,32 (3)

Em alguns solventes (D,O e CD30OD), podem ocorrer trocas rapidas de deuterio com o hidrogénio da
amostra, eliminando o sinal de uma série de grupos: -COOH, -OH e -NH>. Os hidrogénios de alcoois
e aminas ndo sdo trocados rapidamente, exceto na presenca de D>O e alguns outros solventes
(CD30D), e podem ser restaurados com pequenas concentragdes de acido ou base.

Para RMN de °F, pode utilizar-se a maioria dos solventes empregados em RMN de *H, os mais
comuns sdo CHCIz, CCls, H20, CS7, acidos e bases aquosas, e dimetilacetamida. Em geral, pode
utilizar-se qualquer solvente ndo fluorado, sempre que se quer realizar a calibracdo espectroscépica.
Obviamente, ndo ocorre interferéncia dos grupos funcionais proticos com o solvente. Entretanto, 0s
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grupos funcionais proticos e o *°F da amostra apresentam acoplamento J, a menos que estejam
desacoplados.

Preparacdo da amostra — A solugdo € preparada em recipiente adequado e transferida para o tubo de
analise de RMN. O volume requerido depende do tamanho do tubo de analise e da geometria do
instrumento. O nivel da solucdo no tubo de anélise deve estender-se acima das bobinas quando ele é
inserido no probe e girar. A concentracao de soluto depende do objetivo com o experimento e do tipo
de instrumento. A deteccdo de contaminantes em pequena quantidade pode requerer solucGes mais
concentradas.

Os tubos de amostras para RMN devem cumprir estritamente as especificacfes de tolerancia de
didmetro, espessura de parede e curvatura. Os tubos mais utilizados tém um diametro externo de 5
mm e medem entre 15 e 20 cm. Existem microtubos para analise de quantidades pequenas de
amostras.

Procedimento — O tubo contendo amostra é introduzido em um probe perpendicular ao campo
magnético. O probe contém um circuito eletrénico que inclui um emissor de radiofrequéncia, e
assessorios para girar o tubo contendo a amostra.

O instrumento se ajusta antes de cada experimento. A velocidade de giro do tubo contendo a amostra
se ajusta de tal forma que as bandas laterais de rotacdo ndo interferem com os picos de interesse e 0
vortice ndo deve ultrapassar as bobinas do probe. Para otimizar o rendimento do instrumento, pode
ajustar-se os gradientes do compressor magnético nos espectrémetros de RMN para que nao ocorra
o fendmeno de oscilacéo.

A operacgdo de um espectrometro de RMN por intermédio de um computador possibilita o controle
do equipamento; a programacdo do experimento; a obtencdo e o processamento dos dados. A
programacdo do experimento envolve o registro dos valores de um grande nimero de varidveis
(picos), incluindo a largura do espectro que sera examinado (expansdo); a duracdo do pulso de
excitacdo; o tempo de aquisicdo de dados e o periodo de espera entre a aquisicdo de dados de uma
amostra e a seguinte. O tempo de analise de um acumulado é da ordem de segundos. O nimero de
acumulo a ser adquirido depende da concentracdo da amostra; do tipo de nucleo e do objetivo com o
experimento. Ao finalizar o experimento, o FID se armazena de forma digital na memdria, aparecendo
no monitor do video. Esse FID pode ser processado matematicamente para melhorar a resolucéo ou
a sensibilidade e pode ser convertido em espectros na faixa de frequéncia utilizando a transformada
de Fourier. A integracdo dos picos resulta em um grafico com linhas escalonadas. Sinais mais precisos
podem ser obtidos quando sdo integrados separadamente.

Utilizando-se os espectrometros de RMN pode obter-se dados qualitativos e quantitativos. Em
experimentos quantitativos, devem tomar-se precaugdes especiais para que as areas dos sinais sejam
proporcionais ao numero de hidrogénios. Os tempos de espera entre os pulsos devem ser suficientes
para possibilitar o relaxamento total de todos os nucleos excitados. Isso aumenta consideravelmente
o0 tempo de anélise e perde-se um pouco da resolucdo. A anélise qualitativa normalmente é realizada
em condic¢des ndo quantitativas, com experimento desenhado para obtencdo de uma andlise rapida
com méximo de resolucéo e sensibilidade.

ANALISE QUALITATIVA

A comparacdo de um espectro descrito na literatura ou o de uma substancia de referéncia com o de
uma amostra em analise pode ser usada para confirmar a identidade de um composto e detectar a
presenca de impurezas. Os espectros de RMN de estruturas simples podem ser descritos
adequadamente mediante o uso de valores numéricos para os deslocamentos quimicos, constantes de
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acoplamento e mediante o nimero de hidrogénios correspondente a cada sinal (0s instrumentos
incluem programas que geram espectros simulados de substancias com esses dados). Também podem
ser adicionados aos espectros os detalhes experimentais, como, por exemplo, o solvente, a
concentracdo da amostra e a referéncia do deslocamento quimico.

Para amostras desconhecidas, a anélise por RMN, usualmente acompanhada de outras informacdes
analiticas, € uma poderosa técnica para elucidacdo estrutural. Os deslocamentos quimicos
proporcionam informagfes quanto ao ambiente quimico dos ndcleos. Existem muitas publicagdes
com tabelas de correlacéo e regras para analisar esses deslocamentos quimicos. A multiplicidade dos
sinais proporciona informacfes estereoquimicas importantes. A particdo mdtua de sinais de grupos
funcionais indica suas proximidades. A magnitude da constante de acoplamento J entre hidrogénios
residuais em estruturas aromaticas, oleofinicas ou cicloalquilicas substituidas é utilizada para
identificar a posicao relativa dos substituintes.

Existem vérias técnicas especiais (dupla ressonancia; troca quimica; uso de reativos de deslocamento;
andlise bidimensional; etc) para simplificar alguns dos espectros mais complexos; identificar certos
grupos funcionais e determinar correlagcdes de acoplamento.

Na técnica de dupla ressonancia, em um sistema simples de hidrogénio geralmente designado como
sistema AX, cada hidrogénio aparece como um dupleto. Se introduzirmos um campo fluente de
radiofrequéncia na frequéncia de X, enquanto o campo de radiofrequéncia normal que mantém a
frequéncia responsavel pela ressonancia de A, o deslocamento entre A e X serd anulado
(deslocamento homonuclear). Dessa forma, o sinal de A ndo sera acoplado, e aparece agora como um
singleto. Os espectros de rotina de *C se obtém em condicdes de desacoplamento proténico que anula
todos os acoplamentos heteronucleares **C-*H. Como resultado desse desacoplamento, os sinais de
carbono aparecem como singletos, a menos que estejam presentes outros nucleos que ndo estdo
desacoplados (por exemplo, 1°F, 31p).

Os grupos funcionais que contém hidrogénios intercambiaveis unidos a heterodtomos como, por
exemplo, -OH, -NH2 ou -COOH podem ser identificados mediante intercAmbio rapido dos
hidrogénios com D,0O. Para determinar a presenga e posicdo desses grupos € necessario testar a
substancia em CDCIlz ou DMSO-d6 e depois acrescentar algumas gotas de DO no tubo de amostra,
agitar e analisar novamente. Os picos de ressonancia desses grupos se colapsam nessa segunda analise
e sdo substituidos por singleto HDO entre 4,7 e 5,0 ppm.

Essa troca quimica serve para exemplificar o efeito da velocidade dos processos intermoleculares e
intramoleculares nos espectros de RMN. Se um hidrogénio pode experimentar diferentes ambientes
em virtude deste processo (tautomerismo; rotacdo em torno de um eixo; equilibrios de troca; inversao
de anel; etc), a aparéncia do espectro seré funcdo da velocidade do processo. Os processos lentos (em
escala de tempo em RMN) proporcionam mais de um sinal, enquanto que 0s processos rapidos
proporcionam sinais estreitos, e 0s outros processos intermediarios sinais largos.

Os programas computacionais contidos nos equipamentos de RMN contém sequéncia de pulsos
variados com a acumulacéo repetitiva de transientes descritos anteriormente. Esses experimentos
incluem analises bidimensionais homonucleares ou heteronucleares, que determinam a correlagdo de
acoplamentos e podem simplificar a interpretacao de espectros mais complexos.

ANALISE QUANTITATIVA
Se o instrumento esta calibrado corretamente para uma analise quantitativa, as areas sob 0s picos sao

proporcionais ao nimero total de hidrogénios que as geram.
A1/A2 = N1/N2
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Se 0s picos se originam a partir de grupos funcionais de uma mesma molécula, a equacdo pode ser
simplificada
A1/Az2 = ni/nz

Em que n1 e n2 s&o 0 numero de hidrogénios nos respectivos grupos funcionais.
Se os sinais se originam a partir de diferentes espécies moleculares,
A1/A2 = nimi/nomz = (NtW1/M1)/(n2W2/M»)

Em que m1 e m2 s&o o nimero de mols; W1 e W2 sdo as massas, e M1 e M2 séo as massas molares dos
compostos 1 e 2 respectivamente.

A andlise das equacOes acima possibilita verificar que a analise quantitativa por RMN pode ser
realizada de forma absoluta ou relativa. No método absoluto, um padrdo interno deve ser adicionado
a amostra e a area sob o pico de ressonancia procedente da substancia de prova deve ser comparada
com a &rea sob o pico de ressonancia do padrdo interno. Se as substancias em questdo se equivalem
com exatidao, pode calcular-se a quantidade da substancia. Um bom padrédo interno tem que ter as
seguintes propriedades: apresentar um pico de ressonancia de referéncia, preferencialmente singleto,
em uma posicao do campo distinta de todos os picos da amostra; ser solivel no solvente usado; sem
peso equivalente protdnico (quando o peso dividido entre o nimero de hidrogénios que gera um pico
de referéncia é baixo) e ndo interagir com o composto em analise. A escolha do padrdo interno sera
ditada pelo espectro da amostra.

O método relativo pode ser usado para determinar a fracdo molar de uma impureza em uma amostra
(ou componentes de uma mistura) mediante a equacao supracitada.

As analises quantitativas e a deteccdo de tracos de impurezas tém melhorado com o desenvolvimento
de instrumentos modernos.

5.2.33 DETERMINACAO DE SOLVENTES RESIDUAIS

Este capitulo se aplica a insumos farmacéuticos ativos, excipientes e produtos terminados. Toda
substancia ou produto esté sujeito a determinacao de solventes residuais que poderdo estar presentes,
pela utiliza¢dao de método adequado.

Geralmente, os ensaios para os solventes residuais ndo sdo mencionados nas monografias individuais
quando os limites a serem aplicados estdo em conformidade com os indicados a seguir, pois os
solventes empregados podem variar de um fabricante para outro.

O objetivo deste capitulo ¢ informar as quantidades aceitdveis dos solventes residuais em produtos
farmacéuticos para a seguranga do paciente. O capitulo recomenda o uso de solventes menos toxicos
e descreve niveis considerados toxicologicamente aceitaveis para alguns solventes residuais.

Para propdsitos farmacopeicos, os solventes residuais em produtos farmacéuticos se definem como
as substancias quimicas organicas volateis que sao usados ou produzidos durante a fabricacdo de
insumos farmacéuticos ativos ou excipientes, ou na preparagdo de produtos acabados. Os solventes
residuais ndo sdo completamente removidos durante o processo de fabricagao.

Este capitulo ndo trata dos solventes que sdo utilizados como excipientes nem dos solvatos. No
entanto, o teor de solventes em tais produtos deve ser avaliado e justificado.
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Os produtos farmacéuticos ndo devem conter quantidades de solventes residuais superiores aquelas
que permitam os dados de seguranca. Evitar o uso de solventes que ocasionem uma toxicidade
inaceitavel (Classe 1, Tabela 3) na produ¢do de insumos farmacéuticos ativos, excipientes ou
produtos acabados, a menos que seu uso possa ser fortemente justificado mediante uma avaliacao de
risco-beneficio. O uso de solventes associados com toxicidade menos grave (Classe 2, Tabela 4) deve
ser limitado, a fim de proteger os pacientes de potenciais efeitos adversos. Em uma situagado ideal,
devem ser empregados os solventes menos toxicos (Classe 3, Tabela 5). No Apéndice 1, € apresentada
a lista completa de solventes incluidos neste capitulo. Essas tabelas e a lista ndo sdo excludentes.

AMBITO DA APLICACAO

Devem ser analisados os insumos farmacéuticos ativos, excipientes e produtos acabados para detectar
a presencga de solventes residuais quando se sabe que os processos de purificagdao ou producao podem
resultar na presenca de tais solventes.

E necessario realizar os ensaios para os solventes que sao usados ou produzidos na purificagao ou
fabricacdao de insumos farmacéuticos ativos, excipientes ou produtos acabados, inclusive quando o
ensaio ndo estd indicado na monografia individual.

Embora os fabricantes possam optar por realizar o ensaio no produto acabado, pode ser empregado
um procedimento cumulativo para calcular os niveis de solventes residuais presentes no produto
acabado, a partir dos niveis nos insumos utilizados para produzir o produto acabado. Se os célculos
derem como resultado um nivel igual ou inferior ao proporcionado neste capitulo geral, ndo ¢
necessario considerar a realiza¢do do ensaio de solventes residuais no produto acabado.

No entanto, se o nivel calculado estiver acima do nivel recomendado, o produto acabado deve ser
analisado para determinar se o processo de formulagdo reduziu o nivel do solvente correspondente
até¢ a quantidade aceitavel. Também se deve analisar um produto terminado se algum solvente ¢
empregado durante sua fabricagao.

PRINCIPIOS GERAIS
Classificagdo de solventes residuais por avalia¢do de risco

A expressao exposi¢do diaria permitida (EDP) ¢ definida como a ingestdo maxima admissivel de
solventes residuais provenientes de produtos farmacéuticos.

Os solventes residuais que sdo avaliados neste capitulo estdo listados no Apéndice 1 segundo sua
estrutura quimica ¢ nome comum. Os mesmos foram avaliados de acordo com o risco que
representam para a saide humana e colocados em uma das trés classes abaixo:

Classe de solvente

residual Avaliagdo

Solventes que devem ser evitados:
e Substancias conhecidas como carcinogénicas para os seres humanos.
Classe 1 e Substancias seriamente suspeitas de serem carcinogénicas para 0s
seres humanos.
e Substancias que representam riscos ambientais

Solventes que devem ser limitados:

Classe 2 o ) . N , . . L.
- Substancias carcinogénicas nao genotdxicas em animais, ou possiveis
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agentes causadores de outras toxicidades irreversiveis, tais como
neurotoxicidade ou teratogenicidade.

— Solventes suspeitos de causar outros efeitos toxicos significativos, mas
reversiveis.

Solventes com baixo potencial toxico:
- Solventes de baixo potencial toxico para os seres humanos; nao ¢
necessario um limite de exposi¢do com base no risco para a satude.
Estes solventes t€m um EDP de 50 mg ou mais por dia.

Classe 3

Opgoes para descrever os limites de solventes residuais de Classe 2
Existem duas opgoes para estabelecer os limites de solventes residuais de Classe 2.

Opgdo 1 - Sdo usados os limites de concentragdo em ppm indicados na Tabela 4. Estes foram
calculados usando a equagdo abaixo, assumindo um peso de produto de 10 g, administrado
diariamente.

Concentracdo (ppm) = (1000 pg/mg x EDP)/dose
Neste caso, a EDP ¢ expressa em mg por dia e a dose ¢ expressa em g por dia.

Estes limites sdo considerados aceitaveis para todos os insumos farmacéuticos ativos, excipientes e
produtos acabados. Portanto, esta op¢ao pode ser aplicada se a dose diaria nao € conhecida ou nao
tiver sido definida. Se todos os insumos farmacéuticos ativos e excipientes em uma formulag¢do
cumprem com os limites fornecidos na Opg¢do 1, estes componentes podem ser usados em qualquer
propor¢ao. Nao € necessario realizar calculos adicionais sempre que a dose diaria ndo exceder 10 g.
Os produtos que sdo administrados em doses superiores a 10 g por dia estdo previstos na Opgdo 2.

Opgdo 2 - Nao ¢ exigido que cada componente do produto acabado cumpra com os limites
estabelecidos na Opg¢ao 1. Pode ser empregada a EDP, expressada em mg por dia, conforme indicado
na Tabela 4, com a dose diaria méxima conhecida e a equagdao mencionada acima, para determinar a
concentracao de solvente residual permitido em um produto acabado.

Tais limites sdo considerados aceitaveis, se se provar que o solvente residual foi reduzido ao minimo
possivel. Os limites devem ser realistas quanto a precisdo analitica, a capacidade de fabricagdo e a
variagdo razoavel no processo de fabricacdo. Os limites também devem atender as normas de
fabricagdo atuais.

A Opcéao 2 pode ser aplicada, somando a quantidade de solventes residuais presentes em cada um dos
componentes do produto acabado. A soma da quantidade de solvente por dia deve ser menor do que
o indicado pela EPD.

Abaixo, ¢ apresentado um exemplo da aplicacdo da Opg¢do I e da Opgdo 2 para a concentragdo de
acetonitrila em um produto acabado. A exposi¢ao diaria permitida para a acetonitrila € de 4,1 mg por
dia; portanto, o limite da Opgdo 1 ¢ de 410 ppm. O peso diario maximo administrado de um produto
acabado ¢ 5,0 g, o qual contém dois excipientes. A composicao do produto acabado e a quantidade
maxima calculada de acetonitrila residual sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Exemplo da aplicacio das Opgées 1 e 2 para a concentragio de acetonitrila em um produto acabado.

Quantidade na Conteudo de Exposicdo didria

Componente ~ . .
P formulagdo acetonitrila (mg)
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| ® (ppm)

IFA 0,3 800 0,24
Excipiente 1 0,9 400 0,36
Excipiente 2 3.8 800 3,04

Produto acabado 5,0 728 3,64

O excipiente 1 cumpre com o limite da Opg¢do 1, mas o IFA, o excipiente 2 e o produto acabado nao
cumprem com o limite da Opg¢do 1. No entanto, o produto acabado cumpre com o limite da Opg¢do 2
de, no maximo, 4,1 mg de acetonitrila por dia e, portanto, estd em conformidade com os critérios de
aceitagao do presente capitulo.

Abaixo, ¢ apresentado outro exemplo usando acetonitrila como solvente residual. O peso didrio
maximo administrado de um produto acabado ¢ 5,0 g, o qual contém dois excipientes. A composicao

do produto acabado e a quantidade maxima calculada de acetonitrila residual sao mostradas na Tabela
2.

Tabela 2 - Exemplo da aplicagiio das Opgées I e 2 para a concentracdo de acetonitrila em um produto acabado.

Quantidade na Conteudo de o ges .

~ . . Exposicdo didria
Componente Jormulagdo acetonitrila (mg)
) (ppm) i
Farmaco 0,3 800 0,24
Excipiente 1 0.9 2000 1,80
Excipiente 2 3.8 800 3,04
Produto farmacéutico 5,0 1016 5,08

Neste exemplo, o produto acabado ndo cumpre com o limite da Opg¢do I e nem o da Opgdo 2, segundo
esta soma. O fabricante deve analisar o produto acabado para determinar se o processo de formulagao
reduziu o nivel de acetonitrila.

Se, durante a formulacao, o nivel de acetonitrila ndo foi reduzido aos limites permitidos, o produto
ndo cumpre os limites de solventes residuais, conforme descrito neste capitulo, e o fabricante do
produto farmacéutico deve tomar outras medidas para reduzir a quantidade de acetonitrila no produto
farmacéutico.

Procedimentos analiticos

Normalmente, os solventes residuais sdo determinados usando técnicas cromatograficas, tais como
cromatografia a gas. Os métodos oficiais para analisar o contetido de solventes residuais sdo descritos
no item Identificagdo, controle e quantifica¢do de solventes residuais deste capitulo.

Se estiverem presentes solventes de Classe 3, pode ser usado um método inespecifico, como, por
exemplo, a perda por dessecacao.

Informe dos niveis de solventes residuais

Os fabricantes de produto acabado precisam de determinadas informagdes sobre o conteudo de
solventes residuais em IFA ou excipientes para cumprir com os critérios deste capitulo geral. As
seguintes declaracdes sdo fornecidas como exemplos aceitaveis da informagao que poderia fornecer
um fabricante de IFA ou excipientes para um fabricante de produtos acabados. O fabricante podera
escolher, uma das opg¢des abaixo, conforme o caso:
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« E provavel que estejam presentes apenas solventes da Classe 3. A perda por dessecagio é inferior a
0,5%.

« E provavel que estejam presentes apenas solventes X, Y, ... da Classe 2. Todos se encontram abaixo
do limite da Op¢ao I (aqui o fabricante mencionaria os solventes da Classe 2, representados por X,
Y, ...)

« E provavel que estejam presentes apenas solventes X, Y, ... da Classe 2 e solventes da Classe 3. Os
solventes residuais da Classe 2 encontram-se abaixo do limite da Op¢do I e os solventes residuais da
Classe 3 encontram-se abaixo de 0,5%.

A frase “¢ provavel que estejam presentes”, como usada nos exemplos acima, faz referéncia ao
solvente utilizado ou produzido na etapa final de fabricagdo e aos solventes utilizados ou produzidos
nas etapas iniciais de fabricagdo e que nao sdo removidos uniformemente por um processo validado.

Se € provavel que estejam presentes os solventes da Classe 1, estes deveriam ser identificados e
quantificados. Se os solventes da Classe 2 ou 3 estdo presentes em quantidade que exceda os limites
da Op¢do I ou 0,5%, respectivamente, estes devem ser identificados e quantificados.

LIMITES DE SOLVENTES RESIDUAIS
Classe 1 (solventes que devem ser evitados)

Os solventes residuais da Classe 1 (Tabela 3) ndo devem ser empregados na fabricagdo de IFA,
excipientes ou produtos acabados, devido a toxicidade inaceitdvel ou a seus efeitos ambientais
nocivos. No entanto, se ¢ inevitavel a sua utilizagdo na fabricagdo de um medicamento com uma
vantagem terapéutica significativa, seus niveis devem ser restritos, conforme mostrado na Tabela 3,
a menos que se indique de modo diferente na monografia individual. O solvente 1,1,1-tricloroetano
foi incluido na Tabela 3, devido ao fato de ele representar um risco ambiental. O limite indicado de
1500 ppm esta baseado na revisdo dos dados de seguranga.

Quando utilizados ou produzidos solventes residuais da Classe 1 na fabricacdo ou na purificacao de
IFA, excipientes ou produtos acabados e eles ndo forem removidos durante o processo, estes devem
ser identificados e quantificados. Os procedimentos descritos no item Identifica¢do, controle e
quantificagdo de solventes residuais deste capitulo devem ser aplicados sempre que possivel. Se isso
nao for possivel, deve ser utilizado um procedimento validado.

Tabela 3 - Solventes residuais da classe 1.

Solvente Limite de concentracdo Motivo
(ppm)
Benzeno 2 Carcinogénico
Tetracloreto de carbono 4 Téxico e apresenta riscos a0 meio
ambiente
1,2-Dicloroetano 5 Toxico
1,1-Dicloroeteno 8 Toxico
1,1,1-Tricloroetano 1500 Apresenta riscos a0 meio
ambiente

Classe 2 (solventes que devem ser limitados)

Os solventes residuais da Classe 2 (Tabela 4) devem ser limitados nos IFA, excipientes e produtos
acabados devido a sua toxicidade inerente. A EDP ¢ fornecida com uma aproximacao de 0,1 mg por
dia e as concentragdes com uma aproximacao de 10 ppm. Os valores indicados ndo refletem a precisao
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analitica necessaria do processo de determinagdo. A precisdao deve ser determinada como parte da
valida¢do do procedimento.

Se os solventes residuais da Classe 2 estdo presentes em quantidade superior aos limites da Opgdo 1,
estes devem ser identificados e quantificados. Os procedimentos descritos no item Identificagdo,
controle e quantificagcdo de solventes residuais deste capitulo devem ser aplicados sempre que
possivel. Se isso nao for possivel, deve ser utilizado um procedimento validado.

Nota: os seguintes solventes residuais da Classe 2 ndo sdo detectados facilmente mediantes as
condig¢oes de injegcdo de fase gasosa descritas no item Identifica¢do, controle e quantifica¢do de
solventes residuais deste capitulo: formamida, 2-etoxietanol, 2-metoxietanol, etilenoglicol, N-
metilpirrolidona e sulfolano. E necessdrio empregar outros procedimentos apropriados validados
para a quantificag¢do destes solventes residuais.

Tabela 4 - Solventes residuais da classe 2.

Solvente EDP Limite de concentracdo
(mg/dia) (ppm)
Acetonitrila 4,1 410
Ciclohexano 38,8 3880
Clorobenzeno 3,6 360
Cloroférmio 0,6 60
Cloreto de metileno 6,0 600
Cumeno 0,7 70
1,2-Dicloroeteno 18,7 1870
N,N-Dimetilacetamida 10,9 1090
N,N-Dimetilformamida 8,8 880
1,2-Dimetoxietano 1,0 100
1,4-Dioxano 3,8 380
Etilenoglicol 6,2 620
2-Etoxietanol 1,6 160
Formamida 2,2 220
Hexano 2,9 290
Metanol 30,0 3000
Metilbutilcetona 0,5 50
Metilciclohexano 11,8 1180
Metilisobutilcetona 45 4500
N-Metilpirrolidona 53 530
2-Metoxietanol 0,5 50
Nitrometano 0,5 50
Piridina 2,0 200
Sulfolano 1,6 160
Tetrahidrofurano 7,2 720
Tetralina 1,0 100
Tolueno 8,9 890
Tricloroetileno 0,8 80
Xileno® 21,7 2170

*Geralmente 60% de m-xileno, 14% de p-xileno, 9% de o-xileno com 17% de etilbenzeno.
Classe 3 (solventes com baixo potencial toxico)

Considera-se que os solventes residuais da Classe 3 (Tabela 5) sao menos toxicos e representam um
menor risco para a saude humana quando comparados com os solventes residuais da Classe 1 e da
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Classe 2. A Classe 3 nao inclui solventes que representam um risco para a saude humana aos niveis
normalmente aceitos em produtos farmacéuticos. No entanto, ndo existem estudos de
carcinogenicidade ou toxicidade a longo prazo para muitos dos solventes residuais da Classe 3. Os
dados disponiveis indicam que eles s3o menos toxicos em estudos de toxicidade aguda ou de curto
prazo e negativa em estudos de genotoxicidade.

E considerado que as quantidades de solventes residuais de 50 mg por dia ou menos (correspondente
a 5000 ppm ou 0,5% na Opg¢do 1) seriam aceitaveis sem necessidade de justificar. Quantidades
superiores podem também ser aceitaveis, sempre que autorizado pela autoridade reguladora
competente, tendo em conta, entre outras coisas, a capacidade do processo e as boas praticas de
fabricacao.

Se o limite de um solvente da Classe 3 em uma monografia individual € superior a 50 mg por dia,
esse solvente residual deve ser identificado e quantificado. Os procedimentos descritos na se¢ao
Identificagdo, controle e quantificagdo de solventes residuais deste capitulo, com as devidas
modificag¢des das solugdes de referéncia, devem ser aplicados sempre que possivel. Se isso nao for
possivel, deve ser empregado outro procedimento validado.

Tabela 5 - Solventes residuais da classe 3.
(Limitados pelas boas praticas de fabricagdo ou outros requisitos baseados na qualidade em IFA,
excipientes e produtos acabados)

Acetato de butila Etanol

Acetato de etila

Eter terc-butilmetilico

Acetato de 1sobutila

Eter etilico

Acetato de isopropila

Formiato de etila

Acetato de metila Heptano
Acetato de propila 3-Metil-1-butanol
Acetona Metiletilcetona
Acido acético 2-Metil-1-propanol
Acido formico Pentano
Anisol 1-Pentanol
1-Butanol 1-Propanol
2-Butanol 2-Propanol
Dimetilsulfoxido Trietilamina

Outros solventes residuais

Os solventes residuais listados na Tabela 6 podem também ser de interesse para os fabricantes de
IFA, excipientes ou produtos acabados. No entanto, ndo foram encontrados, ainda, dados
toxicoldgicos adequados para fundamentar a EDP.

Tabela 6 - Outros solventes residuais.
(Para os quais ndo se tem encontrado dados toxicologicos adequados)

Acido tricloroacético

Eter isopropilico

Acido trifluoroacético

Eter de petroleo

1,1-Dietoxipropano

Isoctano

1,1-Dimetoximetano

Metil isopropil cetona

2,2-Dimetoxipropano

Metiltetrahidrofurano

IDENTIFICACAO, CONTROLE E QUANTIFICACAO DE SOLVENTES RESIDUAIS
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Sempre que possivel, a substancia em analise necessita ser dissolvida para liberar o solvente residual.
Em alguns casos, pode ser aceitavel que alguns dos componentes da formulacdo ndo se dissolvam
completamente. Nesses casos, pode ser necessario primeiramente reduzir o produto farmacéutico a
p6 fino, de modo a liberar qualquer solvente residual que possa estar presente. Esta operacao deve
ser executada o mais rapido possivel para evitar a perda de solventes volateis durante o procedimento.

Nota: estes procedimentos devem ser realizados com dgua livre de substancias orgdnicas para evitar
a presenca de picos que possam interferir significativamente no cromatograma.

Solventes residuais da Classe 1 e da Classe 2

Os seguintes procedimentos sdo uteis para identificar e quantificar os solventes residuais quando nao
se tem a informacao sobre quais podem estar presentes no material, quando a informagdo sobre os
mesmos ndo estd disponivel. Quando a informagao sobre a presenca de solventes residuais especificos
estd disponivel, s6 € necessario efetuar o Procedimento C para quantificar os solventes residuais
presentes. A Figura 1 apresenta um diagrama de fluxo para a aplicacdo dos testes limites de solventes
residuais.
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Preparo das solugoes
amostra ¢ padrao

PROCEDIMENTO A

. Sim
Picos SR na
SA <SP?

l Nio

PROCEDIMENTO B

) Sim
Picos SR na
SA < SP?

l Nao

PROCEDIMENTO C
Calcular a quantidade de SR
encontrada

|

Nao

Produto
farmacopeico?

Sim

Cumpre o teste, ndo re-

quer agdo posterior.

Cumpre o teste, ndo re-

quer agdo posterior.

Cumpre limi-
tes opgio 1?

Sim

Nao

Registrar a quantidade de
solvente residual encon-
trada

Sim

Cumpre limi-
tes pama opgdo
2 para EDP?

Cumpre o teste, nao re-
quer agdo posterior.

Naéo cumpre o teste

Figura 1 - Fluxograma referente a identificaciio de solventes residuais e a aplicacio de testes limites.

Materiais solUveis em agua

Procedimento A

Legenda:
SR—solventes residuais
SA—solugdo amostra
SP—solugao padrao

EDP—exposicao didria permitida
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Solucéo padréo estoque da Classe 1: [Nota: ao transferir as solugdes, colocar a ponta da pipeta logo
abaixo da superficie do liquido e misturar]. Transferir 1,0 mL da mistura de solventes residuais da
Classe | padréo de referéncia para um baldo volumétrico de 100 mL, ao qual anteriormente foram
adicionados aproximadamente 9 mL de dimetilsulfoxido, completar o volume com &gua e
homogeneizar. Transferir 1,0 mL dessa solugdo para um baldo volumétrico de 100 mL, ao qual
anteriormente foram adicionados cerca de 50 mL de agua, completar o volume com &gua e
homogeneizar. Transferir 10,0 mL dessa solucdo para um baldo volumétrico de 100 mL, ao qual
anteriormente foram adicionados cerca de 50 mL de &gua, completar o volume com &gua e
homogeneizar.

Solucédo padréo da classe 1: transferir 1,0 mL da Solucdo padréo estoque da Classe 1, para frasco
de amostragem de fase gasosa adequado contendo 5,0 mL de agua (colocar a ponta da pipeta logo
abaixo da superficie do liquido para dispensar), tampar e homogeneizar.

Solugdes padréo estoque da Classe 2: transferir 1,0 mL da mistura A - Solventes residuais da Classe
2 padrdo de referéncia para um baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume com &gua e
homogeneizar. Esta é a Solucdo padréo estoque A da Classe 2. Transferir 1,0 mL da mistura B —
Solventes residuais da Classe 2 padrdo de referéncia para um baldo volumétrico de 100 mL,
completar o volume com agua e homogeneizar. Esta é a Solucdo padréo estoque B da Classe 2.

Solucdo padrdo A da Classe 2: transferir 1,0 mL da Solucdo padréo estoque A da Classe 2, para
frasco de amostragem de fase gasosa adequado contendo 5,0 mL de agua, tampar e homogeneizar.

Solugéo padréo B da Classe 2: transferir 5,0 mL da Solucé@o padréo estoque B da Classe 2 para um
frasco de amostragem de fase gasosa adequado, adicionar 1,0 mL de agua, tampar e homogeneizar.

Solucdo amostra estoque: transferir aproximadamente 250 mg do material em andlise, pesados com
exatiddo, para um baldo volumétrico de 25 mL, dissolver e completar o volume com com &agua e
homogeneizar.

Solucdo amostra: transferir 5,0 mL da Solucdo amostra estoque para um frasco de amostragem de
fase gasosa adequado, adicionar 1,0 mL de &gua, tampar e homogeneizar.

Solugdo de adequabilidade do sistema da Classe 1: transferir 1,0 mL da Solugdo estoque de
referéncia da Classe 1 para um frasco de amostragem de fase gasosa adequado, adicionar 5,0 mL da
Solugdo amostra estoque, tampar e homogeneizar.

Sistema cromatografico: cromatografo a gas provido de detector de ionizacdo de chama e coluna de
silica fundida de 0,32 mm x 30 m, revestida com uma camada de fase de 6% cianopropil fenil - 94%
dimetilpolissiloxano de 1,8 um, ou coluna de macrocapilar de 0,53 mm x 30 m, revestida com uma
camada de fase 6% cianopropil fenil - 94% dimetilpolissiloxano 3,0 um. O gés de arraste é nitrogénio
ou hélio auma velocidade linear de aproximadamente 35 cm/s e uma relagéo de particao na proporcao
de 1:5 [Nota: a relagdo de particdo pode ser modificada para otimizar a sensibilidade]. Manter a
temperatura da coluna a 40 °C durante 20 minutos; em seguida, elevar a temperatura para 240 °C, a
uma taxa de aquecimento de 10° C por minuto, e manter a 240 °C por 20 minutos. Manter as
temperaturas do injetor e do detector a 140 °C e 250 °C, respectivamente. Injetar, no cromatdgrafo, a
Solucgéo padréo da Classe 1, a Solucéo de adequabilidade do sistema da classe 1 e a Solugéo padrao
A da Classe 2 e registrar o cromatograma, conforme indicado no Procedimento. A relagéo sinal/ruido
do 1,1,1-tricloroetano, na Solugéo padréo da Classe 1, € de, no minimo, 5; a relagéo sinal/ruido de
cada pico, na Solucéo de adequabilidade do sistema da Classe 1, € de, no minimo, 3; e a resolucdo,
R,, entre os picos de acetonitrila e cloreto de metileno, na Solugdo padrdo A da Classe 2, é de, no
minimo, 1,0.
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Procedimento: [Nota: é recomendado aumentar a temperatura da linha de transferéncia entre as
corridas para eliminar qualquer condensacéo potencial dos solventes.]. Injetar, separadamente, no
cromatdgrafo (seguindo os parametros operacionais para o injetor de fase gasosa, conforme descrito
na Tabela 7) volumes iguais da fase gasosa (1 mL) da Solucédo padrdo da Classe 1, da Solugdo
padrdo A da Classe 2, da Solucdo padrdo B da Classe 2 e da Solugdo amostra, registrar os
cromatogramas e medir as respostas dos picos principais. Se a resposta de qualquer pico diferente do
pico de 1,1,1-tricloroetano, na Solu¢do amostra, for maior ou igual ao pico correspondente obtido
com a Solu¢do padrao da Classe 1 ou com qualquer pico obtido com as Solugoes padrdo da Classe
2 (A e B), ou se a resposta do pico de 1,1,1-tricloroetano for maior ou igual a 150 vezes a resposta do
pico correspondente do 1,1,1-tricloroetano obtido com a Solug¢do padrdo da Classe 1, seguir
conforme o Procedimento B para verificar a identidade do pico; se ndo for detectado nenhum pico,
dentro dos critérios acima especificados, a amostra cumpre com os requisitos deste ensaio.

Tabela 7 - Parimetros operacionais para o injetor de fase gasosa.

Pardametros operacionais para o injetor de fase

gasosa.
1 | 2 | 3
Temperatura de equilibrio (*) 80 105 80
Tempo de equilibrio (minutos) 60 45 45
Temperatura da linha de transferéncia () (se 85 110 105
corresponde)
Temperatura de seringa () (se corresponde) 80-90 105-115 80-90
Tempo de pressurizacado (s) (se corresponde) > 60 > 60 > 60
Volume de injegdo (mL)” 1 1 1

Gas transportador: nitrogénio ou hélio a uma pressdo adequada

* . ~ . . D

Ou seguir as recomendagdes do fabricante do instrumento, sempre e quando se cumpram os critérios
do método. Permite-se injetar uma quantidade menor que a especificada, sempre e quando se busca
sensibilidade adequada.

Procedimento B

Solugéo padréao estoque da Classe 1, Solucéo padréo da Classe 1, Solugdes padréo estoque da Classe
2, Solucdo padréo A da Classe 2, Solucéo padrdo B da Classe 2, Solugdo amostra estoque, Solucéo
amostra e Solucdo de adequabilidade do sistema da Classe 1: preparar conforme indicado no
Procedimento A.

Sistema cromatografico: cromatdgrafo a géas provido de detector de ionizacdo de chama e coluna de
silica fundida de 0,32 mm x 30 m, revestida com uma camada de polietilenoglicol (massa molecular
aproximada de 15 000) de 0,25 um, ou uma coluna macrocapilar de 0,53 mm x 30 m, revestida com
uma camada de fase de polietilenoglicol (massa molecular aproximada de 15 000) de 0,25 um. O gas
de arraste é nitrogénio ou hélio, com uma velocidade linear de aproximadamente 35 cm/s e uma
relacdo de particdo na proporcdo de 1:5 [Nota: a relacdo de particdo pode ser modificada para
otimizar a sensibilidade]. Manter a temperatura da coluna a 50 °C por 20 minutos e, em seguida,
aumentar para 165 °C a uma taxa de aquecimento de 6 °C por minuto, e manter a 165 °C por 20
minutos. Manter as temperaturas do injetor e do detector a 140 °C e 250 °C, respectivamente. Injetar,
no cromatdgrafo, a Solucéo padréo da Classe 1, a Solucdo de adequabilidade do sistema da Classe
1 e registar o cromatograma, conforme indicado no Procedimento. A relac&o sinal/ruido do benzeno,
na Solucéo padréo da Classe 1, é de, no minimo, 5; a relacdo sinal/ruido de cada pico, na Solugéo de
adequabilidade do sistema da Classe 1, é de, no minimo, 3; e a resolucdo, R, entre 0s picos de
acetonitrila e cis-dicloroeteno, na Solugéo padréo A da Classe 2, é de, no minimo, 1,0.
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Procedimento: [Nota: € recomendado aumentar a temperatura da linha de transferéncia entre
corridas para eliminar qualquer condensacéo potencial dos solventes]. Injetar, separadamente, no
cromatografo (seguindo os parametros operacionais para o injetor de fase gasosa, conforme descrito
na Tabela 7), volumes iguais da fase gasosa (1,0 mL) da Solucéo padréo da Classe 1, da Solugdo
padrdo A da Classe 2, da Solucdo padrao B da Classe 2 e da Solucdo amostra, registrar os
cromatogramas e medir as respostas dos picos principais. Se as respostas dos picos obtidos com a
Solugdo amostra, identificados no Procedimento A, forem iguais ou maiores que 0S picos
correspondentes obtidos com a Solugdo padréo da Classe 1 ou com qualquer das duas Solugdes
padrdo da Classe 2 (4 e B), seguir conforme o Procedimento C para quantificar os analitos; se nao
for detectado nenhum pico, dentro dos critérios acima especificados, a amostra cumpre com 0s
requisitos deste ensaio.

Procedimento C

Solucdo padrdo estoque da Classe 1, Solucdo padrédo da Classe 1, Solucdo padréo estoque A da
Classe 2, Solugéo padréo A da Classe 2, Solugdo amostra estoque, Solugdo amostra e Solucéo de
adequabilidade do sistema da Classe 1: preparar conforme indicado no Procedimento A.

Solug¢do padrado estoque: [Nota: preparar, separadamente, uma Solu¢do padrdo estoque para cada
pico identificado e confirmado conforme os Procedimentos A e B. Para os solventes da Classe 1
diferentes do 1,1,1-tricloroetano, preparar a primeira dilui¢do conforme descrito para a primeira
dilui¢do da Solugcdo padrdo estoque da Classe 1, Procedimento A]. Transferir um volume, medido
com exatiddo, de cada padrao de referéncia correspondente a cada pico de solvente residual
identificado e confirmado apés a realizagdo dos Procedimentos A € B para um frasco adequado e
diluir, quantitativamente, com agua, para obter solu¢do com concentragdo final de 1/20 do valor
indicado na Tabela 3 ou na Tabela 4 (em Limite de concentragdo).

Solugéo padréao: transferir 1,0 mL da Solucéo padréo estoque para um tubo de amostragem de fase
gasosa adequado, adicionar 5,0 mL de 4gua, tampar e homogeneizar.

Solugcdo amostra com uma quantidade conhecida adicionada: [ Nota: preparar, separadamente, uma
Solugdo amostra com a adi¢do de uma quantidade conhecida do analito de cada pico identificado e
verificado conforme Procedimentos A e B). Transferir 5,0 mL da Solu¢do amostra estoque para um
vial apropriado, adicionar 1,0 mL de Solu¢do padrao estoque, tampar e homogeneizar.

Sistema cromatografico: [Nota: se for confirmado que os resultados das andlises cromatograficas
do Procedimento A forem inferiores aos observado no Procedimento B, o Sistema cromatografico do
Procedimento B podera ser substituido]. Utilizar cromatdgrafo a gas provido de detector de ionizacao
de chama e coluna de silica fundida de 0,32 mm X% 30 m, recoberta com uma camada de fase de 6%
cianopropil fenil- 94% dimetilpolisiloxano de 1,8 um, ou uma coluna macrocapilar de 0,53 mm x 30
m, recoberta com uma camada de fase de 6% cianopropil fenil- 94% dimetilpolisiloxano de 3,0 um.
O gas de arraste ¢ o nitrogénio ou o hélio, com uma velocidade linear de aproximadamente 35 cm/s
e uma relacdo de particao de 1:5. [Nota: a relagcdo de parti¢do pode ser modificada para otimizar a
sensibilidade]. Manter a temperatura da coluna a 40 °C durante 20 minutos; em seguida, elevar a
temperatura para 240 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C por minuto e manté-la a 240 °C durante
20 minutos. Manter as temperaturas do injetor e do detector a 140 °C e 250 °C, respectivamente.
Injetar, no cromatografo, a Solugdo padrao da Classe 1, a Solu¢do de adequabilidade do sistema da
Classe 1 e a Solu¢do padrdo A da Classe 2, e registrar o cromatograma conforme descrito em
Procedimento. A relagdo sinal-ruido do 1,1,1-tricloroetano, na Solu¢do padrao da Classe 1, € de, no
minimo, 5; a relagdo sinal-ruido de cada pico, na Solu¢do de adequabilidade do sistema da Classe 1,
¢ de, no minimo, 3; e a resolucdo, R, entre os picos de acetonitrila e cloreto de metileno, na Solugdo
padrdo A da Classe 2, ¢ de, no minimo, 1,0.



Farmacopeia Brasileira, 62 edicio 256

Procedimento: [Nota: recomenda-se elevar a temperatura da linha de transferéncia entre as
corridas, para eliminar qualquer condensagdo potencial dos solventes]. Injetar, separadamente, no
cromatdgrafo (seguindo os pardmetros operacionais para o injetor da fase gasosa descrito na Tabela
7), volumes iguais da fase gasosa (1,0 mL) de cada padrado, da Solugdao amostra e da Solu¢do amostra
com uma quantidade conhecida adicionada, registrar os cromatogramas ¢ medir as respostas dos
picos principais. Calcular a quantidade, em ppm, de cada solvente residual encontrado no material
em andlise, por meio da equacao:

5(C/W)[rU /(ST - rU)]
em que

C = concentracdo, em pg por mL, do padrao de referéncia correspondente a Solu¢do padrdo estoque;
W = peso, em g, do material em anélise, pesado para preparar a Solug¢do amostra estoque;

rU e rST = respostas dos picos de cada solvente residual obtidas a partir da Solu¢do amostra e da
Solu¢do amostra com uma quantidade conhecida adicionada, respectivamente.

Materiais insolGveis em agua
Procedimento A
Nota: pode ser usado dimetilsulfoxido como solvente alternativo em substitui¢do a dimetilformamida.

Solugao padrao estoque da Classe 1: transferir 1,0 mL de mistura de solventes residuais da Classe |
padrdo de referéncia para um baldo volumétrico de 100 mL, ao qual previamente tenha sido
adicionado aproximadamente 80 mL de dimetilformamida, completar o volume com o mesmo
solvente e homogeneizar. Transferir 1,0 mL dessa solug@o para um baldo volumétrico de 100 mL, ao
qual tenha sido previamente adicionado aproximadamente 80 mL de dimetilformamida, completar o
volume com o mesmo solvente e homogeneizar (reservar uma por¢ao desta solugdo para preparar a
Solugdo de adequabilidade do sistema da Classe I). Transferir 1,0 mL desta solugdo para um baldo
volumétrico de 10 mL, completar o volume com dimetilformamida e homogeneizar.

Solugdo padrdo da Classe 1: transferir 1,0 mL da Solugdo estoque de referéncia da Classe I para um
vial de amostragem de fase gasosa adequado, adicionar 5,0 mL de 4gua, tampar e homogeneizar.

Solugoes padrado estoque da Classe 2: transferir 1,0 mL da Mistura A - Solventes residuais da Classe
2 padrdo de referéncia para um baldo volumétrico de 100 mL, ao qual previamente tenha sido
adicionado aproximadamente 80 mL de dimetilformamida, completar o volume com o mesmo
solvente e homogeneizar. Esta € a Solucdo padrdo estoque A da Classe 2. Transferir 0,5 mL da
Mistura B - Solventes residuais da Classe 2 padrao de referéncia para um baldo volumétrico de 10
mL, completar o volume com dimetilformamida e homogeneizar. Esta ¢ a Solugdo padrdo estoque B
da Classe 2.

Solugdo padrdo A da Classe 2: transferir 1,0 mL da Solugdo padrao estoque A da Classe 2 para um
vial de amostragem de fase gasosa adequado, adicionar 5,0 mL de agua, tampar e homogeneizar.

Solucdo padrdo B da Classe 2: transferir 1,0 mL da Solugdo padrao estoque B da Classe 2 para um
vial de amostragem de fase gasosa adequado, adicionar 5,0 mL de 4gua, tampar e homogeneizar.
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Solugdo amostra estoque: transferir, aproximadamente, 500 mg do material em analise, pesado com
exatiddo, para um baldo volumétrico de 10 mL, dissolver e completar o volume com
dimetilformamida, e homogeneizar.

Solu¢do amostra: transferir 1,0 mL da Solu¢do amostra estoque para um vial de amostragem de fase
gasosa adequado, adicionar 5,0 mL de &gua, tampar e homogeneizar.

Solugdo de adequabilidade do sistema da Classe 1: homogeneizar 5 mL da Solu¢do mae da amostra
com 0,5 mL da dilui¢do intermediaria reservada da Solu¢do padrdo estoque da Classe 1. Transferir
1,0 mL dessa solugdo para um vial de amostragem de fase gasosa adequado, contendo 5,0 mL de
agua, tampar e homogeneizar.

Sistema cromatogrdfico: cromatografo a gas provido de detector de ionizacdo de chama e coluna
macrocapilar de 0,53 mm X 30 m, recoberta com uma camada de fase 6% cianopropil fenil- 94%
dimetilpolisiloxano de 3,0 um. O gas de arraste ¢ o hélio, com uma velocidade linear de
aproximadamente 35 cm/s e uma relacdo de particdo de 1:3 [Nota: a relagdo de particdo pode ser
modificada para otimizar a sensibilidade]. Manter a temperatura da coluna a 40 °C durante 20
minutos; em seguida, aumentar a temperatura para 240 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C por
minuto, e manté-la a 240 °C durante 20 minutos. Manter as temperaturas do injetor e do detector a
140 °C e 250 °C, respectivamente. Injetar, no cromatografo, a Solu¢do padrao da Classe 1, a Solugdo
de adequabilidade do sistema da Classe I e a Solugdo padrdo A da Classe 2, registrar o cromatograma
conforme descrito no Procedimento. A relagdo sinal-ruido do 1,1,1-tricloroetano, na Solu¢cdo padrao
da Classe 1, ¢ de, no minimo, 5; a relacao sinal-ruido de cada pico, na Solu¢ao de adequabilidade do
sistema da Classe 1, ¢ de, no minimo, 3; e a resolucdo, R, entre acetonitrila e cloreto de metileno, na
Solu¢do padrdo A da Classe 2 ¢ de, no minimo, 1,0.

Procedimento: [ Nota: recomenda-se elevar a temperatura da linha de transferéncia entre as corridas
para eliminar qualquer condensagdo potencial dos solventes.] Injetar, separadamente, no
cromatografo (usar os parametros operacionais para o injetor de fase gasosa descritos na coluna 3 da
Tabela 7, com uma pressao do vial de 10 psi), volumes iguais da fase gasosa (1,0 mL) da Solugdo
padrdo da Classe 1, da Solugdo padrdo A da Classe 2, da Solugdo padrdo B da Classe 2 e da Solugdo
amostra, registrar os cromatogramas ¢ medir as respostas dos picos principais. Se a resposta de
qualquer pico diferente do pico do 1,1,1-tricloroetano na Solu¢do amostra ¢ maior ou igual ao pico
correspondente ao da Solugdo padrdao da Classe 1 ou em qualquer das duas Solugdes padrdo da
Classe 2 (A e B), ou se aresposta do pico do 1,1,1-tricloroetano ¢ maior ou igual a 150 vezes a resposta
do pico correspondente a 1,1,1-tricloroetano na Solugdo padrdo da Classe 1, prosseguir conforme o
Procedimento B para verificar a identidade do pico; se ndo for detectado nenhum pico, dentro dos
limites acima especificados, a amostra cumpre com os requisitos deste ensaio.

Procedimento B

Solucdo padrdo estoque da Classe 1, Solu¢do padrao da Classe 1, Solu¢do de adequabilidade do
sistema da Classe 1, Solugoes padrdo estoque da Classe 2, Solu¢do padrdo A da Classe 2, Solugdo
padrdo B da Classe 2, Solu¢do amostra estoque e Solugdo amostra: preparar conforme descrito no
Procedimento A.

Sistema cromatogrdfico: proceder conforme descrito no Procedimento B para Materiais soluveis em
dgua com uma relagdo de particdo de 1:3. Nota: a relagdo de parti¢do pode ser modificada para
otimizar a sensibilidade.

Procedimento - [ Nota: recomenda-se elevar a temperatura da linha de transferéncia entre as corridas
para eliminar qualquer condensa¢do potencial dos solventes]. Injetar, separadamente, no
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cromatografo (usar os parametros operacionais para o injetor de fase gasosa descritos na coluna 3 da
Tabela 7 com uma pressao do vial de 10 psi), volumes iguais da fase gasosa (aproximadamente 1,0
mL) da Solu¢do padrao da Classe 1, Solu¢do padrao A da Classe 2, Solu¢do padrao B da Classe 2 e
Solugdo amostra, registrar os cromatogramas e medir as respostas dos picos principais. Se a resposta
dos picos identificados na Solu¢do amostra no Procedimento A sao maiores ou iguais aqueles dos
picos correspondentes aos da Solugdo padrdo da Classe 1 ou em qualquer das duas Solugoes padrado
da Classe 2 (4 e B), prosseguir conforme descrito no Procedimento C para quantificar os picos; se
ndo for detectado nenhum pico, dentro dos limites acima especificados, a amostra cumpre com 0s
requisitos deste ensaio.

Procedimento C

Solug¢do padrado estoque da Classe 1, Solugdo padrdo da Classe 1, Solugdo de adequabilidade do
sistema da Classe 1, Solu¢do padrdo estoque A da Classe 2 € Solugdo padrdo A da Classe 2: proceder
conforme descrito no Procedimento A.

Solugdo padrado estoque: [ Nota: preparar em separado uma Solugdo padrdo estoque para cada pico
identificado e verificado conforme os Procedimentos A e B. Para os solventes da Classe [ diferentes
de 1,1,1-tricloroetano, preparar a primeira dilui¢do conforme descrito para a primeira dilui¢do da
Solugdo padrdo estoque da Classe 1, no Procedimento A.] Transferir um volume, medido com
exatiddo, de cada padrao de referéncia individual correspondente a cada pico de solvente residual
identificado e verificado conforme os Procedimentos A ¢ B em um recipiente adequado e diluir,
quantitativamente, com dgua para obter solugdo com concentracdo final de 1/20 do valor especificado
na Tabela 3 ou na Tabela 4 (em Limite de Concentragdo).

Solugdo padrao: transferir 1,0 mL da Solugdo padrdo estoque para frasco de amostragem de fase
gasosa adequado, contendo 5,0 mL de 4gua, tampar e homogeneizar.

Solugdo amostra estoque: proceder conforme descrito no Procedimento A.

Solugdo amostra: transferir 1,0 mL da Solu¢do amostra estoque para um vial de amostragem de fase
gasosa adequado, contendo 5,0 mL de dgua, tampar e homogeneizar.

Solugdo amostra com uma quantidade conhecida adicionada. [ Nota: preparar, separadamente, uma
Solu¢do amostra com uma quantidade conhecida adicionada para cada pico identificado e verificado
mediante os Procedimentos A e B]. Transferir 1,0 mL da Solu¢do amostra estoque para um tubo de
amostragem de fase gasosa adequado, adicionar 1 mL de Solu¢do padrdo e 4,0 mL de agua, tampar
e homogeneizar.

Sistema cromatogradfico: proceder conforme descrito no Procedimento C para Materiais soluveis em
dgua.

Procedimento: [ Nota: recomenda-se elevar a temperatura da linha de transferéncia entre as corridas
para eliminar qualquer condensa¢do potencial dos solventes]. Injetar, separadamente, no
cromatografo (usar os parametros operacionais para o injetor de fase gasosa descritos na coluna 3 da
Tabela 7 com uma pressao do vial de 10 psi), volumes iguais da fase gasosa (aproximadamente 1,0
mL) da Solugdo padrao, da Solu¢do amostra e da Solu¢do amostra com uma quantidade conhecida
adicionada, registrar os cromatogramas e medir as respostas dos picos principais. Calcular a
quantidade, em ppm, de cada solvente residual encontrado na amostra analisada, pela equagao:

10(C /W)[rU /(rST - rU)]
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em que

C = concentracao, em pg por mL, do padrao de referéncia correspondente a Solu¢do padrao estoque;
W = peso, em g, da amostra em analise tomada para preparar a Solu¢do amostra estoque;

rU e rST = respostas dos picos de cada solvente residual obtidos a partir da Solu¢do amostra e da
Solugdo amostra com uma quantidade conhecida adicionada, respectivamente.

Solventes residuais de Classe 3

Se estdo presentes os solventes da Classe 3, o nivel de solventes residuais pode ser determinado
conforme o método de Perda por dessecagdo quando a monografia da substancia em analise inclui
um procedimento de perda por dessecagdo que especifique um limite superior de, no maximo, 0,5%
(de acordo com a Opg¢do I neste capitulo geral), ou pode ser realizado pela determinacdo especifica
do solvente. Se a monografia da substancia em analise ndo incluir um procedimento de perda por
dessecacgdo ou se o limite de solvente da Classe 3 na monografia individual ¢ superior a 50 mg por
dia (que corresponde a 5000 ppm ou 0,5% - Op¢do 1), o solvente residual individual da Classe 3 ou
os solventes presentes na substancia em analise devem ser identificados e quantificados, aplicando-
se os procedimentos descritos anteriormente, com as devidas modificagdes nas solu¢des padrao,
sempre que possivel. Se este ndo for o caso, deve ser empregado um procedimento validado
apropriado.

APENDICE 1 - LISTA DE SOLVENTES RESIDUAIS INCLUIDOS NESTE CAPiTULO

Dissolvente Outros nomes Estrutura Classe
Acetato de butila Ester butilico do acido acético CH;COO(CH2);CH3;  Classe 3
Acetato de etila Ester etilico do 4cido acético CH3;COOCH2CH3; Classe 3
Acetato de isobutila Ester isobutilico do acido CH3COOCHCH(CH3)> Classe 3
acético
Acetato de isopropila Ester isopropilico do acido CH;COOCH(CH3),  Classe 3
acético
Acetato de metila Ester metilico do acido acético CH3COOCH3 Classe 3
Acetato de propila Ester propilico do acido acético ~ CH3COOCH,CH2CH;  Classe 3
Acetona 2-Propanona CH3COCH3 Classe 3
Propan-2-ona
Acetonitrila CH3:CN Classe 2
Acido acético Acido etandico CH3;COOH Classe 3
Acido formico HCOOH Classe 3
Anisol Metoxibenzeno ©/°CH3 Classe 3
Benzeno Benzol © Classe 1
1-Butanol Alcool n-butilico CH3(CH»2);0H Classe 3
Butan-1-ol
2-Butanol Alcool sec-butilico CH3CH,CH(OH)CHs  Classe 3
Butan-2-ol
Ciclohexano Hexametileno O Classe 2

Clorobenzeno ©/C' Classe 2

Cloroformio Triclorometano CHCls Classe 2
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Cloreto de metileno
Cumeno

1,2-Dicloroetano

1,1-Dicloroeteno
1,2-Dicloroeteno

N,N-
Dimetilacetamida
N,N-
Dimetilformamida
Dimetilsulfoxido

1,2-Dimetoxietano

1,4-Dioxano
Etanol
Eter terc-butilmetilico
Eter etilico
Etilenoglicol
2-Etoxietanol
Formamida
Formiato de etila
Heptano
Hexano
Metanol
3-Metil-1-butanol
Metilbutilcetona

Metilciclohexano

Metiletilcetona

Metil isobutil cetona

N-Metilpirrolidona

Diclorometano
Isopropilbenzeno
(1-Metiletil)benzeno

Sim-Dicloroetano
Dicloreto de etileno
Cloreto de etileno
1,1-Dicloroetileno
Cloreto de vinilideno
1,2-Dicloroetileno
Dicloreto de acetileno
DMA

DMF
Metilsulfinilmetano

Metil sulfoxido
DMSO

Eter dimetilico de etilenoglicol

Monoglima

p-dioxano
[1,4] Dioxano
Alcool etilico
2-Metoxi-2-metilpropano
Eter dietilico
Etoxietano
1,1 -Oxibisetano
1,2-Dihidroxietano
1,2-Etanodiol
Celosolve
Metanamida

Ester etilico do acido formico

n-Heptano
n-Hexano
Alcool metilico
Alcool isoamilico
Alcool isopentilico
3-Metilbutan-1-ol
2-Hexanona
Hexan-2-ona
Ciclohexilmetano

2-Butanona
MEK
Butan-2-ona
4-Metilpentan-2-ona
MIBK
4-Metil-2-pentanona
1-Metilpirrolidin-2-ona
1-Metil-2-pirrolidona

CH»Cl,

CHg

©)\CH3

CH>CICH:Cl

H.C=CCl,
CIHC=CHCI
CH;CON(CHs),
HCON(CHs),

(CH3)2S0

H3COCH2CH20CH3

o
.
CH3CH>OH

(CH3);COCH3
CH3;CH>OCH2CHj3

HOCHCH,OH

CH3;CH2OCHCH,OH
HCONH>
HCOOCH:>CH3
CH3(CH2)sCH3
CH3(CH2)4+CH;3
CH3;0H
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2-Metil-1-propanol Alcool isobutilico (CH3),CHCH,OH Classe 3
2-Metilpropan-1-ol
2-Metoxietanol Metil celosolve CH30CH>CH,OH Classe 2
Nitrometano CH3NO» Classe 2
Pentano n-Pentano CH3(CH2):CH3 Classe 3
1-Pentanol Alcool amilico CH3(CH2);CH,OH  Classe 3
Pentan-1-ol
Alcool pentilico
Piridina AN Classe 2
‘ =
1-Propanol Propan-1-ol CH3;CH,CH>OH Classe 3
Alcool propilico
2-Propanol Propan-2-ol (CH3).CHOH Classe 3
Alcool isopropilico
Sulfolano 1,1-Dioxido de tetrahidrotiofeno (%\\570 Classe 2
Tetracloreto de Tetraclorometano CCl4 Classe 1
carbono
Tetrahidrofurano Oxido de tetrametileno 0 Classe 2
Oxaciclopentano Q
Tetralina 1,2,3,4-Tetrahidronaftaleno ©ij Classe 2
Tolueno Metilbenzeno @/ s Classe 2
1,1,1-Tricloroetano Metilcloroformo CH3CCl3 Classe 1
Tricloroetileno 1,1,2-Tricloroeteno HCIC=CCl Classe 2
Trietilamina N,N-dietiletanamina N(CH2CH3)3 Classe 3
Xileno® Dimetilbenzeno i Classe 2
Xilol @CHS

* Usualmente 60% de m-xileno, 14% de p-xileno, 9% de o-xileno com 17% de etilbenzeno

5.3 METODOS QUIMICOS
5.3.1 REACOES DE IDENTIFICACAO

5.3.1.1 IONS, GRUPOS E FUNCOES

Os métodos cléssicos de identificagcdo de fungdes ou determinados grupos quimicos presentes em
farmacos consistem em reagGes que resultam em formagdo de precipitado, produto colorido,
desprendimento de gas, descoramento do reagente utilizado ou outro fendmeno qualquer facilmente
perceptivel. Empregar um dos métodos descritos a seguir para cada ion, grupo ou fungéo.

Acetato

1) Aquecer a amostra com quantidade igual de acido oxalico; desprendem-se vapores acidos com
odor caracteristico de &cido acético.
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2) Aquecer a amostra com acido sulfurico SR e alcool etilico; desprende-se acetato de etila, de odor
caracteristico.

3) Tratar solucdo neutra da amostra com cloreto férrico SR; produz-se coloragdo vermelha-escura,
que desaparece pela adicdo de acidos minerais.

4) Solubilizar 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 ebulicdo. Apos
alguns minutos forma-se precipitado azul ou aparece coloracdo azul intensa.

Acetila

Colocar a amostra em tubo de ensaio e juntar trés gotas de acido fosférico SR. Fechar o tubo com
tampa atravessada por outro tubo de ensaio menor cheio de 4gua e em cujo exterior se depositou uma
gota de nitrato de lantanio SR. Aquecer o conjunto em banho-maria durante cinco minutos (certas
substancias acetiladas se hidrolisam com dificuldade; neste caso a mistura deve ser aquecida
lentamente, até ebulicdo, sobre chama direta). Transferir a gota de nitrato de lantdnio SR a uma
capsula de porcelana e homogeneizar com uma gota de iodo SR. Colocar na borda da mistura uma
gota de hidroxido de aménio 2 M. Na zona de contato dos dois liquidos aparece lentamente cor azul
que persiste por pouco tempo.

Alcaloide

Solubilizar alguns miligramas da amostra em 5 mL de agua, juntar &cido cloridrico SR até acidificar
a solucdo e, em seguida, verter 1 mL de iodobismutato de potassio aquoacético; forma-se
imediatamente precipitado de coloracéo alaranjada ou vermelha-alaranjada.

Aluminio, ion

1) Transferir a amostra, hidréxido de aménio 6 M; forma-se precipitado branco gelatinoso, insoltvel
em excesso do mesmo reagente.

2) Transferir, a amostra, hidroxido de sédio M ou sulfeto de sédio SR; forma-se precipitado branco
gelatinoso, sollivel em excesso do mesmo reagente.

3) A solugdo da amostra transferir hidroxido de aménio 5 M até que se forme turvago. Adicionar,
em seguida, trés a quatro gotas da solucdo recém-preparada de quinalizarina a 0,05% em hidrdéxido
de sddio a 1% (p/v). Aquecer até ebulicdo, resfriar e acidificar com excesso de &cido acético 5 M;
produz-se cor violeta-avermelhado.

Amina aromatica primaria

Acidificar a solucdo da amostra com acido cloridrico 2 M e juntar quatro gotas de nitrito de sodio SR.
Apbds um a dois minutos, acrescentar 1 mL de 2-naftol SR; aparece cor alaranjada intensa ou
vermelha, formando-se geralmente precipitado.

Aménia e amina alifatica volatil

Solubilizar a amostra em tubo de ensaio, acrescentar 6xido de magnésio e agquecer 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

Transferir, a amostra, excesso de hidroxido de sodio M a frio; ocorre desprendimento de aménia, de
odor caracteristico, e que muda para azul a cor vermelha do papel de tornassol. A decomposicao é
acelerada pelo aquecimento.

Antimonio(lll), 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 antiménio, insolivel em
hidroxido de amonio 6 M, mas solivel em sulfeto de amonio SR, hidroxido de sédio 2 M e &cido
cloridrico concentrado.

2) Solubilizar a amostra em tartarato de sodio e potassio SR; apds resfriamento, juntar, gota a gota,
sulfeto de sddio SR1; forma-se precipitado de coloracdo vermelha-alaranjada solvel em hidroxido
de sodio 2 M.

Arsénio

1) A uma solugdo amoniacal da amostra, transferir sulfeto de sddio SR e acidificar com &cido
cloridrico diluido; forma-se precipitado de coloracdo amarelo, insoldvel em acido cloridrico, mas
soltvel em solugdes alcalinas.

2) Aquecer 5 mL da solucéo da amostra, fortemente acidificada por &cido cloridrico, em banho-maria
com volume igual de hipofosfito de sédio SR; forma-se precipitado de cor marrom a preta. Caso se
tratar de As(V), a reducdo é mais lenta; o acréscimo de iodeto de potadssio SR exercerd efeito
catalitico.

Barbiturico sem substituinte no nitrogénio

A uma solucdo metandlica da amostra, transferir algumas gotas de solucdo contendo nitrato de
cobalto(Il) a 10% (p/v) e cloreto de calcio a 10% (p/v), homogeneizar e acrescentar, com agitacao,
algumas gotas de hidroxido de sodio 2 M; forma-se precipitado de coloracdo azul-violeta.

Bério, ion

1) Tratar solucdo da amostra com acido sulfarico M; forma-se precipitado branco, insollivel nos
acidos cloridrico e nitrico.

2) Colocar a amostra na zona redutora de chama; esta adquire coloracdo verde-amarelada, que se
apresenta azul quando vista através de vidro verde.

Benzoato

1) Tratar solu¢do neutra da amostra com cloreto férrico SR; forma-se precipitado amarelo escuro,
soluvel em éter etilico.

2) Acidular solucdo moderadamente concentrada da amostra com acido sulfurico M; forma-se
precipitado de acido benzoico, facilmente soltvel em éter etilico.

Bicarbonato
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1) Tratar a amostra com &acido mineral; produz-se efervescéncia com desprendimento de gas incolor
que, ao reagir com hidrdxido de célcio SR, forma imediatamente precipitado branco.

2) A uma solucéo fria da amostra transferir fenolftaleina Sl; a solu¢do permanece inalterada ou fica
apenas levemente colorida.

Bismuto, ion

Solubilizar a amostra em ligeiro excesso de &cidos nitrico ou cloridrico e diluir com agua; forma-se
precipitado branco que, tratado com sulfeto de hidrogénio, passa a marrom. O composto resultante é
solGvel em mistura quente de partes iguais de acido nitrico e 4gua, mas insoltvel em sulfeto de amonio
SR.

Bissulfito

Tratar a amostra com &cido cloridrico 3 M; desprende-se didxido de enxofre, reconhecido por seu
odor pungente caracteristico e por escurecer papel de filtro umedecido com nitrato de mercurio(l) SR.

Borato

1) A uma solucdo da amostra acidulada com &cido cloridrico, transferir algumas gotas de solucéo de
iodo a 0,1% (p/v) e de solucdo de alcool polivinilico a 2% (p/v); produz-se cor verde intensa. A reacao
é alterada por agentes de oxidacéo ou reducéo.

2) Tratar a amostra com acido sulfarico, acrescentar alcool metilico e levar a mistura a ignicdo; ela
queima com chama de bordas verdes.

Brometo

1) A solucio da amostra acidificada com acido sulftrico SR, transferir 4gua de cloro SR; desprende-
se bromo, que confere cor parda a solucdo; agitando-se esta com cloroférmio, o solvente adquire cor
variando de vermelho a marrom-avermelhado e a camada aquosa permanece incolor.

2) Tratar a solucdo da amostra com &cido nitrico SR e nitrato de prata SR; forma-se precipitado
caseoso branco levemente amarelado, insoltvel em &cido nitrico e pouco soltvel em hidréxido de
amonio 6 M.

Calcio, ion

1) Umedecer a amostra com &cido cloridrico e leva-la a zona redutora da chama; aparece coloracao
vermelha-alaranjada transitoria.

2) Solubilizar a amostra, juntar duas gotas de vermelho de metila Sl, neutralizar com hidroxido de
amonio 6 M, acrescentar acido cloridrico 3 M, gota a gota, até acidular a solucéo e verter oxalato de
amonio SR; forma-se precipitado branco de oxalato de célcio, insolivel em &cido acético 6 M, mas
soluvel em &cido cloridrico SR.

Carbonato

1) Tratar a amostra com acido mineral; produz-se efervescéncia, com desprendimento de géas incolor
que, ao reagir com hidroxido de célcio SR, forma imediatamente precipitado branco.



Farmacopeia Brasileira, 62 edicio 265

2) A uma solucdo fria da amostra soluvel, transferir fenolftaleina SI; forma cor vermelha.
Chumbo, ion

1) Tratar solucdo da amostra com acido sulfarico M; forma-se precipitado branco, insolivel em acido
cloridrico 3 M ou &cido nitrico 2 M, mas soltvel em hidroxido de soédio M aquecido, em acetato de
amonio a 10% (p/v) e em excesso de acido sulfurico M.

2) Tratar solucdo da amostra, isenta de &cidos minerais, com cromato de potassio SR; forma-se
precipitado amarelo, insolivel em &cido acético 6 M, mas solGvel em hidroxido de sodio M e em
acido nitrico, a quente.

Cianeto

Tratar solucdo da amostra com sulfato ferroso SR, hidroxido de sédio SR e cloreto férrico SR, aquecer
até ebulicdo e acidular com &cido cloridrico; produz-se coloragdo ou precipitado azul. Se a quantidade
de cianeto presente for pequena, forma-se solucéo coloidal de coloracdo azul - esverdeada.

Citrato

A 15 mL de piridina, transferir alguns miligramas da amostra dissolvida ou suspensa em 1 mL de
agua, agitar, transferir 5 mL de anidrido acético a mistura, agitar novamente; aparece cor vermelha
clara.

Clorato

1) Tratar solucdo da amostra com nitrato de prata SR em meio de acido nitrico SR; ndo se forma
precipitado. Verter &cido sulfuroso ou solucéo recente de nitrito de sddio SR a esta mistura; forma-se
precipitado branco, insolGvel em &cido nitrico SR, mas solivel em hidréxido de aménio 6 M.

2) Submeter a amostra a igni¢do; forma-se cloreto, identificado por ensaios apropriados.

3) Em capela de exaustdo, tratar a amostra seca com acido sulfurico; ocorre crepitacdo desprendendo-
se gas amarelo esverdeado. Para este ensaio usar quantidade pequena de clorato, devendo-se tomar
cuidado extremo ao executa-lo, pois 0 gas que se forma decompde-se de modo explosivo acima de
45 °C.

Cloreto

1) Com nitrato de prata SR, as solucdes de cloreto produzem um precipitado branco grumoso, que é
insolGvel em &cido nitrico, porém solGvel em um ligeiro excesso de hidroxido de aménio 6 M.

2) Quando se analisam cloridratos de aminas, incluidos os alcaloides, que nao respondem ao ensaio
anterior, uma gota de acido nitrico diluido e 0,5 mL de nitrato de prata SR em 2 mL da solugdo em
analise que contenha aproximadamente 2 mg de ion cloreto. Devera se formar um precipitado branco,
grumoso. Imediatamente centrifugar a mistura e decantar a camada sobrenadante. Lavar o precipitado
com trés por¢des de 1 mL de uma solucdo de &cido nitrico (1 em 100) e desprezar os sobrenadantes.
Transferir ao precipitado, algumas gotas de amoniaco SR. O precipitado se solubilizara rapidamente.

3) Quando uma monografia especifica que a substancia solida responde aos ensaios para cloretos,
homogeneizar a amostra com a mesma quantidade de didxido de manganés, umedecer com &cido
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sulfurico e aquecer moderadamente a mistura. Se produz cloro, é reconhecido pela producédo de uma
cor azul no papel umedecido com amido iodetado.

Cobre (Il), ion

1) Tratar a solucdo da amostra com ferrocianeto de potassio SR; forma-se precipitado marrom-
avermelhado, insoltvel em acidos diluidos, mas solGvel 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 solucao da amostra com excesso de hidréxido de aménio 6 M; forma-se primeiro precipitado
azulado e, em seguida, solucao fortemente azulada.

Ester

Transferir a amostra solucdo de cloridrato de hidroxilamina a 7% (p/v) em alcool metilico e solucédo
de hidroxido de potéssio a 10% (p/v) em alcool etilico, aquecer até ebulicdo, resfriar, acidular com
acido cloridrico SR e juntar solucdo de cloreto férrico SI; produz-se cor vermelho-azulada ou
vermelha.

Ferro

Tratar a amostra com sulfeto de aménio SR; forma-se precipitado preto, que se dissolve em &cido
cloridrico 3 M, com desprendimento de géas sulfidrico, caracterizado pelo papel acetato de chumbo.

Férrico, ion

1) Tratar solucdo &cida da amostra com ferrocianeto de potassio SR; forma-se precipitado azul escuro,
que ndo dissolve por adi¢do de &cido cloridrico SR, mas é decomposto por hidréxido de sédio 2 M.

2) Tratar a amostra com tiocianato de amonio SR; produz-se cor vermelha intensa que ndo desaparece
com adicdo de acidos minerais diluidos, mas pode ser extraida com éter etilico, passando a coloracéo
vermelha para a camada etérea.

Ferroso, fon

1) Tratar solucdo da amostra com ferricianeto de potassio SR; forma-se precipitado azul escuro,
insolGvel em &cido cloridrico 3 M, mas decomposto por hidroxido de sodio M.

2) Tratar solucdo da amostra com hidroxido de sédio M; forma-se precipitado branco-esverdeado,
que passa rapidamente a verde e, em seguida, quando agitado, a marrom.

Fosfato (ou ortofosfato)

1) Tratar solucdo neutra da amostra com nitrato de prata SR; forma-se precipitado amarelo, soltvel
em &cido nitrico 2 M ou hidroxido de am6nio 6 M.

2) Tratar solucdo nitrica da amostra com molibdato de aménio SR; forma-se precipitado amarelo,
solGvel em hidroxido de amdnio 6 M; a reacao € acelerada pelo calor.

Hipofosfito
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1) Aquecer solugdo da amostra, acidulada por &cido sulfarico 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 solugcdo da amostra com &gua de cloro SR, gota a gota; desprende-se iodo, que muda a cor
da solucdo de amarela para vermelha; agitando-se esta solu¢do com cloroférmio, este adquire cor

violeta.

2) Tratar solucdo da amostra acidificada com acido nitrico SR, com nitrato de prata SR; forma-se
precipitado amarelo caseoso, insoltvel em acido nitrico SR e hidroxido de amdnio 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, fon
1) Tratar a solucdo da amostra moderadamente concentrada e alcalinizada por hidroxido de sodio SR,
com carbonato de sodio SR; forma-se, por aquecimento, precipitado branco, soltvel em cloreto de

amonio SR.

2) Umedecer a amostra com acido cloridrico e aquecer na zona redutora da chama; esta adquire cor
vermelha intensa.

Magnésio, ion

1) Tratar solucdo da amostra com hidrdéxido de sodio SR; forma-se precipitado branco, que se dissolve
com a adi¢éo de cloreto de aménio SR.

2) Tratar solucdo da amostra, na presenca de cloreto de aménio 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, insolivel em hidroxido de amoénio 6 M.

Mercurio

1) Tratar solucdo da amostra com sulfeto de hidrogénio SR; forma-se precipitado preto, insolivel em
sulfeto de aménio SR e em acido nitrico 2 M fervente.

2) Aplicar solucdo da amostra, sem excesso de &cido nitrico, em ld&mina de cobre brilhante; forma-se
depdsito que, ao ser polido, se toma brilhante e prateado.

Mercurio (I1), ion

1) Tratar solucdo da amostra com hidroxido de sodio M; forma-se precipitado amarelo.
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2) Tratar solucdo neutra da amostra com iodeto de potassio SR; forma-se precipitado escarlate, muito
soltivel em excesso de reagente.

Mercurio (1), ion
1) Tratar a amostra com hidrdéxido de sédio M; ocorre decomposicao, gerando cor preta.

2) Tratar solucdo da amostra com &cido cloridrico SR; forma-se precipitado branco, que escurece ao
ser tratado com hidréxido de aménio 6 M.

3) Tratar solucdo da amostra com iodeto de potassio SR; forma-se precipitado amarelo que, com o
tempo, pode passar a verde.

Nitrato

1) Em capela de exaustdo, aquecer a amostra com &cido sulfdrico e cobre metalico; desprendem-se
vapores vermelho pardos.

2) Tratar solucdo da amostra com igual volume de &cido sulfurico, esfriar a mistura e juntar 0,5 mL
de solucdo de sulfato ferroso 0,5 M; na interface produz-se cor parda a roxa.

Nitrito

1) Em capela de exaustdo, tratar a amostra com acidos minerais diluidos ou com &cido acético 5 M;
desprendem-se vapores pardos.

2) Tratar papel de amido iodetado com solugdo da amostra; o indicador se cora de azul.
3) Transferir a amostra a solucéo acidificada de permanganato de potassio SR; desaparece a cor.
Oxalato

1) Tratar solu¢do neutra ou alcalina da amostra com cloreto de céalcio SR; forma-se precipitado
branco, insoltvel em acido acético 6 M, mas soltvel em &cido cloridrico.

2) Tratar solucdo acidificada quente da amostra com permanganato de potassio SR; desaparece a cor.
Permanganato

1) Tratar solucdo da amostra, acidulada por acido sulfurico SR, com peroxido de hidrogénio a 3%
(p/v) SR; a cor desaparece a frio.

2) Tratar solu¢do da amostra, acidulada por acido sulfurico SR, com acido oxalico SR em solugdo
aquecida; a cor desaparece.

Peroxido
Tratar solugdo 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
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1) Tratar solucdo alcalina da amostra com tetrafenilborato sodico a 1% (p/v); forma-se precipitado
branco.

2) Tratar solugdo da amostra com &cido acético SR e 1 mL de cobaltinitrito de sédio SR; forma-se
imediatamente precipitado amarelo ou amarelo alaranjado, na auséncia de ions amonio.

3) Colocar a solucdo da amostra, acidulada com &cido cloridrico SR, na zona redutora da chama; esta
adquire cor violeta; a presenca de pequena quantidade de sédio mascara a cor.

4) Tratar solucdo da amostra com &cido perclorico SR; forma-se precipitado branco cristalino.
Prata, ion

1) Tratar solucdo da amostra com &cido cloridrico; forma-se precipitado caseoso branco, insoluvel
em acido nitrico SR, mas facilmente solGvel em hidréxido de amonio 6 M.

2) Tratar a solugdo da amostra com hidroxido de aménio 6 M e pequena quantidade de solucéo de
formaldeido; por aquecimento, deposita-se espelho de prata metalica na superficie do recipiente.

Salicilato
1) Tratar a solucéo diluida da amostra com cloreto férrico SR; produz-se cor violeta.

2) Tratar solucdo moderadamente concentrada da amostra com acido mineral; forma-se precipitado
cristalino branco de &cido salicilico, que funde entre 156 e 160 °C.

Sédio, ion

1) Colocar solucdo da amostra, acidulada, com &acido cloridrico SR, na zona redutora da chama; esta
adquire cor amarela intensa.

2) Tratar solucdo da amostra com &cido cloridrico ou nitrico e, em seguida, com acetato de uranila e
zinco SR; forma-se precipitado cristalino amarelo-ouro, apés agitacdo por alguns minutos.

3) Preparar uma solugé@o da amostra contendo 0,1 g em 2 mL de agua, adicionar 2 mL de solugéo de
carbonato de potassio a 15% e aquecer a ebulicdo. Nenhum precipitado é formado. Adicionar 4 mL
de solucdo de piroantimoniato de potassio SR e aquecer a ebulicdo. Deixar resfriar em banho de gelo
e, se necessario, esfregar o interior do tubo com bastdo de vidro. Um denso precipitado é formado.
Succinato

1) Tratar solucdo neutra da amostra com cloreto férrico SR; forma-se precipitado marrom claro.

2) Tratar solucéo 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.
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2) Tratar solucdo da amostra com acetato de chumbo SR; forma-se precipitado branco, Solavel. em
acetato de aménio SR, mas insoltvel em acido cloridrico ou nitrico SR.

3) Tratar solucdo da amostra com acido cloridrico SR; ndo se forma nenhum precipitado (distin¢éo
do tiossulfato).

Sulfito

1) Tratar a amostra com &cido cloridrico 3 M; desprende-se didxido de enxofre, reconhecido por seu
odor pungente caracteristico e por escurecer papel de filtro umedecido com nitrato de mercurio(l) SR.

2) Acidificar solucdo da amostra com &cido 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) Solubilizar alguns miligramas da amostra em agua, acidificada com &cido acético SR, adicionar
uma gota de solucédo de sulfato ferroso a 1% (p/v) e uma gota de perdxido de hidrogénio a 3% (p/v);
produz-se cor amarela fugaz. Juntar hidroxido de sédio 2 M gota a gota; produz-se cor azul intensa.
2) Acidificar solucdo da amostra com acido sulfurico M, juntar algumas gotas de resorcinol 2% (p/v)
e 4cido sulfarico, cuidadosamente, de modo a se formarem duas camadas; aquecendo em banho-
maria, por alguns minutos, na interface aparece anel vermelho.

Tiocianato

Tratar solucdo da amostra com cloreto férrico SR; produz-se cor vermelha, que ndo desaparece pela
adicdo de &cidos minerais moderadamente concentrados e pode ser extraida com éter etilico, passando
a coloracdo vermelha para a camada etérea.

Tiossulfato

1) Tratar solucdo 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 solucdo 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 solucdo da amostra com ferrocianeto de potassio SR; forma-se precipitado branco, insoltvel
em &cido cloridrico 3 M

2) Tratar solucdo neutra ou alcalina da amostra com sulfeto de amoénio SR; forma-se precipitado
branco.



Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo 271

3) Tratar solucao da amostra com solucdo de hidroxido de sddio 2 M, gota a gota; forma-se precipitado
branco, flocoso, solivel em excesso de hidréxido de sédio 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 solucdo da
amostra a 0,25% (p/v) e solucdo do padrdo a 0,25% (p/v) utilizando, como solvente, mistura de nove
volumes de cloroférmio e um volume de alcool metilico. Se ndo tiver especificado na monografia,
aplicar sobre a cromatoplaca 2 uLL da solugao de amostra, 2 pLL da solugdo padrao e 2 pL. da mistura
1:1 das solucGes da amostra e do padrdo. Desenvolver o cromatograma com a fase mével especificado
na monografia, deixando-o subir no mesmo sentido que o solvente de impregnacdo. Remover a
cromatoplaca da cuba, deixar evaporar a fase moével, aquecer a cromatoplaca a 120 °C por 15 minutos
e nebulizar com solucdo de acido sulfarico a 10% (v/v) em alcool etilico a 96%. Aquecer a 120 °C
por mais 10 minutos, deixar esfriar e examinar sob luz visivel normal e ultravioleta (366 nm). A
mancha principal do cromatograma obtido com a solucdo da amostra correspondera a mancha
principal obtida no cromatograma da solucéo do padrédo. A mancha principal resultante da aplicacéo
da mistura das solucGes de amostra e de padrédo aparecerd como Unica e compacta.

Solventes de impregnacao:

| - Mistura de formamida e acetona (1:9).

I - Mistura de 1 ,2-propanodiol e acetona (1:9).

I11 - Mistura de parafina liquida e éter de petréleo de faixa de ebuli¢do 40 °C a 60 °C (1:9).

Fases Moveis:

A - Cloroférmio.

B - Mistura de tolueno e cloroférmio (3:1).

C - Tolueno.

D - Mistura de cicloexano e tolueno (4:1).

E - Mistura de cicloexano e éter de petroleo de faixa de ebuli¢do 40 °C a 60 °C (1:1).
F - Mistura de &cido acético glacial e agua (2:3).

G - Mistura de hexano e dioxano (8:2).

5.3.1.3 PESQUISAS DE ESTEROIDES ESTRANHOS POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

PROCEDIMENTO |

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1), utilizando silica-gel
G como suporte. Preparar trés solucbes utilizando, como solvente, mistura cloroférmio e alcool
metilico (9:1) nas seguintes concentrac@es: Solucédo (1): solucdo da amostra a 1,5% (p/v); Solucéo
(2): solucdo da substancia quimica de referéncia (SQR) correspondente a 1,5% (p/v) e Solucéo (3):
solucéo de prednisolona SQR e acetato de cortisona SQR 0,03% (p/v). Aplicar, separadamente, sobre
a cromatoplaca 1 uL de cada solugdo recém preparada. Desenvolver o cromatograma utilizando,
como fase madvel, mistura de cloreto de metileno, éter etilico, alcool metilico, agua (77:15:8:1,2).
Desenvolver o cromatograma. Remover a placa e deixar secar ao ar, aquecer a 105 °C por 10 minutos
e nebulizar com solucdo de azul de tetrazolio alcalina SR. Examinar sob luz visivel. A mancha
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principal do cromatograma obtida com a Solucgdo (1) corresponde, em posicdo, cor e intensidade, a
mancha principal do cromatograma obtido com a Solucéo (2). Qualquer mancha secundaria obtida
com a Solucéo (1) ndo € mais intensa do que a mancha correspondente no cromatograma obtida com
a Solucéo (3).

PROCEDIMENTO II

Proceder a cromatografia utilizando silica-gel G como suporte e, como fase mével, mistura de 1,2-
dicloroetano, alcool metilico e agua (95:5:0,2). Aplicar sobre a cromatoplaca, separadamente, 1 puL
de cada uma das trés solucBes em mistura de cloroférmio e &lcool metilico (9:1), como no
Procedimento I, com excecao da Solucdo 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 |

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1), utilizando silica-gel
H como suporte. Preparar as duas soluc@es utilizando como solvente, mistura de alcool etilico e
hidroxido de aménio 13,5 M (9:1): Solucéo (1): solucdo da amostra a 0,005% (p/v) e Solucéo (2):
solucgéo de sulfanilamida SQR a 0,005% (p/v). Aplicar separadamente sobre a cromatoplaca 10 pulL
de cada uma destas solucdes. Desenvolver o cromatograma utilizando mistura de alcool butilico e
hidréxido de amdnio M (15:3). Remover a placa e deixar secar ao ar, aquecer a 105 °C por 10 minutos
e nebulizar com solucédo a 0,1% (p/v) de 4-dimetilaminobenzaldeido em alcool etilico, contendo 1%
de é&cido cloridrico (v/v). Examinar sob luz visivel. Qualquer mancha secundaria obtida no
cromatograma com a Solucéo 1, diferente da mancha principal, ndo é mais intensa que aguela obtida
no cromatograma com a Solugéo 2.

PROCEDIMENTO II

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1), utilizando silica-gel
H como suporte. Aplicar sobre a cromatoplaca, separadamente, 10 uL de cada uma das seguintes
solucdes preparadas em mistura de alcool etilico e hidroxido de aménio 13,5 M (9:1): Solucéo (1):
solugéo da amostra a 0,25% (p/v) e Solucdo (2): solugdo de sulfanilamida SQR 0,00125% (p/v).
Desenvolver o cromatograma, utilizando mistura de cloroformio, alcool metilico e dimetilformamida
(20:2:1) coma fase movel. Remover a placa e deixar secar ao ar. Revelar conforme prescrito no
Procedimento I: qualquer mancha secundaria obtida com a Solugéo 1, diferente da mancha principal,
ndo é mais intensa que aquela obtida no cromatograma com a Solucéo 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 2-
fenoxietanol, macrogol 300 e acetona (10:5:85). Deixar a fase mdvel subir pelo menos 17 cm.
Remover a cromatoplaca da cuba e utilizar imediatamente. Aplicar sobre a cromatoplaca,
separadamente, 2 pulL de cada uma das solugdes seguintes: Solugdo (1): solucdo da amostra a 0,2%
em cloroférmio e Solucéo (2): solucdo da substancia quimica de referéncia correspondente, operando
em atmosfera de nitrogénio e luz reduzida. Desenvolver o cromatograma utilizando, como fase
movel, mistura de dietilamina e éter de petroleo de faixa de ebuli¢cdo 40 - 60 °C saturada com 2-
fenoxietanol (2:100). Remover a placa da cuba e deixar secar ao ar. Examinar sob luz ultravioleta
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com intensidade méaxima em 366 nm: observa-se fluorescéncia, produzida em poucos minutos. Em
seguida, nebulizar a cromatoplaca com solucdo de &cido sulfarico a 10% (v/v) em alcool etilico. 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 Solu¢do 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

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1), utilizando silica-gel
GF2s54 como suporte, operando em atmosfera de nitrogénio e ao abrigo da luz. Preparar as solucdes,
utilizando com solvente, mistura de alcool metilico e dietilamina (95:5): Solucédo (1): solucdo da
amostra a 2,0% (p/v) e Solucéo (2): solucdo da amostra a 0,01% (p/v). Aplicar, separadamente, sobre
a cromatoplaca, 10 pL de cada solu¢ao recém preparada. Desenvolver o cromatograma utilizando a
fase mével especificada na monografia até 12 cm acima do ponto de aplicagdo. Remover a placa e
deixar secar ao ar. Examinar sob luz ultravioleta (254 nm). Desprezar qualquer mancha sobre a linha
base. Qualquer mancha secundéria obtida no cromatograma com a Solugéo (1), exceto a mancha
principal, ndo € mais intensa que a mancha obtida com a Solucdo (2), exceto se a monografia
estabelecer diferentemente.

Fases moveis:

A - Mistura de cicloexano, acetona e dietilamina (80:10:10).

B - Mistura de hexano, acetona e dietilamina (85:10:5).

C - Mistura de alcool butilico e hidréxido de aménio M (15:3).

5.3.2 ENSAIOS LIMITE PARA IMPUREZAS INORGANICAS

5.3.2.1 ENSAIO LIMITE PARA CLORETOS

Preparacao 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 a 40 mL de &4gua destilada. Caso seja utilizada uma solugéo da amostra,
transferir o volume da solugéo 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 acido cloridrico padréo.

Fixando-se o volume de solucdo padrdo em 1 mL pode calcular-se m (massa em grama da amostra)
pela formula:

354,6
m=—

sendo | o limite de cloreto em ppm na matéria-prima.

Preparacao padréo: transferir o volume de acido cloridrico padrdo (HCI 0,01 M SV), indicado na
monografia, na Tabela 1, ou calculado, e um volume de 30 a 40 mL de agua destilada, para um tubo
de Nessler.
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Procedimento: aos tubos de Nessler contendo a preparacdo padrdo e a preparacdo amostra, transferir
1 mL de &cido nitrico SR. Se, apo6s a acidificacdo, a preparacdo nao estiver perfeitamente limpida,
filtrar através de papel de filtro isento de cloreto, transferir o filtrado e 1 mL de nitrato de prata 0,1
M para o tubo de Nessler. Completar o volume para 50 mL com agua destilada e homogeneizar.
Deixar em repouso, ao abrigo da luz, durante cinco minutos. A turbidez da preparacdo amostra ndo
deve ser superior a da preparacao padrao.

Tabela 1 - Limites de impureza cloreto e quantidades correspondentes da matéria-prima para se realizar o
ensaio considerando a utilizagdo constante de 1,0 mL da solucdo padrio que contém 3,546 x 10-*g de cloreto.
Quantidade de amostra Quantidade de amostra

Limite de cloreto (ppm) Limite de cloreto (ppm)

(9) (9)

0,10 3546 (= 0,355%) 3,8 93
0,15 2364 (= 0,236%) 4,0 88
0,20 1773 (= 0,180%) 4,2 84
0,25 1418 (= 0,142%) 4,4 80
0,30 1182 (= 0,120%) 4,6 77
0,35 1013 (= 0,100%) 4,8 74
0,40 886 5,0 71
0,45 788 5,2 68
0,50 709 5,4 65
0,55 645 5,6 63
0,60 591 5,8 61
0,65 545 6,0 59
0,70 506 6,2 57
0,75 473 6,4 55
0,80 443 6,6 53
0,85 417 6,8 52
0,90 394 7,0 50
0,95 373 7,2 49
1,00 354 7,4 48
1,2 295 7,6 46
1,4 253 7,8 45
1,6 221 8,0 44
18 197 8,2 43
2,0 177 8,4 42
2,2 161 8,6 41
2,4 148 8,8 40
2,6 136 9,0 39
2,8 126 9,2 38
3,0 118 9,4 37
3,2 111 9,6 37
3,4 104 9,8 36
3,6 98 10,0 35

Sendo fixa a quantidade de cloreto (3,546 x 10 g) na preparagdo padréo, se o limite de cloreto em
determinada substancia for, por exemplo, 354 ppm, dever-se-a utilizar 1,0 g da substancia para obter-
se até a mesma turbidez do padréo; se o limite for de 71 ppm de cloreto, deveréo ser utilizados 5,0 g
de amostra e assim por diante.

Alternativamente, proceder conforme descrito em Cromatografia iénica (5.2.17.4.1), utilizando
cromatografo equipado com coluna de troca anidnica e detector por condutividade com supressao
quimica.
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5.3.2.2. ENSAIO LIMITE PARA SULFATOS

Preparacdo amostra: transferir a quantidade da amostra especificada na monografia, 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 solugdo da amostra, transferir o
volume da solucéo especificado na monografia, ou calculado, para o tubo de Nessler e completar o
volume para 30 a 40 mL com &gua destilada. Se necessario, neutralizar com acido cloridrico SR.
Pode-se, eventualmente, utilizar &cido acético. Se a preparacdo nao estiver perfeitamente limpida,
filtrar através de papel de filtro isento de sulfato e 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 solucéo
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:

1200,8
m = ]

sendo | o limite de sulfato em ppm na matéria-prima.

Preparacdo padrédo: transferir o volume de &cido sulfurico padrdo (H2S040,005 M SV) indicado na
monografia, indicado na Tabela 2, ou calculado, e um volume de 30 a 40 mL de &gua destilada para
um tubo de Nessler.

Procedimento: aos tubos de Nessler contendo a preparacdo padrdo e a preparacdo amostra, transferir
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 preparacdo
amostra ndo deve ser superior a da preparacdo padrao.

Tabela 2 - Limites de impureza sulfato e quantidades correspondentes da matéria-prima para se realizar o
ensaio considerando a utilizacdo constante de 2,5 mL da solugdo padréo que contém 1,2008 x 10 g de sulfato.

Quantidade de amostra Quantidade de amostra

Limite de sulfato (ppm) Limite de sulfato (ppm)

(9) (9)
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
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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

Sendo fixa a quantidade de sulfato (1,2008 x 10~ g), se o limite de sulfato em determinada substancia
for, por exemplo, 500 ppm, deverdo ser utilizados 2,4 g de amostra para obter-se até a mesma turbidez
do padréo; se o limite for de 151 ppm de sulfato, deverao ser utilizados 8 g de amostra e assim por
diante.

Alternativamente, proceder conforme descrito em Cromatografia ibnica (5.2.17.4.1), utilizando
cromatografo 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 formacéo
de particulas solidas de sulfetos ou determinacgdo por espectrometria atbmica.

O ensaio limite consiste na formacdo de particulas sélidas dos sulfetos de metais pesados, em
suspensdo, e posterior comparacao visual da intensidade da cor nas preparacdes amostra e padrdo em
tubo de Nessler. O ensaio é semi-quantitativo e possibilita inferir se a amostra passa ou ndo no teste,
representando o somatdrio da concentracdo dos elementos contaminantes na amostra.

O método por espectrometria atbmica possibilita quantificar cada elemento contaminante na amostra
e limites diferenciados sé&o estabelecidos para cada elemento de acordo com a sua toxicidade, forma
farmacéutica e via de administracdo. Elementos como As, Cd, Pb e Hg, devido a elevada toxicidade
apresentam limites mais baixos que os demais. Devido & maior biodisponibilidade de elementos
eventualmente presentes em substancias utilizadas na fabricacdo de produtos parenterais, os limites
especificados sdo inferiores aqueles relacionados para utilizagéo por via oral.

METODO DO ENSAIO LIMITE
Reagentes especiais

Solugéo estoque de nitrato de chumbo: solubilizar, com exatiddo, 159,8 mg de nitrato de chumbo em
100 mL de agua e de 1 mL de acido nitrico. Diluir com agua para 1000 mL e homogeneizar. Preparar
e estocar essa solucdo em recipientes de vidro isentos de sais soltveis de chumbo.

Solugéo padréao de chumbo (10 ppm Pb): diluir 10 mL da solucédo 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), recém preparada.

Tampdo acetato pH 3,5: solubilizar 25,0 g de acetato de aménio em 25 mL de agua e 38 mL de acido
cloridrico 6 M. Se necessario, ajustar o pH em 3,5 com hidroxido de aménio 6 M ou &cido cloridrico
6 M. Diluir para 100 mL com agua e homogeneizar.

Preparo do reagente de tioacetamida: ver tioacetamida SR. Aquecer em banho-maria por 20
segundos, resfriar e utilizar imediatamente.
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METODO |

Preparacdo amostra: transferir para tubo adequado solugcdo da amostra preparada conforme
especificado na monografia e diluir para 25 mL com &gua, ou solubilizar e diluir com agua para 25
mL a quantidade de amostra, em gramas, especificada na monografia ou calculada segundo a
equacao:

2/ (1000I)
em que | = limite de metais pesados na amostra em porcentagem (p/p).

Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com &cido acético M ou hidréxido de amdnio 6 M utilizando papel
indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com &gua para aproximadamente 40 mL e
homogeneizar.

Preparacéo padrao: transferir para tubo adequado 2 mL de solucdo padrdo de chumbo (10 ppm Pb)
e diluir para 25 mL com &gua. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com &cido 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.

Preparacao controle: transferir para um terceiro tubo volume de solugdo da amostra preparada
conforme descrito na monografia ou em preparacdo amostra e 2 mL de solugdo padrdo de chumbo
(10 ppm Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou hidroxido de amdnio 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 preparacdes, transferir 2 mL de tampéo acetato pH 3,5 e 1,2 mL de
tioacetamida SR. Diluir com agua para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso por dois minutos.
Ap6s dois minutos, desenvolver-se-a4 tonalidade que varia do amarelo ao preto. Observar as
preparacdes de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo, sobre fundo branco. A coloracéo
desenvolvida na preparagcdo amostra ndo deve ser mais intensa do que na preparagdo padrao. O teste
somente ¢ valido se a intensidade da coloracdo desenvolvida na preparacdo controle for igual ou
superior aquela da preparagdo padrao.

METODO Il
Preparacdo amostra: transferir para tubo adequado solucdo da amostra preparada conforme
especificado na monografia e diluir para 25 mL com solvente organico (dioxano ou acetona,
contendo, no minimo, 15% v/v de agua), ou solubilizar e diluir com 0 mesmo solvente para 25 mL a
quantidade de amostra, em gramas, especificada na monografia ou calculada segundo a equacgao:

2/ (1000I)
em que
| = limite de metais pesados na amostra em porcentagem (p/p).
Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com &cido acético M ou hidréxido de amdnio 6 M utilizando papel

indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com &gua para aproximadamente 40 mL e
homogeneizar.
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Preparacao padréo: transferir para tubo adequado 2 mL de solucéo padréo de chumbo (10 ppm Pb)
e diluir para 25 mL com 0 mesmo solvente empregado para a dissolu¢do da amostra. Ajustar o pH
entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou hidroxido de aménio 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.

Preparacao controle: transferir para um terceiro tubo volume de solucdo da amostra preparada
conforme descrito na monografia ou em preparacdo amostra e 2 mL de solugdo padrédo de chumbo
(10 ppm Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou hidréxido de aménio 6 M utilizando
papel indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com 0 mesmo solvente empregado
para a dissolucdo da amostra para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Procedimento: a cada uma das preparacdes, transferir 2 mL de tampéao acetato pH 3,5 e 1,2 mL de
tioacetamida. Diluir com agua para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso por dois minutos.
Apds dois minutos, desenvolver-se-4 coloracdo 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 é mais intensa do que na preparacdo padrdao. O
teste somente é valido se a intensidade da coloracdo desenvolvida na preparagdo controle for igual ou
superior aquela na preparacdo padrao.

METODO IlI

Preparo da amostra: utilizar a quantidade de amostra, em gramas, especificada na monografia ou
calculada segundo a equacao:

2/ (1000I)
em que
| = limite de metais pesados na amostra em porcentagem (p/p).

Transferir a amostra para cadinho adequado, acido sulfurico suficiente para umedecer a substancia e
incinerar, cuidadosamente, sob temperatura baixa. A massa carbonizada, transferir 2 mL de acido
nitrico e cinco gotas de &cido sulfurico. Aquecer, com cuidado, até que ndo mais se desprendam
vapores brancos. Incinerar em mufla a 500 - 600 °C até completa combustdo 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 uma gota de acido cloridrico, 10 mL de agua quente e digerir em banho-maria por dois
minutos. Alcalinizar ao papel tornassol com hidroxido de amonio 6 M adicionado gota a gota. Diluir
com agua para 25 mL e ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com &cido acético M, utilizando papel indicador
de faixa estreita como indicador externo. Filtrar se necessério, lavar o cadinho e o filtro com 10 mL
de agua e combinar o filtrado e as aguas de lavagem em tubo adequado para comparacdo de cor.
Diluir com agua para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Preparacao padréo: transferir para tubo adequado 2 mL de solucéo padréo de chumbo (10 ppm Pb)
e diluir para 25 mL com 0 mesmo solvente empregado para a dissolu¢do da amostra. Ajustar o pH
entre 3,0 e 4,0 com acido acéetico 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.
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Preparacao controle: transferir para um terceiro tubo volume de solucdo da amostra preparada
conforme descrito na monografia ou em preparacdo amostra e 2 mL de solugdo padrédo de chumbo
(10 ppm Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou hidréxido de aménio 6 M utilizando
papel indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com 0 mesmo solvente empregado
para a dissolucdo da amostra para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Procedimento: a cada uma das preparacdes, transferir 2 mL de tampéo acetato pH 3,5 e 1,2 mL de
tioacetamida. Diluir com agua para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso por dois minutos.
Apds dois minutos, desenvolver-se-4 coloracdo 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 é mais intensa do que aquela na preparacao
padréo. O teste somente é valido se a intensidade da coloracéo desenvolvida na preparagdo controle
for igual ou superior aquela na preparacdo padrao.

METODO IV

Preparo da amostra: pesar, com exatidao, quantidade de amostra recomendada na monografia ou
calculada segundo a equacao:

2/ (1000I)
em que
| = limite de metais pesados na amostra em porcentagem (p/p).

Transferir para tubo de digestao de vidro borossilicato de 100 mL e cerca de 10 mL de acido nitrico.
Proceder a digestdo em chapa de aquecimento ou bloco digestor em temperatura de 120 °C, durante
trés horas. Recomenda-se aquecer o sistema lentamente, para evitar projecdo da amostra. Caso haja
evaporacdo do acido, adicionar outra aliquota de 5 mL. Caso uma preparac¢do limpida néo seja obtida,
adicionar, apds resfriamento, 2 mL de perdxido de hidrogénio a 30% (p/p) e aquecer a 140 °C por
mais uma hora. Esfriar e diluir, cautelosamente, com pequeno volume de &gua. Transferir, com
lavagem, para tubo de Nessler de 50 mL, sem ultrapassar 25 mL.

Preparacéo padréo: transferir para tubo adequado 2 mL de solucéo padréo 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.

Preparacéo 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 solucdo padréo de
chumbo (10 ppm Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com &cido acético M ou hidroxido de amdnio 6 M
utilizando papel indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com &gua para
aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Procedimento: a cada uma das preparagoes, transferir 2 mL de tampé&o acetato pH 3,5 e 1,2 mL de
tioacetamida. Diluir com agua para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso por dois minutos.
Apo6s dois minutos, desenvolver-se-4 coloracdo 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 preparagdo amostra ndo € mais intensa do que na preparacao padrdo. O
teste somente é valido se a intensidade da coloracéo desenvolvida na preparacao controle for igual ou
superior aquela na preparagdo padréo.
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METODO V

Preparo da amostra: nos casos em que 0s métodos anteriores de preparo de amostra ndao forem
eficientes, proceder conforme descrito em Decomposi¢do por via Umida em sistema fechado ou
Método de combustéo iniciada por micro-ondas em sistema pressurizado descritos em Método de
espectrometria atbmica.

Preparacéo padréo: transferir para tubo adequado 2 mL de solucéo padréo 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 solucdo da amostra preparada
conforme descrito na monografia ou em prepara¢do amostra e 2 mL de solucdo padrédo de chumbo
(10 ppm Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou hidréxido de aménio 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 preparacdes, transferir 2 mL de tampéao acetato pH 3,5 e 1,2 mL de
tioacetamida. Diluir com agua para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso por dois minutos.
Apds dois minutos, desenvolver-se-4 coloracdo que varia do amarelo ao preto. Observar as
preparagdes de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo, sobre fundo branco. Qualquer
coloracdo desenvolvida na preparacdo amostra ndo é mais intensa do que aquela na preparacao
padrdo. O teste somente é valido se a intensidade da coloracéo desenvolvida na preparacéo controle
é igual ou superior aquela na preparacdo padrao.

METODO DE ESPECTROMETRIA ATOMICA
Utilizar técnicas de espectrometria atdbmica para determinacao de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ir, Mn, Mo,

Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V, conforme Espectrometria atdmica (5.2.13). Entretanto, diferentes
procedimentos de preparo da amostra podem ser aplicados, como demonstrado na Figura 1.

# . Y. P Nﬁo ] . . s, . P Nﬁo
AJSllbst‘]llC,'l«l é > A substancia é solavel » Decomposicio da amostra
soluvel em agua? em outros solventes?
A
l Sim
Sim Os solventes saio compativeis com Nao

a(s) técnica(s) de determinacio?

l Sim
v v

Efetuar a determinacio por espectrometria atomica

Figura 1 - Procedimentos de preparo de amostra para o método de espectrometria atdmica.

No caso de substancias solGveis em agua, ndo ha necessidade da decomposicédo prévia da amostra e
essa pode ser analisada diretamente apds dissolucdo. Caso ndo seja solivel em agua e apresentar
solubilidade em outro solvente, a substancia pode ser analisada diretamente ap6s dissolucao se ndo
houver incompatibilidade entre o solvente e a técnica de espectrometria atbmica utilizada. Quando
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nenhuma das condicdes anteriores for atendida, recomenda-se a decomposicéo prévia da amostra.
Nesses casos, dois procedimentos sdo recomendados:

Decomposicao por via umida em sistema fechado

Pesar, com exatiddo, quantidade de amostra entre 0,1 e 0,5 g de amostra e adicionar acido nitrico
conforme recomendacdo 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 aguecimento convencional e micro-ondas, quando ndo houver especificacdo na
monografia, recomenda-se a digestdo por 240 minutos e 20 minutos, respectivamente.

Método de combustao iniciada por micro-ondas em sistema pressurizado
Proceder conforme descrito no item Métodos de combust&o (5.3.3.3).

Em principio, os dois procedimentos de decomposi¢do descritos podem ser utilizados
indistintamente. Entretanto, se recomenda a utilizacdo da decomposicéo por via tmida devido a maior
simplicidade e capacidade de processamento de amostras. Outros reagentes, tais como acido
cloridrico, acido sulfdrico, perdxido de hidrogénio e acido fluoridrico (ndo pode ser utilizado em
frascos de quartzo), também, podem ser utilizados na etapa de digestao, dependendo da necessidade.
A decomposicdo por combustdo iniciada por micro-ondas é recomendada nos casos em que a digestédo
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 ndo metais.

Elemento o Uso _oral _ _Uso par_enteral
Limite méaximo (g g™) Limite maximo (xg g™)

Arsénio (As) 15 0,15
Cadmio (Cd) 0,5 0,05
Chumbo (Pb) 1,0 0,1
Mercurio (Hg) 15 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 somatdrio da concentragdo ndo
Osmio (Os) pode exceder 10 pode exceder 10
Rodio(Rh)

Ruténio (Ru)

5.3.2.4 ENSAIO LIMITE PARA FERRO

Solucéo padrao de ferro (100 ppm Fe): pesar 0,8634 g de sulfato férrico amoniacal dodecaidratado,
trasnferir para baldo volumétrico de 1000 mL e solubilizar em agua destilada. Adicionar 5 mL de
acido sulfarico SR e completar o volume com &gua destilada.
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Solucgéo padréao de ferro (10 ppm Fe): diluir 10 mL da Solucédo padréo de ferro (100 ppm Fe) com
agua destilada e completar o volume para 100 mL.

Solucéo padréo de ferro (2 ppm Fe): diluir 2 mL da Solugéo padré&o de ferro (100 ppm Fe) com &gua
destilada e completar o volume para 100 mL.

METODO |

Preparacdo amostra: pesar quantidade da amostra especificada na monografia, ou na Tabela 1, ou
calculada, solubilizar em solvente adequado, transferir para tubo de Nessler (capacidade de 50 mL e
22 mm de diametro interno). Adicionar agua destilada, ou o solvente indicado na monografia, em
quantidade suficiente para 40 mL. Adicionar 2 mL de &cido citrico a 20% (p/v).

Fixando-se o volume da Solucéo padréo de ferro (100 ppm Fe) em 1 mL, pode-se calcular o valor de
m (massa em grama da amostra) pela férmula:

sendo | o limite de ferro em ppm na matéria-prima.

Preparacéo padrao: empregar 10 mL de Solucdo padréo de ferro (10 ppm de Fe) ou 1 mL da Solugéo
padrao de ferro (100 ppm Fe), conforme Tabela 1, ou volume calculado, e 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 preparacdes amostra e padrao
duas gotas de &cido tioglicélico. Homogeneizar, alcalinizar com hidréxido de aménio, completar o
volume para 50 mL com agua destilada e homogeneizar. Deixar em repouso por cinco minutos. A
cor résea produzida na preparacdo amostra ndo deve ser mais intensa do que na preparacao padrao.

METODO II

Preparacdo amostra: pesar quantidade da amostra especificada na monografia, ou calculada,
solubilizar em solvente adequado, ou utilizar volume da solucdo da amostra conforme especificado
na monografia. Transferir 2 mL de acido cloridrico 2 M e 0,5 mL de agua de bromo SR. Apds cinco
minutos, retirar o excesso de bromo por corrente de ar em capela de exaustdo (CUIDADO!
REAGENTE TOXICO) e transferir para tubo de Nessler (capacidade de 50 mL e 22 mm de diametro
interno).

Preparacéo padrdo: submeter o volume da Solu¢éo padréo de ferro (2 ppm ou 10 ppm de Fe)
indicado na monografia, ou o volume calculado, conforme descrito na preparacdo amostra.

Procedimento: concomitantemente, acrescentar aos tubos contendo as preparacées amostra e padréo,
3 mL de tiocianato de potéassio M, completar o volume para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso
por cinco minutos. A coloracdo produzida na preparacdo amostra ndo deve ser mais intensa do que
na preparagédo padrao.

METODO IlI

Preparacao amostra: transferir para um tubo de Nessler (capacidade de 50 mL e 22 mm de didmetro
interno) a quantidade de amostra especificada na monografia, ou calculada, ou o volume da solugéo
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da amostra indicado na monografia. Diluir para 40 mL com agua destilada. Adicionar 2 mL de &cido
cloridrico M e homogeneizar.

Preparacéo padréo: transferir o volume da Solucéo padréo de ferro (100 ppm Fe) indicado na
monografia, ou volume calculado, para um tubo de Nessler e proceder conforme descrito na
preparacdo amostra.

Procedimento: transferir aos tubos contendo as preparagcdes amostra e padrdo 50 mg de cristais de
peroxidissulfato de aménio. Acrescentar 3 mL de tiocianato de aménio SR, completar o volume para
50 mL com agua destilada e homogeneizar. A coloracao produzida na prepara¢do amostra ndo deve
ser mais intensa do que na preparac¢éo padrao.

Tabela 1 - Limites de impureza ferro e quantidade correspondentes da matéria-prima para se realizar o ensaio
considerando a utilizacdo constante de 1,0 mL da solucdo padréo de ferro de 100 ppm, que contém 10 g de
ferro, na preparacéo padréo.

Quantldad(z;i & amostra Limite de ferro (ppm) Q;?}ggg 2dé ;j ¢ 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 Preparacdo padréo, 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 coloracdo da preparacdo padrdo; se o limite for 200 ppm de ferro, devera ser
utilizado 0,5 g de amostra, e assim por diante.

METODO IV

Alternativamente, para determinacdo de ferro, proceder ao preparo da solugdo amostra conforme
descrito em Ensaio limite para metais pesados (5.3.2.3) e efetuar a determinagdo por uma das técnicas
de Espectrometria atdmica (5.2.13).

5.3.2.5 ENSAIO LIMITE PARA ARSENIO

METODO ESPECTROFOTOMETRICO

O método esta baseado na reacao entre a arsina (AsHs) liberada e dietilditiocarbamato de prata que
formam complexo vermelho; a absor¢do da radiagdo pode ser medida em espectrofotdmetro ou
colorimetro. Dois métodos podem ser empregados diferindo, apenas, no preparo da amostra e do
padrdo. O Método | é, em geral, utilizado para substancias inorganicas, enquanto o Método Il é
empregado para substancias organicas.
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O sistema utilizado - Figura 1 - compreende: (a) gerador de arsina; (b) e (d) juntas; (c) unidade
esmerilhada; (e) tubo de absor¢édo. Outro sistema adaptado que tenha as caracteristicas essenciais do
apresentado pode, eventualmente, ser utilizado.

Figura 1 - Sistema para determinagio de arsénio pelo método espectrofotométrico.

Solucéo estoque padrdo de arsénio: secar trioxido de arsénio por uma hora a 105 °C. Pesar, com
exatiddo, 132 mg e solubilizar em 5 mL de solu¢édo de hidréxido de sédio (1:5) em baldo volumétrico
de 1000 mL. Neutralizar com acido sulfirico M e, em seguida, acrescentar mais 10 mL de acido
sulfurico M. Completar o volume com agua recém-fervida e resfriada.

Solucdo padréo de arsénio: transferir 1 mL (ou 0,5; ou 0,25; ou 0,1 mL) da solucdo estogque padréo
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 o0 meio ambiente. Acrescentar 1 mL de acido sulfarico M e
completar o volume com &gua recém-fervida e, posteriormente, resfriada. Homogeneizar. Conservar
a solucdo em recipiente de vidro e utilizar em até trés dias. Cada mL da solucéo obtida contém 1 mg
de arsénio.

METODO |

Preparacao amostra: transferir para frasco gerador de arsina a quantidade de substancia indicada na

monografia, ou a quantidade calculada. Fixando-se o volume da solucgdo padrao de arsénio em 3 mL
pode-se calcular m (massa em grama da amostra) pela férmula:

3

m=—

l

sendo | o limite de arsénio em ppm na matéria-prima.

Solubilizar com agua destilada completando o volume para 35 mL. Transferir 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 porcdes de algoddo embebidas em solucédo saturada
de acetato de chumbo, deixando entre elas espaco de 2 mm. O excesso da solugédo deve ser eliminado
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espremendo-se as porcdes de algodao e secando-as a pressdo reduzida a temperatura ambiente. As
juntas (b) e (d) devem ser lubrificadas com vaselina e unidas como na Figura 1.

Preparacéo padrao: transferir para o frasco gerador de arsina 3 mL da Solucé@o padréo de arsénio.
Diluir com &gua 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 absorc¢éo (e) dos
frascos geradores contendo as prepara¢fes amostra e padrdo. Transferir 3 g de zinco granulado a
mistura em cada frasco gerador de arsina. Imediatamente unir as unidades (c) e (e) ao frasco gerador.
Deixar em banho de agua a (25 £ 3) °C por 45 minutos. Em intervalos de 10 minutos agitar,
vagarosamente. Apoés esse periodo, transferir o conteldo da unidade de absorcao para cela de 1 cm.
Comparar a cor vermelha produzida nas preparagdes amostra e padrdo. A coloragdo produzida na
preparacdo amostra ndo deve ser mais intensa do que na preparacdo padrdo. Caso necessario,
determinar a absorcdo em espectrofotdbmetro ou colorimetro em comprimento de onda entre 535 e
540 nm empregando dietilditiocarbamato de prata SR como branco para o ajuste do zero.

METODO Il

Esse método emprega, adicionalmente, peréxido de hidrogénio na digestdo da amostra. Com certas
substancias pode provocar reacdo violenta. Assim, € importante proceder, cuidadosamente, em todas
as etapas. Deve-se tomar cuidado, também, na presenca de compostos halogenados, especialmente,
quando aquecer a amostra com acido sulfurico e, posteriormente, adicionar peréxido de hidrogénio a
26% (v/v). O aquecimento deve ser mais brando impedindo que atinja a temperatura de ebuli¢do da
mistura e carbonizacdo para evitar a perda de arsénio.

Preparacdo amostra: transferir para o frasco gerador quantidade da amostra especificada na
monografia, ou calculada. Fixando-se o volume da solucdo padrdo de arsénio em 3 mL pode-se
calcular m (massa em grama da amostra) pela formula:

3
m=T

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 néo ultrapasse 10 mL.
Proceder a digestdo em capela de exaustdo, de preferéncia usando placa de aquecimento com
temperatura ndo superior a 120 °C por tempo necessario ao inicio da digestdo. Uma vez iniciada a
decomposicdo da amostra, adicionar gota a gota e, cuidadosamente, peroxido de hidrogénio
concentrado. Esperar que a reacéo se abrande e, entdo, aquecer entre adig¢do de cada gota. Caso haja
excesso de espuma, interromper o aquecimento. Assim que diminuir a intensidade da reagéo, aquecer,
cautelosamente, com agitacdo 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 perdxido de hidrogénio concentrado sempre que a mistura se tornar marrom ou
escurecer. Destruida a matéria organica, aumentar paulatinamente a temperatura de aquecimento
permitindo que os vapores de trioxido de enxofre sejam desprendidos e a solugéo se torne incolor ou
levemente bege. Resfriar, adicionar, cuidadosamente, 10 mL de agua destilada, evaporar até o
tribxido de enxofre seja novamente desprendido e resfriar. Caso necessario, repetir a operacéo,
removendo tracos de perdxido de hidrogénio. Resfriar e acrescentar 10 mL de &gua destilada. Lavar
o frasco e diluir com agua destilada completando o volume para 35 mL. Proceder como na preparagdo
amostra do Método | iniciando por “Transferir 20 mL de acido sulfarico M...”.
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Preparacao padréo: transferir para frasco gerador de arsina 3 mL da Solucé@o padréo de arsénio e 2
mL de &cido sulfurico. Homogeneizar. Acrescentar 0 mesmo volume de peroxido de hidrogénio
concentrado empregado para a preparacao amostra. Proceder, em seguida, ao aquecimento da solucéo
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 preparacdo amostra.

Procedimento: proceder conforme descrito no Método |I.

Nota: antiménio é interferente da reacéo, uma vez que forma estibina (SbHs) fornecendo resultado
falsamente positivo no desenvolvimento de cor com dietilditiocarbamato de prata SR. Nesses casos,
deve-se comparar as preparac¢des 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 preparacdo amostra conforme descrito no item Decomposic¢ao por via Umida em sistema
fechado — Ensaio limite para metais pesados (5.3.2.3) e determinar por Espectrometria de absorcao
atbmica com geracdo de hidretos (5.2.13.1.2). Proceder de acordo com as especifica¢cbes do
fabricante empregando comprimento de onda de 193,7 nm e resolucdo do monocromador de (0,5
0,1) nm.

METODO DE ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OTICA COM PLASMA INDUTIVAMENTE
ACOPLADO

Proceder a preparacdo da amostra conforme descrito no item Decomposi¢ao por via imida em sistema
fechado - Ensaio limite para metais pesados (5.3.2.3) e determinar por Espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (5.2.13.2.2). Proceder de acordo com as especificacfes
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

Solugéo padréo de aménia (2,5 ppm NHs3): transferir 1 mL da solucdo de cloreto de amdnio 0,00741%
(p/v) para um baldo volumétrico de 10 mL. Completar o volume com agua destilada.

Solucéo padréo de aménia (1 ppm NH3): diluir 40 mL da solucdo padrdo de aménia (2,5 ppm de
NHz) para 100 mL com &gua destilada.

Preparacao amostra: solubilizar a quantidade indicada da substancia em analise em 12 mL de agua
destilada, alcalinizar, se necessario, com hidroxido de sddio 2 M. Transferir para baldo volumétrico
de 15 mL, adicionar 0,3 mL de solucéo alcalina de tetraiodomercurato (I1) de potassio e completar
o0 volume com agua destilada. Homogeneizar e deixar em repouso por cinco minutos. Transferir para
um tubo de Nessler de capacidade de 50 mL e diametro interno de 22 mm.

Preparacao padréo: transferir 10 mL de solucdo padrdo de aménia (1 ppm de NHs), ou o0 volume
calculado, para baldo volumétrico de 15 mL, adicionar 4,0 mL de &gua destilada, 0,3 mL de solucéo
alcalina de tetraiodomercurato (II) de potéassio e completar o volume com &gua destilada.
Homogeneizar e deixar em repouso por cinco minutos. Transferir para um tubo de Nessler.

Procedimento: comparar a cor desenvolvida nas preparacdes. A cor amarela produzida na preparacéo
amostra ndo deve ser mais intensa do que na preparagdo padrao.
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5.3.2.7 ENSAIO LIMITE PARA CALCIO

Solucéo padrao alcodlica de calcio (100 ppm Ca): pesar, com exatiddo, 2,5 g de carbonato de calcio
e transferir para baldo volumétrico de 1000 mL com 12 mL de &cido acético. Solubilizar e completar
o volume com &gua destilada. Transferir, imediatamente antes do uso, 10 mL dessa solucéo para baldo
volumétrico de 100 mL e completar o volume com alcool etilico.

Solugdo padrao de calcio (10 ppm Ca): pesar, com exatidao, 0,624 g de carbonato de célcio e
transferir para baldo volumétrico de 250 mL com 3 mL de &cido acético. Solubilizar e completar o
volume com &gua destilada. Transferir, imediatamente antes do uso, 10 mL dessa solucédo para baldo
volumétrico de 1000 mL e completar o volume com &gua.

Preparacédo amostra: transferir 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 solucéo padréo alcoodlica de célcio (100
ppm Ca). Aguardar um minuto, adicionar mistura de 1 mL de &cido acético diluido e 15 mL da solucéo
da amostra preparada como descrito na monografia.

Preparacao padréao: transferir para um tubo de Nessler as mesmas quantidades de oxalato de amonio
SR e da solucédo padréo alcoodlica de célcio (100 ppm Ca) conforme preparacdo amostra. Aguardar
um minuto, adicionar mistura de 10 mL da solucdo padrdo de calcio (10 ppm Ca), 1 mL de &cido
acético diluido e 5 mL de agua destilada.

Procedimento: homogeneizar as preparacdes nos tubos de Nessler. Apds 15 minutos, a turbidez da
preparacdo amostra ndo deve ser mais intensa do que a da preparacdo padrao.

Alternativamente, proceder o preparo da amostra conforme indicado na monografia e efetuar a
determinacdo de célcio por Espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (5.2.13.1.1)
empregando chama do tipo aracetileno, comprimento de onda de 422,7 nm e resolucdo do
monocromador de (0,7 £ 0,1) nm; ou Espectrometria de emissdo 6tica 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

Preparacao amostra: transferir 0,1 g de tetraborato sédico a 10 mL da solucdo da amostra preparada
conforme o especificado na monografia. Ajustar o pH entre 8,8 e 9,2 com acido cloridrico SR ou
hidroxido de sodio SR.

Preparacao padréo: transferir 0,1 g de tetraborato sodico a uma mistura de 1 mL da solu¢éo padrdo
de magnésio (10 ppm Mg) e 9 mL de agua destilada. Proceder conforme preparacdo amostra.

Procedimento: transferir a preparacdo amostra para um funil de separacdo e extrair duas vezes,
agitando por um minuto cada vez, com 5 mL de uma solucéo de hidroxiquinolina a 0,1% (p/v) em
cloroférmio. Descartar as fases organicas e transferir a fase aquosa 0,4 mL de butilamina e 0,1 mL
de trietanolamina. Ajustar o pH entre 10,5 a 11,5 se necessario. Adicionar 4 mL da solucdo de
hidroxiquinolina a 0,1% (p/v) em cloroférmio e agitar por um 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 preparacao padréo.

Alternativamente, proceder a determinacdo de magnesio por Espectrometria de absorcéo atémica
com chama (5.2.13.1.1) empregando chama do tipo ar-acetileno, comprimento de onda de 285,2 nm
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e resolucdo do monocromador de (1,2 £ 0,1) nm; ou Espectrometria de emissdo ética 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, transferir 0,1 g de cloridrato de hidroxilamina, 10 mL de tampé&o cloreto
de amonio pH 10, 1 mL de solucdo 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 coloracdo
violeta mudar para azul. Transferir a essa solu¢do quantidade recomendada da amostra dissolvida em
100 mL de agua destilada ou preparada de modo descrito na monografia. Se a coloracao da solugéo
mudar para violeta, titular com EDTA dissddico 0,01 M SV até a viragem para azul. O volume da
solucdo de EDTA dissodico 0,01 M SV utilizado na segunda titulacdo ndo deve exceder o volume
estabelecido na monografia.

5.3.2.10 ENSAIO LIMITE PARA ALUMINIO

Solucdo padréo de aluminio (200 ppm Al): tratar uma por¢do de aluminio metdlico com éacido
cloridrico 6 M a 80 °C por poucos minutos. Pesar 100 mg da porcéo tratada e solubilizar em mistura
de 10 mL de acido cloridrico e 2 mL de &cido nitrico, a 80 °C por, aproximadamente, 30 minutos.
Manter sob aquecimento até reducdo 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 solucdo, com exatiddo, usando agua destilada, para baldo volumétrico de 100 mL.
Completar o volume com &gua destilada e homogeneizar. Pipetar 20 mL dessa solucdo e transferir
para outro baldo volumétrico de 100 mL. Completar o volume com &gua destilada e homogeneizar.

Solucdo padréo de aluminio (10 ppm Al): transferir, imediatamente antes do uso, 5 mL da Solucdo
padrdo de aluminio (200 ppm Al) para baldo volumétrico de 100 mL; completar o volume com agua
destilada e homogeneizar.

Solucdo padrao de aluminio (2 ppm Al): transferir, imediatamente antes do uso, 1 mL da Solucdo
padrdo de aluminio (200 ppm Al) para baldo volumétrico de 100 mL; completar o volume com agua
destilada e homogeneizar.

Solucédo diluente de &cido nitrico: transferir 40 mL de &cido nitrico para baldo volumétrico de 1000
mL; completar o volume com agua destilada e homogeneizar.

METODO |

Preparacao amostra: utilizar a quantidade especificada da amostra, ou calculada, preparada conforme
especificado na monografia.

Preparacdo padrao: utilizar o volume especificado, ou calculado, da Solugdo padrédo de aluminio
(10 ppm ou 2 ppm).

Procedimento: transferir para funis de separacéo as preparagdes amostra e padréo e extrair com trés
porcdes (20, 20 e 10 mL) da solucéo de hidroxiquinolina a 0,5% (p/v) em cloroférmio. Juntar os
extratos cloroférmicos e diluir para 50 mL com cloroférmio. Realizar uma preparacdo em branco
utilizando o mesmo solvente. Medir a intensidade da fluorescéncia (5.2.15) da preparagdo amostra
(11), da preparacéo padréo (l2) e da preparacédo em branco (I3) utilizando comprimento de onda de
excitacdo de 392 nm e monocromador ajustado em 518 nm. A fluorescéncia da preparacédo amostra
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(11), descontada da preparacdo em branco (Is) ndo deve ser maior do que a da preparacdo padrao
(I2), descontada da preparacéao em branco (I3).

METODO Il

Preparacéo amostra: transferir quantidade da amostra especificada na monografia, ou calculada, e
50 mL de agua destilada para baldo volumétrico de plastico de 100 mL e submeter ao banho de
ultrassom durante 30 minutos. Adicionar 4 mL de acido nitrico; completar o volume com agua
destilada e homogeneizar.

PreparacOes padréo: preparar solucées contendo 0,01, 0,02 e 0,04 ppm de aluminio, imediatamente
antes do uso, por meio da dilui¢do da Solucédo padréo de aluminio (1 ppm Al) com Solugéo diluente
de &cido nitrico em bal&o volumétrico de 100 mL.

Procedimento: determinar as absorvancias das preparacfes padrdo e da preparacdo amostra por
Espectrometria de absorcdo atdmica 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 Solugéo diluente de &cido nitrico como branco e proceder
a calibracdo conforme descrito em (5.2.13.1.4) Método | (Calibracdo direta). Determinar a
concentracdo de Al na preparacdo amostra em ppm. Calcular a quantidade de Al na amostra em ppm,
por meio da multiplicacdo da concentracdo da preparacdo amostra em ppm por 100/P no qual P é a
massa em gramas da substancia utilizada na preparagdo amostra.

METODO IlI

Proceder conforme descrito no Método Il e efetuar a determinagdo por Espectrometria de emissao
6tica com plasma indutivamente acoplado (5.2.13.2.2). Proceder de acordo com as especificacdes do
fabricante. Recomenda-se a utilizagcdo do comprimento de onda de 396,153 nm.

5.3.2.11 ENSAIO LIMITE PARA FOSFATOS

Solucéo padréo de fosfato (5 ppm): solubilizar 0,716 g de fosfato de potassio monobasico em agua
destilada e completar o volume para 1000 mL. Transferir 10 mL dessa solucdo para um balédo
volumétrico de 1000 mL e completar o volume com &gua destilada.

Preparacdo amostra: transferir a quantidade da amostra especificada, calculada, ou o volume da
solucdo da amostra preparada conforme descrito na monografia para baldo volumétrico de 100 mL e
completar o volume com solvente adequado. Transferir essa solucdo, 4 mL de reagente
sulfomolibdico, 0,1 mL de cloreto estanoso SR para béquer e homogeneizar.

Preparacéo padrao: transferir 2 mL da Solucéo padréo de fosfato (5 ppm) para baldo volumétrico de
100 mL e completar o volume com solvente adequado. Continuar conforme descrito na preparacéo
amostra.

Procedimento: aguardar 10 minutos, transferir 20 mL do conteudo das prepara¢des amostra e padrao
para tubos de Nessler (capacidade de 50 mL e 22 mL de didmetro interno) e comparar a coloracdo
das preparagdes. A coloracdo produzida na preparacdo amostra ndo € mais intensa do que na
preparacdo padrao.

Alternativamente, proceder conforme descrito em Cromatografia i6nica (5.2.17.4.1) utilizando
cromatdgrafo equipado com coluna de troca ibnica para separacdo de anions e detector por
condutividade com supressdo quimica.
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5.3.2.12 ENSAIO LIMITE PARA CHUMBO

Solugdo padrdo de chumbo diluida (1 ppm Pb): diluir volume, medido com exatiddo, da Solucéo
padréo de chumbo (10 ppm Pb) preparada conforme descrito em Ensaio limite para metais pesados
(5.3.2.3) com nove 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 solucéo de acido nitrico a 20% (v/v) e, em seguida, com agua destilada.

Preparacao amostra: na auséncia de especificacdo na monografia, preparar a solugdo amostra como
segue. Proceder em capela de exaustéo, pois algumas substancias podem reagir com violéncia quando
digeridas com perdxido de hidrogénio. Transferir 1,0 g da amostra para frasco adequado, acrescentar
5 mL de &cido sulfurico, algumas pérolas de vidro e aquecer em placa de aque