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DECRETO N? 96.607 DE 30 DE AGOSTO DE 1988

Aprova a Parte I da Quarta Edigdo
da Farmacopéia Brasileira — Gene-
ralidades ¢ Métodos de Anélise — e
dé outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA, usando das atribuigdes que lhe
confere o art. 81, item I, da Constituigio,

DECRETA:

Art. 1? Fica aprovada a Parte I da Quarta Edi¢io da Farmaco-
péia Brasileira — Generalidades e Métodos de Anélise — que a este
acompanha, elaborada pela Comisso Permanente de Revis3o da Farma-
copéia, do Conselho Nacional de Saitde.

Paragrafo anico. E delegada ao Ministro de Estado da Safide
competéncia para aprovar a Parte II da Farmacopéia Brasileira — mono-
grafias — sob a forma de fasciculos.

Art. 2° Na elaborag3o de medicamentos e insumos farmacéuti-
cos serdio observadas as normas e condigdes estabelecidas pela Farmaco-
péia Brasileira e seus fasciculos.

Paragrafo Gnico. O firmaco ou adjuvante de fabricagio ndo in-
cluido na Quarta Edigo da Farmacopéia Brasileira sera analisado na
forma prevista em outros codigos oficiais.

Art. 37 Incumbe ao Ministério da Saide, por meio da Comisséo
Permanente de Revisdo da Farmacopéia Brasileira, manter constante
atualiza¢io das monografias, bem assim promover novas edigdes ou pro-
por alteragdes 2 edi¢do vigente da Farmacopéia Brasileira.

Art. 4° As drogarias e farmacias, os estabelecimentos de ensino
de medicina, farmécia, odontologia e veterinaria, os Orgos de fiscaliza-
¢do e controle de qualidade de medicamentos, os laboratérios industriais
¢ os estabelecimentos congéneres, s3o obrigados a manter exemplar atua-
lizados da Farmacopéia Brasileira.

Art, 52 Evedada a impressdo, distribuigao, reprodugdo ou ven-
da da Farmacopéia Brasileira, sem a prévia e expressa autorizagio do
Ministério da Satide. :

Art. 6° Este Decreto entra em vigor na data de sua publicacéio.

Art, 7?7 Revogam-se as disposigOes em contrario.

Brasilia, 30 de agosto de 1988; 1672 da Independéncia e 100° da
Republica.

JOSE SARNEY
Lulz Carlos Borges da Silveira
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A Comisso Permanente de Revisio da Farmacopéia Brasileira formaliza agradecimentos 4 Orga-
nizagfo Pan-Americana da Saide — OPAS, particularmente aos Drs. Marcelo Jorge Vernengo e Goy
Enrique Navas, e 4 Comissdo da Farmmacopéia Européia, na pessoa do Dr. Peter-Josef Schom, pelo
apoio recebido no decorrer da ¢laboragdo desta obra.




PARTE1

Em deconéncia da nova sistemdtica de apresentaggo da Farmacopéia Brasileira adotada nesta
edigfo, os textos da Parte I constituem-se em recomendagdes oficiais para todas as monografias pubk-
cadas a partir de janeiro de 1989.
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1. PREFACIO
11. HISTORICO

1II. COMISSAO PERMANENTE DE REVISAO DA FARMACOPEIA BRASILEIRA E COLABO-
RADORES

IV. GENERALIDADES

V. METODOS DE ANALISE
V.l. PROCEDIMENTOS TECNICOS APLICADOS A MEDICAMENTQS
V.1.1. Determinaco de peso e formas farmacéuticas
V.1.2, Determinagio de volume em formas farmacguticas
V.1.3, Determinagio de resisténcia mecAnica em comprimidos
V.1.3.1. Dureza
V.1.3.2. Friabilidade
V.1.4, Testes de desintegragio
V.1.4.1. Determinacio do tempo de desintegraclo para comprimidos e cipsulas
V.1.4.2. Determinagio do tempo de desintegragfio de supositdrios, dvulos e comprimidos vaginais
V.1.5. Determinagfio do tempo de dissolugdo para comprimidos ¢ capsulas
v.2. METODQS FISICOS E FISICO-QUIMICOS
V.2.1. Determinagio da massa
V¥.2.2. Determinacfic da temperatura e faixa de fusfio
V.2.3. Determinago da temperatura de ebuligio e faixa de destilaghio
V.2.4. Determinagfio da temperatura de congelamento |
V.2.5. Determinagio da densidade de massa ¢ densidade relativa
¥.2.6. Determinagfo do indice de refragio
V.2.7. Determinago da viscosidade
V.2.8. Determinacfio do poder rotatério ¢ do poder rotatorio especifico
V.2.9. Determinachio da perda por dessecagiio
V.2.10. Determinagfio de cinzas sulfatadas (residuo por incineragiio)
V.2.11. Determinagio da granulometria dos pos
V.2.12. Cor de liquidos
V.2.13. Espectrofotometria de absorgfio atdmica
V.2.14, Espectrofotometria de absor¢io no ultravioleta, visivel e infravermetho
V.2.15. Espectrofotometria de fluorescéncia
V.2.16. Turbidimetria e nefelometria
Vv.2.17. Cromatografia
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V.2.17.1. Cromatografia em camada delgada
V.2.17.2. Cromatografia em papel
V.2.17.3. Cromatografia em coluna
¥.2.17.4. Cromatografia liquida de alta pressio
V.2.17.5. Cromatografia a gas
V.2.17.6. Material para cromatografa
V.2.18. Polarografia
V.2.19. Determinacao do pH
V.2.20. Determinagio de agua
V.2.20.1. Método volumétrico
V.2.20.2. Método da destilagio azeotropica
V.2.20.3. Método gravimétrico
V.2.21. Analise de solubilidade por fases
V.2.22. Eletroforese
v.3. METODOS QUIMICOS
V.3.1. Reagdes de identificayio
V.3.1.1. Tons, grupos e fungBes
— Acetato .
— Acetila
— Alcaléide
— Aluminio, ion
— Amina aromatica primaria
— Amdnia e amina alifatica volatil
— Amdhnio, fon
— Antiménio(III), ion
— Arsénio
— Barbitarico sem substituinte no nitrogénio
— Bario, fon
— Benzoato
— Bicarbanato
— Bismuto, ion
— Bissulfito
— Borato
— Brometo
— Célcio, fon
— Carbonato
— Chumbo, ion
— Cianeto .
— Citrato
— Clorato
— Cloreto
— Cobre(Il}, ion
— Ester
— Ferro
— Férrico, fon
— Ferroso, ion
— Fosfato (ou ortofosfato)
— Hipofosfito
— lodeto
- Lactato
— Litio, ion
— Magnésio, ion
— Merciirio
— Merciro(Il), on
— MerciriofI), fon
— Nitrato
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— Nitrito
— Oxalato
— Permanganato
— Perbxido
— Potéssio, ion
— Prata, ion
— Salicilato
— Sédio, fon
— Succinato
— Sulfate
— Sulfito
— Tartarato
— Tiocianato
— Tiossuifato
— Xantina
— Zinco, ien
¥.3.1.2. Identificaglio de esterdides por cromatografia em camada delgada
. ¥.3.1.3. Pesquisa de esteroides estranhos por cromatografia em camada delgada
V.3.1.4. Pesquisa de substdncias relacionadas a sulfonamidas por cromatografia em camada
delgada
v.3.1.5. Identificagfio de fenotiazinas por cromatografia em camada delgada
V.3.1.6. Pesquisa de impurezas relacionadas a fenotiazinas por cromatografia em camada delgada
V.3.2. Ensaios-limite para impurezas inorgénicas
V.3.2.1. Ensaio-limite para cloretos
V.3.2.2. Ensaio-limite para sulfatos
V.3.2.3. Ensaio-limite para metais pesados
V.3.2.4, Ensaio-limite para ferro
V.3.2.5. Ensaio-limite para arsénio
V.3.2.6. Ensaio-limite para amonia
V.3.3. Determinagdes em gorduras ¢ Oleos
v.3.3.1, Determinagao da densidade relativa
v.3.3.2, Determinagfio da temperatura de fusio
V.3.3.3. Determinagiio da temperatura de solidificacdo
V.3.3.4. Determinagdo do indice de refragio
V.3.3.5. Determinagio do poder rotatério
V.3.3.6. Determinago de agua e sedimentos
. V.3.3.7. Determinacdo do indice de acidez
: V.3.3.8. Determinacao do indice de saponificagio
V.1.3.9. Determinagéio do indice de ésteres
V.3.3.10, Determinagio do indice de iodo
V.3.3.1]. Determinacio do indice de peroxidos
v.3,3.12. Determinacfo do indice de hidroxila
V.3.3.13. Determinacio do indice de acetila
Vv.3.3.14. Determinagio de matéria insaponificavel
V.3.4. Ensaios
V.3.4.]. Titulagdes por diazotagio
Vv.3.42. Determinagio de nitrogénio pelo método de Kjeldahi
V.3.4.2.1. Macrodeterminagio (Método I)
V.1.4.2.2, Semi-microdeterminagio (Método II)
V.3.4.3. Método de combustdo em frasco de oxigénio
V.3.4.4, Titulagdes complexométricas
— Aluminio
— Bismuto
— Calcio
— Chumbo
— Magnésio
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— Zinco
V.3.4.5. Titulagdes em meio ndc-aquaso
— Titulagdo de substincias de carater basico
— Titulagdo de sais de acidos halogenados
— Titulacdo de substincias de carater 4cido
V.3.4.6. Determinagdio da metoxila
V.3.4.7. Determinagio do dibéxido de enxofre
V.3.4.8. Determinagdo do alcool
— V.3.4.8.1. Método por destilagdo
— V.3.4.8.2. Método por cromatografia a gas
V.3.4.9. Andlise de aminoacidos
V.4. METODOS DE FARMACOGNOSIA
V.4.1. Preparo de material vegetal para observagdo e estudos histologicos
V.4.2. Métodos de anglise de drogas vegetais
V.4.2.1. Amostragem
V.4.2.2. Determinagio de rnaterial estranho
V.4.2.3. Determinagio de dgua
V.4.2.4. Determinagio de cinzas totais
V.4.2.5. Determinagfio de cinzas insoliveis em &cido
V.4.2.6. Determinaglo de Oleos essenciais h
v.4.2.7. Determinagfio de dleos fixos
V.4.2.8. Determinago do cineol
¥.4.2.9. Determinacio do indice de espuma
V.4.2.10. Determinacio de substdncias extraiveis por alcool
V.5, METODOS BIOLOGICOS
V.5.1. Testes de seguranga biologica
V.5.1.1. Esterilidade
V.5.1.2. Pirogénios
V.5.1.3. Toxicidade
V.5.1.4. Substéincias vasodepressoras
V.5.1.5. Histamina - :
¥.5.1.6. Contagem de microrganismos vidveis em produtos que nfio necessitam cumprir com o
teste de esterilidade
V.5.1.7. Método geral para pesquisa ¢ identificacdo de patégenos
V.5.1.7.1. Enriquecimento néo-seletivo
— Substincias soliiveis em 4gua
— Substancias oleosas misciveis em dgua
— Subsifincias soliveis em miristato de isopropila
— Pomadas e cremes insoliveis em miristato de isopropila
— Gelatina
— Substéncias insollveis ou parcialmente soliveis em dgua
V.5.1.7.2 Fase seletiva e testes de confirmagio
— Pseudomonas aeruginosa
— Staphylococeus aureus
— Salmonella sp.
— Escherichia coli
V.5.1.7.3. Descricao dos meios de cultura e reagemés
V.5.1.7.4. Esterilizago e acondicionamento dos meios de cultura
V.5.1.7.5. Capacidade seletiva e nutritiva dos meios de cultura e validagdo do teste para pes-
quisa e identificagdo de patbgenos
V.5.1.8. Substdncias pressoras
V.5.2. Ensaios
V.5.2.1. Ensaio biologico de oxitocina
. — Método A: hipotensio arterial em frango
— Método B: contragdo do utero de rata in vitro
V.5.2.2. Ensaio biologico de corticotrofina
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— Meétodo A: subcutfineo
— Meétodo B: intravenoso
V.5.2.3. Ensaio biologico de insulina
— Método A: convulsdo em camundongos
— Método B: glicose sangiiinea em coelhos
— Meétodo C: glicose sangilinea em camundongos
V.5.2.4, Duraglo do efeito da insulina
¥.5.2.5. Ensaio biolégico de glucagon
V.5.2.6. Ensaio bioldgico da heparina
V.5.2.7. Ensaio bioldgico de sulfato de protamina
V.5.2.8, Ensaio biologico de gonadotrofina sérica
V.5.2.9. Ensaio biologico de gonadotrofina coribnica
V.5.2.10. Ensaio bioldgico de gonadorelina
Vv.5.2.11. Ensaio bioldgico de menotrofina
V.5.2.12. Ensaio biolégico de digital
V.5.2.13. Ensaio biol6gico de vasopressina
V.5.2.14. Ensaio biol6gico de lipressina
V.5.2.15. Ensaio biol6gico de felipressina,
V.5.2.16. Ensaio biologico de somatotrofina
— Método A: aumento de peso corporal
— Meétodo B: método da tibia
V.5.2.17. Ensaio microbioldgico de antibidticos
V.5.2.17.1. Ensaio microbioclégico por difusao em agar
V.5.2.17.2. Ensaio microbiolodgico por turbidimetria

V1. PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS APLICAVEIS AOS ENSAIOS BIOLOGICOS
VL1. GLOSSARIC DE SIMBOLOS
V1.2. FUNDAMENTOS
VI1.3. VALORES ABERRANTES
V1.4, ENSAIOS DIRETOS
VI.5. ENSAIOS INDIRETOS QUANTITATIVOS
V1.5.1. Tipos de delineamento
V1.5.2. Analise de varifincia
VIL.5.3. Testes de validade
V1.5.4. Estimativa da poténcia e limites de confianca
VI1.6. MEDIAS MOVEIS
VL.7. ENSAIOS INDIRETOS “TUDO OU NADA™
VLS. COMBINACAO DE ESTIMATIVAS DE POTENCIA
V1.8.1. Poténcia média ponderada e limites de confianca
V1.9. TABELAS ESTATISTICAS
VI1.10. EXEMPLOS DE ENSAIOS ESTATISTICOS
VI1.10.1. Exemplo de ensaio direto
V1.10.2. Exemplos de ensaios indiretos quantitativos
V1.10.3. Exemplo de ensaio indireto *‘tudo ou nada”
VI1.10.4. Exemplo de combinagio de estimativas de poténcia

VIL. RADIOFARMACOS

VIII. PRODUGAOQ DE DISCOS E METODOLOGIA PARA TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTI-
BACTERIANOS
VIIi.1. PRODUGAO DE DISCOS
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1X. RECIPIENTES E MATERIAIS EMPREGADOS NA SUA FABRICACAO
1X.1. MATERIAIS EMPREGADOS NA FABRICACAO DE RECIPIENTES
IX.1.1. Material plastico
— Métodos gerais de analise de materiais plasticos
. — Limpidez e grau de opalescéncia de solugdes
— Ensaio por combust3o em atmosfera de oxigénio
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I. PREFACIO

Dando cumprimento s disposigdes do Decreto Federal n® 78.840, de 25/11/1976, a nova edigdo
da Farmacopéia Brasileira vem ao encontro dos desejos da comunidade técnico-cientifica brasileira,
manifestamente interessada na revisdo da edigdo anterior.

A Comissdo Permanente de Revisfo da Farmacopéia Brasileira, constituida pela Portaria n® 151/82
do Exmo. Ministro da Satde, s6 pode realizar seu trabalho gragas ao apeio decisivo da Secretaria Nacio-
nal de Vigildncia Sanitdria — SNVS — do Ministério da Saide. Acordos e convénios celebrados entre a
SNVS, a Central de Medicamentos — CEME — do Ministério da Previdéncia e Assisténcia Social — MPAS
~ ¢ o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq —, asseguraram 4 Comis-
s@o recursos financeiros indispensdveis, incluindo bolsas de estudos para execugio dos trabathos.

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

A 48 Edicio da Farmacopéia Brasileira marca o inicio de nova era. Tratase de edigio na qual se
adota nove sistema de apresentagdo. O rdpido avango da tecnologia e a crescente complexidade das
substincias medicinais determinam a necessidade de frequientes revisdes da farmacopéia. Para facilitar
estas revisdes e possibilitar introdugio de novas monografias e métodos de andlise necessérios, a Comissio
adotou esta nova forma de apresentagio.

O presente volume constitui a Parte I da Farmacopéia e compreende as generalidades e os métodos
gerais de andlise. A Parte II serd constituida de monografias de matérias-primas e especialidades farma-
céuticas, publicadas em fasciculos. Um indice indicard o titulo das monografias, seus nameros de refe-
réncia e a data para sua entrada em vigor.

A Farmacopéia Brasileira em sua 42 edigfo tem vigéncia em todo o Territério Nacional. A nomen-
clatura, os métodos de identificagio e andlise e todos os demais dados nela contidos prevalecem sobre
quaisquer outros assinalados em cédigos farmacéuticos diversos. Nos casos ormissos, podem ser utili-
zados a Farmacopéia Internacional, a Farmacopéia Européia e outros c6digos farmacguticos em suas
ultimas edigBes.*

As monografias da Farmacopéia Brasileira 4% edigfo estabelecem parimetros que o produto
deverd satisfazer a qualquer tempo durante seu periodo de uso ¢ ndo para serem interpretados somente
como especificagBes para liberagdo por parte do fabricante.

A nfo inclusio de um frmaco ou adjuvante de fabricagdo na 42 edi¢Go da Farmacopéia Brasileira
ndo dispensa estas substincias de andlise segundo outros c6digos oficiais; assim como a presenga de
impureza nfo descrita especificamente na Farmacopéia ndo significa que a substincia pode ser usada
pelo simples fato de a Farmacopéia nfo a especificar. Nestes casos, a decisdo deve ser tomada com base
no bom senso técnico e nas boas préticas de fabricagio.

A Farmacopéia é obra para profissionais devidamente qualificados e treinados. Por este motivo,
nfo fomece explicagdes diddticas, apresentando as monografias com redagdo clara, sucinta e desprovidas
de minfcias julgadas desnecessdrias pela Comissdo.

A Comissfo Permanente de Revisfo da Farmacopéia Brasileira toma piblicos seus agradecimentos
a todos aqueles que colaboraram no preparo desta edigdo e, em especial, a0 Conselho Federal de Far-
mécia pelo apoio que possibilitou a publicagfo oficial da F. Bras. IV,

* Normas Nacioneis extrafarmacopéicas deverfio obter previamente aprovagfo da Comissfio Permanente de Revisfio
da Farmacopéia Brasileira do Conselho Nacional de Saiide. .

F.BRAS. [V, 1938




1I. HISTORICO

“SAo de natureza efémera os livros desta ordem, destinados a espelharem um dos lados da Jarmacologia,
ciéncia que vai percorrer atualmente a fase mais acelerada da sua evolugio”, SOUZA MARTINS, in Rela-
torio de Introdugio da 3¢ edigdo da Farmacopéia Portuguesa, 1876.

O vocdbulo farmacopéin provém da aglutina-
¢fo de dois termos gregos, a saber, ¢douakor =
= medicamento ou veneno, e noto{ = fabricante ¢
fabricagdo. As farmacopéias constituem cédigos
farmacéuticos oficiais ou oficialmente adotados,
nos quais se estabelecem a identificaggo, os padrdes
de qualidade ¢ os métodos de andlise dos firmacos
em uso. Existentes desde o século 111, os primeiros
compéndios eram de cardter regional, pois os
firmacos de entZo eram provenientes de érgdos
de animais, de minerais e, sobretudo, da flora
local € nativa. Alguns chegaram a ser oficializados,
embora em cardter regional, como, por exemplo,
o formuldrio da Escola de Salemno — Regimen
Sanitatis, de 1066, adotado em 1240 por Frederico
iI, Rei das Duas Sicilias. As tentativas empreen-
didas individualmente por diversos autores no
sentido de unificar a descrigo ¢ identificagfo dos
firmacos mais importantes datam do final do
século XVII, e do século XVIIL. Entre outras
obras, merecem citagdo a Pharmacopeia Interna-
tionalis de Lémery (1690), as farmacopéias de
James (1747), de De Quincy (1758), de Triller
(1764) e, especialmente, a Pharmacopeia Univer-
salis, de Jourdan (1828), que compilava dados de
quase 50 farmacopéias e compéndios diferentes.
Nenhum destes trabalhos, entretanto, possuia
cardter oficial.

As farmacopéias nacionais, de cardter oficial e
adogdo obrigatéria, comegam a surgir no final do
século XVIII e inicio do século XIX. Assim,
foram publicadas as primeitas edigGes das farma-
copéias, portuguesa (1794), holandesa (1805),
francesa (1818) e americana (1820).

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

Com a Independéncia, volta-se o Brasil 2
orientagdo cultural francesa e, no campo da
Farmidcia, o Codex Medicamentarius francés
adquire forga legal. O Regulamento da Junta de
Higiéne Publica, mandado executar pelo Decreto
n% 828 de 29/09/1851, sem especificar qual a
farmacopéia a ser cumprida, estabelece lista de
livios que as farmdcias deveriam possuir, cons-
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tando dela, entre outros, a Farmacopéia Fortu-
guesa de 1794, o Codex Francés e o (Bdigo
Farmacéutico Lusitano, da autoria de Agostinho
Albano da Silveira Pinto, cuja primeira edigdo
foi publicada em 1835 ¢ hoje considerada comoa
28 edigfo da Farmacopéia Portuguesa.

J4 o Decreto n? 8.387 de 19/01/1882 estabelece
textualmente: “para a prepara¢fo dos remédios
oficiais seguir-se-d4 a farmacopéia francesa, até que
esteja composta uma farmacopéia brasileira . . .7,
situagdo esta que iria perdurar até 1926, quando o
Decreto n®17.509 de 04/11/1926 aprovou a
primeira Farmacopéia Brasileira, de autoria de
Rodolpho Albino Dias da Silva, tornada obriga-
téria a partir de 15 de agosto de 1929,

A primeira edigfo da Farmacopéia Brasileira
ombreava com as farmacopéias da época, dos
paises mais desenvolvidos, revelando-se notdvel
pela precisdo das monografias e, sobretudo, pelo
grande naimero de inclusdes de firmacos obtidos
da flora brasileira, nfo existentes em nenhuma
outra farmacopéia.

A constante evolugdo da farmacologia, a
introdugfo de novos firmacos na terapéutica, o
surgimento de novos métodos de andlise, mais
modernos e precisos, e a necessidade de especifi-
cagbes atualizadas para o controle de matéria-
prima e produtos farmacéuticos s3o fatores funda-
mentais determinantes da obsolescéncia dos
codigos farmacéuticos ¢ da necessidade de revisd-
los ¢ atualizé-los periodicamente. O Decreto que
aprovou a primeira edigio da Farmacopéia Brasi-
leira foi omisso quanto s revisdes; assim, a segunda
edigdo veio 2 luz quase 30 anos apos a primeira
e represeniou cinco anos de trabalho de dez
subcomissSes especializadas. A 22 edigio incor-
porou as aquisic@es decorrentes da prépria atuali-
zagfo da farmacologta. Ndo conseguiu, contudo,
ser mais rica e precisa do que a primeira edigdo,
fruto de um s6 autor. O Decreto Federal n® 45.502
de 27/02/1959, a0 aprovar a 22 edigdo da Farma-
copéia Brasileira, fixou sua revis#io a cada dez anos.
Infelizmente, empecilthos diversos ndo permitiram
o cumprimento desse Decreto. Mais de 15 anos de-
cofreram, até que se cogitasse de uma nova edig¢go.

Assim é que, em 25 de novernbro de 1976, foi
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oficializada, pelo Decreto n? 78.840, a terceira
edigio da Farmacopéia Brasileira, O mesmo
Decreto fixou em cinco anos o prazo para sua
revisio. Realizada em tempo determinado e
muito curto, tarefa possivel de levar a termo
somente gragas ao apoio do Conselho Federal de
Farmicia, a obra despertou sensiveis manifestagGes
da comunidade técnico~cientifica, a recomendarem
rdpida revisio do seu texto, independente do

dispositivo legal.

HISTORICO

Assim, a 42 edicdo surge com algum atrase.
Procurou-se, nesta edigfo, sanar as deficiéncias
da anterior. Procurou-se, também, adotar métodos
modernos de andlise, compativeis, porém, com a
realidade nacional. A publicagio desta parte ¢ a
adogfo de uma nova sistem4tica de apresentagio
que possibilita sua continua atualizagdo através
de revisdes permanentes s3o as metas prioritdrias
que a2 Comissfo Permanente de Reviso da Farma-
copéia Brasileira se propde alcancar.
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TITULO

O titulo completo desta obra é “Farmacopéia
da Reptiblica Federativa do Brasil, quarta edigio”.

Sua denominagic pode ser abreviada para
“Farmacopéia Brasileira, 4% edigio”, ou *F.
Bras, IV,

DEFINIGOES

Farmacopéico

A expressie farmacopéico substitui as expres-
ses oficial e oficinal, utilizadas em edigBes ante-
riores, equivalendo-se as trés expresses para todos
os efeitos.

Fdrmaco

Substincia ativa, droga, insumo farmacéutico
ou matéria-prima empregada para modificar ou
explorar sistemas fisiolégicos ou estados patol6-
gicos em beneficio da pessoa i qual se administra.

Medicamento

Produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou
elaborado, que contém um ou mais farmacos
juntamente com outras substancias, com finalidade
profilitica, curativa, paliativa ou para fins de
diagnéstico.

Medicamento farmacopéico

Medicamento inscrito na 4% edigio da Farma-
copéia Brasileira.

Medicamento magistral

Medicamento, preparado na farmicia, cuja
prescrigio estabelece a composi¢go, a forma
farmacéutica e a posologia.

NOMENCLATURA

Os tftulos das monografias obedecem & Deno-
minagfo Comum Brasileira para Fdrmacos, esta-
belecida com base nas recomendagBes da Orga-
nizagio Mundial da Saide. Os subtitulos sdo
em latim.
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Em casos excepcionais, nomes muito difundi-
dos, porém diferentes dos adotados pela Denomi-
nagfo Cofnum Brasileira para Férmacos, podem
ser citados como “outra denominagfo”.

NOME QUIMICO

O nome quimico de substincia farmacopéica
estd de acordo com a nomenclatura preconizada
pela Unifo Intemacional de Qufmica Pura e
Aplicada.

FORMULA QUIMICA

Quando a substincia farmacopéica possui
composigio quimica definida, a sua férmula
bruta ¢ massa molecular constam da monografia,
No caso de substincias orginicas de composi¢lo
qufmica definida, estes dados séio acrescidos da
respectiva formula estrutural.

MASSA ATOMICA RELATIVA

As massas atomicas relativas usadas para o
cilculo de pesos moleculares sio as constantes
da Tabela de Massas Atbmicas Relativas publi-
cada em 1979 pela Unigo Internacional de Quimica
Pura e Aplicada e baseada na massa do carbono-12.

UNIDADES DE MEDIDA

Szo adotadas nesta Farmacopéia as unidades
constantes do Sistema Internacional de Unidades
(SI), em conformidade com o Decreto Federal
n? 81.621, de 03 de maio de 1978, Excepcional-
mente sio utilizadas outras unidades de uso
somente na prética farmacéutica.

As unidades ¢ fragbes do sistema métrico
decimal, baseadas no Sistema Internacional de
Unidades (SI), utilizadas nz F. Bras. [V, sfo
representadas pelas seguintes abreviagDes:

DE COMPRIMENTO

metro -m

decfmetro - dm =10"'m
centimetro  — cm =107%m
milimetro  — mm=10"*m
micrometro* — um =10"%m
nandmetro** — nm =10""m

*  ou micron
** oy milimicron
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DE VOLUME
litro -1
decilitro -d =101
mililitro —ml =103
microlitro —ul =107%
DA MASSA #
quilograma — kg
grama - g =1073%;¢
decigrama - dg =10"'g
centigrama — cg = 10"2g
miligrama -mg =10"%g
micrograma** — ug = 107%g
nanograma — ng = 10"%g
picograma  — pg =107
fentograma — fg = 1071
attograma  — ag = 107'%g

* As expressdes massa e peso sio adotadas
indistintamente nesta Fartnacopéia.

** Nas prescrighes e referéncias relativas a doses
terapéuticas, 4 g equivale a “‘meg’ ou ¥ {(gama).

DE RADIATIVIDADE

becquerel — Bq =1 desintegragiio nu-
clear por segundo
curie - Ci =37x10"Bq
milicurie —mCi =3,7x10"Bq
microcurie  — pCi 3,7x 10° Bq

gigabecquerel — GBq = 27,027 mCi
megabecquerel— MBq = 27,027 kCi
quilobecquerel— kBq = 27,027 nCi

FROCESSOS DE FABRICAGAO

A Farmacopéia ndo fomece detalhes dos pro-
cessos de fabricagdo de substincias quimicas.
A indicagio de que uma substincia pode ser
produzida por um método determinado nfo exclui
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a possibilidade de produzi-la por outros métodos.
Qualquer que seja o método utilizado, o produto
final deve corresponder s especificacbes da
Farmacopéia.

Na fabricagdio de produtos injetdveis, compri-
midos, cdpsulas e outras preparagdes farmaco-
péicas, é permitido o uso de substincias adjuvantes,
descritas nas monografias ¢ adicionadas com
finalidade especifica. Estas substincias adjuvantes
devem ser inGcuas e nfo devem ter influéncia
adversa sobre a eficdcia teraputica da substincia
ativa contida na preparagio nem interferir com
ensaios ¢ determinagdes.

DESCRICAQ DE SUBSTANCIA

As informagBes referentes 4 descrigio de uma
substéncia sfo genéricas e destinam-se A avaliagio
preliminar da integridade da mesma. A descri¢do,
por si, ndo ¢ indicativa da pureza, devendo ser
associada a outros testes farmacopéicos para
assegurar que a substincia esteja de acordo com
a monografia.

SOLUBILIDADE

A solubilidade indicada ndo deve ser tomada no
sentido estrito de constante fisica, mas como
simples informagfo.

As indicagBes sobre a solubilidade referem-se
2s determinagBes feitas 4 temperatura de 25 °C,

A nfo ser que a monografia especifique dife-
rentemente, a expressfo solvente referese 4
dgua.

A expressdo partes refere-se 3 dissolucio de
1 g de um sélido ou 1 ml de um liquido no nimere
de mililitros do solvente estabelecido no nimero
de partes.

As solubilidades aproximadas constantes nas
monografias sdo designadas por termo descritivo,
cujo sigrificado figura na tabela abaixo.

TERMO DESCRITIVO

Muito soliivel

Facilmente soldvel

Solivel

Ligeiramente solivel

Pouco solivel

Muito pouco soltivel

Praticamente insollvel ou insoldvel

SOLVENTE
Menos de | parte
De 1a 10 partes
De 10 a 30 partes
De 30a 100 partes
De 100 a 1000 partes

De 1000 a 10000 partes
Mais de 10 000 partes

REACOES DE IDENTIFICACAQ

Sdo reagBes usadas no auxflio da caracterizagdo
de uma substincia. Embora especificos, s6 serdo
suficientes para estabelecer ou confirmar a identi-
dade da substincia quando considerados em
conjunto com outros testes e especificagbes
constantes da monografia.

DENSIDADE DE MASSA E
DENSIDADE RELATIVA

A densidade de massa (p) ¢ 2 massa de uma
unidade de volume de uma substincia. £ expressa
em unidades de massa por volume.

A densidade relativa usualmente adotada (d3))
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¢ definida como a relagio entre a massa de uma
substdncia ao ar a 20 °C e a massa de igual volume
de dgua na mesma temperatura.

DETERMINAGAQ DE AGUA E
PERDA POR DESSECAGAO

Usa-se geralmente a expressio determinagdo de
dgua ou determinagdo de umidade quando se deter-
mina, em condi¢es especificadas, a 4gua de hidra-
tago ou a 4gua de adsorgdo de uma substincia.

A expressio perdas por dessecagdo refere-se
geralmente 4 perda em massa, por secagem, em
condigBes especificadas, de fgua e outros compo-
nentes residuais voléteis.

IMPUREZAS

Os testes descritos nas monografias limitam as
impurezas a quantidades tais que assegurem
qualidade ao fdrmaco. O fato de os ensaios ndo
incluirem uma impureza pouco freqiiente nao
significa que esta possa ser tolerada.

REAGOES QUIMICAS E
LIMPIDEZ DE SOLUCOES

A nfo ser que a monografia especifique dife-
rentemente, as reagdes quimicas sdo feitas em
tubos de ensaio de aproximadamente 15.mm de
didmetro interno. Utilizam-se 5 ml do liquido ou
solugio a examinar, adicionando-se trés gotas de
reagente ou de cada reagente. O exame do con-
tetido do tubo de ensaio deve ser feito sobre toda
a camada liquida, observando de cima para baixo,
apés cinco minutos de repouso.

Solucdo limpida — é aquela que apresenta
turvagio menor que a de uma suspensio de caulim
3 0,0005% (p/V) em dgua e cujas particulas tém,
em média, didmetro inferior a 20um. Nio se
considera sinal de turvagio qualquer residuc
ébvio de material filtrante (fiapos).

Opalescéncia — turvagio equivalente, no mi-
ximo, 2 produzida pela adigiio de 5 ml da diluigdo
de 1ml de 4cide cloridrico 0,01 M em 99 ml
de dgua, a 0,5ml de nitrato de prata 0,01 M.
A observagio deve ser feita sobre fundo preto,
com luz incidente, cinco minutos apés adigio do
nitrato d¢ prata,

Leve turvagio — ¢ aquela equivalente, no
miximo, 3 que se produz quando se adicionam
5ml da diluigio de 2ml de 4cido clorfdrico
0,01 M em 98 ml de 4gua a 0,5 mi de nitrato de
prata 0,1 M.

A observagio deve ser feita como no caso
precedente.

Turvagiio — ¢ a equivalente, no médximo, 3 que
se produz quando se adicionam 5 ml da dilui¢do
de 4 ml de 4cido clorfdrico 0,01 M em 96 mi de
4gua a 0,5 ml de nitrato de prata 0,1 M.

A observagio deve ser feita como nos casos
precedentes.
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Precipitado — é a formagdo de depésito quando
particulas em suspensdo sdc deixadas em repouso
por 15 minutos.

Liquido incolor — ¢ aquele cuja tonalidade ndo
ultrapassa a das solugBes padrio para a determi-
nagio de limite de impurezas. O ensaio deve ser
comparativo e realizado em colunas liquidas de
10 ¢cm de altura, contidas em tubos de vidro de
fundo chato, incolores e transparentes, sobre
fundo branco.

ACIDEZ E ALCALINIDADE:
ENSAIQOS RAPIDOS

Uma solugfo ¢ considerada neutra quando nfio
modifica a cor dos papéis azul ¢ vermelho de
tornassol, ou quando o papel indicador universal
adquire as cores da escala neutra, ou quando 1 m!
da mesma solugio se cora de verde com uma
gota de azul de bromotimol S1 (pH 7,0).

E considerada deidz quando cora em vermelho
o papel azul de tomassol ou 1ml se cora de
amarelo por uma gota de vermelho de fenol
SI(pH 1,02 6,6).

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

E considerada fortemente dcida quando corz de
azul e papel de vermelho de congo ou 1 ml se cora
de vermelho pela adigio de uma gota de alaran-
jado de metila 51 (pH 1,0 a 4,0).

E considerada alcaling quando cora de azul o
papel vermelho de tomassol ou 1ml se cora
de azul por uma gota de azul de bromotimol SI
(®H7,6a13)0).

E considerada fracamente alcalina quando
cora de azul o papel vermelho de tornassol ou
I ml se cora de rosa por uma gota de vermelho
de cresol SI(pH 7,6 2 8,8).

E considerada fortemente alcaling quando
se cora de azul por uma gota de timolftalefna SI
(pH 9,3 a 10,5) ou de vermelho por uma gota
de fenolftaleina SI (pH 10,0 a 13,0).

REAGENTES, INDICADORES, SOLUGOES
REAGENTES, SOLUGOES INDICADORAS,
SOLUGOES COLORIMETRICAS E
SOLUGOES VOLUMETRICAS

Reagentes — s3o substancias utilizadas em testes,
reagdes, ensaios e doseamentos farmacopéicos
quer como tais, quer em solugdes.

Indicadores — sdo substincias utilizadas nos
ensaios farmacopéicos para determinar o ponto
final de uma rea¢Zo quimica, avaliar a concen-
tragfo hidrogenidnica ou assinalar uma mudanga
de pH desejada.

Solugbes reagentes — sio solugSes de reagentes
em solventes especificos e concentrages definidas.
Sdo designadas por “SR™.
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Solugdes indicadoras — s8o sclugBes de indica-
dores em solventes especificos e concentragGes
definidas. Sdo designadas por “SI”.

Solugbes colorimétricas — sfo solugBes utili-
zadas na preparagfo de padrSes colorimétricos
para fins de comparagdo. Sdo indicadas por *‘SC”.

Solugdes volumétricas — sdo solugdes de rea-
gentes de concentragfo conhecida, destinadas ao
uso em determinagBes quantitativas, Na F, Bras.
IV as concentragles das solugdes volumétricas
sdo expressas em molaridade. Sdo indicadas por
“SV

Soluciio molar — ¢é a solugdo que contém uma
molécula-grama da substinciz em 1000ml da
solugdo. Os miltiplos e submaltiplos da solugdo
molar também sdo designados por ntimeros intei-
ros ou fragBes decimais como: 2 M, 0,5 M; 0,1
M etc.

APARELHOS YOLUMETRICOS

Os aparelhos volumétricos sdo empregados nas
medidas de volume nos testes, ensaios ¢ dosea-
mentos farmacopéicos e devem ser aferidos i
temperatura padrio de 25°C. Se o aparelho
volumétrico nfio for aferido a 25 °C, as solugdes
devem ser aferidas 4 temperatura de aferig@o
indicada no aparelho.

Nas medi¢oes de volume, o nivel inferior do
menisco do liquido contido nos aparelhos volu-
métricos deve aflorar o traco de aferigdo. Nos
casos de liquidos fortemente corados usa-se como
referéncia a borda superior do menisco.

Os aparelhos volumétricos para a transferéncia
de liquidos (pipetas ou buretas), em virtude de
terem sido aferidos com dgua s poderdo forne-
cer exatamente o volume indicado quando os
liquidos a medir tiverem aproximadamente a
viscosidade, a tensfo superficial e a densidade
da dgua.

TEMPERATURA

A menos que a monografia especifique dife-
rentemente, todas as temperaturas constantes da
F. Bras. IV sfo expressas na escala Celsius e
todas as medidas sgo feitas a 25 °C.

AGUA

A dgua mencionada nos testes, reag3es e ensaios
¢ dgua purificada. Para preparagtes injetéveis deve
ser utilizada dgua para injegdes, descrita na mono-
grafia. Quando for prescrito o uso de dgua isenta
de diéxido de carboro, utilizar égua purificada,
fervida vigorosamente pelo menos cinco minutos ¢
protegida do ar atmosférico durante o resfria-
mento ¢ armazenagem.

BANHO-MARIA E BANHO A VAPOR

A expressfio banho-maria significa o uso de um
banho de 4gua fervente, a ndo ser que a monogra-
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fia especifique outra temperatura. As expressdes
dgua quente e dgua muito quente indicam tempera-
turas aproximadas entre 60 e 70°C e entre 85 ¢ 95
°C, respectivamente.

Banho a vapor significa exposi¢io ao vapor
fluente ou outra forma de calor, correspondendo
em temperatura 4 do vapor fluente.

PRESSAO REDUZIDA

A ndo ser que a monografia especifique dife-
rentemente, a expressdo pressdo reduzida significa
pressfo menor que 6,7 kPa (aproximadamente
50mm de mercirio). Quando a monografia
especificar dessecapio d pressfo reduzida sobre
agente dessecante, a operagdo deve ser feita 4
pressfo reduzida em dessecador ou outro apare-
lhe adequado.

DESSECADOR

Compreende-se por dessecador um recipiente
perfeitamente fechado, de formato e dimensdes
adequadas para manter atmosfera de baixo teor
de umidade por meio de agentes dessecantes nele
introduzidos, tais como silica-gel, cloreto de célcic
anidro, pentéxido de fésforo, 4cido sulfiirico,
dentre outros.

Dessecador A pressio reduzida é o que permite
manter atmosfera de baixa umidade 2 pressio
reduzida a2 nfio mais que 6,7 kPa (aproximada-
mente 50 mm de mercirio), ou 4 pressio indicada
na monografia.

MEDIDAS DE PRESSAQ

A expressfo pascal (Pa) usada para medidas
de pressio como a arterial, a atmosférica ou a
interna de um aparelho, refere-se a uso de ma-
nometros ou bardbmetros calibrados em relagio
4 pressdo exercida pela forga de 1 newton uni-
formemente distribufda sobre uma superficie
plana de 1 m? de 4rea perpendicular & diregdo da
forga; 1 pascal equivale a 7,5 x 10 mm de mer-
curio.

PREPARAGAO DE SOLUGOES

A menos que a monografia especifique dife-
rentemente, todas as soluges em testes, reagBes ¢
ensaios s30 preparadas com 4gua purificada.

ODOR

As expressBes inodora, praticamente inodora,
leve odor caracteristico, ou variagio das mesmas,
sfo usadas examinando-se a amostra ap6s expo-
sicfio ao ar por 15 minutos, quando se trata de
embalagens de até 25 g recém-abertas. No caso de
embalagens majores, transferir amostras de cerca
de 25 g para cdpsula de 100 ml de capacidade.

A caracterizagio do odor é apenas descritiva e
nfo pode ser considerada como padriio de purezs,
exceto em casos em que um odor particular ndo
seja permitido pela monografia.
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PROVA EM BRANCO

As expressdes executar branco paralelo ou
Jazer prova em branco ou efetuar ensgzio em
branco significam repetir a2 determinagio em
condigBes idénticas e com quantidades idénticas
de reagentes, omitindo-se, apenas, a substincia
em gxame.

DESSECACAOQ ATE PESO CONSTANTE

Esta expressdo significa que a secagem deve
prosseguir até que duas pesagens consecutivas néo
difiram em mais de 0,5 mg por grama da substdncia
em exame, sendo que a segunda pesagem deve ser
efetuada ap6s uma hora de secagem adicional nas
condigdes especificadas.

INCINERAGAO ATE PESO CONSTANTE

Esta expressdo significa que a incinerago deve
prosseguir a 800 °C £ 25 °C(a menos que a mono-
grafia especifique diferentemente) até que duas
pesagens consecutivas ndo difiram em mais de
0,5 mg por grama da substancia em exame, sendo
que a segunda pesagem deve ser efetuada apis
15 minutos de incineragdo adicional.

PORCENTAGENS

As concentragBes em porcentagem sdo expressas
cOMO segue:

Por cente pjp (peso em peso} ou % (p/p) —
expressa o numero de g de componentes em
100 g de mistura.

Por cento p/V (peso em volume} ou % (p/V)
— expressa 0 nimero de g de um componente em
100 ml da solugfo.

Por cento V[V (volume em volume) ou % (V{V)
- expressa 0 ntiimero de ml de um componente em
100 ml de solugfo.

Por cento V/[p {volume em peso) ou % (Vip) —
expressa 0 nimero de ml de um componente em
100 g da mistura.

A expressio por cento usada sem outra atri-
buigfo significa: para mistura de sélidos e semi-
s6lidos, por cento p/p; para solugdes ou suspensdes
de solidos em ligquidos, por cento p/V; para
solugdes de liquidos, por cento V/V; para sclugBes
de gases em liquidos, por cento p/V; para expres-
sar teor de 6leos essemciais em drogas vegetais,
por cento V/p.

INTERPRETACAO DA PRECISAO DOS DADOS
NUMERICOS E LIMITES DE TOLERANCIA

A precisfo desejada nos testes, reagBes e ensaios
farmacopéicos é indicada pelo mimero de deci-
mais que se apresenta no texto. Por exemplo,
20 indica valor ndc menor que 19,5 ¢ ndo maior
que 20,5; 2,0 indica valor ndo menor que 1,95 ¢
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ndo maior que 2,05; 0,20 indica valor ndo menor
que 0,195 e ndo maior que 0,205.

Os limites de tolerdncia, expressos numeri-
camente por um valer mdximo e minimo, indicam
a pureza de uma substdncia farmacopéica. Estes
valores podem ser expressos em porcentagem ou
nimeros absolutos. A falxa da variagdo deve ser
estritamente observada, nfio sendo tolerados
valores fora dos limites m4ximo e minimo.

CONSERVACAO

As substdncias farmacopéicas devem ser conser-
vadas sob condigdes tais que evitem sua contami-
nagdo ou deterioragio. As condiges de conservagdo
de substincias farmacopéicas figuram nas res-
pectivas monografias.

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

Proteger da poeira significa que a substincia
deve ser mantida em frasco arrolhado e munido
de capuz protetor.

Quando a monografia define as_condigBes de
temperatura na qual o firmaco deve ser conser-
vado, sdo utilizados os seguintes termos:

em congelador — em temperatura entre 0°Ce
-20°C.

em refrigerador — em temperatura entre 2 °C e
8°C;

local fresco — ambiente cuja temperatura
permanece entre 8 °Ce 15 °C;

local frio — ¢ o ambiente cuja temperatura nfo
excede 8 °C.

A menos que a monografia especifique diferente-
mente, quando um firmaco necessita ser conser-
vado em local fresco, o mesmo pode ser conservado
em refrigerador.

Temperatura ambiente — € a temperatura nor-
malmente existente em um local de trabalho; entre
15°Ce 30°C.

Local quente — é 0 ambiente cuja temperatura
permanece entre 30 °C e 40 °C.

Calor excessivo — indica temperaturas acima de
40°C.

Quando a monografia nfo especificar condigBes
de conservagdio, estas incluem protegdo contra a
umidade, congelamento e calor excessivo.

MATERIAL DE ACONDICIONAMENTO
E EMBALAGEM

Compreende-se por material de acondiciona-
mento e embalagem o recipiente, envoltério,
inv6lucro ou qualquer outra forma de protegdo,
removivel ou ndo, destinado a envasar, proteger,
manter, cobrir ou empacotar, especificamente ou
nfo, matérias-primas, reagentes e medicamentos.
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Material de acondicionamento propriamente
dito ¢ o que estd em contato direto com seu
conteddo durante todo o tempo. Considera-se
material de acondicionamento ampola, bisnaga,
envelope, estojo, flaconete, frasco de vidro ou de
pldstico, frasco-ampola, cartucho, lata, pote,
saco de papel e outros.

Embalagem ¢ a que se destina 4 total protegdo
do material de acondicionamento nas condigBes
usuais de transporte, armazenagem e distribui¢o.
Considera-se embalagem: caixas de papelio,
cartolina, madeira ou material pldstico ou estojo
de cartolina e outros.

Ndo deve haver qualquer interagio, entre o
material de acondicionamento e o sen contetido,
capaz de alterar a concentragdo, a qualidade ou
a pureza do material acondicionado.

As condigOes de acondicionamento sfo descritas
nas monografias, utilizando-se os termos abaixo:

Recipiente bem fechado — ¢ aquele que protege
o seu contetido de perdas e confaminagdo por
s6lidos estranhos, nas condigdes usuais de mani-
pulagdo, transporte, armazenagem e distribuiggo.

Recipiente perfeitamente fechado — € aquele
que protege seu conteido de perdas e de contami-
nagdo por sélidos, liquidos e vapores estranhos,
eflorescéncia, deliqiiescéncia ou evaporagfo nas
condigbes usuais de manipulagio, distribuigfo,
armazenagem e transporte.

Recipiente hermético — é aquele impermedvel
a0 ar ou qualquer outro gés, nas condicdes usuais
de manipulagdo, transporte, armazenagem e
distribuigo.

Cilindro de gds — ¢ recipiente metélico perfei-
tamente fechado, de paredes resistentes, destinado
a conter gds sob pressdo, obturado por vélvula
reguldvel, capaz de manter a saida do gis em
vazdo determinada.

Recipiente para dose Gnica — é o recipiente
hermético e que contém determinada quantidade
do medicamento destinada a ser administrada de
uma s6 vez, o qual, uma vez aberto, ndo poderd ser
fechade com garantia de esterilidade.

Recipiente para doses miltiplas — & o recipiente
hermético que permite a retirada de porgdes
sucessivas de seu conteddo, sem modificar a
concentragdo, a pureza e a esterilidade da porgiio
remanescente.

ROTULAGEM

Rétulo éa identificagdo impressa ou litografada,
bem como dizeres pintados ou gravades a fogo,
pressio ou decalque aplicados diretamente sobre
recipientes, vasilhames, invélucros, envolt6rios ou
qualquer outro material de acondicionamento, Os
t6tulos terdo dimensdes necessdrias 4 fécil leitura
¢ serdo redigidos de modo a facilitar o entendi-
mento ao consumidor.

A confecgfo dos rétulos deverd obedecer as

GENERALIDADES

normas vigentes do Orgdoe federal de Vigildncia
Sanitdria.

PRAZO DE VALIDADE

O prazo de validade limita o tempo durante o
qual o produto poderd ser usado, Os produtos
deverdo indicar nos rétulos, quando tecnicamente
possivel, e embalagens a data do término do prazo
de validade. Esta data identifica o tempo durante o
qual o firmaco estard de acordo com as exigéncias
da monografia farmacopéica, quando mantido sob
as condig@ies de conservagfio indicadas.

Quando o prazo de validade for indicado apenas
pelo més e ano, entende-se como vencimento do
prazo o ltimo dia desse més.

SUBSTANCIAS ADJUVANTES

Substincias adjuvantes, tais como, conset-
vantes, estabilizantes, diluentes, desagregantes,
aglutinantes, deslizantes, anti-aderentes, entre
outras, s3o aquelas empregadas para preparar a
forma farmacéutica. Fssas substincias devem ser
indcuas nas quantidades adicionadas & nfo devem
prejudicar a eficdcia terapéutica do medicamento.

A presenga de tais substincias e a proporgdo
adicionada devem set claramente indicadas nos
r6tulos dos recipientes em que o produto é entre-
gue para consumo.

A ndo ser que haja contra-indicagfo expressa, o
ar dos recipientes pode ser substitufdo por dioxido
de carbono ou nitrogénio.

CORANTES

Nas preparagtes farmacéuticas é tolerada a pre-
senga de substincias corantes enumeradas em XI.

ACA0, USO E DOSES

S§o as constantes do relatério para registro
do produto no 6rgfo sanitirio, atualizadas me-
diante revisdo bibliogrdfica internacional, quando
for o caso.

Quando indicadas nas monografias, as doses
representam a quantidade do medicamento usual-
mente prescrita para pacientes adultos. O médico,
a seu critério e sob sua exclusiva responsabilidade,
poderd variar as quantidades e a freqiiéncia de
administragfo de qualquer medicamento. Entre-
tanto, a prescricio de doses muito superiores 3s
usuais obriga o farmacéutico a confirmar, com o
médico emissor da receita, as doses estabelecidas.

DOSES E MEDIDAS APROXIMADAS

Na falta de dispositivos de medidas apropriadas
(dosadores, colheres-medida etc.), para a dispen-
sagio de medicamentos podem ser utilizadas
medidas aproximadas. Sfo, geralmente, unidades
para uso deméstico, com freqiiéncia adotadas
para informar ao paciente 2 medida da dose.
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Tais medidas tm a seguinte indicagdo de capa-
cidade:

Colherdasdechd ............ 5 ml
Colher das de sobremesa ... .... 10 ml
Colherdasdesopa ........... 15ml

As doses menores que 5Sml costumam ser
administradas em fragGes da colher de chd ou em
gotas. ’

PADROES E SUBSTANCIAS
DE REFERENCIA

Serfio adotados padrBes e substincias de refe-
réncia estabelecidos pela Organizagfo Mundial da
Satide, pela Farmacopéia Internacional, pela
Farmacopéia Européia e outras Farmacopéias de
maior expressfo técnica, até que padrdes desen-
volvidos por entidades nacionais, ap6s estudos
colaborativos, venham a receber aprovagio e
oficializacfo pela Comissfio Permanente de Revisdo
da Farmacopéia Brasileira.

Os padrdes primérios para Espectrofotometria
de Absorgio Atdmica foram listados através da
denominagfo do metal, seguido da sigla SRA
(Sclugio Reagente para Absor¢io Atdmica).

PRECISA0O DOS ENSAIOS BIOLOGICOS

Os resultados dos ensaios biolégicos sfio expres-
sos como poténcia média estimada e os limites
de confianga para uma probabilidade de erro
determinada. As especificagles para as estimativas
de poténcia e para os limites de confianga aceitd-
veis sfo indicadas em cada monografia. A proba-
bilidade de erro utilizada & p = 0,05, a menos que
outra probabilidade seja referida na monografia.

EXTRATOS

Sfo preparagBes liquidas, sblidas ou semi-
sblidas obtidas pela extragio de drogas vegetais
ou animais, frescas ou secas, por meio de lfquido
extrator adequado, seguida de sua evaporagio
total ou parcial e ajuste do concentrado a padrio
previamente estabelecido.

EXTRATOS FLUIDOS

Sfo preparagbes 1{quidas extrativas obtidas de
drogas vegetais ou animais por extragio com
liquido apropriado ou por dissolugfo do extrato
seco correspondente. Devern apresentar teor de
principios ativos e residuo seco prescritos na
monografia.

EXTRATOS MOLES

S0 preparagbes semi-sélidas obtidas por
evaporagio parcial de extratos de drogas vegetais
ou animais, adicionadas ou nfo de adjuvantes e
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apresentando teor de principios ativos e resfduo
seco prescritos na monografia.

EXTRATOS SECOS

SZo preparagBes solidas, pulverulentas ou
granuladas obtidas por evaporagfo de extratos de
drogas medicamentosas, adicionadas ou nfo de
adjuvantes, apresentando teor de principios ativos
indicados na respectiva monografia.

ELIXIRES

SZo preparagdes l{quidas, lfmpidas, hidroal-
codlicas, apresentando teor alcodlico na faixa
de 20 a 50%.

Os elixires sfo preparados por dissolugio
simples e devem ser envasados em frascos de cor
idmbar e mantidos em lugar fresco ¢ ao abrigo
da luz.

XAROPES

S#o solugBes aquosas concentradas de sacarose
ou outros aglicares.

Quando nfo se destinam ao consumo imediato,
devem ser adicionados de conservadores antimi-
crobianos autorizados.

TINTURAS

S4o preparagdes alcoblicas ou hidroalcodlicas
resultantes da extragio de drogas vegetais ou
animais ou da diluigdo dos respectivos extratos.
S3o classificadas em simples e compostas, confor-
me preparadas com uma ou mais matérias-primas.

Exceto quando prescrito diferentemente, 10 ml
de tintura simples correspondem a 1 g de droga
seca.

LOCOES

Sdo preparacSes liquidas aquosas ou hidroal-
codlicas destinadas ao uso externo através de
aplicagGes sobre a pele.

ESPIRITOS

Sfio preparagBes liquidas alcotlicas ou hidroal-
codlicas, contendo princ{pios aromdticos ou
medicamentosos e classificados em simples e
compostos.

Os espfritos sdo obtidos pela -dissolugio de
substincias aromdticas no dlcool, geralmente na
proporgo de 5% (p/V).

AGUAS AROMATICAS

Sdo solugdes saturadas de dleos essenciais ou
outras substincias aromiticas em 4gua. Possuem
odor caracteristico das drogas com as quais sdo
preparadas, recebendo também o nome das mes-
mas.
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EMULSOES

Sioc preparages farmacfuticas obtidas pela
dispersfo de duas fases liquidas imisciveis ou
praticamente imisciveis. De acordo com a hidro-
filia ou lipofilia da fase dispersante classificam-se
03 sistemnas em élec em dgua (O/A)} ou dgua em
éleo (A/O).

Quando sfo para uso injetdvel, devem atender
is exigéncias de esterilidade (V.5.1.1) e pirogénios
vV.5.1.2).

SUSPENSOES

Sdo preparagbes farmacéuticas obtidas pela
dispersfo de uma fase sélida insolivel ou prati-
camente insoldivel em uma fase liquida.

Quando se destinam a uso injetdvel, as suspen-
sOes devem satisfazer ds exigéneias de esterilidade
(V.5.1.1) e nfo apresentar particulas maiores
que 100 mu.

CAPSULAS

S4o formas farmacéuticas s6lidas que encerram
o formaco em envdlucro mais cu menos eléstico.
O envélucro pode ser constituido de amido ou
de gelatina.

As cdpsulas deverm atender ds exigéncias de
variagfo de peso, tempo de desintegragio e teor
de principios ativos descritos na monografia.

SUPOSITORIOS

Sfo preparagbes farmacéuticas sdlidas com
formato adequade para introdugiio no reto.
Devem fundir 4 temperatura do organismo ou
dispersar em meio aquoso.

Os supositérios devemn atender 3s exigéncias
contidas nas monografias especificadas, bem como
ao teste de desintegracao (V.1.4.2).

OVULOS

S&o preparagSes farmacéuticas solidas, com
formato adequado, para aplicagdo vaginal. Devem
dispersar ou fundir 2 temperatura do organismo,

Estas preparagBes devem atender o teste dé
desintegracio (V.1.4.2). :

COLIRIOS

S80 preparagoes farmacfuticas liquidas desti-
nadas 4 aplicacfo sobre a mucesa ocular.

Devemn atender 3s exigéncias especificadas nas
respectivas monografias. Devem satisfazer 3s
exigéncias de esterilidade (V.5.1.1).

MEDICAMENTOS PRESSURIZADOS

S%0 medicamentos mantidos sob pressdo em
frasco e sistema de aplicagfio apropriados.

Devemn atender 3s exigéncias das respectivas
monografias.

GENERALIDADES

COMPRIMIDOS

Sdo formas farmacéuticas solidas obtidas por
compressgo.

Esta forma farmacfutica deve atender &s
exigéncias de desintegragdo (V.1.4.1), dissolugdo
(V.1.5), dureza (V.1.3.1) e friabilidade (V.1.3.2)
descritas nos métodos gerais e previstas nas mono-
grafias especificas.

PREPARACOES TOPICAS SEMISOLIDAS

Preparages tépicas semi-sélidas sfo aquelas
previstas para aplicagio na pele ou em certas
mucosas para agdo local ou penetrago percutinea
de medicamentos, ou ainda por sua a¢do emo-
liente ou protetora. As preparagGes destinadas
a0 uso oftdlmico, ao tratamento de feridas ou &
aplicagio sobre lesdes extensas da pele devem
satisfazer is exigéncias do teste de esterilidade
(vS5.1.1).

Distinguem-se 4 categorias de preparagOes
semi-sélidas:

— Pomadas
—~ Cremes
- Géis

— Pastas.

Pomadas

Pomadas so preparagBes topicas constituidas
de base monofiésica na qual podem estar dispersas
substancias solidas ou liquidas.

Cremes

Sdo preparagdes plésticas obtidas pela dispersgo
de duas fases liquidas nio misciveis ou prati-
camente imisciveis.

Géis

Géis 80 preparacghes farmacéuticas constituidas
por uma dispersio bicoerente de fase sélida em
fase liquida.

Géis  hidrofébicos consistem usualmente de
parafina liquida com polictileno ou 6leos gordu-
rosos com silica coloidal ou sabdes de aluminio
ou zinco.

Géis hidrofilicos sfo preparagGes obtidas pela
incorporagio de agentes gelificantes — tragacanta,
amido, derivados de celulose, polimeros carboxi-
vinlicos e silicatos duplos de magnésio e aluminio
— & dpua, glicerol ou propitenogticol.

Pastas
Pastas sfo pomadas contendo grande quanti-
dade de s6lidos em dispersdo.

INJETAVEILS

Injetdveis sfo preparagdes estéreis destinadas 3
administragdo parenteral, apresentadas como solu-
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¢Oes, suspensGes, ou emulsdes, Devem atender as
exigéncias de volume (V.1.2), esterilidade (V.5.1.1)
e pirogénios (V.5.1.2).

Verculos aquosos

Usa-se geralmente dgua para injegdo como
vefculo para injetdveis aquosos. Solugbes de
cloreto de sédio oy solugdo de Ringer ou outras
solugdes adequadas, preparadas com dgua para
injecdo, podem ser usadas em parte ou totalmente
a0 invés de somente dgua para injecdo, 3 mMeNos
que a monografia especifique de ocutra forma.
Todos os vefculos aquosos devem satisfazer 2s
exigéncias especificadas nas provas de pirogénios
(V.5.1.2) e esterilidade (V.5.1.1).

Veiculos n§o-aquosos

Vefculos nfo-aquosos utilizados parcial ou
totalmente na obtengfo de preparagdes injetdveis
podem ser misciveis ou nfo misciveis com a dgua.
Entre os vefculos misciveis com a 4gua, os mais
usados s3o os poliflcoois € os polfmeros do 6xido
de etileno. Entre os imisciveis com a 4gua, oS
mais usados sdo os 6leos fixos de origem vegetal
¢ os mono e diglicerideos de 4cidos graxos.

Os dleos fixos sdo inodoros ou quase inodoros
e seu odor ¢ sabor nZo devemn lembrar os de rango.
Devem satisfazer is exigéncias especificadas nas
monografias ¢ apresentar as caracteristicas 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 cilfndrico, com didmetro interno de
aproximadamente 25 mm. Fechar o recipiente ¢
mergulhar durante quatro horas em 4gua mantida
a 10°C. O liquido deve permanecer suficiente-
mente claro, para que possa facilmente ser vista
uma linha negra de 0,5 mm de espessura, quando
mantida verticalmente atrds do cilindro e contra
fundo branco;

b) indice de saponificacio — Entre 185 e 200
(v.3.3.8);

¢) indice de iodo — Entre 79 ¢ 128 (V.3.3.10);

d) substincias msaponificdveis — Refluxar em
banho-maria 10 ml do 6leo com 15 ml de hidré-
xido de s6dio (1:16) e 30ml de dlcool ettlico,
agitando ocasionalmente até que a mistura se torne
clara. Transferir 2 solugfo para cdpsula de porce-
lana, evaporar o 4dlcool etilico em banho-maria e
misturar o residuo com 100ml de dgua. Deve
resultar solugZo clara;

¢) dicidos graxos livres — Os 4cidos graxos livres
em 10 g do 6leo devem consumir, no miximo, 2 ml
de hidroxido de sodio 0,02 M;

Os meno ou diglicerideos sintéticos de dcidos
graxos devem obedecer s seguintes exigéncias:
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a) sfo lfquidos e permanecem claros quando
resfriados a 10 °C,

b) indice de iodo — nZo maior que 140 (V.
33.10).

Os veiculos ndo-aquosos devem ser selecionados
com especial cuidado, pois nio podem ser irri-
tantes, toxicos ou sensibilizantes e ndo devem
interferir na eficdcia terap€utica da preparagdo.

Substéncias adjuvantes

Adjuvantes s3o substincias com finalidades
especificas adicionadas 2s preparagBes injetdveis.
Estas substincias devem ser selecionadas tendo
em vista 0 aumento da estabilidade do produto,
nfo interferéncia na eficdcia terapéutica nem no
doseamento do principio ativo, tampouco causar
toxicidade na quantidade administrada ao paciente.
Dentre tais substincias incluem-se os solubili-
zantes, os antioxidantes, os agentes quelantes, os
tampdes, os agentes antibacteriancs, os agentes
antifingicos, os agentes anti-espumantes ¢ outros,
quando especificados nas monografias. Ndo €
permitida a adigZo de substincias corantes.

Sdo os seguintes os limites méximos para alguns
adjuvantes, a menos que a monegrafia especifique
de outra forma:

a) para agentes contendo mercirio ou compos-
tos tensoativos catibnicos — 0,01%;

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

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

Recipientes para injetéveis

Os recipientes para preparagbes injetdveis
devern ser fabricados com materiais que nao
provogquem interacio com o contelido e possuam
transparéncia suficiente para permitir inspegdo
visual. As tampas, quando usadas, tampouco podem
influir na composigio ou na conservagio do
medicamento, oferecendo perfeita vedagio, mesmo
apés perfuradas vérias vezes.

Os recipientes para preparagdes injetdveis sdo
classificados em:

Recipientes para dose unica;
Recipientes para dose multipla;
Recipientes para perfusfo.

Os recipientes para dose unica, ampolas e
cartuchos de uso odontolégico, sdc frascos de
vidro ou de material pldstico adequado, fechados
pela fusdo do vidro ou com a utilizaggo de opér-
culos fixos ou maveis. O conteiido s6 deve ser
utilizado em uma tdnica dose, ndo podendo ser
reaproveitado.
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Os recipientes para dose maltipla sfo frascos de
vidro de paredes resistentes que, apés cheios com
preparagSes Ifquidas ou com s6lidos para serem
dissolvidos ou suspensos, sfo selados com tampa
de outro material. O conteido destes frascos
pode ser removido para administragfo em uma
tinica ou em vérias doses.

Os recipientes para perfusfio sio frascos com
mais de 50ml de capacidade, podendo atingir
1000 ml, selados com tampa de outro material
ou nfio, fabricades de vidro ou de pldstico. Os
. medicamentos envasados nestes tipos de recipien-
tes devem ser administrados em uma Gnica vez,
com a utilizacTo de equipos estéreis, e nfo podem
conter agentes bactericides ou antifingicos, O uso
de outros tipos de adjuvantes deve ser considerado
cuidadosamente.
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Controle de volume em recipientes

Proceder como descrito em V.1.2. Determi-
nagfo de volume em produtos com dose finica
e injetdveis.

Esterilidade

As preparagles injetdveis devem satisfazer is
exigéncias especificadas na monografia para o
Teste de esterilidade (V.5.1.1).

Pirogénios

As preparagdes injetdveis devem satisfazer as
exigéncias especificadas na monografia para o
Teste de pirogénios (V.5.1.2).
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V.1. PROCEDIMENTOS TECNICOS APLICADOS
A MEDICAMENTOS

V.1.1, DETERMINACAO DE PESO EM
FORMAS FARMACEBUTICAS

GENERALIDADES

Efetua-se a determinagdo de peso em produtos
com dose individual e outras formas de apresen-
tagdo, acondicionados em recipientes de doses
miltiplas. As pesagens sdo feitas em balangas de
sensibilidade adequada.

Produtos com dose individual

A dose individual depende do tamanho ou da
quantidade de formas de apresentagdo. Mediante a
determinagio do peso individual obtémse a
informagdo sobre a homogeneidade por unidade.

Produtos com dases miltiplas

Em contraposi¢gio aos produtos com dose
individual, as divergéncias de peso do conteido
s§o determinadas a partir da quantidade nominal
de enchimento. Deste modo obtém-se informagdes
sobre a homogeneidade do envase.

COMPRIMIDOS

Pesar individualmente
determinar o peso médio.

Pode-s¢ tolerar nZo mais que duas unidades fora
dos limites especificados na tabela, em relagio 2o
peso médio, porém nenhuma poderd estar acima
ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.

20 comprimidos e

DRAGEAS

Pesar individualmente 20 drdgeas e determinar
0 pesu nédio.

Pode-se tolerar nio mais que cinco unidades
fora dos limites especificados na Tabelal, em
relagio 20 peso médio, porém nenhuma poderd
estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens
indicadas.

CAPSULAS DURAS

Pesar individuaimente 20 cdpsulas ¢ determinar
o peso médio.
Pode-se tolerar variagdo dos pesos individuais
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em relagio ao pese médio, conforme indicado
na tabela.

Se uma ou mais cipsulas estiverem fora dos
limites indicados, pesar individualmente 20 unida-
des, remover o conteido de cada uma e pesar
novamente. Determinar o peso médio do conteido
pela diferenga dos valores individuais obtidos entre
a cépsula cheia e a vazia. Podese tolerar, no
mdximo, duas unidades fora dos limites especifi-
cados na tabela, em relagio ao'peso médio, porém
nenhuma poderd estar acima ou abaixo do dobro
das porcentagens indicadas.

Se mais que duas, porém ndo mais que seis,
cépsulas, estiverem com variagdo entre uma ¢ duas
vezes o fndice da tabela, em relagdio ao peso
médio determinar o peso do conteiddo em mais
40 unidades e calcular o peso médic das 60.
Determinar as diferengas, em relagdio” a0 novo
peso médio, Pode-se tolerar, no mdximo, 6 uni-
dades em 60 cipsulas cuja diferenga ‘exceda os
limites da tabela, em relacdo ao peso médio,
porém nenhuma cuja diferenga exceda o dobro
dos mesmos.

CAPSULAS MOLES

Proceder como descrito sob o item cApsulas
duras, utilizando a seguinte técnica para remogdo
do conteddo:

- cortar as cdpsulas previamente pesadas e
lavddas com auxilio de éter etilico ou outro
solvente adequado. Deixar em repouso 4 tempera-
tura ambiente até completa evaporagio do sol-
vente e .

— seguir os conceitos de variagfo de peso
estabelecidos para cdpsulas duras.

SUPOSITORIOS E OVULOS

Pesar individualmente 20 supositérios ou
6vulos e determinar o peso médio.

Podese tolerar ndo mais que duas unidades
fora dos limites especificados na tabela, em relagio
a0 peso médio, porém nenhuma poderd estar acima
ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.
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Tabela I — Variagio de peso em formas farmscéuticas

. Paso mégio ou valor . .
Formas fermacButicas nominal declarado Limites de veriagho
Comprimidos, ndclscs para até 80,0 mg +10,0%
drégeas, comprimidos eferves-
centes, comprimidos sublin- entre 80,0 ¢ 2650,0 mg t 75%
guais, comprimidos vaginais
@ pastilhas acima de 250,0 mg t 50%
até 25,0 mg +15,0%
Drégeas € comprimidos re- entre 25,0 e 150,0 mg 110,0%
vestidos entre 150,0 e 300,0 mg + 75%
acima de 300,0 mg t 50%
Cépsulas duras e moies, cép- até 300,0 mg +10,0%
sulas vaginais acima de 300,0 mg + 75%
Supositérios e dvutos para todos 0s pesos t 50%
Cremes, pomadas, pbs e até 60,0 g +10,0%
granulados entre 60,0 e 150,09 t 50%
. . abaixo ds 40,0 mg *
Pbs estéreis e liofilizades acima de 40,0 mg £10.0%

(*) Se o peso declaredo for de 40 mg ou menos, a determinagdo é feita segundo método adequadg de doseamento,
O valor do contetdo pode divergir ecima ou abaixo de 15% do mesmo.

POS, GRANULADOS, CREMES E POMADAS

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

Determinar o peso médio do conteddo, o qual
nfo deverd ser inferior ao valor nominal declarado.
Os pesos individuais podem divergir do mesmo, de
acordo com a porcentagem indicada na tabela.

Caso ndo seja cumprida essa exigéncia, deter-
minar o peso individual do conteddo de 20 emba-
lagens adicionais. O peso médio das 30 embalagens
ndo deve ser inferior ao valor nominal declarado
e os pesos individuais podem divergir de acordo
com a porcentagem indicada na tabela, sendo que
somente 1 embalagem em 30 pode divergir dos
limites de variagfo indicados na tabela,

POS ESTEREIS E LIOFILIZADOS

Pesar individualmente 20 unidades, remover o
conteido & lavar os respectivos recipientes utili-
zando dgua e em seguida dlcool etilico. Secar em
estufa a 105 °C por 1 hora (ou i temperatura mais
baixa, até peso constante), esfriar em dessecador e
pesar novamente, recolocando a tampa livre da
cdpsula metdlica, no caso de frascos-ampola.
A diferenca entre as duas pesagens representa o
peso do conteddo. Determinar o peso médio das
20 unidades. Somente duas podem divergir do
limite especificado na Tabela I, em relagfo ao peso
médio, porém nenhuma pode divergir de + 15%
do mesmo.

Se mais que duas, porém nio mais que sete,
estiverem com variagdo entre + 10% e £ 15% ¢ se
mais que 1 divergir mais que + 15% do peso
médio do conteido, determinar o peso individual
de 40 unidades adicionais e calcular o peso médio
das 60. Somente 6 entre os 60 pesos individuais
podem divergir mais que + 10% do peso médio do
contelido, porém nfo mais que | pode divergir
mais que + 15% do mesmo.

INJETAVEIS

Controle do peso contido em recipientes

Os recipientes que contém sélidos destinados a
solugGes ou suspensdes injetdveis devem ser
examinados quanto ac peso de sélidos dispensados
e satisfazer is exigéncias especificadas na mono-
grafia,

Uniformidade de peso — Os sélidos destinados
a solugBes ou suspensGes injetdveis, cujos pesos
médios sdo menores ou iguais a 40 mg, nfo estiio
sujeitos a este teste, mas devem ser submetidos a
doseamento apropriado.

Os solidos, cujos pesos médios sio maiores que
40 mg, devem satisfazer 3s exigéncias do teste
descrito a seguir, quando o mesmo é realizado
sobre 20 unidades.

Remover o rétulo do recipiente. Lavar e secar o
recipiente extemamente, abrir e pesar imediata-
mente com o seu contetido. Esvaziar o recipiente
© mais completamente poss{vel por meio de leves
batidas e enxaguar com 4gua, se necessdrio, ¢
a seguir com dlcool etilico. Secar o recipiente a
105 °C por uma hora ou, conforme a natureza do
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contetido, & temperatura mais baixa, até peso
constante, Esfriar em dessecador e pesar. A dife-
renga entre o peso do recipiente com o contetdo
e o peso do recipiente vazio representa o peso
do contelido. Repetir este procedimento com
os outros dezenove recipientes. Nio mais que dois
dos pesos individvais podem desviar mais que
10% do peso médio determinado sobre os vinte
recipientes e nenhum deve desviar em mais que 20%.

Teor declarado — Para a determinacglio do teor
declarado em um recipiente, proceder a um dos
testes que seguem dependendo da exigéncia da
monografia.

Teste A — Determinar o peso do contetdo de
dez recipientes seguindo o teste descrito para
Uniformidade de peso. O peso do conteido de
cada recipiente nfo deve desviar do peso declarado
no rétulo, em porcentual maior que o indicade
na Coluna A da Tabela 2. Apenas um recipiente
pode ter o peso de seu conteido desviado em
porcentual nfo maior que o indicado na coluna B
da referida tabela.

Teste B — Determinar o peso do contetido de
dez recipientes seguindo o teste descrito para

V.1.1.3

Tabels 2 — Desvios porcentusis

Peso doclsrado Dasvio de porcentus!
no rétulo
fem g) A 8
< 0,12 £10,0% 116.0%
012<03 * 7,5% +125%
> 03 + 5,0% +10,0%

Uniformidade de peso. Misturar o conteido de
dez recipientes e proceder ao doseamento indicado
na monografia. Apés o resultado do ensgio,
calcular a quantidade proporcional do principio
ativo contido em cada recipiente, Esta quantidade
deve estar de acordo com o estabelecido na varia-
¢fio permitida na monografia ¢ apenas um reci-
piente pode desviar mais que duas vezes do grau de
tolerincia permitido na monografia. Quando um
ensaic biologico é especificado, calcular, do
resultado do ensaio, a poténcia do contetdoe dos
recipientes. A poténcia deve estar entre os limites
fiduciais estabelecidos na monografia.
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V.1.2. DETERMINACAO DE VOLUME
EM FORMAS FARMACEUTICAS

GENERALIDADES

A determinagio do volume nominal em produ-
tos liquides com dose maltipla ¢ efetuada através
do peso do seu conteido. As pesagens sio reali-
zadas em balangas de sensibilidade adequada. Para
produtos liquidos com dose iinica & para injetaveis,
a determinagdo € realizada através de seringa de
vidro previamente calibrada.

TECNICA

Produtos ifquidos com dose milftiple

Pesar individualmente o mimerc de unidades
indicadas na Tabela 1. remover o conteiddo e lavar
os recipientes utilizando 4gua e em seguida 4lcool
etilico. Secar em estufa a 105 °C por | hora ou
a temperaturas mais baixas até peso constante,
conforme o material do recipiente. Esfriar a

" temperatura ambiente e pesar novamente, recolo-
cando a tampa e outras partes correspondentes
a cada recipiente. A diferenga entre as duas pesa-
gens representa o peso do contetido. Determinar o
peso médio das unidades testadas e anotar os
valores minimo e méximo individuais encontrados.

Para se obter os volumes comespondentes

efetuar o seguinte célculo:

emque V =0

V = volume em mi,

m = peso do conteido em g,

d = densidade do produto em g/ml, determinada

a 25 °C ou conforme descrito na monografia.

Tabeta 2
Volume daclarado Unidades 8 serem
mi testadas
de05a 30 12
de 3,02 10,0 10
maior que 10,0 6
Tabela 3
Volume declarado Excesso minimo para liquidos
mi méveais/mi viscosos /mi
0,5 0,10 0,12
1.0 0,10 0,18
2,0 0.15 0,25
5,0 0,30 0,50
10,0 0,50 0,70
20,0 0,60 0,80
50,0 ou mais 2,00% 3,00%

O volume médio das determinagBes nio pode
ser inferior ao declarado. Nenhuma unidade poderd
ultrapassar o indice do desvio mdximo citado na
Tabela 1.

Produtos liquidos com dose inica e injetdveis

Testar o nomero de unidades indicadas na
Tabela 2. Remover o conteido total de cada
unidade, com auxilio de seringa, e efetuar a
medigZo. Determinar o volume médio das unidades
testadas e anotar os valores minimo e miximo
individuais encontrados. .0 volume nfo deve ser
inferior ao indicado na Tabela 3.

Tabela 1
Volume dsclarado Unidades & sevem Desvio mdximo
mi testacas tolerado

atd 10ml 12 3,0%
entre 10mie 30mi 10 2,5%
entre 30ml & 100mi 6 2.0%
entre 100 ml e 260ml 3 3,5%
acima de 250 m| 2 1,0%

F.BRAS. IV, 1988
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V.1.3. DETERMINAGCAO DE RESISTENCIA MECANICA
EM COMPRIMIDOS

Os testes de resisténcia mecdnica, tais como
friabilidade e dureza, sfo considerados oficiais
dentro do contexto legal desta Farmacopéia e
como tal constituem elementos wteis na avaliagio
da qualidade integral dos comprimidos com ou
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sem revestimento. Estes testes visam, especifi-
czmente, a demonstrar a resisténcia dos compri-
midos 4 ruptura provocada por golpes ou fricgio
durante os processos de revestimento, embalagem,
transporte, armazenagem etc.
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V.1.3.1 DUREZA

Dureza ¢é a resisténcia do comprimido ao
esmagamento ou 2 ruptura sob pressfo radial.
A dureza de um comprimido ¢ proporcional ac
logaritmo da forga de compressio e inversamente
proporcional 2 sua porosidade.

O teste consiste em submeter o comprimido 4
agiio de um aparelho que mega a forga aplicada
diametralmente, necessdria para esmagd-lo. A
forga € medida em newton (N). Para teste de
comprimidos, o minimo aceitdvel ¢ 30 N (aproxi-
madamente 3 kgf).

APARELHAGEM

Podem ser utilizados, essencialmente, dois
tipos de aparelhos, os quais diferem basicamente
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quanto ac mecanismo empregado para exercer
a pressdo. A forga pode ser exercida por mola
espiral ou por bomba de ar operada manualmente.
A medida que a pressfo aumenta, um émbolo
ou pistdo aplica determinada forga no compri-
mento apoiado em base fixa. Os valores obtidos
com o aparelho movido pela bomba de ar podem
ser aproximadamente 1,5 vezes maiores que os
obtidos com a mola espiral. A dureza minima
aceitdvel, neste caso, é de 45 N (aproximadamente

4,5 kef).
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FRIABILIDADE

V.1.3.2 FRIABILIDADE

Friabilidade ¢ a falta de resisténcia dos compri-
midos & abras§o, quando submetidos i agdo
mecinica de aparelhagem especifica.

O teste consiste em pesar com exatiddo um mi-
nimo de vinte comprimidos, introduzi-los no apa-
lho e submeté-los 4 aglo do aparelho e retird-
los ap6s efetuadas cem rotagBes num periodo de
cinco minutos. Apds remover qualquer residuo
de poeira dos comprimidos, eles sfio novamen-
te pesados. A diferenga entre o peso inicial e o fi-
nal dos comprimidos representa a friabilidade
em fungfo da porcentagem de pé perdido. Con-
sideram-se aceitdveis os comprimidos com perda
inferior a 1,5% do seu peso ou a porcentagem
estabelecida na monografia, quando submetidos
a0 teste descrito.
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Para célculo da porcentagem de friabilidade
nfo sfo considerados os comprimidos lascados
ou que se separam em duas camadas.

APARELHAGEM

Consiste num cilindro, com 20 cm de didmetro
e 4 cm de espessura, o qual gira em torno de sen
eixo, & velocidade de rotagdo de 20 tpm. O cilin-
dro contém vérias laminas, que recolhem os
comprimidos em cada rotagfo, levando-os a uma
altura pré-fixada, de onde caem repetidamente,
ap6s cada rotago.




v.14.1,

V.1.4. TESTES DE DESINTEGRACAO

V.1.4.1. DETERMINAGCAO DO TEMPO DE DESINT EGRACAOQ PARA
COMPRIMIDOS E CAPSULAS

O teste de desintegragio determina se um
comprimido ou cépsula se desintegra dentro do
limite de tempo especificado na monografia de
cada forma medicamentosa, quando unidades, em
mimero especificado, sfo submetidas as condigBes
experimentais subseqiientemente descritas.

A desintegragdo é definida, para os fins deste
teste, como o estado no qual nenhum resfduo da
unidade (cépsula ou comprimido), salvo fragmen-
tos de revestimento ou matriz de cdpsula insoli-
veis, permancce na tela metdlica do aparelho de
desintegracio. Consideram-se  também como
“desintegradas” as unidades que durante o teste se
transformam em massa pastosa que ndo apresente

que permanega sobre a tela do aparetho.

APARELHAGEM

Consiste de sistema de cestas e tubos, de reci-
piente apropriado para o liquido de imersdo (um
béquer com capacidade de 1 2), de termostato para
manter o liquido a 37°C £ 1°C, e de meca-
nismo para movimentar verticalmente a cesta e
08 tubos no liquido de imersfio, com frequéncia
constante e percurso especifico. O valume do
liquido de imersio deverd ser suficiente para que,
ao atingir o ponto mais alto do percurso, a parte
inferior da cesta fique no mfnimo a 25 mm abaixo
da superficie do liquido, € que no ponto mais
baixo fique no minimo a 25 mm do fundo do
béquer. Os movimentos ascendente e descendente
deverfio ter a mesma velocidade ¢ a mudanca do
sentido do movimento deve s¢r suave.

A cesta consiste em seis tubos de vidro ou acr{-
lico transparente, abertos em ambos os lados. As
dimens&es dos tubos s§o: comprimento 77,5 mm,
difmetro interno 21,5 mm e espessura das paredes
aproximadamente 2 mm.

0Os tubos sdo mantidos verticalmente, adaptando-
s¢ em cada extremidade um disco de material
adequado transparente, com didmetro de 90 mme
espessura de 6 mm, possuindo seis orificios nos
quais s50 introduzidos os tubos. Os seis oriffcios
eqiidistam do centro de cada disco, estando
igualmente espagados. Na face externa do disco
inferior encontra-se uma tela de arame (difmetro
de 0,635 mm) de ago inoxid4vel, com abertura de
2 mm, presa através de trés parafusos.

O disco superior possui tampa de ago inoxiddvel
ou acrilico, com didmetro de 90 mm, que é fixada
mediante trés presilhas. A tampa possui orificio
central com diimetro de 32 mm que encaixa nras
presilhas e seis oriffcios igualmente espagados ¢
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eqiiidistantes do centro, com didmetro de 19 mm.
No teste de desintegragio de cdpsulas, utilizase
tela de arame de ago inoxiddvel presa na face
extema da tampa, semelhante 3 tela adaptada
a0 disco inferior da cesta.

As partes que constituem a cesta sdo montadas
e mantidas firmemente unidas mediante parafuso
metdlico central, com didmetro de 5mm, com
porcas convenientemente situadas. A extremi-
dade superior do parafuso central deve ter dispo-
tivo para fixar a cesta ao mecanismo que produz
o movimento vertical do sistema.

Quando indicado, deve ser adicionade em cada
tubo da cesta um disco cilindrico de material ade-
quado transparente, com densidade relativa entre
1,18 e 1,20, difmetro de 20,7mm + 0,15 mm, e
espessura de 9,5 mm t 0,15 mm. Cada disco possui
cinco oriffcios, cada um com 2 mm de didmetro,
sendo um orificio no eixo do cilindro e os outros
quatro eqiidistantes, dispostos sobre um cfroulo
de 6 mm de mio relativo ao centro do disco.
A superficie lateral do disco possui quatro mossas
eqilidistantes, com profundidade de 2,55 mm, em
forma de V, as quais, no lado superior do disco,
medem 9,5 mm de largura, e no lado inferior,
1,6 mm. Todas as superficies do disco so lisas.

O desenho e montagem da cesta podem variar
desde que as especificagBies para os tubos e aber-
tura das telas sejam mantidas.

COMPRIMIDOS

Utilizer inicislmente 6 comprimidos no teste.
Colocar 1 comprimido em cada um dos seis tubos
da cesta, adicionar um disco a cada tubo e acionar
o aparetho, utilizando dgua mantida a 37 °Cz
1°C como liquido de imerso, a menos que outro
fluido seja especificado na monografia do medi-
camento. Ao final do intervalo de tempo especi-
ficado, cessar o movimento da cesta € observar
o material em cada um dos tubos: todos os
comprimidos devem estar completamente desinte-
grados. O limite de tempo estabelecido como
critério geral para o teste de desintegragio de
comprimidos ¢ de 30 minutos, a menos que outra
especificagdo se encontre na monografia do
medicamento.

COMPRIMIDOS COM REVESTIMENTO
AGUCARADO OU FILME

Utilizar inicialmente 6 comprimidos. Colocar
1 comprimido em cada um dos seis tubos da cesta.
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Aparclho para desintegragio de comprimidos ¢ cipsulas
(dimensdes em mm),

Se o comprimido possuir um revestimento externo
solivel, mergulhar a cesta em 4gua, 4 temperatura
ambiente, durante 5 minutos. Colocar um disco
em cada tubo, ¢ acionar o aparetho, utilizando
dgua mantida a 37°C1°C como liquido de
imersdo. Decorridos 60 minutos, cessar o movi-
mento da cesta e observar o material em cada
um dos tubos. Se os comprimidos n3o estiverem
completamente desintegrados, testar outros 6 com-
primidos, utilizando 4cido cloridrico 0,1 M como
liquido de imersdo, mantido a 37 °C £ 1 °C. Apés
60 minutos, cessar o movimento da cesta e obser-
var o material em cada um dos tubos: todos os
comprimidos devem estar completamente desin-
tegrados.

COMPRIMIDOS COM REVESTIMENTO
ENTERICO

Utilizar inicialmente 6 comprimidos no teste.
Colocar 1 comprimido em cada um dos seis tubos
da cesta. Se o comprimido possuir um revesti-

DETERMINAGAO DO TEMPO DE DESINTEGRAGAOQ PARA COMPRIMIDOS E CAPSULAS

mento externo solivel, mergulhar a cesta em 4gua,
4 temperatura ambiente, durante 5 minutos.
Acionar o aparelho, sem adicionar os discos,
utilizando 4cido cloridrico 0,1 M mantido a
37°C 1 1°C como liquido de imersdo. Decorridos
60 minutos, cessar 0 movimento da cesta e obser-
var os comprimidos: estes ndo devem estar desin-
tegrados, rachados ou amolecidos. Colocar um
disco em cadatubo e acionar o aparelho, utilizando
solugio tampio fosfato pH 6,8 (para comprimidos
com revestimento de goma-laca recomenda-se
ajustar o gH deste tampZo para 7,5), mantida a
37°C £ 1°C, como liquido de imersfo. Decorrido
o tempo especificado na monografia, ou 45 minu-
tos, cessar o movimento da cesta e observar o
material em cada um dos tubos; todos os compri-
midos devem estar completamente desintegrados,
podendo restar apenas fragmentos de revestimento
insoliveis.

CAPSULAS GELATINOSAS

Aplicar o teste conforme descrito para compri-
midos omitindo o uso des discos. Utilizar uma
tela com abertura de 2 mm, de arame de aco
inoxiddvel adaptada 2 tampa da cesta, conforme
descrito no item Aparelhagem. Cbservar as cdpsu-
las apés 45 minutos ou conforme especificado na
monografia do medicamento: todas as cdpsulas
devem estar completamente desintegradas, ou
restando apenas fragmentos inseliveis de consis-
téncia mole.

CAPSULAS GASTRO-RESISTENTES

Utilizar a cesta conforme descrito para Cépsulas
Gelatinosas e proceder conforme descrito para
Comprimidos com Revestimento Entérico.

COMPRIMIDOS SUBLINGUAIS

Aplicar o teste conforme descrito para Com-
primidos, omitindo o use de discos. Ap6s 5 minu-
tos, todos os comprimidos devem estar comple-
tamente desintegrados.
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E COMPRIMIDOS VAGINAIS
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V.14.2. DETERMINACAO DO TEMPQ DE DESINTEGRACAO DE
SUPOSITORIOS, OVULOS E COMPRIMIDOS VAGINAIS

Considera-se desintegragiio completa quando o
supositério ou dvulo apresentar:

a) dissolugfo completa;

b) separagdo completa de seus componentes,
acumulando-se substancias graxas fundidas na
superficie do liquido, depesitando-se os pos
insoltiveis no fundo do recipiente e dissolvendo-se
os componentes soliveis da amostra, sendo que a
distribuicfo dos componentes ocorre de um ou
mais dos modos descritos acima,

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

d) ruptura da cdpsula gelatinosa de 6vulos,
permitindo liberagfo de seus componentes;

¢) auséncia de resfduo sobre o disco perfurado
ou, quando houver, tenha a consisténcia de massa
mole que nfo ofereca resisténcia 3 pressdo de
bastao de vidro.

APARELHO

O aparelho (Fig. 1) consiste de cilindro de
vidro ou pldstico, transparente, com paredes de
espessura apropriada, em cujo interior se encontra
preso, por trés ganchos de metal, um dispositivo
metilico que consiste de dois discos perfurados de
aco inoxiddvel, contendo cada um 39 orificios de
4 mm de diimetro cada. O didmetro de cada disco
é tal que permite a sua introdu¢do no cilindro
transparente, ficando os discos afastados de,
aproximadamente, 30cm. A determinagic €
levada a efeito utilizando-se trés aparelhos, con-
tendo cada um uma unica amostra. Cada aparelho
¢ introduzido no interior de béquer de, pelo
menos, 4 litros de cagaciclade, contendo dgua A
temperatura de 36-37 "C {(a ndo ser que a mono-
grafia especifique diferentemente). O béquer €
provido de agitador que opere em velocidade
lenta e dispositivo que permita inverter o cilindro
sem retird-lo da dgua.

PROCEDIMENTO

Usar trés supositérios ou évulos. Colocar cada
um deles sobre o disco inferior do dispositivo,
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Fig. 1 Aparelho para desintegracio de supositorios,

F.BRAS. IV, 1988

6

(di em mm),

Gvulos e

P




DETERMINAGCAO DO TEMPO DE DESINTEGRAGAO DE SUPOSITORIOS, OVULOS

V.14.2.2

AN AT

P - Agua
E — Fundo do recipienta

A — Placa de vidro
8 — Comprimido vaginal
C — Superffcie da dgua

Fig.2 Aparelho para desintegragio de supositérios,
évulos e comprimidos vaginais.

E COMPRIMIDOS VAGINAIS

introduzir ¢ fixar o disco no interior do cilindro.
Inverter o aparelho cada 10 minutos. Examinar as
amostras ap6s decorridc o tempo prescrito na
monografia. O teste ¢ considerado satisfatério se
todas as amostras se apresentam desintegradas.

Procedimento para comprimidos vaginais

Usar o aparelho descrito em desintegragio de
supositérios e vulos, montado conforme Figura 2,
Introduzir o cilindro em béquer de didmetro
adequado contendo 4gua a 36-37°C que deve
cobrir uniformemente as perfuragbes do disco.
Utilizar trés aparelhos, colocando em cada um deles
um comprimido vaginal sobre o disco superior.
Cobrir o aparelhc com uma placa de vidro para asse-
gurar a umjdade adequada. Examinar o estado de
cada amostra apds decortido o tempo prescrito na
monografia. O teste € considerado satisfatério se
tadas as amostras se apresentam desintegradas.
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V.1.5. DETERMINACAO DO TEMPO DE DISSOLUGCAO
PARA COMPRIMIDOS E CAPSULAS

O ieste de dissclugdo determina a porcentagem
da quantidade de principio ativo, declarado no
rétulo do produte, liberado no meio de dissolugdo,
dentro do periodo de tempo especificado na
monografia de cada produto, quando o mesmo
¢ submetido A agdo de aparelhagem especifica, sob
condigBes experimentais descritas. O teste visa a
demonstrar se o produto atende 3s exigéncias
constantes da monografia do medicamento para
comprimidos e cdpsulas.

APARELHAGEM

O aparelho de dissolugio consiste de sistema
contendo as seguintes partes: (1) um recipiente
de forma cilindrica e fundo arredondado com a
parte superior achatada, de vidro, pldstico ou
qualquer outro material transparente ¢ inerte, que
nio reaja, adsorva ou interfira com o medicamento
a ser testado. Sua capacidade é de um litro e suas
dimensGes sio: altura de 160 a 175 mm e didme-
tro intemo de 100 a 105 mm. Pode ser adaptada
tampa de material transparente com um furo
central, para permitir a colocagdo de agitadores e
um outro para permitir as coletas de amostras e
a inser¢io do termémetro;(2) uma haste metdlica
(de ago inoxiddvel) para agitar o meio de disso-
lugdo, podendo ter em seus extremos ddis tipos de
agitadores: p4s ou cestas (vide Figs. 1 e 2). A haste
deve ser centralizada em relagdo ac fundo do
recipiente que contém o meio de dissolugdo, ¢, a0
rodar suavemente, seu eixo ndo deve ser desviado
mais que 0,2 mm em relagdo ao eixo vertical do
recipiente; (3) um dispositivo com selecionador de
velocidade que imprima 2 haste a velocidade de
rotagfo especificada na monografia do produto ¢
capaz de manter essa velocidade dentro dos
limites de +2%. A rotagdo nio deve produzir
efeitos indesejdveis na dindmica do sistema.

Os recipientes sdo submergidos em banho de
material transpareate € tamanho adequado, o qual
deve possuir dispositivo capaz de manter tempera-
tura homogénea de 37°C20,5°C durante ©
perfodo do teste. Deve-se ter cuidado especial para
excluir, da montagem e suas vizinhangas, qualquer
vibragfo, agitagdo ou movimentoextemo que altere
de forma significativa a dinamica do sistema. De
preferéncia, a montagem da aparelhagem deve
permitir a visualizag@o das amostras testadas e dos
agitadores durante o teste.

Pds

Quando especificado na monografia utiliza-se
como agitador haste de ago inoxiddvel, contendo
uma p4 em sua extremidade, sendo que 2 haste e

a pi formam um conjunto unico, podendo ser
revestido de material inerte. As pds devem obe-
decer 2s especificagdes da Fig. 1. Durante o
teste, deve ser mantida distancia de 25 mm+ 2 mm
entre o extremo inferior da p4 e o fundo intermno
do recipiente que contém o meio de dissolugfo.
Loge apds adicionar a amostra ao meio de disso-
lugfo, inicia-se a agitagdo (tempo zero) com
velocidade pré-fixada e durante o tempo especi-
ficado na monografia correspondente.

E importante que as amostras s¢ depositem no
centro do fundo do recipiente que contém o meio
de dissolugdo. Caso a amostra flutue, ¢ possivel
envolvé-la com um pequeno pedago de arame em
espiral, de material inerte, com poucas voltas, tendo
o cuidado especial para que a mesma fique folgada
e que njo seja danificada durante & operagdo.

Cesta

Quando especificado na monografia, utiliza-se
como agitador uma haste de ago inoxidével, que
possui em sua extremidade uma cesta desmontdvel,
do mesmo material, conforme especificagBes na
Fig. 2. A tela utilizada na confecgfio da cesta deve
ter uma abertura de 0,250 mm, a menos que
outra especificagfo seja dada na monografia.
A amostra deve ser colocada dentro da cesta seca,
no infcio do teste. Durante o teste deve ser mantida
distdncia de 25 mm * 2 mm entre a parte inferior
da cesta e o fundo interno do recipiente que
contém o meio de dissolugdo.

MEIO DE DISSOLUCAQ

Utiliza-se o meio de dissolugiio especificado
na monografia do produto. Os gases naturalmente
dissolvidos no meio de dissolugdo devem ser
retirados antes do infcio do teste, pois ao serem
liberados sob a forma de pequenas bolhas durante
o teste causam certa turbuléncia no meio, alte-
rando significativamente os resultados. Quando o
meio de dissolugiio for solugdo tampdo, o pH deve
ser ajustado a * 0,05 unidades do valor do pH
especificado na monografia do produto.

TEMPO DE DISSOLUGAO

Quando um dGnico tempo for especificado na
monografia do produto, o mesmo representa o
tempo maximo dentro do qual deve ser dissolvida
a quantidade minima, em porcentagem, de prin-
cipio ativo estabelecida na mesma. Nio obstante,
se esta quantidade for obtida em tempo menor
que o especificado, o teste pode ser dado por
terminado ao final deste tempo. Quando mais
de um tempo for especificado na monografia,
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(E.R.)

| 8.0¢1,0mm
[ J
Nivel do meio
de dissolucdo ]
I Local aproximado de
e - coleta da amostra
Raio 41,5 mm !
X 3515 - .
.5 mm
oy | -
19,0 £ 0,6 mm
l—- 42,0 mm 4
P NI
[ l | ] 40+10mm

—

_‘_
l'" 7402750 mm —l

Fig. 1 Pés para agitacfio do meio de dissolugdo. A tolerincia em excentricidade do sgitador 20 girar em torno do eixo
de rotaciio (E.R.) é de 0,1 mm, medindo-se nas duas ex idades indicadas pelz letra "X".
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{E.R.

[

Furo de ventilagfo ‘

Difmetro 2,0 mm

Py

V.15.-3

)

b—19,0210mm

Local aproximado de
coleta da amostra

T

Mola de retencHo da cesta
com trés presithas eqiidistantes

\\—‘

= N{ve! do meio de dissolucio

Abertura 20,2 + 0,1 mm. __

36,8 + 3,0 mm

/
27,0 1,0mm —/—

202x10mm ——-

anod

5,1 £+ 0,5 mm

_ Didmetro externo da cesta
22,2+1,0 mm

Material da tela: ago inox,
mesh 40, didmetro 0,254 mm,
com as jungoes soldadas.

254+ 30mm

Fig. 2 Cests pars agitucio do meio de dissolugdo. A tc

em excentricidade do agitader go girar em tomo do eixo

de rotaclo (E.R.) é de 0,2 mm, medindo-se na base da cesta montada.

devem ser tomadas aliquotas ac final de cada
tempo indicado.

PROCEDIMENTO

Montar e calibrar a aparelhagem conforme
especificagdes do fabricante, a fim de reduzir
a0 minimo fatores que alterem significantemente
a dinimica do sistema (excentricidade, vibragdo
etc.). Adicionar ¢ volume medido do Meio de
Dissolugdo especificado na monografia do produto,
convenientemente desaerado, ao recipiente da
aparelhagem de dissolugfo. Manter a temperatura
do meio a 37 °C £ 0,5 °C, retirando-se o termbme-
tro antes de iniciar a agitagdo. Caso se usem as pas
como dispositivo de agitagio, colocar a amostra
(comprimido ou cdpsula) no recipiente de disso-
fugdo. Caso se use a cesta, colocar a amostra
dentro da cesta. Em ambos os casos, retirar cuida-
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dosamente, quando presentes, as bolhas de ar for-
madas na superficie das amostras, ao entrarem
em contato com o meio de dissolugfo. Caso nfo
seja possivel retirar as bolhas nos primeiros minutos
do teste, desprezar o resultado se este diferir signi-
ficativamente da média dos demais resultados,
realizando novo teste. Imediatamente, dar infcio &
agitagdo, conforme velocidade pré-fixada. Em
intervalos de tempo especificados na monografia
do produto, retirar da zoma média, entre a
superficie do meio de dissolugdo e a parte superior
do cesto ou pds, amostra para andlise (veja Figs. |
¢ 2). A menos que especificado na monografia do
produto, reponha o volume da amostra retirado
com liquido de dissolugdo. Ao final de cada tempo
especificado, colocar aliquotas do meio de
dissolugio no local correto de coleta de amostsa
(ver Figs. 1 e 2). ApGs filtragio e diluigio (caso
necessirio) da aliquota, a andliss do medica-
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mento ¢ efetuada mediante a técnica de detecgdo
indicada na monografia do produto. Repetir o
teste com doses unitdrias adicionais, conforme
necessdrio, considerando os critérios de aceitagfo.

Nota: Caso o material da cdpsula interfira na
andlise, testar a cdpsula vazia, isenta de
tragos de seu conteido, no mesmo volume
de meio de dissolugdo especificado, e
efetuar a andlise conforme as exigéncias
descritas na monografia do produto.

DETERMINAGAO DO TEMPO DE DISSOLUGAO PARA COMPRIMIDOS E CAPSULAS

Considerar as possiveis interferéncias nos
cdlculos dos resultados e efetuar as corre-
¢Oes necessdrias, Fatores de corre¢io acima
de 25% do valor declarado no rétulo
invalidam o teste.

CRITERIOS DE ACEITAGAO

A menos que a monografia do produto especi-
fique diversamente, a amostra serd satisfatéria
quando os resultados preencherem as seguintes
exigéncias:

NO Amostras

Estdgio Testadas Critdrio de Aceitagho
Ey 06 Cada unidade apresenta resultados maiores ou iguais
aT* + 5%t
E, 06 Média de 12 unidades (E; + E3) & igual ou rmaior do
que T e nenhuma unidade apresenta resultados infe-
riores 8 T — 15%
Ej 12 Média de 24 unidades (E, + €3 + E3) & igual ou maior

do que T e ndo mais qué 2 unidades apresentam resul-
tadas inferiores a T - 15%.

* Qtermo T {Ta ou T,} pode ser expresso por uma das seguintes maneiras, conforme especificado nas monografias:

a) Como teor reai das unidades do produte, (T = T}, — determinado para cada amostra — e que estabeleca condigdes
assegurando que esta foi completamente dissalvida, por exemplo, ap6s a conclusio da prova elevar a velocidade de
rotachio a pelo menos 150 rpm, até que n&o seja detectado aumenta no teor da amostra dissolvida, em quantidade
superior a dois por cento, observado em per{odos ndo menoras que 10 minutos.

b) Como teor rotulade (T = T,), quando este se encontra dentro dos limites especificados ne monografia.

T Osvalores 5% e 15% representam porcentagens de T, ou T, conforme o caso.

Estdgio E |

Num primeiro estdgio (E,) sdo testadas seis
unidades. Se cada unidade individualmente apre-
sentar resultado igual ou maior do que T + 5%, o
produto serd aprovado, ndio sendo necessdrio
efetuar o segundo.

Estdgio E,

Caso o critério para o primeiro estdgio nfo for
atendido, repete-se o teste com mais seis compri-
midos (E,). Se a média das doze unidades testadas
(E; +E,) for maior ou igual a T e se nenhuma das
unidades testadas apresentar resultados inferiores a

T-15%, o resultado do teste serd considerado
satisfatorio.

Estdgio E 3

Caso o critério para o segundo estégio ainda nfo
for satisfatério, repetese o teste com mais 12
unidades. S¢ a média das 24 unidades testadas
(E, +E; +E;) for maior ou igual a T ¢ se no
médximo duas unidades apresentarem resultados
inferiores a T -15%, o produto é aprovado. Se a
amostra ainda nfo satisfizer a este terceiro critério,
o produto ¢ reprovado.
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Vv.2. METODOS FISICOS E FISICO-QUIMICOS

V.2.1. DETERMINACAO DA MASSA

Para se efetuar a medigZo da massa, as balangas
devem apresentar capacidade e sensibilidade de
acordo com o grau de precisfo requerido.

Tratando-se de atividades que exijam pesagens
exatas, na determinagfo de massas iguais ou
maiores que 50 mg, utilizar balanga analftica de
100-200 g de capacidade e 0,1 mg de sensibilidade
¢ para quantidades inferiores a 50 mg, microba-
langa analftica de 20 g de capacidade ¢ 0,01 mg
de sensibilidade.

APARELHAGEM

As balangas analiticas podem ser de dois tipas
principais: de bragos iguais (dois pratos) ou de
prato (nico. Ambas necessitam de jogo de massas
calibradas ou devem possuir dispositivo adequado
que possibilite a verificagio da carga aplicada
(por exemplo: microbalangas que utilizam medi-
¢fo magnética), desde que sejam calibradas perio-
dicamente por meio de massas de referéncia
aferidas.

As balangas analiticas devem apresentar as
seguintes caracterfsticas:

— Armiério ou caixa de protegdo, com abertu-
ras apropriadas para permitir aperagBes em
seu interjor e excluir correntes de ar;

— Base de material pesado e resistente (mir-
more ou metal, por exemplo);

— Indicador de nivel (gravimétrico ou hidrdu-
lico) e dispositivo que possibilite seu nive-
lamento;

— Sistema amortecedor (magnético, pneums-
tico ou hidr4ulico) para restabelecer pronta-
mente o equilibrio;

— Dispositivo para deposigdo ou remogfo de
carga, bem como sistema que possibilite a
leitura da mesma (por intermédio de mostra-
dores efou projegfo Optica de escala etc.)
quando se tratar de balanga de prato Gnico.

Devem, também, suportar sua carga total sem
sofrer tensdes inadequadas que possam compro-
meter sua sensibilidade em pesagens sucessivas
nestas condicGes, A balanga analftica de um s6
prato é a que melhor se adapta a estas exigéncias.

A balanga ndo deve ser sobrecarregada.
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Localizagdo da balanga

A balanga analitica deve assentar-se nivelada
sobre mesa ou prateleira firme e pesada, protegida
por amortecedores de choque, como esteiras de
cortica ou liminas de borracha, ou ainda sobre
bancada de concreto, apoiada a pilares que estejam
fixos no chfo ou conectados aos elementos da
construgfo do prédio a fim de impedir vibragdes.
Deve estar em local isolado, preferencialmente
separado do laboratorio, isento de umidade e
do ataque de gases e vapores dcidos, A distancia
de fontes de calor (luz solar direta, fornos, estufas,
muflas etc.) e de correntes de ar.

Conservacéo e limpeza

Os pratos ¢ demais partes da balanga, inclusive
sua caixa de protegfo, devem permanecer limpos,
isentos de po ¢ substdncias acidentalmente caidas
no prato da balanga ou no piso da caixa. Tais
materiais devem ser removidos imediatamente.

Os corpos a serem pesados ndo devem ser
calocados diretamente sobre os pratos. Para tanto,
utilizam-se papéis ou recipientes adequados como
béqueres, vidros de reldgios, cadinhos, cipsulas de
porcelana e pesa-filtros com ou sem tampa.

As partes méveis da balanga ¢ 0s pesos ndo
devem ser tocados com as méos. Usa-se, para este
fim, pinga apropriada, que deve ser guardada na

Aot da masce

Caixa G pesos.

Agentes dessecantes, tais como silica-gel ou
cloreto de célcio, podem ser colocados no interior
da caixa de prote¢fio, para manutengio de atmos-
fera relativamente seca.

Quando a balanga ndo estiver em uso, suas
partes deverdo permanecer fechadas e o travessdo
elevado.

A sensibilidade da balanga deve ser periodi-
camente inspecionada por técnico habilitado.

Utilizagdo da balanga

O material a ser pesado deve estar em equilibrio
térmico com o ar do interior da caixa de protegdo
da balanga a fim de evitar erros devidos ds corren-
tes de convecgdo, além da condensagdo da umidade
sobre os corpos frios.

A balanga deve estar nivelada na ocasifio de seu
uso. A posigio de equilfbrio com ou sem carga
deve ser conferida vérias vezes com 1/10 da camga
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total e com a carga total. A diferenga de equilfbrio
encontrada em duas determinagBes sucessivas,
feitas com pesos iguais, ndo deve exceder a 0,1 mg,
para balangas analiticas e 0,01 mg, para microana-
liticas.

Tanto os pesos quanto o material a ser pesado

devem ser depositados no centro do prato. Durante
as operagSes de pesagem, o travessio e o suporte
devem estar elevados e as portas da caixa de
prote¢o fechadas.

A balanca deve ser travada antes de cada
operaglo.
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V.2.2. DETERMINACAO DA TEMPERATURA
E FAIXA DE FUSAO

Temperatura ou ponto de fusdo de uma substan-
cia € a temperatura corrigida na qual esta se
encontra completamente fundida.

Faixa de fusfo de uma substincia € aquela
compreendida entre a temperatura corrigida na
qual a substincia comega a fluidificarse ou a
formar goticulas na parede do tubo capilar € 2
temperatura corrigida na qual estd completamente
fundida, o que € evidenciado pelo desaparecimento
da fase sélida.

Existem, basicamente, trfs métodos para
determinagdo da temperatura ¢ da faixa de fusfo.

METODO DO CAPILAR

APARELHAGEM
Consiste do aparelho apresentado na Figura.

Nivel de
imersio

jo—C

T L N

\. _/

Aparelho para determinagio do ponto de fusio pelo
método do capilar, A, termdmetro; B, tubo capilar; C,
béquer; D, agitador.

O béquer deve ter capacidade de 150ml e
conter lquido apropriado para o banho de imersio
de acordo com ‘a2 temperatura desejada. Esses
liquidos podem ser: parafina liquida de alto ponto
de ebulicdo, silicona fluida de alto ponto de
ebuligio, 4cido sulfarico concentrado, etileno-
glicol e dgua.

F.BRAS. IV, 1988

O agitador deve misturar olfquido rapidamente,
mantendo homogénea a temperatura do meio.
C termdmetro, calibrado até sua marca de Jmersgo,
deve abranger uma faixa de -10 a 360 °C, com
divisdes de 1°C e colocado a 2cm do fundo
do béquer.

O capilar de vidro borossilicato deve ser fechado
em uma das extremidades e ter aproximadamente
8 cm de comprimento, 0,2 a 1,1 mm de didmetro
intemno e paredes com 0,10 a 0,18 mm de espes-
sura. Para observar o tubo capilar deve-se empregar
lente de aumento. Como fonte de calor, utilizar
bico de gds ou chapa elétrica.

PROCEDIMENTO

Pulverizar a substincia em andlise ¢ dessecar em
estufa a vdcuo sobre sflica-gel, pentéxide de
fosforo ou outro agente dessecante durante
24 horas.

Introduzir porgio do p6 no tubo capilar seco ¢
compactélo, batendo o capilar sobre superficie
dura de modo a formar coluna de aproximada-
mente 4 mm de altura.

Aquecer o banho rapidamente, sob agltagﬁo
constante. Quando a temperatura atingir 10°C
abaixo da pressuposta faixa de fusdo, regular a
velocidade de aumento da temperatura para 1 °C
por minuto.

Quando o banho estiver 5 °C abaixo da faixa de
fusdo, introduzir 6 capilar no banho, de forma que
sua parte inferior esteja bem préxima do meio
do bulbo do termémetro.

As temperaturas obtidas s3o corrigidas mediante
adaptagio de termdmetro auxiliar ao dispositivo
anterior, de forma que seu bulbo encoste no
termémetro do banho, na zona média da coluna
emergente de mercdrio, quando a substincia
funde, lendo-se nesta altura a temperatura t
marcada no termdmetro auxiliar.

O cdlculo da corregfo a ser adicionada 2 cada
uma das temperaturas, que definem o ponto de
fusdo, é efetuado através da expressio

0,00015 N(T-t)
em que

N = niamerc de graus correspondentes &
coluna emergente,
T = temperatura lida no termémetro padrio,
t = temperatura lida no termdmetro auxiliar.
METODO DO BLOCO METALICO
AQUECIDO
APARELHAGEM

Consiste de bloco metdlico de elevada condu-
tividade térmica, resistente 2s substdncias sob
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andlise e de superffcie plana e polida, como
bronze, age inoxiddvel e similares.

O bloco deve conter cavidade cilindrica interna,
peralela 4 sua superficie superior e a cerca de
3mm desta, com dimensGes adequadas para
acomodar termdmetro calibrado.

O bloco deve ser uniformemente aquecido
através de resisténcia elétrica ou chama microajus-
tivel. O aparelho deve ser calibrado constante-
mente com substéncias apropriadas e de compro-
vado grau de pureza.

PROCEDIMENTO

Agquecer o bloco rapidamente até temperatura
de 10°C abaixo do ponto de fusfo previsto e,
entdo, ajustar o aquecimento para incrementos de
temperatura da ordem de 1 °C por minuto.

A intervalos regulares, colocar algumas parti-
culas da amostra, previamente pulverizada ¢ seca,
sobre a superficie metdlica, na regifio imediata-
mente acima do bulbo do termdmetro. Limpar a
superficie ap6s cada ensaio. Anotar a temperatura
t, na qual a substdncia funde imediatamente apés
o contacto com o metal. Interromper o aqueci-
mento. Durante o resfriamento, colocar novamente
algumas partfculas da amostra, a intervalos regu-
lares, no mesmo local do bloco, limpando a
superficie apds cada ensaio. Anotar a temperatura
t, na qual a substancia solidifica instantancamente
ao contacto com o metal.

O ponto de fusdo instantineo da amostra é
calculado mediante a seguinte expressdo:

Lth
2

DETERMINACAO DA TEMPERATURA E FAIXA DE FUSAO

METODO DO CAPILAR ABERTO

Este método é empregado para determinagfo
do ponto de fusio de substdncias graxas de consis-
téncia pastosa.

APARELHAGEM

Deve-se empregar aparelho semelhante ao
descrito no Método do Capilar, com as seguintes
modificagdes:

— o banho de aquecimento deve ser a dgua;

— o termdmetro deve ser graduado em 0,2 °C,
abrangendo faixa de -10a 100 °Ce

— o tubo capilar, semelhante quele empregado
no Método do Capilar, deve ser aberto em
ambas as extremidades.

PROCEDIMENTOQ

Fundir a substincia rapidamente & temperatura
nfo superior a 10 °C acima do ponto de fusdo
completo. Agitar e, se.necessdrio, filtrar através de
filtro de papel seco,

Inserir a substincia fundida na extremidade do
capilar até formar coluna de 8 a 12 mm de altura.
Esfriar o capilar contendo a amostra 4 temperatura
de 15 °C, mantendo-a, no minimo, por 16 horas.
Prender o tubo capilar no termdmetro de forma tal
que a coluna de substincia se localize na parte
média do bulbo de merciirio. Colocar o sistema em
banho de dguaa 15 °C, 4 profundidade de 3 cm da
superficie da dpua. Aguecer com agitagio cons-
tante para que a temperatura aumente 2 °C por

minuto. .
A temperatura na qual a substincia comeca a

ascender no capilar € o ponto de fusgo.
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V.2.3. DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE EBULICAO
E FAIXA DE DESTILACAO

Temperatura ou ponto de ebulicio de um
liquido € a temperatura corrigida na qual o liquido
ferve sob pressio de vapor de 100 kPa (760 mm
de Hg),

Faixa de destilagfio ¢ o intervalo de temperatura
comigida para a pressfo de 100 kPa (760 mm de
Hg), dentro do qual o liquido, ou fragdo especifica
do liquido, destila inteiramente.

APARELHAGEM

Usar aparethe como o sugerido na Figura, em
que A € balfo de destilagdio com capacidade de
100 ml, conectado a condensador B, na extremi-
dade do qual s¢ introduz o adaptador C, ligado a
uma proveta de 50ml graduada em 02mi. O
termdmetro deve ser adaptado zo baldo de forma
que o bulbo de mercirio fique no centro do
gargalo ¢ a cerca de Smm abaixo do nivel do
tubo lateral. O aquecimento (a gds, elétrico cu
através de banho) deve ser selecionado de acordo
com a natureza da substéncia.

i

PROCEDIMENTO

Introduzir no baldo cerca de 50 ml da amostra
de modo a nfo penetrar no tubo lateral. Adicionar
pérolas de vidro ou outro material poroso adequado.
Adaptar o termdmetro no baldo ¢ aquecer; lenta-
mente, 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 4 vazfio de
3 a 4 ml por minuto. Anotar a temperatura quando
tedo o lquido ou fragdo prescrita estiverem
totalmente destilados. Manter o destilado 4 mesma
temperatura na qual o liquido foi originalmente
medido e anotar o volume do destilado. N

Quando o lfquido é puro, a maior parte destila
A temperatura constante (dentro de uma faixa
de 0,5 °C), que é o ponto de ebuli¢io do liquido.

Liquidos que destilam abaixo de 80 °C devem
ser resfriados a 10-15°C antes de se medir o
volume ¢ a proveta que recebe o destilado deve
estar mergulhada em banho de gelo.

Quando o ponto de ebuligic estd acima de

Apazelho pana determinaco da faixa de destilagio (dimensdes em mm). A, baldo de destilagio; B, condensador; C,

adaptador,
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140-150 °C, podese substituir o condensador de
4gua por condensador de ar.

Corrigir as temperaturas observadas de acordo
com o tipo de termdmetro utilizado e com a
diferenga na pressfo barométrica normal 100 kPa
(760 mm de Hg), considerando 0,1 °C para cada
0,36 kPa (2,7 mm de Hg) de varia¢do, adicionando

20 resultado se a pressfo real for mais baixa, ou
subtraindo se for maior que 100 kPa (760 mm
de Hg).

Comparar os valeres obtidos do ponto de
ebuli¢do, faixa de destilagdo e volume do desti-
lado com as respectivas especifica¢Bes das mono-
grafias.
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V.2.4, DETERMINAGCAQ DA TEMPERATURA
DE CONGELAMENTO

Temperatura ou ponto de¢ congelamento de
liquido ou de sélido fundido ¢ a mais alta tempe-
ratura na qual ele se solidifica.

Para substéncias puras que fundem sem decom-
posicio, o ponto de congelamento do liquida é
igual a seu ponto de fusdo.

APARELHAGEM

O aparelho da Figura consiste em tubo de
ensaio de aproximadamente 25 mm de diametro
inteno e 150 mm de comprimento, suspenso por
intermédio de rolha adequada dentro de segundo
tubo maior, de 40 mm de difmetro intemo e
140 mm de comprimento, formando, assim, camisa
de ar que evita mudanga brusca de temperatura, O
sistema acima é fixo por garra no centro de béquer
com capacidade de 1000 ml, contendo 4gua ou
solugdo refrigerante.

O tubo interior é vedado com rolha de modo a
conter haste agitadora e termémetro com divisdes
de 0,2 °C. O bulbo do termdmetro deve estar fixo
a aproximadamente 15 mm do fundo do baldo.
O agitador ¢ bastdo de vidro adaptado com anel
em sua extremidade inferior como indicado
na Figura.

PROCEDIMENTO

Colocar a amostra no tubo interno em quanti-
dade suficiente para cobrir o bulbo do termé-
metro. Esfriar o tubo interior, mantido na camisa
de ar, em mistura refrigerante adequada a5 °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 o topo ¢ o fundo, 4
razio de aproximadamente 20 ciclos por minuto
¢ registrar a temperatura do termbémetro de 30
em 30 segundos. Interromper a agitagio quando a
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Aparelho pam determinagio do ponto de congelamento
{dimensdes em mm).

temperatura permanccer constante ou aumentar,
antes de permanecer constante, ¢ que acontece
enquanto ocorre a solidificagfo.

Continuar registrando a temperatura, no
minimo, até 3 minutos ap6s a temperatura comegar
a cair novamente. A maior temperatura observada
durante a solidificagfo da substdncia corresponde
20 seu ponto de congelamento.
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V.2.5. DETERMINAGAO DA DENSIDADE DE MASSA
E DENSIDADE RELATIVA

Densidade de massa (p) de uma substincia é a
razio de sua massa por seu volume a 20°C. A
densidade de massa da substdncia é calculada a
partir de sua densidade relativa pela férmula:

p20 = 0,99703 . 4% +0,0012

expressa em g/ml ou kg/l.
Densidade relativa de uma substincia € a razfio
de sua massa, pela massa de igual volume de dgua,

ambas a 20°C (d’b_), ou por massa de igual volume
de fguan4°C(d7)):

d% = 0998234 . 43
Procedimento

A densidade relativa da substdncia pode ser
determinada através de picnometro, balanca
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hidrostdtica ou densfmetro. O uso desses dois
dltimos é condicionado azo tipo de aparelhagem
disponfvel.

Método do picnémetro

Utilizar picnémetro limpo e seco, com capaci-
dade de, no mfnimo, 5 ml, que tenha sido previa-
mente calibrado. A calibragfio consiste na determi-
nagio da massa do picndmetro vazio ¢ da massa
de seu conteddo com 4gua, recentemente destilada
e fervida, a 20 °C.

Colocar 2 amostra no picndmetro. Ajustar z
temperatura para 20 °C, remover excesso dd
substéncia, se necessdrio, e pesar. Obter o peso da
amostra através da diferenga de massa do picnd-
metro cheio e vazio.

O quociente entre a massa da amostra liquida e
a massa da dgua, ambas a 20°C, ¢ a densidade

relativa (d39).
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V.2.6. DETERMINAGAO DO {NDICE DE REFRAGAO

Indice de refragio (n) de uma substincia é
a relagdo entre a velocidade da luz no vdcuo e
sua velocidade no interior da substéncia.

Quando um raio de luz monocromdtica passa de
um meio transparente para outro de densidade
6ptica diferente, ¢ refletido ou refratado, exceto
quando incide perpendicularmente A superficie de
contacto entre os meios. A relagdo entre o seno do
ingulo de incidéncia, sen i, e o senc do dngulo de
refragdo, senr, ¢ constante, ndo variando com ©
ingulo de incidéncia. Essa relagio equivale ao
indice de refrapio. Pode-se, pois, definir o indice
de refragio como a relagfo entre o seno do dngulo
de incidéncia ¢ o seno do ingulo de refragdo, isto
& n=senifsenr. Para fins priticos mede-s¢ a
refragdo com referéncia ao ar e 2 substéncia ¢ ndo
com referéncia ao védcuo e 3 substincia, porquanto
as diferengas entre os valores obtidos com ambas
as medidas nio so significativas para fins farma-
copéicos.

Em substéncias isotrépicas, o {ndice de refragio
¢ caracterfstica constante em determinado compti-
mento de onda, temperatura e pressdo. Por esta
razfo, este {ndice ¢ util ndo s6 para identificar a
substéncia, mas também para detectar a presenga
de impurezas. E empregado para caracterizar
principalmente gorduras, 6leos graxos, ceras,
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agiicates e solventes orginicos, bem como para
identificar certos firmacos. E igualmente usado
para determinar a pureza de 6leos voldteis.
Geralmente determina-se o indice de refragdo
em fungfo da luz de sédio no comprimente de
onda $89,3 nm (raia D) e 2 temperatura de 20 +
0,5°C. Dai expressar-se o valor do indice de

refragio como n .

Refratémetros

Os refratdmetros utilizados normalmente em
andlise farmacopéica usam luz branca, mas sio
calibrados de modo a dar ¢ {ndice de refragio em
termos de comprimento de onda 589,3 am, corres-
pondente ao da luz da raia D de s6dio.

Visto que o {ndice de refragdo varia significa-
tivamente com a temperatura, durante a leitura
deve-se ajustar e manter a temperatura a 20°C.
Quando nfo for possivel, deve-se corrigir o valor
obtido consultando a tabela de corre¢do.

A calibragfo do aparelho faz-se com dgua
destilada, cujo fndice de refracio ¢ 13330 a
20°C e 1,3325 a 25 °C. Antes de operd-lo, con-
vém verificar se apresenta erro inicial, que deverd
ser descontado da leitura.
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v.2.7. DETERMINACAO DA VISCOSIDADE

Viscosidade ¢ expressio da resisténcia de
liquides ao escoamento, ou seja, ao deslocamento
de parte de suas moléculas sobre moléculas vizi-
nhas. A propriedade oposta 2 viscosidade € deno-
minada fluidez.

A unidade dindmica (sistema CGS) de viscosi- .

dade € o poise. B, por definigfo, a forga, em dinas,
necessdria ao deslocamento de camada plana de
liquido, com 4rea de 1 ¢cm?, sobre outra camada
idéntica, paralela e distanciada da primeira em
1 cm, 2 velocidade de 1 cm/s. O poise €, contudo,
demasiado grande para a maioria das aplicagGes,
recorrendo-se daf ao centipoise, cP, correspon-
dente a um centésimo de poise. As vezes é conve-
niente utilizar-se a viscosidade cinemdtica, que
consiste na relagfo entre a viscosidade dindmica e
a densidade. Neste caso, no sistema CGS, aunidade
é o stoke. A exemplo do que ocorre com viscosi-
dade abscluta (medida em poise), é mais conve-
niente exprimir-se viscosidade cinemdtica em
centistokes (100 centistokes = 1 stoke) para
caracterizar a maioria dos lfquidos usuais em
Farmdcia e Quimica.

A determinagdio da viscosidade — ensaio para o
qual a especificagdo da temperatura ¢ imprescin-
divel devido 2 sua influéncia decisiva sobre o
resultado (em geral, a viscosidade ¢ inversamente
proporcional & temperatura) — € efetuada com
base em propriedades diversas. O método mais
frequente baseiase no tempo de escoamento
de liquidos através de capilares (viscosimetros de
Ostwald, Ubbelohde, Baumé e Engler) devido &
simplicidade e ao prego acessfvel dos aparelhos.
Viscosimetros que tém como principio de funcio-
namento a determinagdo do tempo de queda livre
de esferas através de tubos contendo o 1fquido sob
ensaio (Hoppler) ou a velocidade de rotagio de
eixos metdlicos imersos no liquido (Brookfield,
entre outros) sfo igualmente empregados.

Embora seja possfvel a determinagfo de visco-
sidade absoluta, com base nas dimensdes exatas
do viscosfmetro empregado, é mais freqiente a
pritica da calibragfo prévia do aparelho com
liquido de viscosidade conhecida, permitindo, por
comparagdo, aviliagdo relativa da viscosidade do
lfquido seb ensaio. Assim, empregando-se visco-
simetro de Ostwald ou similar, determinam-se os
tempos de escoamento t; e t; de volumes iguais
dos liquidos de referéncia e amostra, de densi-
dade d; e dj, respectivamente. Sendo 7, a visco-
sidade do liquido de referéncia, a viscosidade
absoluta (cP) do lquido amostra pode ser calcu-
lada pela equagdo:

mo_otd
m  tds

,oumelhor, B, = 12 :—:-gf
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O quociente 7,/t;d, possui valor constante,
k, para cada lquido de referéncia, no mesmo
viscosfmetro. Assim, comnhecido este valor (geral-
mente encontrado no manual do aparelho),
simplifica-se a equagio:

7 = ktd

O valor de k pode também ser determinado
experimentalmente, medindo-se o tempo de
¢scoamento de 1fquido padrdo, puro, e aplicando-
se a equagdo:

k = nftd

Empregando-se 4gua como padrio — usual para
determinagfo de liquidos de baixa viscosidade —
adotam-s¢ os valores de viscosidade abaixo, con-

forme & temperatura do ensaio: -
°C n{(cP)
15 1,140
16 1,110
17 1,082
18 1,055
19 1,029
20 1,004
21 0,980
22 0,957
23 0,936
24 0915
25 0,895

Viscosimetro de Ostwald

O viscosfmetro de Ostwald & o mais simples e
popular dentre os sparelhos dispon{veis. Consta
de tubo dobrado em U (Figura), com um dos
ramos munido de ampola terminada em capilar.
H4 dois tragos de referéncia, um imediatamente
acima da ampola e o outro sobre o capilar. O outro
ramo ¢ suficientemente largo para permitir seu
enchimento com o l{quido sob ensaio até a altura
de cerca de 5 mm abaixo do trago de referfncia
inferior. Para possibilitar maior gams de viscosi-
dades passiveis de determinagdo, empregam-se
colegBes de viscosfmetros, com diferentes calibres.
O aparelho indicado para determinada avaliagio é
0 que permite escoamento da amostra em perfode
nfo inferior a 60 segundos.

Para a determina¢do propriamente dita, trans-
ferir para o viscosfmetro escolhido, lavado e seco,
quantidade suficiente de lfquido para atingir
nivel da ordem de 5mm sbaixo do trago de
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25 (300

120

Viscosimetro de Ostwald (dimenses em mm).

referéncia inferior. Fixar o aparelho em termostato
(20°C) e, ap6s aguardar que e 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 entfo o tuboe,
no instante em que o menisco atingir o trago de
referéncia superior, acionar cronémetro de pre-
cisfio, retravando-o quando o menisco passar pelo
trago de referéncia inferior. Registrar o tempo
decorrido e repetir o ensaio diversas vezes com
intervalos de alguns minutos até que tempos
sucessivos nfo difiram em mais de 0,5 segundos.
Determinar a densidade do liquido sob ensaio
V.2.5), com’gindo o valor para a densidade relativa
4 dgua, a 20 "C, e calcular a viscesidade do liquido
amostra pela férmula indicada, empregando a
constante k fornecida ou determinada por proce-
dimento similar.




V.2.8. DETERMINACAO DO PODER ROTATORIO
E DO PODER ROTATORIO ESPECIFICO

Muitas substincias orgéinicas tém a propriedade
de desviar o plano da luz polarizada quando esta
passa através delas (no caso de serem liquidas) cu
de solugdes que as contém (quando se trata de
s6lidas). Estas substincias sdo chamadas optica-
mente ativas e podem ser dextrogiras ou levogiras.
O cariter dextrogiro ¢ indicado pelo sinal (+) e
o levogiro pelo sinal (-).

A atividade dpticaé funcio da estrutura quimica
da substancia e de sua concentragio. A determi-
na¢do do poder rotatorio serve para estabelecer
tanto a identidade quanto a pureza da substincia.
Além disso, s vezes, a atividade Optica presta-se
para indicar o valor terapéutico de uma substancia.

Q poder rotatério varia com a temperatura, o
comprimento de onda (quanto mais curto, maior o
ingulo de desvio), a natureza da substincia e sua
concentrago. Se a solugfo contiver duas substin-
cias opticamente ativas e estas nfo reagirem entre
si, o dngulo de desvio serd a soma algébrica dos
ingulos de desvio de ambas.

O poder rotatério ¢ medido em Eolan‘metms,
cuja precisfo varia de 0,01 a 0,05° de rotagdo
angular. Os mais usados trabalham com a luz de
s6dio ou limpada de vapor de merciro. Deter-
mina-se o ponto zero do polarimetro com o tubo
vazio e fechado para as substincias liquidas ou
cheio com o solvente para as solugSes de substan-
cias s6lidas.

Poder rotatério de uma substincia é o dngulo
que a luz polarizada forma com o plano de polari-
2agf0 a0 atravessar a substincia, caso seja liquida,
ou solugfo, se for solida. Mede-se o poder rota-
t6rio (o) em uma camada de espessura apropriada,
i temperatura indicada e no comprimento de
onda especificado na monografiz. Geralmente,
usa-se camada de 1dm de espessura, tempera-
tura de 20 °C £ 0,5 °C e comprimento de onda da
raia D de s6dio (589,3 nm).

F.BRAS.1V, 1988

Poder rotatério especifico

O poder rotatério especifico, Ja| 12-;), de uma

substincia liquida € o dngulo de rotagdo, medido
no comprimento de onda da raiaD de sédio, &
temperatura de 20 °C + 0,5 °C, calculado em fun-
¢Io de uma camada de 1 dm de espessura e dividido
pela densidade relativa a 20°C. E dado pela
expiessio

0 - &
lor | 3 1d
em que
I = comprimento, em dm, do tubo do pola-
rimetro,

d = densidade relativa da substincia.
O poder rotatério especifico, |a} :)o, de uma

substdncia sblida é o dngulo de rotagdo, medido
no comprimento de onda da raia D de sédio,
A=589,3 nm, & temperatura de 20°C * 0,5 °C,
calculado em fungfo de uma camada de 1 dm de
espessura de uma solu¢do que contém 1g da
substancia por ml, E dado pela expressdo

2 _ 100«
leel T
em que
! = comprimento, em dm, do tubo do pola-
rimetro,
¢ = concentragio da substincia expressa em
porcentagem p/V.

As vezes a medida do poder rotaidrio especifico
¢ realizada em outras condi¢bes especificadas nas
monografias. Em qualquer caso, porém, devem ser
feitas pelo menos cinco medidas: o valor procurado
serd 2 média dos valores obtidos. Qutrossim, a
menos que se indique diferentemente, o poder
rotatério e o poder rotatério especifico referem-se
a substincia seca, anidra ou isenta de solvente em
todas as monografias em que se fornecem os valores
da umidade, perda por dessecagio ou conteido
de solvente.
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V.2.9. DETERMINAGAO DA PERDA POR DESSECACAO

Este ensaio visa a determinar a quantidade de

substincia voldtil de qualquer natureza eliminada

nas condigBes especificadas na monografia. No
caso de ser a dgua a umica substincia voldtil,
basta determinar seu teor segundo um dos méto-
dos descritos sob o titulo “Determinago de dgua”
(V.2.20.). Para os demais casos, 0 procedimento
adotado é o descrito abaixo, sendo a opglio de mé-
todo a ser adotado especificada nas monografias.

PROCEDIMENTO

Reduzir a substdncia a p6 fino caso se apresente
na forma de cristais volumosos. Pesar exatamente
cerca de 1 a 2 g ¢ transferir para pesa-filtro chato
previamente dessecado durante 30 minutos nas
mesmas condigBes a serem empregadas na deter-
minagfo. Pesar o pesa-filtro, tampado, contendo
8 amostra. Agitar o pesa-filtro brandamente para
distribuir a amostra da maneira mais uniforme
possivel, a uma profundidade ideal de S5mm.
Colocar o pesa-filtro na estufa, retirar a tampa,
deixando-a também na estufa. Secar a amostra
(geralmente 3 105°C) e por um determinado
prazo (geralmente 2 horas) especificado na mono-
grafia. Esfriar 4 temperatura ambiente em desse-
cador. Pesar.
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Repetir a operagio até peso constante,

Observagdo: No caso de a substincia fundir a
uma temperatura mais baixa que a especificada
para a determinagio, manter o pesa-filtro com
seu contetido por 1 a 2 horas 4 temperatura de
5 2 10°C abaixo do ponto de fusio, antes de
secd-la A temperatura especificada. Quando a
substincia se decompde 3 temperatura de 105 °C,
ela deve ser dessecada a uma temperatura mais
baixa. Em ambos os casos, pode-se realizar a
secagem 4 pressfo reduzida, em dessecador.

Cédlcuto
A porcentagem de perds por dessecagdo € dada
pela equaglio

P, - P,
7,

x 100
em que
P, = peso da amostra,

P,= peso do pesafiltro contendo a
amostra antes da dessecagfo,

P, = peso do pesafiltro contendo a
amostra apds z dessecagdo.
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V.2.10. DETERMINAGAO DE CINZAS SULFATADAS
(RES{DUO POR INCINERACAO)

Cinzas sulfatadas compreendem o residuo nio
volatil 3 incineragfo na presenga de dcido sulfi-
rico, conforme a técnica especificada. Em geral, o
ensaio visa a determinar o teor de constituintes
ou impurezas inorgdnicas contidos em substancias
orgénicas. Também se destina & determinagfo de
componentes inorginicos em misturas e da quanti-
dade de impurezas contidas em substincias inorgd-
nicas termolédbeis.

PROCEDIMENTO
Pesar exatamente cercade 1 g — ou aquantidade
especificada na monografia — de substincia
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pulverizada, transferir para cadinho (preferivel-
mente de platina) previamente calcinado, esfriado
em dessecador e tarado, e juntar cerca de 2 ml de
dcido sulfirico SR. Aquecer brandamente sobre
chapa quente até carbonizagdo e incinerar cuida-
dosamente a cerca de 800 °C até desaparecimento
do carvdo. Resfriar e juntar cerca de 1 ml de 4cido
sulfurico SR para umedecer o resfduo, aquecer
sobre chapa quente e incinerar novamente, Acres-
centar pequena quantidade de carbonato de
aménio (neutralizagfo do 4cido residual) e inci-
nerar até peso constante. Calcular a porcentagem
de cinzas sulfatadas em relagio 3 substincia
sob ensaio.
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V.2.11. DETERMINAGCAO DA GRANULOMETRIA DOS POS

O grau de divisdo ou a granulometria de pds ¢
expresso pela referéncia 4 abertura nominal da
malha do tamis utilizado.

Ao determinar a granulometria de pé resultante
de redugiio de drogas vegetais, nenhuma porgio
da droga pode ser rejeitada durante o processo
de redu¢do, moagem ou peneiramento, exceto
nos casos em que tal procedimento seja indicado
na respectiva monografia.

Os tamises empregados sdo de ago inoxiddvel,
latio, crina ou seda, nfio sendo permitido o reves-
timento dos fios.

Na descrigdo dos pos sio utilizados os termos
abaixo:

aquele cujas particulas passam em
sua totalidade pelo tamis com aber-
tura nominal de malha de 1,70 mm
e, no miximo, 40% pelo tamis
com abertura nominal de malha
de 355 pm.

P6 moderadamente

grosso aquele cujas partfculas passam em
sua totalidade pelo tamis com aber-
tura nominal de malha de 710 um
e, no méximo, 40% pelo tamis com
abertura nominal de malha de
250 um.

aquele cujas particulas passam em
sua totalidade pelo tamis de aber-
tura nominal de matha de 355 um
e, no miximo, 40% pelo tamis com
abertura nominal de malha de
180 um.

aquele cujas partfculas passam em
sua totalidade pelo tamis com

Pd grosso

Pé semi-fino

P6 fino

F.BRAS.IV, 1988

abertura nominal de malha de
180 um.

aquele cujas particulas passam em
sua totalidade pelo tamis com aber-
tura nominal de malha de 125 pm.

P6 finissimo

A determinagio da granulometria de pos
resultantes de drogas vegetais e produtos quimicos
pulverizados € feita pelo processo descrito abaixo,
com o auxflio de tamises, cujas caracteristicas
estfo padronizadas na tabela anexa.

PROCEDIMENTO

Para pos grossos, moderadamente grossos &
semi-finos utilizar amostras de 25 a 100 g de p6.
Colocar a amostra sobre o tamis de malha apro-
priada, provido de tampa e recipiente para a coleta
do p6. Agitar o tamis em movimentos horizontais
rotativos e movimentos verticais por 20 minutos
no minimo, ou até que a operagdo esteja completa.
Pesar cuidadosamente o pé recolhido ¢ a fragdo
remanescente sobre o tamis.

Para pos finos e muito finos proceder como
descrito acima, porém utilizando amostras ndo
superiores a 25 g. Agitar o tamis por 30 minutos,
no minimo, ou até que a operagdo esteja completa.

No caso de pds oleosos ou pés tendentes a
obstruir as aberturas do tamis, a tela do mesmo
deve ser escovada periodicamente.

Podese determinar também a granulometria
com o auxilio de tamises operados por dispositivos
mecénicos. Estes dispositivos reproduzem os
movimentos horizontais e verticais da operagfo
manual, através de acio mecinica uniforme.
A operagfo mecdnica deve ser executada de acordo
com as instruges do fabricante do equipamento.




V.2.11.-2 DETERM]NACAO DA GRANULOMETRIA DOS POS
Abertura de malha dos tamises
Aberturs Didmetro Tolsrdncia Aree de NP do
inal ! dad! da aberturs pensiramanto tamis
o matha ds floz médis % (sproximads) {aproximado)*
mm mm tmm
4,00 140 0,13 56 4
335 1,25 0,10 63 . 5
2,80 1,12 0,09 51 6
2,00 0,90 0.07 48 8
1,70 0,80 0,05 46 10
1,40 0,71 0,05 44 12
1,18 0,63 0,04 43 14
1,00 056 0,03 4 16
Hm am % um
710 450 25 a7 22
600 400 21 36 25
500 315 18 38 30
425 280 15 36 36
355 224 13 38 44
300 200 15 36 52
250 160 13 37 €0
180 125 1 35 85
150 100 9.4 36 100
125 90 8.1 34 120
106 71 1.4 36 150
a0 63 6,6 35 170
75 50 6,1 36 200
63 45 53 34 240
53 36 48 35 300
45 32 48 34 350

* O nimero do tamis corresponde 3 classificacio da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT {1972).
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V.2.12. COR DE LIQUIDOS

A avaliagfo da cor de liquidos ¢ executada por
compara¢do da solugdo sob andlise — preparada
conforme instru¢des da monegrafia — e solugGes-
padrio de cor (SC). Tais solugBes encontram
emprego como referéncia para alguns formacos e
em testes de carbonizagfo com dcido sulfirico
especificados em diversas monografias.

O processo comparativo, salvo especificagio em
contrdrio, deve ser executado em tubos de ensaio
de vidro transparente e fundo chato, com didmetro
da ordem de 16mm, do tipo empregado em
ensaio-limite de impurezas. Os tubos devem ser
os mais uniformes possiveis.

Para a avaliagio, utilizar volumes de 10 ml
tanto para a amostra quanto para o padrdo,
assegurando altura aproximada de 50 mm para os
liquidos mos tubos. Observar os tubos transversal-
mente contra fundo branco, sob luz difusa. E
importante comparar as solugles mnas mesmas
condigtes, inclusive de temperatura (25 °C).

As solugbes-amostra s3o preparadas de modo a
apresentarem coloragio semelhante 2 da solugdo
de referéncia especificada.

PADROES BASICOS

As solugdes de referéncia de cor (SC) sfo
obtidas a partir de 3 solugbes bdsicas, a serem
preparadas e armazenadas em frascos herméticos.
Destas — com base na Tabela anexa, contendo
instrugbes de preparago de 20 solugBes-padrio de
cor (SC) designadas com as letras do alfabeto, de
A a T — preparar a solugfo ou solugdes especi-
ficadas para a comparagfo. Transferir os volumes
indicados (deixar a 4gua por 1ltimo) e homo-
geneizar diretamente nos tubos de comparagio.

Solugéo base de cloreto cobaltoso

Preparar mistura de 25 ml de dcido cloridrico ¢
975ml de 4gua. Dissolver 65g de cloreto de
cobalto(Ill) em aproximadamente 900 ml desta
mistura ¢ completar o volume para 1000 mi com
a mesma. Transferir, com auxilio de pipeta,
5 ml desta solugfio para frasco de iodo de 250 mi,
juntar 5ml de peréxido de hidrogénio SR ¢
15ml de hidréxido de s6dio 5 M. Ferver durante
10 minutos, resfriar e adicionar 2 g de iodeto de
potdssio e 20 ml de 4cido suifirice 0,26 M. Dissol-
ver com tiossulfato de sodio 0,1 M SV, juntando
3 mi de amido 81 como indicador. Corrigir o volu-
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me de titulante consumido por determinagfo em
branco. Cada ml de tiossulfato de sédio 0,1 M SV
equivale a 23,79 mg de CoCl, - 6H,0. Ajustar o
volume da solugdo adicionando quantidade sufi-
ciente de mistura de 4cido cloridrico e dgua para
obter solugdo contendo exatamente 59,5 mg de
CoCl, . 6H,0 por m! de solugdo.

Solugdo base de suifato ciprico

Preparar mistura de 25 ml de 4cido cloridrico
¢ 975 ml de 4gua. Dissolver 65 g de sulfato ciprico
(CuSO, - 5H,0) em 900ml desta mistura ¢
completar o volume para 1000 ml com a mesma
mistura. Transferir, com aux{lio de pipeta, 10 ml
desta solugio para frasco de iodo de 250ml,
juntar 40 ml de dgua, 4 ml de 4cido acético glacial,
3 g de iodeto de potéssio ¢ 5 ml de dcido clori-
drico. Titular o iodo liberado com tiossulfato
de s6dio 0,1 M SV, juntando 3 m! de amido SI
como indicador. Corrigir o volume de titulante con-
sumido por determinago em branco. Cada ml de
tiossulfato de sédio 0,1 M SV equivale a 24 97 mg
de CuSO, - SH,0. Ajustar o volume da solugio
adicionando quantidade suficiente de mistura de
4cido clorfdrico e 4gua para obter solugio con-
tendo exatamente 624 mg de CuSO, + 5H,0 por
ml de solugdo.

Solugdo base de cloreto férrico

Preparar mistura de 25 ml de dcido cloridrico
e 975ml de 4gua. Dissolver cerca de 55g de
cloreto férrico (FeCly . 6H,0) em aproximada-
mente 900 m! desta mistura e completar o volume
para 1000ml com a mesma mistura. Transferir,
com auxilic de pipeta, 10 ml desta solugio para
frasco de iodo de 250 ml, adicionar 15 m! de 4gua,
3 g de iodeto de potissio e 5 ml de dcido clori-
drico. Deixar em repouso durante 15 minutos.
Completar o volume da solugdo para 100 ml com
4gua ¢ titular o iodo liberado com tiossulfate de
sodio 0,1 M SV, juntando 3 m! de amido Sl como
indicador. Corrigir o volume de titulante consu-
mido por determinacfo embranco. Cada mi de tios-
sulfato de sédio 0,1 M SV equivale a 27,03 mg de
FeCl, - 6H, 0. Ajustar o volume da solugao adicio-
nando quantidade suficiente de mistura de 4cido
cloridrico e dgua para obter solugdo contendo
exatamente 450mg de FeCl,. 6H,0 por mi
de solugdo.
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Composi¢io das solughew padsdo de cor (SC)
Partes de
SC Solugdo base Solucdo base Solugho base
de clgreto de cloreto de sulfato Agua
cobaltoso férrico clprice

A 01 04 o1 4,4
B 0.3 0,9 03 8,58
Cc 0,1 0,6 0,1 4,2
D 0,3 06 04 37
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 31
H 0,2 1.5 0,0 33

! 0.4 2,2 01 2,3
J 04 3,5 0.1 1,0
K 0.5 45 0,0 0,0
L 08 38 0.1 03
M 01 20 01 28
N 0,0 4.9 0,1 0,0
0 0.1 48 0.1 0,0
P 0,2 04 0,1 4.3
Q 0,2 0.3 0.1 44
R 0,3 0.4 0.2 4.1
s 02 0,1 0,0 a7
T 0,5 05 0,4 3,6




v.2.13.

V.2.13. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

Espectrofotometria de absorgfo atomica desti-
na-se ao doseamento de quase todos os elementos
quimicos, 3 excecdo de gases raros, halogénios,
oxigénio, enxofre, nitrogénio, fésforo ¢ carbono.
E, pois, essencialmente método de alta sensibili-
dade para o doseamento de dtomos, jons ou com-
plexos ionicos de elementos metdlicos. Compreende
a medida da intensidade de luz absorvida em dado
comprimento de onda pelos dtomos na promogao
eletronica ao estado excitado, ao serem atomizados
em uma chama, Se o processo de absorgio ¢ efe-
tuadeem chamasob condigdes controladas e repro-
dutiveis, a absorvincia (logaritmo do inverso da
transmitincia) € proporcional ao niimero de &tomos
do elemento dosado, permitindo o estabelecimento
de- setas de calibragdo que, por sua vez, permitem
a determinagdo de concentragdes desconhecidas
em fungdo da absorvéncia observada.

Fquipamento

O espectrofotometro de absorgdo atdmica
consta de fonte emissora de luz, sistema de nebu-
lizagfo-combustfo e de sistema fotodetector.

A fonte emissora de tuz compreende limpada,
cujo elemento emissor € idéntico ao que se deseja
dosar. Assim, para a andlise de amostra de zinco,
por exemplo, emprega-se “limpada de catodo
oco” em que o catedo contém zinco. A aplicagio
de potencial aos eletrodos da lampada excita os
4tomos de zinco do catodo e estes, ao reverterem
a0 estado fundamental, emitem radiagdo precisa-
mente no comprimento de onda (linha espectral)
do zinco.

No sistema de nebulizagdo-combustio -
compreendendo atomizador e chama — o elemento
sob andlise € liberado no seu estado atdmico ou
elementar. A solugdo contendo a amostra ¢ intfo-
duzida na chama, geralmente alimentada com
mistura ar-hidrogénio ou ar-acetileno, esta dltima
permitindo temperaturas de chama da ordem de
2300 °C. Existem espectrofotdmetros de absorgio
em que - chama é substituida por forno de alta
temperatura. Tais equipamentos s3o mais eficien-
tes na redugio da amostra ao estado atémico
e, por conseguinte, mais sensiveis.

O sistema fotodetector, por sua vez, destina-se
3 leitura e quantificagfo da radiagdo incidente.
Compreende dispositivo Gptico de dispersio
(monocromador ou filtro), capaz de isolar a luz
no comprimento de onda da linha espectral do
elemento sob andlise, e detector propriamente
dito (fotomultiplicador) acoplado a instrumento
de leitura digital ou analégico.

A radiagfo interferente emitida pela chama
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pode ser eliminada por meio de modulagio da
fonte, o que significa empregar radiagio cuja
intensidade varia com determinada freqiéncia.
Dessa forma, o detector recebe dois tipos de
sinais; um sinal alternado, proveniente da fonte, €
um continuo, emitido pela chama. O sistema de
detecgfio reconhece apenas o sinal alternado,
ignorando o sinal continuo, nic modulado.

Solventes

O solvente ideal para a espectrofotometria de
absorgio atdmica interfere o menos possivel nos
processos de absorgdo e produz dtemos neutros
na chama. Se existir diferenca significativa de
tensdo superficial ou viscosidade entre solugio
amostra ¢ solugBes de referéncia, ocorrerdo varia-
¢Oes nas velocidades de aspiragio e nebulizagdo
e, em conseqiéncia, diferengas significativas nos
sinais produzidos. A acidez das solugBes também
influi sobre o processo de absorgdo. Dai a impor-
tancia de os solventes empregados no preparo da
solugfio-amostra e solugdes de referéncia serem os
mesmos ou, ao menos, os mais similares possfveis
com relagio a estes aspectos, devendo também
permitir 0 preparo de solugBes facilmente aspi-
réveis pelo tubo de alimentagio da chama. A
presenga de sélidos nas solugdes pode provocar
interferéncias, razfo pela qual recomenda-se
manter o seu nivel abaixo de 2%, sempre que
possivel.

OPERACAO

Para operar o espectrofotometro de absorgdo
atdmica, recomenda-se obedidncia s instrugbes
do fabricante. A calibragfo do aparelho € execu-
tada pela introdugdo de solvente (geralmente
dgua) na chama e acerto de 100% de transmitancia
(zero de absorvincia). Para a execugio da andlise,
h4 dois métodos, recomendando-se o primeiro,
salvo instrugdes em contririo.

Método I (Calibracio direta)

Preparar a0 menos trés solugies de referéncia
do elemento a ser dosado, abrangendo a faixa de
concentragoes recomendada pelo fabricante do
aparelho para o elemento sob andlise. Todos 05
reagentes empregados no preparo da solugdo-
amostra devem ser igualmente inclufdos, nas
mesmas concentragGes, as solugdes de referéncia.
Apos a calibragio do aparclho com solvente,
conforme indicado acima, introduzir na chama,
trés vezes, cada uma das soluges de referéncia
e, apos estabilizagfo da leitura, registrar o resul-
tado, lavando o nebulizador-combustor com dgua
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ap6s cada operagio de introdugdo. Tragar curva
de calibragfo plotando a média de absorvancias
(ou transmitincias) de cada grupo de trés leituras
¢om a respectiva concentragdo. Preparar a solugio
da substincia a ser dosada conforme indicado na
monografia, ajustando sua concentragdo para que
esta fique situada dentro da faixa de concentragdes
das solugBes de referéncia. Introduzir a referida
solugfio amostra na chama, registrar a leitura e
lavar o nebulizador-combustor com dgua. Repetir
esta seqiléncia duas vezes e, adotando a média das
trés leituras, determinar a concentragdo do ele-
mento pela curva de calibragdo.

Meétodo 11 (Adigdo padrio)

Adicionar a cada um de, a0 menos, trés bales
volumétricos similares, volumes iguais de solugdo

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAQ ATOMICA

da substancia a ser dosada, preparada conforme
indicado na monografia. Juntar a todos os baldes,
com exce¢do de um, volumes medidos da solugsio
de referéncia especificada, de modo a obter uma
série de solugdes contendo quantidades crescentes
do elemento sob andlise. Diluir convenientemente
o volume de cada baldo com 4gua. Ap0s calibrar
o espectrofotdmetro com dgua, como indicado
acima, registrar tés vezes as leituras de cada
solugdo. Transferir os resultados das leituras de
absorvanciz (ou transmitdncia) e as concentragdes
correspondentes para grifico cujos eixos inter-
ceptemn em zero de elemento adicionado e zero
de leitura. Extrapolar a linha reta que une os
pontos até a interceptagfo do eixo de concen-
tragdes. A distincia entre este ponto e a inter-
seceo dos eixos representa a concentragio do
elemento dosado na solugdo amostra,
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V.2.14. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORGCAO NO
ULTRAVIOLETA, VIS{VEL E INFRAVERMELHO

Quando a energia cletromagnética luminosa
atravessa uma solugfo contendo 4tomos e molécu-
las, parte desta radiagSo ¢ absorvida ¢ o restante ¢
transmitido. A radiagdo absorvida, por sua vez,
depende da quantidade de moléculas presente
(vale dizer, da concentragio da solugdc) ¢ da
estrutura  destas moléculas. Ao estudo desta
dependéncia entre dtomos e moléculas de substan-
cias ¢ a natureza e quantidade de radiagdo eletro-
magnética absorvida por elas denomina-se espectro-
fotometria de absorgfio.

De acordo com a peculiaridade da técnica e
equipamentos e, principalmente, o intervalo de
freqiiéncia da energia eletromagnética aplicada, a
espectrofotometria de absorgio enquadra-se nas
regides ultravioleta, visfvel ou infravermelho do
espectro da, luz. Espectrofotometria de absorgdo
atbmica também ¢ inclufda na categoria.

E utilizada como técnica de identificacdo e
quantificagfo das substancias farmacopéicas.

RADIAGAO ELETROMAGNETICA

Radiagfo eletromagnética consiste de energia
propagada na forma de ondas, Como tal, apresenta
comprimento de onda caracteristico (a distancia
linear entre dois pontos correspondentes locali-
zados sobre duas ondas adjacentes). Na regido
luminosa do espectro eletromagnético, o compri-
mento de onda, A {lambda), é geralmente especi-
ficado em nanBmetros, nm, correspondendo a
unidade 2 10°°m e, mais raramente, em micro-
metros, um (107 m) ou em angstrons A (107%m).

As faixas de comprimento de onda de energia
eletromagnética de interesse para a espectrofoto-
metria de absorgdo sio as seguintes:

Regido Faixa da eomprimento de onde
ultravioleta distante 100 - 200nm
ultravioleta 200- 380 nm
visfvel 380— 780nm
infravermalho proximo 780 — 3.000 nm
infravermeiho 30— 15um
infravermelho distante 15— 300 um

Outras formas de caracterizagdo das ondas
eletromagnéticas so o nimero de onda, % corres-

pondendo ao nimero de ondas por cm (P(gp-1) =
= 1/7\(‘1.“)) ¢ freqiiéncia, v (nu), nimero de ciclos
completos irradiados por segundo, especificada
em Hertz (1 Hz = 1 ciclofs).

A energia eletromagnética ¢ melhor compre-
endida se considerada fluxo de particulas denomi-
nadas f6tons {ou quanta). Cada féton contém
determinada energia cuja magnitude é proporcional
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A freqiéncia (E=hv, em que h corresponde &
constante universal de Planck), vale dizer, inversa-
mente proporcional ao comptimento de onda
(v=c/A, em que ¢ corresponde 2 velocidade daluz).

INTERACAQ ENERGIA-MATERIA

Moléculas, que constituem a matéria, também
sfo dotadas de cnergia, sendo esta relacionada 4
sua capacidade de movimento. Participam da
energia total da molécula a energia derivada de
translagio (energia translacional, devida 3 movi-
mentagio da molécula como um tedo); de vibra-
¢Go (energia vibracional, devida ao movimento
relativo de 4tomos ou grupos de dtomos consti-
tuintes da molécula); de rotagdo (energia rota-
cional, devida 2 rotagdo da molécula em torno
de um eixo) e, finalmente, a energia eletronica,
gerada pela configuragfio de elétrons na molécula.
Destes quatro componentes, apenas a energia
translacional nfo se relaciona com fendmenos
espectrofotométricos.

Admite-s¢ que moléculas podem absorver
energia, elevando scu estado energético. Tal
elevagio, contudo, nfo € de natureza continua;
realizase necessariamente em etapas (degraus)
levando 2s chamadas transigBes energéticas do
estado fundamental para outros, mais altos.
Transigbes na energia eletrdnica s3o caracte-
risticas da regifo ultravioleta e visivel enquanto
as energias vibracional e rotacional ccorrem na
regifo infravermelho do espectro.

As transicGes eletronicas ocorrem em porgdes
da molécula denominadas croméforos, caracte-
rizados principalmente por insaturacdes e grupos
carbondlicos. Compreendem promogGes de elé-
trons de orbitais moleculares ccupados, geralmente
o e = ligantes ¢ nfo ligantes, para os orbitais de
energia imediatamente superiores, antiligantes
7* ou o* (orbitais antiligantes sdo representados
cOm asteriscos).

Na regido do infravermelho ocorrem transigoes
de energia vibracional por ser a radiagdo nesta
regifo insuficientemente energética para promover
transigdes eletronicas. As vibragDes induzidas por
radiaggo infravermelha compreendem estiramentos
e ftensionamentos de ligagBes inter-atémicas
(simétricos e assimétricos) ¢ modificagdes de
fngulos de ligagBes (vibragtes de deformagdo no
plano ¢ fora do plano).

USOS QUANTITATIVOS DA .
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAQ

A andlise espectrofotométrica quantitativa tem
como principio” a relagdo proporcional existente
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entre 2 quantidade de luz absorvida e a concen-
tragfio da solugfo da substéncia.

Considerada uma solugfo difuida de substéncia
capaz de absorver luz de dado comprimento de
onda (luz monocromitica) em solvente transpa-
rente (nfo absorvente neste comprimento de
onda), verifica-se que o decréscimo na intensidade
da luz ac atravessar a solugio ¢ diretamente
proporcional 2 intensidade da radiagfo incidente,
2 concentragio da substincia absorvente e A
espessura da camada de solugdo (distancia percor-
rida pela luz na solugo).

Estabelecido ainda o conceito de transmiténcia,
T, como quociente entre a intensidade de radiagio
transmitida pela solugdo, 1, e a intensidade da
radiagdo incidente, I, teremos para o principio
do pardgrafo anterior — 4 lei de Beer - a seguinte
formulagfio:

log (I,/T) = A = kbe
em que

A = absorvincia, logaritmo do inverso da trans-

mitancia (4 = 10 1/T), antigamente conhe-
cida por densidade Gptica ou extingdo,

k = constante de proporcionalidade, caracteris-
tica do soluto (substincia absorvente de
radiagdo),

b = distincia percorrida pela luz na solugio
(espessura),

e = concentragfo da solugfo.

Quando a concentragio, ¢, € expressa em
mol/fl & a espessura, b, em centimetros, a equagioc
torna-se:

A = €be

em que € (épsilon) corresponde i absortividade
molar (antigamente, coeficiente de extingfio
molar). Se, por outro lado, a concentragdo, ¢, for
expressa em g/litro temos:

A = abe
em que a corresponde 3 absortividade, relacionada
com a absortividade molar pela igualdade e = aM,
em que M € o peso molecular da substancia.

A intensidede da absorgio de luz ultravioleta
por substincias cromoforas é, em geral, expressa
como absortividade molar, nas condigdes de
mixima absorgIo, ep,,. Se © peso molecular da
substincia ndo for conhecido, & possivel expressar
a intensidade de absorgfo pela equagio

gl%

1cm

= Afbc

em que E{’gm corresponde & absorvinciz de

'soluqﬁo a 1% da substincia quando o caminho
Optico (distdncia percotrida pela luz na solugdo)
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¢ lcm, ou seja, quando se empregam cubetas
espectrofotométricas com espessura de 1 cm.

A proporcionalidade entre absorvancia e
concentragdo prevista na lei de Beer €, por vezes,
desobedecida. Desvios de proporcionalidade devem-
se principalmente a alteragdes de concentragio de
solutos por causa de associagOes entre moléculas
de soluto ou moléculas de soluto e solvente ou
ainda pela ocorréncia de dissociagbes ou ioni-
zagbes. Outra causa possivel para desvios € a
chamada radiagdo policromdtica (falta de mono-
cromaticidade da radiagfo incidente).

Desvios reais da lei de Beer — insignificantes a
concentragdes até 0,01 M — podem ocorrer em
fungio de a constante da lei estar relacionada ndo
apenas i absortividade mas também ao indice de
refragfo. Outrossim, quando a concentragio do
soluto ¢ elevada, pode ocorrer alteragfo na distri-
buigdo de carga das particulas de soluto, modi-
ficando sua absorgfo em dado comprimento
de onda.

EQUIPAMENTO ESPECTROFOTOMETRICO

Espectrofotdmetros s@o dotados fundamentai-
mente de (1) fonte de luz (&mpada de tungsténio
paraluz visivel € de hidrogénio ou deutério para luz
ultravioleta); (2) dispositivo monocromador com-
preendendo filtro {colorimetros e espectrocolori-
metros) ou dispersor de luz (prisma ou, mais
freqiientemente, grade de difragiio) equipado com
seletor de comprimento de onda; (3) comparti-
mento de cubetas, para inser¢gdo de solugSes de
amostras no feixe de luz monocromidtica e (4)
fotodetector associado a conversor-amplificador e
instrumento para medida da luz transmitida pela
amostra (analégico ou digital).

Espectrofotdmetros podem dispor de registrado-
res grificos que permitem a obtengio de espectros
de absergfo. Tal recurso ¢ importante para fins de
identificagfo; em espectrofotdmetros de infraver-
melho é quesito indispensdvel ¢ em aparelhos de
ultravioleta e visivel permite, a par de eventual
caracterizagdo da substincia, a determinagdo
simplificada de parametros como o5 comprimentos
de onda de absorgdo méxima e minima (Mmax €
A TeSpectivamente). O primeiro é usualmente o
escolhido para a determinagfo quantitativa da
substancia em andlise. .

Espectrofotdmetros adequados 2 elaboragio de
espectros sio dotados de mecanismo de feixe
duplo em lugar do mais tradicional feixe tnico.
Permitem que amostra e “branco” (solvente
empregado no preparo da solugfo de amostra,
necessdrio ao acerto do zero de absorvincia ou
100% de transmitincia da escala do instrumento
do espectrofotdmetro) sejam lidos simultinea e
continuamente, assegurando manutengfo da cali-
bragio de zero ao longo da varredura de compri-
mentos de onda. Aparelhos de feixe Ginico exigem
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ajuste inicial do zero, sendo este vdlido apenas no
comprimento de onda selecionado para a leitura.

As cubetas utilizadas para as solugGes espectro-
fotométricas apresentam janelas para passagem da
luz incidente e transmitida de material trans-
parente 3 radiagio empregada. Na regifo do
visivel empregam-se cubetas de silica enquanto o
ultravicleta requer cubetas de quartzo. No infra-
vermelho sfio necessdrias celas de NaCl, KBr, LiF,
CaF;, entre outros sais. E fundamental que as
cubetas — normalmente com espessura de 1cm
(tolerincia de 0,005 cm) — sejam as mais idénticas
possiveis, vale dizer, apresentem a mesma transmi-
tincia espectral quando preenchidas com o mesmo
solvente, As cubetas devem ser manipuladas com
cautela, evitandose tocd-las na superficie das
janelas, e lavadas com sclugOes de detergentes
suaves, enxaguadas com dgua destilada e, a seguir,
com solvente orginico voldtil, que nic deixe
resfduo ao evaporar.

CALIBRAGAO DE ESPECTROFOTOMETROS

A calibragfo dos aparclhos deve ser realizada
perodicamente. A escala de comprimentos de
onda pode ser calibrada empregando-se determi-
nadas fontes de luz que apresentem raias espectrais
de intensidade conveniente, distribuidas de maneira
adequada na regido do espectro a ser verificada.
Os valores exatos das posigBes das linhas caracte-
tisticas da 1impada de quartzo de arco de mercirio
s30 os seguintes; 253,70;302,25;313,16; 334,15,
365,48; 404,66 & 453,83 nm. A escala de compri-
mentos de onda também pode ser testada por
meio de filtros de vidro adequados, que apresen-
tam bandas de absor¢@o na regido do visivel e do
ultravioleta. SFo bastante utilizados os filtros-
padrfo de vidro contendo didfmio — mistura de
praseodimio e neodfmio — ou hélmio.

Os valores exatos para a posigfo das raias
caracterfsticas dos filtros de vidro contendo
hélmio sfo os seguintes: 241,5+1; 287,51,
3609+1 e 536,213 nm. A escala de compri-
mentos de onda pode, opcionalmente, ser cali-
brada com solugfio de perclorato de h6lmio SR,
que apresenta as seguintes absorgBes caracterfs-
ticas: 241,2; 278,2; 361,5 ¢ 536,3 nm. As tole-
rincias admissiveis sfo de 1nm na regio do
ultravioleta e de + 3 nm na regifio do vis{vel.

A calibragfo da escala de comprimento de onda
em espectrofotdmetros de infravermelho € efe-
tuada mediante conferéncia dos picos de absorgdo
de poliestireno (filme), diéxido de carbono,
vapor de 4gua ou ambnia.

A escala de absorvincia, por sua vez, pode ser
calibrada empregando-se solu¢fio de dicromato de
potdssio, grau espectrofotométrico. Os valores de
absortividade especifica e a tolerincia méxima
para os comprimentos de onda correspondentes
sf0 os seguintes:

F. BRAS. IV, 1988

1%

ANnm) E 1 em faixa sdmissivel
235 1245 12298 126,2
257 1440 132,48 145,77
313 486 470a 50,3
350 106,6 104,92 108,2

IDENTIFICACAQ POR ESPECTROFOTOMETRIA
NO ULTRAVIOLETA

Diversas monografias incluem espectros de
absorgfio no ultravioleta como prova de identifi-
cagfo. Nestes casos, havers especificagio da
extensfo de varredura, solvente, concentragio da
solugio e espessura da cubeta a empregar. Alguns
farmacos requerem o uso de padres de referéncia.
Nestes casos, fica subentendido que as leituras de
padrio e amostra sfo efetuadas simultaneamente
(em sucessio imediata) e em condigBes idénticas
quanto a comprimento de onda, largura de fenda,
posicdo das cubetas etc.

O preparo das solugbes-padrio em geral com-
preende & elaboragio de solugdes com até 10%
de tolerincia na concentragfo especificada. Entre-
tanto, cabe corrigir exataménte a concentragdo
com base na tomada de ensaio. Se o padrio de
referéncia utilizado nfo tiver sido prevismente
dessecado, calcular a absortividade com base na
conocentragio da substincia anidra.

DETERMINAGOES QUANTITATIVAS NO
ULTRAVIOLETA E NO VISIVEL

Doscamentos espectrofotométricos na regido
ultravioleta em geral requerem comparagio da
absorvincia da solugiio de amostra — preparada na
concentragio especificada na monografia — com
padrdes de concentragio conhecida. Procede-se
inicialmente 3 leitura das solugBes-padrio e, em
seguida, 4 da amostra, com o menor intervalo de
tempo possivel entre as duas etapas ¢ em condi-
¢3es experimentais idénticas.

As solugbes de referéncia sio preparadas a
partir dos Padroes de Referéncia de forma similar
3 descrita na ‘“Identificagfo por espectrafoto-
metria no uitravioleta”.

Quando os doseamentos forem executados com
elevada fregiiéncia, ¢ dispensdvel o emprego de
padrSes de referéncia para cada determinagdo.
Nestes casos, é admissfvel recorrer a curvas de
calibragiio — gréficos de absorvincia versus con-
centragdo — preparadas pela leitura em compri-
mento de onda de absorvancia méxima (A,,,) de
solugdes de concentragfo crescente de padrbes
de referéncia. A determinagfo da concentragiio
da solugdo-amostra é entdo obtida por interpo-
lagfo. A restrigo a este procedimento reside na
ocorréncia de desvios da lei de Beer, tornando-o
recomenddvel somente quandc a manutengdo
da proporcionalidade for confirmada dentro do
intervalo de 75-125% da concentragfo de trabalho
(solugo-amostra). Curvas de calibragio devem ser
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conferidas com freqiiéncia, em especial se o
espectrofotdmetro empregado nio for o rotineiro
ou quando os reagentes tiverem sido preparados a
partir de lotes novos. Em caso de duvida, recorrer
3 técnica primdria de comparagio direta com
padrées de referéncia.

Doseamentos colorimétricos (na regido visivel
do espectro eletromagnético) seguem o mesmo
esquema dos doseamentos na regido do ultravio-
leta, inclusive o referente a curvas de calibrago.
Admite-se, contudo, maior tolerdncia quanto aos
comprimentos de onda de absor¢io mdxima
(Amax) especificados na monografia em relagio
aos observados experimentalmente. Recomenda-se
que a determinagdo quantitativa seja efetuada no
Anax Observado quando este ndo diferir em mais
de *#0,5nm (200 ¢ 280nm); +2nm (280 e
320 nm); e * 5 nm (320 e 780 nm) em relagfio ao
valor especificado na monografia. Desvios mais
pronunciados tornam necessdria a recalibragio
do espectrofotdometro.

O cdleulo para determinagfo de concentragdo
da solugdo-amostra em referéncia  solugdo-padrdo
baseia-se na equagdo da lei de Beer, igualmente
vdlida para ambas:

Ap = abCp
Ay = abCy

em que A, e Cp representam, respectivamente,
absorvincia ¢ concentragio da solugio-padrio e
A, eCy, absorvincia e concentragio da solugo-
amostra. Se as concentragdes S0 expressas na
mesma unidade e as cubetas ndo diferem nas
dimensdes, absortividade, 2, ¢ caminho dptico,
b, assumem o mesmo valor nas duas equagdes, que
podem, portanto, ser combinadas:

Ca = Cp (Ag/Ap)

IDENTIFICACAQ POR ESPECTROFOTOMETRIA
NO INFRAVERMELHO

Capaz de diferenciar substincias por menores
que sejam as diferengas estruturais (salvo isémeros
Gpticos), a espectrofotometria no infravermelho é
ensaio de identificagio por exceléncia. Algumas
monografias especificam a execugfo de espectros
para comparagio com espectros de referéncia.
Como opglo — havendo disponibilidade de Padrio
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de Referéncia — pode-se efetuar os dois espectros
simultaneamente {padrfo e amostra) para compa-
ragao por superposicio.

Pequenas quantidades de impurezas nio afetam
significativamente o espectro, mas alguns fatores,
como polimorfismo, variagido no tamanho e
orientagio dos cristais, técnica de ftrituragdo e
formagdo de hidratos, ppdem originar diferengas.

Das trés regides de infravermelho do espectro
eletromagnético, a regifio intermedidria (3,0 a
15,0 #gm) é mais empregada para fins de identi-
ficagsio. Nesta regido do espectro, tetracloreto de
carbono & praticamente transparente (em peliculas
de até 1 mm de espessura) entre 4000 e 1700 cm™*
(2,5 a 6 ym). Alternativas usuais sfo o cloroférmio,
o diclorometano ¢ o dibromoetano. Dissulfeto de
carbono ¢ adequado como solvente até 250 cm™!
(40 um), exceto nas zonas de 2400-2000 cm™!
(4,2-5,0 #gm) e 1800-1300 cm™" (5,5-7,5 um), em
que apresenta forte absor¢fo.

Oleo mineral — que absorve nas regides entre
3000-2800cm™ e 1500-1350cm™ — é alterativa
freqilente aos solventes orginicos. Disperstes da
amostra no 6leo sdo preparadas triturando-se cerca
de 2 a 5mg de substincia com quantidade sufi-
ciente de 6leo para se obter pasta fina e cremosa,
que ¢ intercalada, para leitura, entre duas placas
de cloreto de sédio ou de outro sal apropriado.
Igualmente aceita ¢ 2 preparagdo de pastilhas de
haletos de potdssio. A amostra solida (1 a 1,5 mg)
¢ triturada com cerca de 300 mg de sal (geralmente
brometo de potdssio, grau espectrofotométrico,
seco e bem pulverizado) e a mistura, homogénea,
¢ introduzida em molde e comprimida a vécuo.
Forma.se disco, que, fixado em suporie apro-
priado, é submetido 4 leitura.

Amostra e substincia de referéncia, quando for
o caso, devem ser preparadas simultancamente, em
condigGes idénticas. Consideram:-se aceitdveis espec-
tros em que os picos de absor¢do mdxima apresen-
tem transmitdncia entre 5 e 25%. Se o espectro da
substincia analisada apresentar alguma diferenca
em relagdo ao espectro de referéncia, cabe dissolver
iguais porgBes de ambas as substancias (ou somente
a amostra se a comparagfo estiver sendo feita em
relagdo aos espectros de referéncia em solvente
apropriado, evaporar as solugBes até secura sob
as mesmas condigBes e repetir a execugfo dos
espectros com os residuos. Se a diferenga notada
for devida a polimorfismo, deixard de existir.

O
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V.2.15. ESPECTROFOTOMETRIA DE FLUORESCENCIA

Algumas substdncias podem ser analisadas com
maior sensibilidade e especificidade por meio de
métodos fluerométricos do que por outras técnicas
espectrofotométricas. A espectrofotometria de
fluorescéncia, ou espectrofiuorimetria, compreende
a medida da fluorescéncia emitida quando estas
substancias — ditas fluorescentes — sio expostas a
radiagfo ultravioleta, visivel ou outras também de
natureza eletromagnética. Tais radiagbes promo-
vem a excitagio de elétrons da molécula para
nifveis energéticos mais elevados. Apds curta
permanéncia no estado excitado — cerca de
1078 2 10™* segundos — os elétrons revertem a0
estado fundamental por meio de processo nio
radiativo, denominado desativagio por colisdo,
aliado a processo radiativo chamado luminescéncia
(fluorescéncia ou fosforescéncia), ao contréric do
que ocofre com a maijoria das substincias em que
a reversfio nZo compreende emissdo de luz. Na
desativagio por colisfo, a energia se perde como
calor nos chogques entre as moléculas. No processo
radiante, o excesso de energia é reemitido com
intensidade méxima em comprimento de onda
maior (em 20 a 30 nm} que o da radiagdo excita-
téria absorvida devido A perda energética compre-
endida no processo.

Sendo de natureza fluorescente, a radiago
emitida pela substincia cessa quando a fonte de
energia € retirada e esta caracteristica a distingue
da fosforescéncia, que prossegue por algum tempo
apés o término da excitagio.

A intensidade da luz emitida por uma solucdo
fluorescente 6, em determinadas condigdes,
proporcional 3 concentragdo do soluto ¢, em
consegiiéncia, aproveitdvel para fins analfticos.
Nio sendo praticdvel a determinagio abscluta da
intensidade de fluorescéncia, recorre-se a deter-
minagGes referenciadas a solugBes-padrio. O
fundamento da espectrofluorescéncia consiste,
pois, em excitar a substéncia com radiagio no
comprimento de onda de mdxima absorgdo e
medir comparativamente a intensidade da luz
fluorescente emitida frente a um padrio.

DEFINIGOES

Intensidade de fluorescéncia — Expressio
empfrica da atividade fluorescente, em unidades
arbitrérias proporcionais 4 resposta do detector.

Espectro de excitagio de fluorescéncia -
Representagfo grifica do espectro de ativagHo,
apresentando a intensidade da radiagfo emitida
por substincia ativada (ordenada) e o compri-
mento de onda da radiagfo incidente excitatéria
(abcissa).

F. BRAS. TV, 1988

Espectro de emissfo de fluorescéncia — Repre-
sentagio prafica da distribuiglo espectral da
radiagfo emitida por substincia ativada, apresen-
tando a intensidade da radiagdo emitida como
ordenada e o comprimentc de onda como
abeissa.

.

APARELHO

A determinagfo da intensidade de fluorescéncia
pode ser efetuada em simples fluorimetro de
filtro (fluordmetro), em espectrofotdmetros de
absorgdo adaptados ou em espectrofotdmetro de
fluorescéncia (espectrofluorimetro).

O fluorfmetro de filtro compreende fonte de
luz, filtro primério, cimarz de amostra, filtro
secunddrio e sistema de detecgfo. Nos fluori-
metros deste tipo, o detector encontra-se disposto
a 90° em relago 3 luz incidente. Tal disposicdo
em fngulo reto permite que a luz incidente atra-
vesse a solugio da amostra sem interferir com o
sinal fluorescente captado pelo detector. Claro
estd que tal mecanismo nfo impede que parte da
luz difusa atinja o detector devido 2s proprie-
dades difusoras inerentes 2s solugdes ou em
fungio da presenca de particulas sélidas suspensas.
Esta dispersio residual é controlada com emprego
de filtros. O filtro primdrio seleciona a radiagio
de comprimento de onda apropriado & excitagio
da amostra enquanto o filtro secunddrio seleciona
a radiagfo fiuorescente de comprimento de onda
maior, bloqueando o acesso da radiagio dispersa
ao detector.

Em sua maioria, os detectores de fluorfmetros
de filtro sfo equipedos com valvulas fotomultipli-
cadoras, havendo, contudo, diferengas entre tipos
de equipamentos quanto 3 regido espectral de
méxima sensibilidade. Amplificada a corrente
elétrica gerada no fotomultiplicador, obtém-se
leitura correspondente em instrumento analégico
ou digital.

Espectrofotdmetros de fluorescéncia, por sua
vez, diferenciam-se de fluorfmetros por ndo
disporem de filtros e sim de menocromadores de
prisma ou de grade de difragdo, proporcionando a
esperada superioridade em seletividade de compri-
mento de onda e flexibilidade.

Tanto fluorfmetros como espectrofotdmetros
de fluorescéncia permitem emprego de diversas
fontes de luz. Limpadas de mercirio ou tungsté-
nio, embora comuns, s3o substitufdas com vanta-
gem pela limpada de arco de xendnio 4 alta
pressfio, pois esta proporciona, zo contririo das
demais, espectro contfnuo desde o ultravioleta
até o infravermelho. De qualquer forma, a radiagdo
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é muito intensa e no deve jamais ser observada
com os olhos desprotegidos, sob risco de lesdes
permanentes.

Os monocromadores, por sua vez, dispSem de
ajuste de largura de fenda. Fendas estreitas propi-
ciam maior resolugfo e pureza espectral enquanto
fendas largas asseguram maior intensidade de luz
em detrimento destas caracteristicas. A largura de
fenda a ser adotada ¢ fungZo da diferenga entre
os comprimentos de onda da luz incidente e
emitida, assim como do nfvel de sensibilidade
necessdrio 3 andise,

A cimara de amostra geralmente permite uso
de tubos redondos e cubetas quadradas, do tipo
empregado em espectrofotometria de absorgdo,
salvo pela necessidade de as quatro paredes ver-
ticais serem polidas. Volumes de amostra da ordem
de 2 a2 3 ml sfo adequados embora alguns instru-
mentos possam estar dotados de cubetas pequenas,
com capacidade para 0,1 a 0,3ml ou ainda de
suportes para capilares que requerem volumes
ainda menores.

CALIBRACAO DO APARELHO

Fluorimetros e espectrofluorimetros devem ser
calibrados com substancias fluoréforas estéveis de
modo a assegurar resultados reprodutiveis. As
variagoes sfo, em geral, devidas a alteragSes na
intensidade das limpadas ou na sensibilidade do
fotomultiplicador. O fluoréforo pode ser amostra
pura da substincia a analisar ou qualquer outra
substdncia fluorescente de ficil purificagdo, cujos
comprimentos de onda de absorgo e fluorescéncia
sejam semelhantes aos da substincia em andlise.
Quinina em 4cido sulfirico 0,05M € padrio
adequado para fluorescéncia azul; fluoresceina em
hidréxido de sédio 0,1 M € apropriada para
fluorescéncia verde e rodamina é fluoroforo de
escolha na fluorescéncia vermelha.

A escala de comprimentos de onda do espectro-

fotdmetrn de flugrescédncia também reauer cali.
otometre 4¢ flugresgindcia tamdim requer cal

bragfo periddica.

PREPARO DAS SOLUCOES

A escolha do solvente utilizado na preparagio
de solugoes fluorescentes requer precaugdes.
Natureza, pureza ¢ pH do solvente sfo parimetros
relevantes na intensidade e distribuigio espectral
da fluorescéncia. Em conseqiéncia, é recomen-
ddvel ater-se a0 volume especificado em métodos
estabelecidos. Muitas substincias apresentam flue-
rescéncia em solventes orginicos, mas sfo prati-
camente nfo fluorescentes quando dissolvidas em
dgua. Assim, cabe a experimentagdo em diversos
solventes para determinar a propriedade fluores-
cente de uma substancia.

ESPECTROFQTOMETRIA DE FLUORESCENCIA

SolugBes destinadas 2 espectrofotometria de
fluorescéncia sdo 10 a 100 vezes menos concen-
tradas que as empregadas em espectrofotometria
de absorgdo. Para fins quantitativos, ¢ fundamental
que a intensidade da fluorescéncia guarde relagdo
linear com a concentragio da amostra dentro de
limites compativeis com a técnica. Se a solugio
for muito concentrada, parte significativa da luz
incidente serd absorvida na periferia da cubeta
e menor serd a quantidade de radiagfic a alcangar a
regido central, Isto significa que a prépria substincia
atuard como “filtro interno”. Todavia, tal fend-
meno é raro, considerando-se que a espectrofo-
tometria de fluorescéncia € técnica de elevada
sensibilidade, permitindo o emprego de solugBes
de concentragdes da ordem de 1075 2 10°7 M.

Devido aos limites de concentragfo usualmente
estreitos nos quais a fluorescéncia ¢ proporcional
2 concentragio da substancia, tem-se como regra a
obediéncia A relagio (c-d)/(a-b) = 0,40 a 2,50.
Nesta, @ ¢ a intensidade de flucrescéncia da solugdo
de referéncia; b, a intensidade do branco corres-
pondente; ¢, a intensidade da solugfo-amostra e
d, a intensidade do branco comrespondente.

As determinagdes de fluorescéncia s3o senstveis
4 presenga de part{culas solidas nas solugBes. Tais
impurezas reduzem a intensidade do feixe inci-
dente, produzindo falsas leituras elevadas devido
a reflexdes maltiplas na cubeta. E, portanto,
necessdrio eliminar estes sélidos por centrifugagao
ou filtragem antes da leitura, tendo em mente,
contudo, que alguns papéis de filtro podem
conter impurezas fluorescentes.

A presenga de oxigénio dissolvido no solvente
exerce efeito atenuador sobre a intensidade da
fluorescéncia e cabe elimind-lo usando, por exem-
plo, passagem de corrente de nitrogénio, hélio ou
qualquer gds inerte na solugde, previamente
A leitura.

Controle de temperatura também ¢ relevante.
Em algumas substincias, a emissdo fluorescente
pode cair de 1 a 2% por grau de temperatura
aumentado. Dai — se o objetivo for mdxima
precis@o — ser recomendado emprego de cubetas
termostatizadas. Entretanto, para andlise de
rotina, nfo hd necessidade deste recurso desde que
as determinagBes sejam realizadas com rapidez
suficiente para e¢vitar aquecimento devido 2
exposi¢do da solugfo 4 luz intensa.

Algumas substancias fluorescentes sio sensiveis
3 luz e, quando expostas i radiagio luminosa
intensa deo espectrofotémetro de fluorescéncia,
podem se decompor em produtos mais ou menos
fluorescentes. Tal efeito pode ser detectado
observande-se a resposta do detector em relagio
ao tempo e atenuado com a redugdo da intensi-
dade luminosa incidente pela utilizagdo de filtros.

O
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V.2.16. TURBIDIMETRIA E NEFELOMETRIA

Turbidimetria e nefelometria — variantes de
espectrofotometria — destinam-se 2 avaliagfo
quantitativa de substincias em fungio da turbidez
de suas suspensdes, proporcional a seu poder de
difragfo sobre luz incidente (efeito Tyndail).

Na turbidimetria, também conhecida por
opacimetria, mede-se a intensidade da luz trans-
mitida no mesmo sentido de diregdo da luz inci-
dente. Embora haja turbidimetros — destinados
especificamente 2 aplicagdo —, colorfmetros e
espectrofotdmetros convencionais sio satisfatérios
2 medida da luz transmitida desde que ajustados
para comprimento de onda apropriado.

A nefelometria (ou difusimetria), por sua vez,
compreende 2 medida da intensidade de luz
difundida (refletida) pelas particulas em suspenséo,
em dngulo reto ao feixe de luz incidente. Mais
uma vez, a par de nefeldmetres, é possivel empre-
garse colorfmetros e espectrofotdmetros na
medida nefelométrica. Para tanto, cabe modificd-los
de forma a permitir a captagdo perpendicular a0
ingulo da luz incidente, seja por transferéncia da
fonte de luz, seja por alteragfo de posigdo do
fotossensor. Fluorimetros — a exemplo de nefe-
1ometros — destinam-se 4 medida de luz dispersa
(posicionamento do fotossensor em angulo de
90° em relaglio 2 luz incidente), sendo, portanto,
compativeis com a nefelometria. Color{metros e
espectrofotdmetros comerciais fregiientemente
dispBem de acessorios para adaptagao dos instru-
mentos & medida nefelométrica.

Turbidéncia

Turbidéncia {8) — em analogia & transmitincia
(T), definida em V.2.14 — ¢ a expressio oficial
de dispersio da luz produzida por particulas
suspensas. E determindvel por turbidimetria ou
nefelometria, correspondendo 2 equagio

P, bd®
= Tk Eoe ©
em que
P, = intensidade da radiagfio incidente,

intensidade da radiagfio transmitida,
espessura da camada de amostra (cubeta),
= concentragio da amostra,

difmetro médio das particulas,

= comprimento de onda,

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

x> a 0w v
n
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Uma suspensfo avaliada em dado instrumento,
sob luz monocromdtica, apresenta turbidincia
que cormresponde ao produto da concentragio C
por uma constante de proporcionalidade k, que
combina os demais parimetros da equagio acima.
Tem-se, portanto, S = k-C, expressio da lei de
Lambert-Beer, permitindo que procedimentos
turbidimétricos e nefelométricos sejam andlogos
aos adotados em espectrofotometria. E, contudo,
relevante observar gue a proporcionalidade s6 €
verdadeira para suspensGes muito dilufdas, pois
reflexBes secunddrias provocam excessivo desvio
de linearidade quando o ntmero de particulas
em suspensdo ultrapassa determinado limite.

Outra fonte de erro em medidas turbidimétricas
e nefelométricas € a decantagio das particulas em
suspensdo. Tal ocorréncia pode ser minimizada
com o aumento da viscosidade, com a incorpo-
rago de coldide protetor — gelatina, goma ardbica
ou amido — ao meio lfquido da suspensdo.

Procedimento

O procedimento bdsico para o emprego de
técnicas turbidimétricas ou nefelométricas obedece
aos principios da metodologia espectrofotométrica,
compreendendo elaboragdo de reta de calibragio
com suspensBes de concentragio conhecida. Na
prética, & permissivel a plotagem contra valores de
transmitdncia em vez de turbidéncia.

As etapas de procedimento compreendem, em
resumo: (1) ajustar o instrumento no compri-
mento de onda especificado na monografia (para
colorfmetros, na falta de especificagdo, empregar
filtro que fornega luz na faixa azul); (2) preencher
a cubeta com a suspensfo mais concentrada e
ajustar a leitura de transmitdncia para 100%
(transmitancia oferece mais linearidade que
absorvincia); (3) medir a transmitincia das demais
suspensdes-padrdo e tragar reta de calibragio e
(4) medir a transmitincia da amostra determi-
nando sua concentragdo pela reta de calibragfio.

Comparagéo visual

Medidas de turbidez podem ser executadas
por comparagio visual, técnica pela qual a sus-
pensfo de amostra ¢ confrontada com suspensao
ou suspensdes-padrio. 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 horizon-
talmente sobre fundo escuro, com fonte de luz
lateral.
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V.2.17. CROMATOGRAFIA

Métodos cromatogréficos compreendem a dis-
tribuigfo de um soluto entre duas fases — moével
e fixa — atuando a fase fixa per adsor¢do, partigao,
filtragdo em gel ou troca ibnica. A cromatografia
constitui processo de separagfio. Identificagfo ou
determinagfo quantitativa dos componentes de
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uma amostra s6 ¢ possivel quando os métodos
cromatogrificos sfo combinados com técnicas
apropriadas de detecgdo ¢ medida.

Os principais tipos de cromatografia sdo: em
camada delgada, em papel, em coluna, liquida de
alta pressdo e de gds.




CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

V.2.17.1.

V2.17.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

EQUIPAMENTO

Consiste em placas de vidro, alumfnio ou outro
material rigido e inerte, recoberto com fina
camada de adsorvente ou suporte, disponiveis
comercialmente ou preparadas segundo procedi-
mento descrito a seguir, ¢ cuba de vidro (ou outro
material transparente e inerte) provida de bordos
¢ tampas esmerilhados, d¢ modo a promover
vedagiio completa.

PREPARAGAO DAS CROMATOPLACAS

Preparar suspensdo de adsorvente ou suporte e,
com auxilio de aparelho apropriado, espalhar
camada uniforme (geralmente 250 a 500 um de
espessura) sobre as placas, previamente limpas e
desengorduradas. Utilizar placas de 20cm de
comprimento e largura varidvel (20, 10 ou § cm).
Deixar secar ao ar e, em seguida, colocar na estufa
a 100-105 °C por 1 hora. Guardar ao abrigo da
umidade. Quando a monografia assim especificar,
ativar as cromatoplacas, aquecendo-as em estufa,
a 100-105 °C, por 1hora. As placas de celulose
constituem excegio, ndo devendo ser dessecadas
nem ativadas.
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PROCEDIMENTO

A nfo ser que a monografia prescreva diferen-
temente, desenvolver as cromatoplacas em cuba
saturada. Para isso, forrar as paredes da cuba
intemnamente com papel de filtro introduzindo o
eluente em quantidade suficiente para impregna-lo.
Deixar, no fundo, camada de 5 a 10 mm de
eluente. Fechar 2 cuba, deixando-a em repouso
por 1 hora, 4 temperatura ambiente.

Aplicar as solugdes em exame na forma de
manchas circulares ou bandas de cerca de 1 cm de
largura sobre a placa, 4 distincia nfio inferior 2
1,5 cm das bordas laterais e inferior. A distancia
entre os pontos de aplicagfo ndo deve ser inferior
a 1,5cm. Deixar evaporar o solvente, marcar
distincia de 10 a 15cm a partir do ponto de
aplicagiio das amostras e introduzir a croma-
toplica na cuba, colocando-a na posigo tdo
préxima da vertical quanto possfvel, de modo tal
que os pontos de aplicagio fiquem acima do
nivel do eluente. Fechar a cuba e deixar desen-
volver o cromatograma até que o eluente atinja
o limite marcado. Remover a cromatoplaca,
deixar secar, e visualizar de acordo com o prescrito
na monografia.
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CROMATOGRAFIA EM PAPEL

v.2.17.2.

V.2.17.2. CROMATOGRAFIA EM PAPEL

EQUIPAMENTO

Consiste em cuba de vidro, provida de bordas
¢ tampa esmenlhadas e de dimensSes adequadas
para conter o papel cromatogréfico, que pode ser
adaptado para cromatografia ascendente ou
descendente.

Utilizar papel para cromatografia, cortado no
sentido das fibras em tiras de comprimento varig-
vel e largura ndo inferior a 4,5 cm.

Para cromatografia descendente, utilizar cuba
com tampa provide de orificio central, fechado
por rolha de vidro ou outro material inerte.
Na parte superior da cuba hi cubeta suspensa,
que contém dispositivo para prender o papel
(geralmente vareta de vidro). De cada lado da
cubeta hg guias de vidro, que sustentarfio o papel
de modo a nfo tocar nas paredes da cuba cro-
matogrifica.

Para a cromatografia ascendente, na parte
superior da cuba hd dispositivo que permite
sustentar o papel cromatogrifico ¢ que pode
ser baixado sem abrir a cuba.

PROCEDIMENTO

Quando a técnica utilizada for a de cromato-
grafia ascendente, tragar linha fina com ldpis
a2 3¢m da borda inferior do papel; se a croma-
tografia € descendente, tracar linha a distincia
tal que a mesma fique poucos cent{metros abaixo
da vareta que prende o papel na cubeta do eluente.
Aplicar as amostras na forma de manchas circu-
lares ou bandas de 1 ¢m de largura sobre a linha
tragada com ldpis. Se o volume total a ser aplicado
produzir mancha de diimetro superior a 1cm,
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aplicar a amostra em porgdes, deixando-se eva-
porar o solvente antes de aplicar a porgo seguinte.
Quando mais de uma amostra for cromatografada
sobre o mesmo papel, distanciar os pontos de
aplicagfio, no minimo, 3 em.

CROMATOGRAFIA DESCENDENTE

Introduzir na cuba camada de eluente especi-
ficado na monografia, tampar e deixar em repouso
por 24 hors. Aplicar a amostra no papel, colo-
cando-o adequadamente sobre as guias de maneira
que a extremidade superior permanega dentro
da cubeta suspensa e prendé-lo com a vareta de
vidro. Fechar a cuba e deixar em repouso por
1 hora e meia. Em seguida, através do orificio na
tampa introduzir o eluente na cubeta. Desenvolver
o cromatograma até a distincia ou tempo pres-
critos, protegendo o papel da incidéncia de luz
direta. Remover o papel, marcar o percurso da
fase mével, secar e visualizar da maneira prescrita
na monografia.

CROMATOGRAFIA ASCENDENTE

Colocar no fundo da cuba recipiente contende
o eluente, fechar a cuba ¢ mantéda em repouso
por 24 horas. Aplicar a amostra sobre o papel
introduzindo-o na cuba e deixar em repouso por
1 hora e meia. Sem abrir a cuba, baixar o papel
de modo a colocar sua extremidade inferior em
contato com o eluente ¢ desenvolver o croma-
tograma até a distincia ou tempo prescritos.
Retirar o papel, marcar o percurso do eluente,
secar ¢ visualizar d@ maneira prescrita na mo-
nografia.




CROMATOGRAFIA EM COLUNA

V2173,

v.2.17.3. CROMATOGRAFIA EM COLUNA

EQUIPAMENTO

Colunas cromatogréficas sfo constituidas de
tubos de vidro ou outro material inerte ¢ transpa-
rente, ¢ de comprimento e diimetro varidveis,
em cuja parte inferior hd estrangulamento e tor-
neira para regulagem do fluxo do eluente. Em
alpumas colunas, a parte inferior apresenta uma
placa porosa, cuja finalidade ¢ evitar a sajda da
fase fixa. Na parte superior da coluna pederd
haver dilatagfo de forma esférica destinada a
conter volume maior de solvente. Os tipos de
cromatografia em coluna podem ser: por adsorgdo,
parti¢fo ou troca idnica.

PROCEDIMENTO

Cromatografia em coluna por adsor¢io —
Suspender a fase fixa na fase movel introdu-
zindo, a seguir, no tubo de vidro, cuja parte
basal foi previamente obturada por chumago de
algoddo, de modo a formar coluna de adsorvente
isenta de bolhas de ar. Deixar sedimentar o adsor-
vente, retirar o excesso de eluente e colocar &
amostra no topo da coluna. Em seguida, adicionar
fase mavel e deix4-1a fluir pela agho da gravidade
ou pela aplicagfo de pressdo positiva no topo da
coluna. O eluato & controlado, recolhendo-se
fragtes conforme especificado na monografia ¢
examinando-s¢ cada fragSo por método adequado.

Cromatografia em coluna por particio -
Utilizar fase 1{quida imiscivel com fase movel para
ser adsorvida na superficie de suporte sélido.
Desenvolver a cromatografia da mesma maneira
que a cromatografia de adsor¢do. De acordo com
a monografia, saturar a fase mével com a fase
fixa, antes de ser usada para a elui¢do. Geralmente,
o adsorvente ¢ a fase fixa s3o mais polares do que
a fase mével. Em alguns casos utiliza-se a croma-
tografia de partigo de fase reversa, em que o
adsorvente polar se transforma em nfo polar
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pela silanizagdo ou outros meios (tratamento
com parafinas, por exemplo), e 2 fase fixa é menos
polar do que a fase mével. Proceder 2 coleta e a0
controle de fragbes conforme a monografia.

Cromatografia em coluna por troca ionica —
Utilizar como fase fixa resina de troca idnica.
Troca de fons consiste em intercimbio reversivel
de fons presentes na solugio com fons do poli-
mero resinoso, celulose modificads ou suporte
de silica-gel. A escolha da resina, forte ou fraca,
anidnica ou catidnica, dependerd em grande
parte do pH no qual deverd ocorrer a troca idnica
¢ da natureza de dnions ou cétions a serem tro-
cados. As resinas fortemente dcidas e fortemente
bdsicas sdo convenientes para a maioria das
aplicagdes analiticas. Emprega-se, na pritica,
grande excesso (200-300%) de resina sobre a
quantidade da amostra estequiometricamente
calculada; a capacidade das resinas varia de 2 a
5 milimoles por g (peso seco).

Tratamenio da resina e preparo da coluna —
Suspender a resina de troca ibnica em dgua
deixar em repouso por 24 horas, Introduzi-la em
coluna adequada e, tratando-se de resina anibnica,
converté-la em bdsica passando através da coluna
solugdo de hidroxido de sodio SR, 2 velocidade
de 3ml por minuto, até que o eluato fornegs
reagio negativa para cloreto. Passar, em seguida,
4gua isenta de dioxido de carbono. Em caso de
resina cationica, a conversfio para a forma dcida
dd-se pela passagem de dcido clorfdrico SR através
da coluna, seguida de lavagem com 4gua isenta de
dioxido de carbone até que o eluato fomega
reacdo neutra.

Desenvolve-se coluna de troca idnica de maneira
andloga 3 descrita para cromatografia de adsor¢do.
Terminada a operagfo regenera-se aresina lavando-a
com hidréxido de sédio SR (colunas anidnicas) ou
com d4cido cloridrico SR (colunas catibnicas) e,
em seguida, com 4gua isenta de diéxido de car-
bono até reagfio neutra.




CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESSAO
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V.2.17.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESSAQ

EQUIPAMENTO

E constitufdo por uma ou mais bombas, sistema
injetor de amostra, coluna cromatogrifica e
sistema de detecgfo que permite determinar
presenga e concentragdes dos componentes da
amostra.

O comprimento, o didmetro interno da coluna,
a temperatura da opera¢do, a composi¢io ¢ 8 vazo
do eluente, a natureza da fase estaciondria e os
meios de detec¢fo sfo descritos nas monografias.

Quando a monografia estabelecer a “eficiéncia
minima da coluna”, esta é definida em termos do
nimero de pratos tebricos por metro, pela

expressdo
5,54 (DR\
N = )
em que
N = nimero de pretos te6ricos por metro,

distincia, ao longo da linha-base, entre o
ponto de inje¢io da amostra ¢ a perpen-
dicular A linha-base tragada do méximo
do pico de interesse,

C = comprimento da coluna em metros,
largura do pico de interesse & metade da
altura, expressa na mesma unidade de
medida que Dg.

[~]
F
It

I
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O fater de resolugfo (R) entre picos medidos
no cromatograma ¢, no mfnimo, 1,0 (exceto se
a monografia estabelecer diferentemente). O fator
de resolugffo é definido pela expressfo

R = 2(Dgp - Dra)/(a +1b)
em que

R = fator de resolugdo,

Dg,eDgy, = distincias medidas ao longo da
linha-base, entre os pontos de
injecio e a perpendicular 3 linha-
base, tragada dos respectivos méxi-
mos de dois picos adjacentes,

= largura dos respectivos picos na
linha base.

Os valores de 1y, 1y, DRa, Drp devem ser expressos
nas mesmas unidades de medida.

Lel

PROCEDIMENTO

A preparagho das solugBes € descrita na mono-
grafia. Registrar o cromatograma e repetir a
determinagfo para assegurar-se da reprodutibili-
dade. Determinar as 4reas dos picos ou, alternativa-
mente, quando a simetria o permitir, a altura dos
picos produzidos por componentes de interesse. A
partir dos valores obtidos, calcular o teor destes
componentes em relagiio a padrdes internos ou
externos.




CROMATOGRAFIA A GAS
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Vv.2.17.5. CROMATOGRAFIA A GAS

EQUIPAMENTO

Consiste em bloco injetor conectado a coluna
de material aproprado, contendo fase fixa que
recobre suporte sélido, medidor de fluxo para
ghs de arraste, e sistema de detecgfo que permite
determinar presenga e concentragdes de compo-
nentes da amostra. As especificagbes do equi-
pamento e as condigBes de operagdo sio descritas
nas monografias.

Quando a monografiz estabelecer “eficiéncia
minima da coluna”, esta é definida em termos do
ndmero de pratos tebricos por metro, pela expres-
sfo citadaem V.2.17.4.

O fator de resolugfo (R) entre picos medidos
no cromatograma €, no minimo, 1,0 (exceto se
a monografia estabelecer diferentemente). O
fator de resolugfio ¢ definido pela expressio

R = 2(g, - D)/ * 1)

em que

R = fator de resolugdo,

Dg, ¢ Dgp = distncias, medidas ao longo da
linha-base, entre os pontos de
injegio e a perpendicular 4 linha-
base, tracada dos respectivos mi-
ximos de dois picos adjecentes,
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lely = largura dos respectivos picos na
linha-base.

Qs valores de 1,, lp, DRa € DRy 580 expressos nas

mesmas unidades de medida.

PROCEDIMENTO

O preparo das amostras é descrite na mono-
prafia. Determinar o ajuste do aparelho e os
volumes a serem injetados, de modo a produzir
resposta adequada. Ajustar a vazfo do gis de
arraste para otimizar a qualidade e a velocidade do
desenvolvimento do cromatograma. Nos casos em
que se utiliza padrdo interno, procede-se 4 injegdo
de amostra para determinar se hd presenga de picos
interferentes com o pico do padric interno.
Observada a presenca de picos interferentes, pro-
ceder 4 corregdo das condiges de operagio.

Injetar os volumes selecionados das solugBes
descritas na monografia e registrar os cromato-
gramas resultantes. Repetir a determinagfo para
assegurar-s¢ de resposta consistente. Determinar as
4reas dos picos ou, quando a simetria dos mesmos
permitir, suas alturas. A partir dos valores obtidos
calcular o teor dos componentes em exame.




MATERIAL PARA CROMATOGRAFIA
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V.2.17.6. MATERIAL PARA CROMATOGRAFIA

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Os materiais abaixo relacionados séo utilizados
na preparagio de cromatoplacas, de acordo com
o método geral de cromatografia em camada
deigada. Podem ser utilizadas cromatoplacas
prontas, disponfveis comercialmente, desde que
correspondam ao teste de verificagdo do poder
de separagio ou qualquer outro teste adicional
especificado na monografia.

CELULOSE

P6 fino homogéneo, com tamanho médio das
particulas inferior a 30 um ¢ que correspondem
ao teste de verificagfo do poder de separagfo.

Teste de verificacio do poder de separagdo

Preparar cromatoplacas utilizando suspensso de
15 g de celulose em 100 mlde dgua com auxilio de
agitador mecdnico. Preparar solugio a 0,025%
(p/V) de cada um dos seguintes corantes: preto
brilhante BN, amaranto S, amarelo rdpido AB ¢
tropeolina O em mistura de volumes iguais de
4gua e metanol. Aplicar 10 &l desta solugfo sobre
a cromatoplaca e desenvolver usando como fase
mével a mistura de SO volumes de i-propancl
10 volumes de acetato de etila e 40 volumes
de 4gua. Deixar o solvente subir 10 cm, O croma-
tograma deverd mostrar quatro manchas distintas
e bem separadas, sendo, pela ordem, uma preta,
uma vermelha ¢ duas amarelas, contando a partir
do ponto de aplicagdo.

CELULOSE F 254

P6 fino, homogéneo, com tamanho médio das
particulas inferfor a 30 pm, contendo indicador
fluorescente com intensidade Otima a 254 nm.
Corresponde zo teste de verificagfo do poder de
separagfo descrito para celulose. Para o preparo
da cromatoplaca utilizar a suspensfo de 25g em
100 m] de dgua.

CELULOSE G

P6 fino, homogéneo, com tamanho médio das
particulas inferior a 30 um, contendo agente
adesivo. Corresponde a0 teste de verificagfo do
poder de separagfio descrito para celulose.

SILICAGEL G

P6 fino homogéneo. O tamanho de partfculas
varia entre 10 e 404m. Contém cerca de 13% (p/p)
de sulfato de célcio hemiidratado. Corresponde aos
seguintes testes:
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Teor de sulfato de cdicic

Misturar 0,25g de sflica-gel G, 3 ml de 4cido
cloridrico 2M e 100 m! de 4gua e agitar vigoro-
samente por 30 minutos. Filtrar, lavar o resfduo
com dgua e proceder com a titulagio complexo-
métrica de cdlcio no filtrado combinado com 4guas
de lavagem. Cada ml de edetato dissodico 0,05 M
equivale a 7,255 mg de sulfato de cdlcio hemi-
idratado.

Alcalinidade

O pH da suspensfo preparada pela agitagiio de
1g de silicagel G com 10mt de dgua isenta de
diéxido de carbono por cinco minutos ¢, aproxi-
madamente, 7,0.

Verificacso do poder de separacéo

Preparar cromatoplaca conforme indicado em
método geral para cromatografia em camada del-
gada. Preparar solugio a 0,01% (p/V) de cada um
dos seguintes corantes: azul de indofenol, verme-
lho Sudan G e amarelo de dimetila em tolueno.
Aplicar 10 4l sobre a cromatoplaca e desenvolver
utilizando tolueno como fase mével. Deixar o
solvente subir 10cm. O cromatograma deverf
mostrar 3 manchas scparadas: a mancha corres-
pondente ac azul de indofenci junto do ponto
de aplicagfo, a mancha correspondente ac amarelo
de dimetila, no meio do cromatograma e a mancha
correspondente ao vermelho Sudan G, entre as
duas primeiras.

SILICA-GEL GF 254

P6 fino, homogéneo, brance, com tamanho
médio das particulas variando de 10 a 40 um,
contendo cerca de 13% (p/p) de sulfato de célcio
hemiidratado e indicador fluorescente, com inten-
sidade méxima a 254 nm. Cormresponde a testes de
teor de sulfato de cdlcio, alcalinidade e verificagfio
do poder de separagfo descritos para silica-gel G.
Corresponde ainda a teste de fluorescéncia.

Fluorescéncia

Preparar cromatoplacas segundo descrito em
método geral para cromatografia em camada
delgada. Preparar solugfo de 4cido benzdico a
0,1% (p/V) em mistura de 9 partes de 2-propanol e
1 parte de 4cido fémmico anidro. Aplicar sobre a
cromatoplaca, separadamente, 2, 4, 6, 8 ¢ iou
desta solugdio e desenvolver o cromatograms usando
como eluente mistura de 9 partes de 2-propanol e
1 parte de dcido férmico anidro. Apés desenvolvi-
mento e secagem verificar a mancha escura de
4cido benzéico sobre fundo fluorescente verde
amarelado, no tergo superior do cromatograma.




V.2.17.6.-2

CELULOSE MICROCRISTALINA

P4 fino, homogéneo, com tamanho médio das
partfeulas inferior a 30 um. Corresponde ac teste
de verificagfo do poder de separagdo descrito para
celulose. Para o preparo da placa utilizar suspensfio
de 15 gem 100 ml de dgua.

KIESELGUHR G (Terra de distomfceas G)

P6 fino, acinzentado, aparecendo coloraglo
cinzenta mais pronunciada quando misturado com
dgua. O tamanho médio das partfculas varia de
10 a 40 um. Trata.se de terra de diatomdceas
natural, extraida com dcido cloridrico ¢ calci-
nada, a qual se adicionaram cerca de 15% de sul-
fato de célcio hemiidratado. Corresponde aos
testes:

Teste de verificagho do poder de separagéo

Preparar cromatoplacas usando suspensio da
amostra em solugfio 0,02 M de acetato de sédio
anidro. Preparar solugio contendo 0,1% (p/V)de
cada um dos seguintes agiicares: lactose, sacarose,
frutose, D-glicose e D-galactose em piridina.
Aplicar 10 ¢]1 da solugfo sobre a cromatoplaca
¢ desenvolver o cromatograma utilizande como
fase mével 2 mistura de 65 volumes de acetato de
etila, 23 volumes de 2-propanol ¢ 12 volumes de
4pua. Deixar secar em estufa a 110 °C e esfriar.
Nebulizar & cromatoplaca com cerca de 10 ml da
solugfo de anisaldeido e aquecer a 110°C por
10 minutos. O cromatograma deverd mostrar
cinco manchas separadas e bem definidas.

Alcalinidade

O pH de suspensdo preparada pela agitagio de
1 g de Kieselguhr G com 10 ml de dgua isenta de
diéxido de carbono por 5 minutos dever4 situar-se
entre 7,0e 8,0.

P6 fino, acinzentado, aparecendo coloragio
cinzenta mais pronunciada quando misturado
com é4gua. O tamanho médio das particulas varia
de 10 a 40 um. Corresponde ao teste de verifi-
cagfo do poder de separagfo descrito para Kiesel-
guhr G e ateste de alcalinidade.

Alcalinidade

O pH de suspensfo preparada pela agitagio,
por 5 minutos, de 1 g de Kieselguhr H com 10 ml
de dgua isenta de didxido de carbono situa-se
entre 6,4 ¢ 8,0.

SILICA-GELH

P6 fino homogéneo, com tamanho de partf-
culas variando entre 10 e 40 um. Comesponde a
teste de verificagdo do poder de separagfio descrito
para sflica-gel G.
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SILICA-GEL HF 254

P6 fino, homogéneo, branco, com tamanho
médio de particulas variando entre 10 e 40 um,
contendo cerca de 1,5% (p/p) de indicador flue-
rescente com absorgZo méxima em 254 nm.

Corresponde a testes de verificagio do poder
de separagfio e alcalinidade descritos para sflica-
gelG ¢ a teste para fluorescéncia descrito para
sflica-gel GF 254.

SILICA-GEL SILANIZADA HF 254

P6 branco, fino e homogéneo. Possui proprie-
dade de repelir a dgua; quando agitado com dgua
permanece na superficie do liquido. Corresponde
ao teste de verificagfo do poder de separagdo.

Verificagéo do poder de separagio

Proceder A cromatografia em camada delgada,
utilizando cromatoplacas preparadas da maneira
descrita a seguir:

Agitar vigorosamente, durante 2 minutos, 30 g
de silica-gel silanizada HF 254 com 60ml de
misturs de 4gua e metanol 2:1, Utilizando dispe-
sitivo apropriado, espalhar camada uniforme da
suspensio de aproximadamente 250 um sobre
placas de vidro, medindo 20 por 5cm, cuidado-
saments limpas e desengorduradas. Deixar secar
20 ar e, em seguida, aquecer em estufa a 110°C
por 30 minutos. Preparar mistura de laurato de
metila, miristato de metila, palmitato de metila
¢ estearato de metila, 0,1 g cada. Adicionar a esta
mistura 40 ml de solugfo de hidroxido de potdssio
a 3,0% (p/V) emetancl a 0%, previamente decan-
tada e aquecer por 1hora em banho-maria, sob
refluxo. Esfriar, adicionar 100 ml de dgua, acidificar
a mistura com dcido cloridrico 2 M e extrair com 3
porgdes, de 10 ml cada, de clorof6rmio. Reuniz os
extratos cloroférmicos, secd-los com sulfato de

shdio anidro. filtrar e evaporar até secura Disgeol-

OQI0 anicre, akfar ¢ Qrar ate secura,

ver o residuo em 50 mi de cloroférmio.

Aplicar sobre a cromatoplaca 3 porgdes de
10 4 cada, desenvolver o cromatograma usando
como fase mével mistura de 14-dioxana, dgua e
dcido acético glacial (65:25:10), Retirar a croma-
toplaca da cuba, aquecer a 120°C em estufa
por 30 minutos, deixar esfriar e nebulizar com
solugfio a 3,5% (p/V) de 4cido fosfomolibdico em
2-propanal. Aquecer a 150°C em estufa até que
as manchas sejam visiveis. Expor a cromatoplaca
a vapores de aménia até que o fundo se tome
branco; cada cromatograma mostra 4 manchas
distintas, bem separadas.

CROMATOGRAFIA EM COLUNA

Cxido de alum/nio anidro

Oxido de alumfnic neutro ou bdsico, desidra-
tado ¢ ativado pelo tratamento com calor, consis-

O
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tindo em a-Al,05. Todo o 6xido de alumfnio
neutro deve passar pelo tamis de 150 um e ser
retido no tamis de 75 pm.

Oxido de alum/inio bdsico

Grau bdsico de 6xido de aluminio comercial
ativado, adequado para cromatografia em coluna.
Corresponde 20s testes arrolados a seguir.

Alcalinidade — O pH de suspensfo a 10% (pfV)
em 4gua isenta de dibxido de carbono e agitada
durante 5 minutos situa-se entre 9,0 ¢ 10,0

Atividade — Empacotar, em coluna cromato-
grifica medindo 1 cm de didmetro e comprimento
adequado, 6xido de aluminio bisico em quanti-
dade suficiente para formar coluna de 5Scm de
comprimento. Aplicar, sobre a mesma, mistura de
5ml de solugiio de Amarelo Sudan e 5ml de
Sudan Vermelho G e eluir com 20 ml de mistura
de 1 volume de benzeno e 4 volumes de éter de
petrdleo 6080°C. O Sudan Vermelho G forma
faixa de aproximadamente 1 cm de profundidade
na parte de cima da coluna, seguindo-se faixa
incolor e, abaixo desta, faixa amarela de Amarelo
Sudan.

Oxido de aluminio desativado

Adicionar 1,5 a 2,0% de 4gua ao 6xido bésico
de aluminio, misturar bem e deixar em repouso
por uma noite em recipiente bem vedado. O
6xido de alumfnio desativado corresponde ao
teste que segue:

— Empacotar em coluna adequada de 6xido de
alum{nio desativado em quantidade suficiente para
formar coluna de 20 cm de altura e 1 cm de did-
metro, usando hexano, como fase mével. Adicio-
nar no topo da coluna solugdo de 0,25 mg de
calciferol em 10 ml de hexano. Quando o nivel
da solugfo estiver atingindo o do suporte, comegar
a eluir com solugfio a 17,5% ((V/V) de éter em
hexano, Se necessdrio, ajustar a velocidade de
eluigio para 1 a 2 ml por minuto. Coletar 200 ml
de eluato: ndo se verifica presenga de calciferol.
Coletar 100 ml seguintes do eluato: verificar
presenga de, no minimo, 95% do calciferol utili-
zado no teste. Para determinagic da solugdo de
calciferol, seguir prescricio da monografia.

Oxido de aluminio neutro

Oxido de alumfnio neutro, comercial, adequado
para a cromatografia de coluna. Corresponde ao
seguinte teste:

— Empacotar em coluna cromatogréfica, me-
dindo 1cm de didmetro ¢ de comprimento ade-
quado, 6xido de aluminio neutro em quantidade
suficiente para formar coluna de 5cm de altura.

F.BRAS.1V, 1938
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Aplicar, sobre a coluna, mistura de 5 ml de solugfio
de azobenzeno ¢ 5 ml de solugio de metoxiazo-
benzeno e eluir com mistura de 1 volume de
benzeno e 4 volumes de éter de petr6leo 60-80 °C.
O metoxiazobenzeno forma faixa brilhante ama-
rela,de 3 a § ¢m de profundidade, na parte superior
da coluna. Imediatamente abaixo forma-se faixa
amarela, mais pdlida, de aproximadamente 2 cm
de largura: corresponde ao azobenzeno.

Oxido de aluminio com 7% de dgua

Passar 6xido de alumifnio neutro triidratado
através de tamis de 106 um e, em seguida, através
de tamis de 53 um. Misturar 9 partes de material
retido no tamis de 53 um com 1 parte do material
que passou através do mesmo tamis, Aquecer a
mistura em fomo a 780-820 °C por 7 horas,
esfriar, evitando contato com umidade, ¢ transferir
para recipiente bem vedado. Adicionar 7% de dgua
a0 6xido de alumfnio anidro assim obtido, vedar
o recipiente e misturar bem seu conteiido, fazendo
tolar o recipiente vedado. Deixar em repouso por,
no minimo, 12 horas, agitando ocasionalmente.

Oxido de aluminio com 4% de dgua

Proceder como descrito para 6xido de alum{nio
com 7% de 4gua, adicionando apenas 4% de 4gua
3 alumina anidra.

Carmelose

Substincia trocadora de citions, fracamente
4cida, monofuncionat na forma fibrosa.

Tratamento preliminar — Agitar parte de carme-
lose (carboximetilcelulose) com 15 volumes de
hidréxido de sddio 0,5M e deixar em repouso
por 30 minutos. Remover o liquido sobrenadante
e lavar o resfduo com dgua até que as dguas de
lavagem mostrem pH 8,0. Agitar o resfduo lavado
com 15 volumes de 4cido clorfdrico 0,5 M e deixar
em repouso por 15 minutos. Repetir o tratamento
com 4cido e, finalmente, lavar com 4gua até que
as dguas de lavagem mostrem reagdo praticamente
neutra. Suspender em 4gua contendo 1% (p/V) de
4lcool benzilico e estocar até o momento de uso.

Diatomita favada (auxiliar de filtragio)

Pesar 500 g de diatomita calcinada (tipo Celite
545) e adicionar 2000 ml de 4cido clorfdrico.
Misturar, deixar em repouso por 12 horas, agi-
tando ocasionalmente. Filtrar e lavar o resfduo
sobre o filtro com dgua até rea¢io neutra eo
tomassol. Lavar com 500ml de metanol ¢, em
seguida, com 1000 ml de mistura de volumes
iguais de metanol e éter. Secar o resfduo lavado a
100°C até que nfo se perceba mais odor do
solvente. Armazenar em recipientes bem vedados.




v.2.17.6.4

CROMATOGRAFIA A GAS
SUPORTES

Suporte de terra de diatomdceas branco

Trata-se de grinulos brancos de silica consti-
tufdos, principalmente, de esqueletos de diato-
miceas submetidos 3 calcinagfo. Encontra-se no
comércio sob vdrias formas. As mais utilizadas
§30:

— suporte de diatomdceas lavado com dcido,
Trata-se de suporte de diatomdceas lavado
com dcido cloridrico para remover impurezas
metdlicas, reduzir atividade de superficie e
prevenir formaggo de cauda nos picos.

— suporte de diatorndceas silanizado. Trata-se
de suporte de diatomdceas tratado com
dimetildiclorossiloxana ou qualquer outro
agente silanizante, para reduzir a atividade
de superficie e prevenir formagfo de canda
nos picos.

— suporte de diatomdceas com dlecali. Trata-se
de suporte de diatomdceas lavado com
solugio de hidroxido de potdssio para redu-
zir formagfio de cauda nos picos de compos-
tos bésicos.

Encontram-se disponiveis comercialmente supor-
tes de diatomdceas de alto desempenho. Tais
suportes podem ser adequados para algumas
determinagBes. A monografia estabelecerd, quando
necessério, o grau do suporte considerado ade-
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quado para aquela determinagdo, assim como o
tamanho de particulas adequado.

Suporte de terra de diatomdceas résen

Trata-se de grinulos réseos, obtidos a partir da
diatomita natural, moldada em tijolos, com
auxilio da argila, os quais sfo calcinados e que-
brados em seguida. Este suporte é mais denso do
que o suporte de terra de diatomdceas branco e,
como o anterior, também existe no comércio
com vdrios graus de desempenho.

Fases estaciondrias

Grande variedade de substincias quimicas sfo
utilizadas como fase estaciondra, incluindo
macrog6is, ésteres de alto peso molecular, amidas,
hidrocarbonetos, polissiloxanas e seus derivados
e polfmeros poliaromiticos microporosos. A
escolha da fase estaciondria adequada para deter-
minagdo cromatogréfica deve ser objeto de selegdo
criteriosa. As monografias poderdo fazer referéncia
a tipos de fases estaciondrias disponfveis comer-
cialmente. No entanto, estas referéncias nio
impedem o uso de produto de origem diferente,
contanto que apresentem caracterfsticas seme-
lhantes.

Padries internos

Os reagentes utilizados como padrdes internos
nfo devem conter impurezas que produzam picos
capazes de interferir com a determinagfio descrita
na monografia.
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A polarografia, método analitico eletrequimico,
fundamenta-se na medida da corrente elétrica
resultante da eletrblise de substéncias eletroativas
(reduz{veis ou oxiddveis) sob determinado poten-
cial de eletrodo e condigBes controladas. Em
outras palavras, a técnica implica no registro do
aumento da corrente em eletrodo polarizével
durante a eletr6lise de substincia dissolvida no
meio eletrolftico em fungdio do aumento da
tensfio aplicada ao sistema. O gréfico desta evolu-
¢fo da corrente em relago A tensfo — o polaro-
grama — fomece informagges quali e quantitativas
sobre constituintes eletro-redutiveis ou eletro-
oxiddveis da amostra.

Dentre as variantes de metodologia polarogrd-
fica, a mais simples € a técnica em corrente conti-
nua. Requer — a exemplo da potenciometria — o
emprego de dois eletrodos, o de referéncia (geral-
mente eletrodo de calomelano saturado, ECS) e
o microeletrodo indicador (geralmente eletrodo de
mercirio gotejante, EMG). Em alguns casos
emprega-se um terceirc eletrodo, auxiliar. O ECS
— de elevada drea superficial — fomece potencial
constante durante o ensaio, enquanto o EMG
— gotas de mercirio de dimensfes reprodutfveis
fluindo periodicamente da extremidade de capilar
ligado ao reservatério do metal — assume o poten-
cial que Ihe é conferido pela fonte externa. O
equipamento polarogrdfico compreende — além
dos eletrodos — a cuba de eletrélise, fonte de
alimentagio varidvel, dotada de voltimetro e
microamperimetro e registrador grifico.

De forma simplificada, a técnica consiste na
dissolugZo da amostra (o método tem sensibilidade
para concentragBes de espécie eletroativa na faixa
de 10”2 a 10°* M) em eletrdlito de suporte,
responsdvel peia manutengio de pequena corrente
residual, mas que se mostra inerte na faixa de
potencial de transformagfic da amostra, Inicial-
mente, o controle de tensio da fonte (poten-
ciémetro de precisio) encontra-se totalmente
fechado. Nestas condigOes, a tensfo fomecida ao
microeletrodo ¢ nula e nfo haveré indicagio de
corrente no microamperfmetro. A abertura gradual
do potencidmetro fard com que pequeno potencial
alcance os eletrodos. Sob esta tensio, ainda
reduzida, dgua e eventuais fons derivados de
impurezas da amostra tendem a adquirir elétrons
no EMG (catodo, neste caso), reduzindo-se e
provocando a indicagio de pequena passagem de
comrente. Elevagfio progressiva da tensio aplicada
acentuard o processo de redugio e o aumento
quase proporcional da cormente. Atinge-se afinal
o potencial necessirio 4 redugfo da amostra, o
que se reflete em elevagio acentuada da corrente
lida no microamperimetro ¢ registrada no pola-
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rograma. H4, contudo, limite para a proporciona-
lidade da elevagfio tensio-corrente. Enquanto a
cotrente se eleva (e a redugfio se processa), ocorre
diminuigfio progressiva da concentragio da espécie
eletroativa original junto A superficie do eletrodo.
Em dado momento — a velocidade da eletrélise
sendo constante — tal concentragio atinge nivel
insuficiente para permitir elevagio adicional da
corrente e esta dltima passa a ser limitada pela
velocidade com a qual a espécie eletroativa conse-
gue migrar da periferia da solugfo eletrolftica
para a superficie do EMG. Surge o patamar
observado no polarograma (Fig. 1), sendo a
corrente medida — entdo denominada corrente de
difusfo — pardmetro proporcional A concentrago
de espécie eletroativa na amostra (aspecto quanti-
tativo da polarografia). Superado determinado
nivel de tensdo, a corrente volta a se elevar. Esse
aumento € causado pela reagio do eletrSlito de
suporte. Sua presenga, em elevadas concentragfes,
impede que as moléculas eletroativas da amostra
alcancem o microeletrodo por migragfo elétrica e
assegura, por isso, que a corrente limite seja
efetivamente regulada apenas por difusfo,

Ao se empregar microeletrodo de mercrio
gotejante, a superficie do eletrodo é constante-

Cormrente clétrica (uA)

.

E 1/2

A

Potencial (V vs. ECS)

Fig. 1 Polsrograma de espécie eletro-redutivel,
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mente renovada (forma-se gota nova a cada 3-5
segundos), ocorrendo, daf, variagdo na corrente
medida dentro de dado intervalo; a corrente ¢
mais baixa quando a gota se forma, chegando ao
méximo no instante da queda. O fenbmeno
explica a forma “dente de serra™ caracteristica
da onda polarogréfica.

POLAROGRAMA

A Fig.1 ilustra polarograma tfpico (EMG),
caracterizado por 4 fases distintas. Na fase A
aparece a corrente capacitiva, ic, incorporada 2
corrente farddica, ig, resultante da oxidagio ou
redugio de impurezas do eletrélito suporte ou da
amostra. O conjunto destas correntés denomina-se
corrente residual, i (i; =1i; +if). Na fase B do
polarograma ocorre a corrente farddica, i, devida
& conversdo da substdncia sob ensaio. A eletrode-
composigio leva 4 escassez desta substincia junto
ao microeletrodo, verificando-se o patamar (fase C)
onde aparece a corrente limite, i. Esta compreende
a soma das correntes residual e de difusfo (iy =
=i, +iy4) em que a corrente de difusfo — propor-
cional 3 concentracdo da espécie eletroativa na
amostra — tem seu valor determinado pela inversfo
da equagdo

g =4 -4

Duas outras correntes indesejiveis — a de
migragho ¢ a de convecgio — podem incorporar
a corrente limite. A primeira € suprimida pele
emprego de cletrélito de suporte inerte na faixa
de potencial empregada, em concentracdes, no
minimo, 100 vezes maiores que as da espécie
eletroativa. A comrente de convecgio, por sua
vez, é minimizada pela ndo agitagdo da solugdo.

Finalmente, a fase D do polarograma, no qual
ocome freversfio da proporcionalidade tensdo-
corrente, corresponde A reduglo de outras espécies
eletroativas, quando presenies, ou, mais freqien-
temente, 4 eletrélise do suporte.

Equsagdo de {lkovic

A equagfio de Ilkovic estabelece relagBes entre
varidveis compreendidas na medida pelarogréfica
e a corrente de difusfo no EMG:

iy = 708nDYACm™¥ 4

ig = comente de difusfo, em pA, medida
imediatamente antes da queda da gota de
mercirio do capilar,

708 = constante dependente de diversos pari-
metros, incluindo a unidade adotada para
as varidveis, dimensfio da gota de merct-
rio ¢ instante da medida de i4,
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n = nomero de elétrons necessdrios 3 redugio
ou oxidagho de uma molécula ou fon
de substéncia eletroativa,

D = coeficiente de difusdo, em cm?/s,

C = concentragfo de substincia eletroativa,
em milimoles/Etro;

m = massa do fluxo de merciirio, em mg/s,

t = tempo de vidadagota,ems.

A constante 708 — englobando constante
natural e o valor do faraday — ¢ estabelecida para
operagfio 2 25°C ¢ & aplicdvel 2 polarografia de
corrente continua amostrada, na qual, em vez do
registro contfnuo de corrente, efetua-se apenas
a leitura da corrente ao término da vida da gota
de mercirio, permitindo obtengo de polarograma
linear. Entretanto, ao empregarse instrumentos
dotados de amortecedor de “‘dente de serra” no
registrador, considera-se a cormente média dos
pulsos. A corrente de difusfo obtida segundo a
equagho de Jikovic passa a ser a média para toda
a vida da gota de mercirio, Neste caso a constante
adquire o valor 607.

As varidveis compreendidas na equacfio de
Iikovic devem ser controladas para que a corrente
de difusio seja efetivamente proporcional a
concentragio de espécie eletroativa na amostra
analisada. Alguns fons e moléculas orginicas em
solugfo aquosa modificam seu coeficiente de
difusfio A razfio de 1 a 2% para cada grau cent{-
grado aumentado, tomando necessirio que a
célula polarografica tenha sua temperatura contro-
lada com tolerincia de * 0,5°C,Os parimetros
m e t, relacionados com dimensdo ¢ velocidade de
renavagio da gota de merctrio, dependem da
geometria do capilar, sendo a corrente de difusfo
proporcional A raiz quadrada da altura da coluna
de merctrio. Alturas adequadas — medindo-se da
extremidade do capilar até o nivel de mercirio
no reservatério — situam-se entre 40 e 80 cm.
O difimeire interno do capiiar neste caso é de
0,04 mm para comprimentos entre 6 ¢ 15cm.
A altura exata do capilar ¢ ajustada para permitir
a formagfo de uma gota a cada 3-5 segundos,
com circuito aberto e capilar imerso no elecrélito
sob ensaio.

Assim, se durante um ensaio em particular
todos os parimetros — 4 exce¢fo da concentragio
da espécie eletroativa — forem mantides constan-
tes, a equagdo de Ilkovic pode ser escrita como

id = KC

em que K representa o conjunto de varidveis
mantidas constantes.

Esta relagfo direta entre carrente de difusdo e
concentragio ¢ usualmente adotada mediante a
determinagfio prévia da corrente de difusio de
solugio padrio de referéncia, de concentragdo
conhecida. Em seguida, sob condigbes idénticas,

®




POLAROGRAFIA

determina-se a corrente de difusfo da amostra
e, finalmente, sua concentragdo:

Gad _ Cp

(s  Ca
em que P e A comespondem, respectivamente, a
padriio ¢ amostra.

Uma vez que polarografos, em sua maioria, s3o
dotados de registradores automdticos, ¢ mais fécil
determinar graficamente correntes de difusdo pela
medida — com auxilio de régua — da altura da
onda polarogréfica (ver Fig. ). Os valores anota-
dos, em cm, podem ser diretamente aplicados 4
formula, sem necessidade de sua conversdo em
unidades de corrente elétrica:

Cp
Ca

Ax

em que Ap ¢ Aa corespondem 2s alturas das
ondas polarogréficas do padrio e da amostra,
respectivamente.

Potencial de meia-onda

A medida da altura da onda polarogrifica para
fins de anglise quantitativa deve ser efetuada
tragando-se linhas retas rentes aos picos das
oscilages da corrente residual e da corrente
limite e unindo-se, por meio de terceira reta
paralela a0 eixo das abcissas, os prolongamentos
das duas primeiras. A reta vertical ¢ tragada pas-
sando pelo ponto de inflexdo da onda polarogri-
fica, correspondendo 3 metade da distdncia entre a
corrente residual e a corrente limite (I = 1/2ig).
A projegiio desta reta sobre o eixo das ordenadas
fornece o chamado potencial de meia-onda,
pardmetro empregado para caracterizar substdncias
eletroativas (aspecto qualitativo da polarografia).
O potencial de meia-onda, Eqj3, ¢ dado em volts
versus ECS (eietrodo de referéncia}, salvo quando
houver especificagio diferente, e seu valor como
parimetro de identificagdo decorre de sua inde-
pendéncia da concentragdo e caracteristicas do
EMG. Entretanto, varia em funggo da composigo,
pH e temperatura do meio eletrolftico.

Remogdo de oxigénio

O oxigénio ¢ reduzido no EMG em duas etapas,
convertendo-se inicialmente em peroxido de
hidrogénio e, em seguida, em 4gua. O fato de
tais reagBes ocorrerem em potenciais mais nega-
tivos que zero volts, versus ECS, podendo assim
interferir com a onda 'polarogrifica da amostra,
torna necessirio climinar o gds dissolvido na
solugio previamente 2 determinagfo. A melhor
forma consiste em borbulhar nitrogénio isento de
oxigénio através da solugfio durante um periodo
de 10 a 15 minutos imediatamente antes do
ensaio, tomando 2 precaugio de previamente
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saturar o0 nitrogénio (para evitar alteragles na
solugio eletrolitica devidas & evaporagfo) barbu-
lhando-o através de pequeno volume de solugio
eletrolitica em recipiente separado.

E importante manter a cuba eletrolitica parada
e sem vibragBes durante o registro polarogrifico
com o intuito de se evitar a formagdo de correntes
de convecgfo. Em conseqiiéncia, € necessirio
retirar o tubo de nitrogénio da solugdo durante o
registro. SolugGes alcalinas podem ser desoxige-
nadas pela adi¢fo de bissulfito de sédio, desde que
este ndo interaja com integrantes da solugdo
eletrolitica.

Mdximo polarogrdfico

Efetuada a redugdo da espécie eletroativa
(EMG catodizado), muitas vezes a onda polaro-
grifica eleva-se acentuadamente antes de cair, de
forma igualmente acentuada, até o valor da cor-
rente limite. O fendmeno ¢ denominado mdximo
polarogrifico e a comente correspondente recebe
o nome de comente de adsorgio (iy). Traz o
inconveniente de dificultar a medida da onda
polarogréfica (corrente de difusZo) e suas causas
— ainda pouco esclarecidas — compreendem a
adsorgio de eletrélito 3 superficie da gota de
mercuirio. A eliminagio do méximo polarogrifico
¢, contudo, facilmente efetuada mediante adigo
de quantidades diminutas de determinados tensoa-
tivos (supressores de mdximo) ac meio eletro-
litico. Sobressaem, para ta! fim, solugdo de gela-
tina a 0,005% (p/V} e solugfo de vermelho de
metila a 0,01% (p/V), entre outras,

Adverténcia

Vapores de merciirio s3o t6xicos. Ao manusear
o metal, trabalhar em d4rea ventilada e evitar
derrames que, caso ocorram, devem ser imediata
e cuidadosamente recothidos.

POLAROGRAFIA DE PULSO

Polarografia de pulso consiste em varante de
técnica, superior, pela precisdo e sensibilidade, 2
polarografia de corrente continua no doseamento
e na identificagio de elevado numero de substan-
cias em baixas concentragdes, incluindo elementos
de trago, metabolitos e, evidentemente, fdrmacos.
Sua sensibilidade, cerca de 10 vezes mais elevada
que a da polarografia continua, permite doseamen-
tos na faixa de 107¢ M.

Em lugar da aplicagio linearmente progressiva
de potencial ¢ medida continua da corrente desen-
volvida, a polarografia de pulsc compreende a
aplicagio de pulsos de potencial crescente 20
EMG, coincidentes com o periodo final de vida
das gotas de merciirio, cada pulso apresentando
potencial ligeiramente superior ao anterior. A
corrente, por sua vez, ¢ amostrada no instante
final de duragdo do pulso de potencial, perfodo
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Fig. 2 Medida da corrente em relagio aoc tempo na
polarografia de corrente continuva (A); na polarografia
de pulso (B) e na polarografia de pulso diferencial (C).

no qual a corrente capacitiva adquire valor prati-
camente nulo e a corrente residual se compde
quase que exclusivamente de corrente farddica.
Por outro lado, a técnica de pulsos ndo provoca

POLAROGRAFIA
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Fig. 3 Pico polarogrifico obtido ns polarografia de pulso
diferencial.

diminuigdo acelerada da camada de difusio (con-
centragio de espécie eletroativa junto ao eletrodo),
propiciando a obtengdo de correntes de difusdo
mais elevadas para concentraghes equivalentes.
Dai o aumento de sensibilidade inerenite a técnica.
Outro aspecto favordvel da polarografia de pulso
é a maior facilidade na medida da corrente limite,
isenta de oscilagBes, ao contrdrio do que ocorre
na polarografia de corrente continua.

Na polarografia de pulso diferencial, pulsos
constantes, de pequena amplitude, sdo sobrepostos
a uma rampa de potencial de tensdo linearmente
crescente. A medida da corrente ¢ efetuada duas
vezes a cada pulso — imedidtamente antes da
aplicagfo do pulso e, novamente, em seu instante
final — registrando-se apenas a diferenga entre os
dois valores medidos (Fig. 2). O registro gréfico
deste sistema de medida diferencial fornece curva
semelhante 3 derivada da onda polarogréfica.
mostrando pico caracteristico (Fig. 3). O potencial
do pico polarogrifico corresponde a Eyj; - AE[2,
em que AE representa a altura do pico. Gragas &
natureza do polarograma, que apresenta picos em
vez de ondas polarograficas tradicionais, a polaro-
grafia de pulso diferencial propicia resclugio
mais elevada. a ponto de permitir doseamentos
simultineos de espécies eletroativas com potenciais
de meia onda préximos entre si, em concentragGes
da ordem de 107 M.
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V.2.19. DETERMINACAO DO pH

DETERMINAGAO POTENCIOMETRIA DO pH

A determinagio potenciométrica do pH €
feita pela medida da diferenga de potencial entre
dois eletrodos adequados, imersos na solugio em
exame. Um destes eletrodos é sensivel aos foms
hidrogenie e ¢ outro é o eletrodo de referéneia, de
potencial constante.

A equagio que expressa a medida potenciomé-
trica de uma célula é:

pH = pH, + (E-E)/K,

em que

E = potencial medido quando a célula contém

a solugfo problema,

E, = potencial medido quando a célula contém
a soluggo tampfo,

pH = valor de pH da solu¢fo problema,

pH; = valor de pH da solugdo tampZo, e

K = variagio do potencial por unidade de

variagfo de pH — teoricamente equivale
a 0,0591631+ 0,000198 (£-25), em que ¢
corresponde 4 temperatura na qual
se opera,

Os aparelhos comercialmente utilizados para a
determinagdo de pH sfo instrumentos potencio-
métricos, providos de amplificadores eletrdnicos
de corrente com célula de vidro-calomelano. Estes
sio capazes de reproduzir valores correspondentes
a 0,02 de unidades de pH. A escala de pH ¢ cali-
brada nfio s6 em milivolts, mas também em
unidades correspondentes de pH. Dessa forma, nie
hd necessidade de se aplicar a equagfio acima, que
traduz a medida eletrométrica de pH. Uma vez que
as medidas de atividade hidrogenibnica s3o sensfveis
a variaghes de temperatura, todos os medidores
de pH sfio equipados com ajuste eletrbnico de
tempetatura.

Solugdes-tampdo para calibragso do
medidor de pH

840 empregadas visando 2 aferi¢fo do aparelho,
permitindo lincaridade nas respostas em relagfo
a5 alteragbes de potencial observadas. As mais
importantes s§o: tetraoxalato de potéssio 0,05 M,
biftalato de potassio 0,05 M, fosfato equimolar
0,05 M, tetraborato de sédio 0,01 M e hidréxido
de cdlcio saturado a 25 °C.

Valores de pH das solugdes-tampéo usadas na padronizagiio

Tempe- Tetraoxalato Biftelato
ratura de potdssio de potdssio
°c 0.05M 005M
10 1,67 4,00
15 167 4,00
20 1,68 4,00
25 1,68 4,01
30 168 4,02
35 1,69 4,02
40 1,68 4,04

Sfo preparadas da seguinte maneira:

Tetraoxalato de potissio, 0,05 M — Dissolver
12,61 g de KHy(C;04)2-2H;0 em dgua, para
perfazer 1000 m].

Biftalato de potfssio, 0,05M — Dissolver
10,12 g de KHCgH,0,, previamente dessecado
a 100°C durante 1 hora, em 4gua, para perfazer
1000 ml.

Fosfato equimolar, 0,05 M — Dissolver 3,53 g
de Na,HPQ, e 3,39g de KH,PO,, cada qual
dessecado a 120 °C durante 2 horas, em dgua, para
perfazer 1000 ml.
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Fasfato Tetraborato Hidréxido de
equi- de sédio célcio saturado
molsr 0.01M a25°C
6,92 9,33 13,00
6,80 9,28 12,81
6,88 9,23 12,63
6,86 9,18 12,45
6,85 9,14 12,29
6,84 9,10 12,13
6,84 9,07 11,98

Tetraborato de sédio, 0,01 M — Dissolver3,80 g
de Na,B,0,-10H;0, em dgua, para perfazer
1000 ml. Evitar absorgdo de diéxido de carbono.

Hidréxido de cdlcio, saturado a 25 °C — Agitar
excesso de hidréxido de célcio com dguae decantar
a 25°C antes de usar. Proteger de modo a evitar
absorgdo de di6xido de carbono,

Tais solugBes devem ser recém-preparadas com
4gua isenta de didxido de carbono e empregadas
em prazo de trés meses, tomando-se cautela para.
evitar o crescimento de fungos e bactérias. Aceita-se
o emprego de conservantes desde que nio interfira
na medigfo potenciométrica do pH.
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MODO DE OPERAGAQ
Aferigdo do aparelho

1. Retirar o béquer contendo solugéo de KC]
na qual estd mergulhado o cletrodo quando o
medidor ndo estd em uso;

2. Lavar o eletrodo com jatos de dgua desti-
lada € enxugd-lo com papel de filtro;

3. Imergir o eletrodo em solugfo-tampdo de
referéncia, verificando-se 2 temperatura em que
s¢ vai operar;

4. Ajustar o valor de pH até o valor tabelado,
mediante o botfo de calibragio;

5. Lavar o eletrodo com viérias por¢des de um
segundo tampdo de referéncia, imergir o eletrodo
neste e verificar o valor de pH registrado. Este ndo
deve apresentar variages que superem 0,07
(£0,07) do valor tabelado para este segundo
padrdo. Vale dizer que existem determinados
aparelhos que possuem acoplados frascos com
detergentes anidnicos, empregados como solugbes
de lavagem entre cada uma das operacdes de
determinagio ou aferigio dos valores de pH.
A dgua também se presta a esta fung¢fo;

6. Se ndo houver precisio nas medidas, veri-
ficar possiveis danos nos eletrodos e trocé-los,

Determinagdo do pH da solugdo-problema
1. Apés aferigfio conveniente, lavar o eletrodo

com 4gua {ou solug¢Bes proprias) ¢ com védrias
porgiies da solugdo-problema. Para diluigdo das

DETERMINAGAO DO pH

amostras, usar dgua destilada isenta de dioxido
de carbono,

2. A primeira determinagdo formece valor
varidvel, havendo necessidade de proceder a
novas leituras. Os valores encontrades posterior-
mente ndo deverdo variar mais do que 0,05 de
unidade em trés leituras sucessivas;

3. Para determinagBes que exijam alta precisdo,
as temperaturas das solugdes-tampfo e problema,
dos eletrodos e das dguas de lavagem nfo devem
diferir acima de 2 °C entre si. Assim, para que se
reduzam os efeitos de histerese t&érmica ou elétrica

dos eletrodos, as solugBes devem estar 3 mesma’

temperatura por, no minime, 30 minutos antes
do inicio da operagdo;

4. E importante que, apés a utilizagio do
aparelho, se conserve o eletrodo em solugio
apropriada, normalmente de KCI.

DETERMINAGCAOQ COLORIMETRICA DO pH

Baseia-se no emprego de solugdes indicadoras
ou de papéis indicadores, que tém a propriedade
de mudar de coloragfio conforme a variagdo do
pH. Neste caso trata-se de medida aproximada,
indicando, apenas, uma faixa de valores, mais ou
menos larga, conforme o indicador empregado.
A determinagio ¢ levada a efeito adicionando-se
gotas da solu¢fo indicadora 3 solugdo em exame
ou umedecendo-se com esta solugdo papéis indi-
cadores ¢ observando-se a mudanga de coloragdio.
As cores desenvolvidas pelos indicadores em
diversas faixas de pH constam do anexo XII.1.
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v.2.20. DETERMINAGCAO DE AGUA

Diversas substancias farmacopéicas encontram- cagdo. Trés métodos sdo descritos — volumétrico,
se na forma hidratada ou contém 4gua absorvida, destilagdo azeotrépica e gravimétrico —, sendo
tornando relevante o estabelecimento de teores- recomendada para cada substincia a adogio do
limite e sua determinagfo em ensaio de especifi- métedo especificado na respectiva monografia.
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METODO VOLUMETRICO

v.2.20.1.

v.2.20.1. METODO VOLUMETRICO

Baseia-se na reagdo quantitativa entre dgua ¢
soluggo anidra de iodo e diéxido de enxofre
dissolvidos em piridina e metanol. A amostra pode
tanto ser titulada diretamente {(método direto)
quanto por retorno (método indireto). No iultimo
caso, incorpora-se excesso de reagente A amostra
e, apés aguardar-se O tempo necessdrio a reagdo
quantitativa, titula-se 0 excesso de reagente com
solugio padrio de dgua em metancl. Esta técnica
— de uso irrestrito — ¢ especialmente recomendada
para substincias que liberam lentamente seu
conteiido de dgua.

APARELHO

Admite-se o emprego de qualquer equipamento
que permita a exclusdo adequada da umidade
atmosférica e a determinagio do ponto final da
titulagdo.

Para substincias incolores, ¢ possivel detectar-se
o ponto de equivaléncia pela mudanga de cor do
reagente, de amarelo-candrio para dmbar. Viragem
inversa é observada ao se adotar a titulagdo por
retomo. Todavia, é mais freqiente e preciso
determinar-se o final da titulagfo eletrometri-
camente. Compreende o uso de dispositivo elétrico
capaz de gerar diferenga de potencial de 200 mV
entre dois eletrodos de platina (drea e distan-
ciamento da ordem de 5 mm? e 2,5 cm, respecti-
vamente) imersos na solugo a titular. Ao ser
atingido o ponto de equivaléncia, ligeiro excesso
de reagente provoca elevagdo brusca do fluxo de
corrente para 50 a 150 uA durante 30 segundos
a 30 minutos, dependendo da natureza da amostra
(o periodo ¢ menor quando a substincia ¢ soltivel

no reagente).

Reagente de Karl Fischer

Adicionar 125 g de iodo 4 mistura de 670 ml
de metanol e 170 mi de piridina e resfriar, Trans-
ferir 100ml de piridina para proveta de 250 ml
e, mantendo a piridina fria em banho de gelo,
passar comente de diéxido de enxofre através
do solvente até que seu volume atinja 200 mi.
Juntar, lentamente e sob agitagfo, esta solugdo
A mistura de iodo fria previamente preparada.
Misturar até dissolugdo doiodo e aguardar 24 horas
antes de padronizar. Quando recém-preparada, a
solugio reagente neutraliza cerca de Smg de
4gua/mi, mas deteriorase com rapidez. Daf a
conveniéncia de sua padronizagdo até uma hora
antes de usar ou diariamente, quando em uso
continuo. Proteger da luz quando em uso. Arma-
zenar o reagente sob refrigeragdo-em frasco imbar,
provido de tampa esmerilhada hermética. Como
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opgdo ao preparo do reagente, pode-se recorrer
a solugdes reagentes comerciais.

Padranizagdo do reagerte

Colocar quantidade suficiente de metanol no
frasco de titulagiio para cobrir os eletrodos ¢
adicionar quantidade suficiente de reagente para
fornecer a cor caracteristica da viragem ou a
indicagdo de 100-150 uA CC no microamperf-
metro quando da aplicagdo de 200 mV entre
eletrodos.

Na determinagio de tragos de 4gua (menos de
1%), empregar fartarato de sodio diidratado
(C4H4Na; 04 2H,0), — cujo teor de dgua apds
secagem a 150 °C durante 3 horas corresponde
a 15,66% — como padrdo de referéncia. Rapida-
mente, juntar 150 a 350 mg de sal, exatamente
pesados, a0 frasco de titulagdo e titular até o
ponto de equivaléncia. O tftulo do reagente, em
mg de 4gua/ml de reagente, ¢ fomecido pela
equagdo

2(18,2/230,08) (B/V)
em que
18,2 = peso molecular da dgua,
23008 = peso molecular do tartarato de sédio
diidratado,
p = massa, em mg, da tomada de ensaio
de sal,
V = volume, em ml, de reagente consumido

na titulagdo.

Para 2 determinagdo precisa de quantidades
significativas de dgua (mais de 1%), usar 4gua como
referéncia. Rapidamente, transferir 25 a 250mg
de dgua, exatamente pesados por diferenga, para
o frasco de titulagdo e titular até o ponto de
equivaléncia. Caicular o tituio do reagenie, T, em
mg de dgua/ml de reagente, pela formula (P/V),
em que P é a massa, em mg, da dgua e Véo
volume, em mi, de reagente consumido.

Padronizacdo de solugdo padréo de dgua
{método indireto)

Preparar solugfo de sgua em metanol, diluindo
2 ml de 4gua em quantidade suficiente de metanol
para completar 1000 ml. Padronizar esta solugfo
titulando alfquota de 25 ml com reagente previa-
mente padronizado conforme o procedimento
acima. Calcular o conteddo de 4gua, em mg/m}
de solugfo, pela férmula

V' x T)25
em que
V' = volume, em ml, de reagente consumido,
T = titulo do reagente, em mg/ml.
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PROCEDIMENTO

Determinar teores de dgua pelo método direto,
salvo quando houver especificagio diversza na
monografia.

Método direto,  Salvo quando a monografia
especificar de modo diverso, transferir 35 a 40 ml
de metanol para frasco de titulagio e titular
com o reagente padronizado até viragem visual ou
eletrométrica, com o intuito de eliminar a 4gua
presente como impureza no metanol (desconsi-
derar o volume consumido, pois ele nfo entra nos
cdlculos). Rapidamente, adicionar ao frasco
quantidade exatamente pesada de amostra, tal
que contenha 10 a 250 mg de 4gua (ou a quanti-
dade especificada na monografia), misturar ¢
titular até viragem visual ou eletrométrica. Calcular
o conteitdo de 4gua, em ml, na tomada de ensaio
pela formula (V x T) em que V ¢ o volume, em
ml, de reagente consumido ¢ T € o titulo do
reagente,

Método indireto (por retorno). Quando a
monografia assim o especificar, transferir 35 a
40 ml de metanol ao frasco de titulagfio e titular
com o reagente padronizado até viragem visual
ou eletrométrica, com o intuito de eliminar
a dgua presente como impureza no metanol
(desconsiderar o volume consumido, pois ele ndo

METODO VOLUMETRICO

entra nos cdlculos). Rapidamente, adicionar ao
frasco quantidade exatamente pesada de amostra
tal que contenha 10 a 250 mg de dgua; misturar
e juntar volume exatamente medido de reagente,
sendo este volume superior ac necessdrio para a
neutralizagio da dgua presente na tomada de
ensaio, Deixar em repouso pelo tempo necessdrio
para que a reagdo se complete e titular o excesso
de reagente com solugfo-padrio de dgua, até
viragem visual ou eletrométrica. Calcular o con-
tefido, em mg, de 4gua na tomada de ensaio pela
formula

TV -(VxR)]
em que
T = titulo do reagente,
V'= volume, em ml, do reagente adicionado em

excesso apds a incorporagio da tomada
de ensaio,

V = volume, em mi, de solugio-padrie de dgua
necessirio 2 neutralizagio do excesso de
reagente,

R = volume, em mi, de reagente por ml de
solugfo-padric de dgua, determinade na
padronizagdo desta titima.

Caso a monografia especifique, calcular o teor de
dgua em porcentagem.
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V.2202. METODO DA DESTILACAO AZEOTROPICA

A semelhanga do método volumétrico, o
azeotrépico permite a determinagio de dgua
contida em amostras de natureza multipla. A dgua
presente & destilada com tolueno — solvente com
o qual ¢ praticamente imiscivel — e separada em
tubo receptor apropriado apés resfriamento.
Convém, contudo, empregar tolueno previamente
saturado com dgua para evitar resultados baixos
devido i dissolugfo de 4gua residual no solvente
anidro.

APARELHO

Empregar o aparelho proposto por Dean e Stark
(Figura). Compreende balio de fundo redonde
A, com 500 ml de capacidade, conectado pelo tubo
cilindrico D ao tubo receptor B. Este tem capaci-
dade para Sml, € graduado com subdivisdes de
0,1 ml, asscgurando erro de leitura n3o supetior
a 0,05 ml e pode, opcionalmente, ser provido de
tomeira. A parte superior do tubo D liga-se —
scmpre por meio de juntas esmerilhadas — ao
condensador de refluxo vertical C. Partes do
balio e do tubo D podem ser guarnecidas com
tecido de amianto para maior isolamento térmico.
O calor para a destilagdo deve preferivelmente ser
fornecido por aquecedor elétrico dotado de
controle por reostato ou banho de Slec.

PROCEDIMENTO

Limpar o tubo receptor ¢ condensador com
mistura sulfocrdmica, enxaguar com dgua e secar
em estufa. Introduzir no baldo seco 200 ml de
tolueno e cerca de 2 ml de dgua ¢ destilar durante
2 horas. Resfriar e, apés cerca de meia hora,
medir o volume de 4gua acumulado no tubo
graduado. Adicionar ac balfo quantidade de
amostra ial que contenha 2 a 3ml de. dgua.
Apresentando a substincia natureza pastosa,
embrulh4-ta em folha de aluminio fazendo pacote
de dimensfo apropriada 4 sua passagem pe¢lo
gargalo do frasco. Se a substincia induzir borbu-
lhamento, juntar areia lavada ¢ seca em quantidade
suficiente para cobrir o fundo do frasco (opcio-
nalmente, juntar alguns cacos de material cerimico
poroso ou tubos capilares de vidro, do tipo empre-
pado para determinagfo de ponto de fusfo, veda-
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Aparelho para determinagfo de dgua pelo método azeo-
trépico.

dos em uma das extremidades por fusdo) com o
intuito de regularizar & ebuligfo.

Aquecer moderadamente o frasco contendo
tolueno ¢ amostra durante 15 minutos e, quando
o tolueno comegar a destilar, regular o aqueci-
mento para que destilem 2 gotas por segundo.
Destilada praticamente toda a dgua, acelerar a
velocidade de destilagio para 4 gotas por segundo.
Concluida a destilagio da 4gua, verter cerca de
10 a 15ml de tolueno pela boca do conden-
sador de refluxo e prosseguir a destilagfo durante
5 minutos adicionais. Remover, entdo, a fonte de
calor, aguardar o resfriamento do tubo receptor
i temperatura ambiente e deslocar eventuais
goticulas de 4gua retidas na parede do tubo
receptor com o auxilio de arame de cobre com
extremidade envolta em borracha (latex). Uma
vez conclufda a separago das fases, ler o volume
de 4gua no tubo receptor (descontande o volume
inicial) e calcular a porcentagem de dgua na
tomada de ensaio.
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v.2.20.3. METODO GRAVIMETRICO

Para substincias quimicas, adotar as especifi- preparadas e ensaiadas conforme as instrugBes
cagbes da monografia, seguindo o procedimento em V.4.2.3. Para substincias biolégicas, por sua
descrito em V.2.9. Drogas vegetais devem ser vez, proceder conforme indicado na monografia.

F.BRAS.IV, 1988
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V.2.21. ANALISE DE SOLUBILIDADE POR FASES

A solubilidade de substincia pura em dado
solvente, 3 temperatura constante, € parimetro
caracterfstico da substdncia, podendo, pois, servir
para fins de identificagio e avaliagdo de grau
de pureza. Neste principio, baseia-se a anilise de
solubilidade por fases. O procedimento consiste
na adigdo de porgGes crescentes de amostra a
volumes constantes de solvente no qual a substin-
cia analisada mostra apenas ligeira solubilidade,
visando 4 obten¢do de solugdo saturada desta
substdncia. Uma vez promovido o equilfbrio do
sistema — por agitagdo prolongada, sob tempe-
ramra constante — determina-se o contetido total
de soluto na solugdo sobrenadante (geralmente por
técnica gravimétrica) e traga-se o diagrama de
solubilidade por fases, plotando a composigio
da solu¢do, em mg de soluto por g de solvente
(ordenadas), pela composigdo do sistema, em mg
de amostra adicionada por g de solvente (abcissas).

A Fig. 1 {lustra diagrama deste tipo. Ao longo
do segmento AB, a totalidade do s6lido dissolve e
¢ encontrada na solugfo {inclinagfo corresponde
4 unidade). No ponto B a amostra satura a solugfio
¢ adigDes subseqiientes ndo acarretam aumento em
sua concentragfo. A inclinagio do segmento de
reta BC ¢, portanto, nula e a intersecgio do
prolongamento desta reta com o eixo dos Y
fornece o valor da solubilidade da substancia.
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Composigdo da solugio (mg/g)
1

| 1 l } 1 L 1 1 !
mg de amostra por g de solvente

Fig.1 Disgrama de solubilidade por fases de amostra
constituida por uma 56 substincia.

Se a amostra for constitufda de duas substin-
cias (uma delas impureza da outra, por exemplo),
o diagrama assume a forma ilustrada na Fig. 2.
O segmento AB apresenta inclinagio unitdria;
o ponto B indica saturagdo da solugdo com relagdo
a um dos componentes da amostra (geralmente
aquele que estd presente em maior proporgo);
o segmento BC indica a solubilizagdo do segundo
componente e o segmento CD a saturagio da
solugfo com este dtimo (inclinagdo nula).

O valor da inclinagio do segmento BC — fase
em que somente o segundo componente € solubi-
lizado — corresponde & proporgdo deste compo-
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Fig.2 Disgrama de solubilidade por fases de amostra
tendo duas substinci

nente na amostra. A subtragio deste valor da
unidade fornece o conteiido do primeiro compo-
nente na amostra, permitindo o emprego da
formula (1-I} 100 para a obtengdo do teor.
A inclinaggo, I, ¢ obtida pela férmula (Y,-Y,)/
J(X;-X;), emqueY,, Y, e X;, X, correspondem,
respectivamente, a projegbes de pontos do
segmento de reta BC sobre a ordenada (compo-
sigfo da solugdo) e a abcissa (composi¢io do
sistema). A extrapolagdo do segmento BC fornece
o limite de solubilidade, S;, em mg de soluto por g
de solvente, do primeiro componente, enquanto o
prolongamento da reta do segmento CD até o
eixo dos Y leva 4 soma das solubilidades dos dois
componentes, $; +8,.

A ocorréncia de desvios pronunciados nos
pontos que constituem os segmentos de reta do
diagrama indica falta de equilfbrio no sistema,
embora estes também possam ser atribufdos a
existéncia de solugfic solida ou a desvios do
comportamento teérico. Se necessdrio, a incli-
nagfo | pode ser calculada por aproximagio
grifica ou a partir do método estatistico dos
minimos quadrados.

Uma peculiaridade da andlise de solubilidade
por fases é nfo ser técnica aplicdvel a misturas
cujos componentes estdo presentes na amostra na
propor¢do de suas solubilidades. Neste caso
particular, ambos os componentes promovem
saturagio no mesmo ponto, fornecendo, como
resultado, diagrama de fases equivalente ao de
substéncia pura.

ESCOLHA DE SOLVENTE

A escolha de solvente para andlise de solubili-
dade por fases ¢ baseada na solubilidade do com-
ponente presente em maior propor¢do na amostra
e no meétodo de doseamento adotado para a
determinagdo da concentragdo da solugdo formada,
Sendo mais usual a técnica gravimétrica, convém
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ao solvente apresentar volatilidade suficiente
para permitir sua evaporagdo a vicuo, mas insufi-
ciente para dificultar operagdes de transferéncia
e pesagem. Recomendam-se solventes com ponto
de ebuligio entre 60 ¢ 150 °C. Em termos de
solubilidade, & conveniente que o solvente apresente
capacidade de solubilizagZo de amostra em propor-
¢do nZo inferior 2 4 mgfg nem superior a 50 mg/g.
A solubilidade 6tima compreende a faixa de
10220 mg.

Recomendagdes adicionais incluem a inércia do
solvente frente aos componentes da amostra
(prevendo-se, inclusive, a possibilidade de forma-
¢do de solvatos ou sais) &€ o emprego de solvente
de pureza e concentragiio conhecida (tragos de
impurezas afetam intensamente a solubilidade),
admitindo-se, contudo, o emprego de misturas.

APARELHAGEM

Cempreende banho-marfa termostatizado, fras-
cos ¢ ampolas apropriadas ¢ balanga analitica,
com precisdo de + 10 ug.

O banho d’'4gua & provido de termostato com
to!eranma de contrele de temperatura nfo supenor
a 0,1°C, especialmente na faixa de 25-30°C,
usual para os ensaios. O banho € equipado com
haste horizontal rotativa (25rpm) provida de
garras fixadoras para as ampolas. Como alterna-
tive, pode ser usado vibrador (100 2 120 vibrages/
segundo) igualmente provido de garras fixadoras
de ampolas.

A ampola — com capacidade para 15 ml —, ao
lado do chamado frasco de solubilidade também

78 mm
AN T

70 mm g :lrxi
— L _L
l-l9mm-| |- 25 mm |

Fig. 3 Ampola utilizada na anilise de solubilidade por
fases.
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empregado nos ensaios, estd ilustrada na Fig. 3.
Recipientes de especificagfo diferente so admis-
siveis desde que herméticos e apropriados 2
técnica descrita.

PROCEDIMENTO

Composigdo do sisterna

Pesar com exatiddo um minimo de 7 ampolas
de 15 ml rigorosamente limpas. Transferir quanti-
dades crescentes exatamente pesadas de amostra
para cada ampola, de modo que a primeira con-
tenha quantidade apenas ligeiramente menor que
a solubilizivel em 5ml de solvente e a Gitima
contenha ligeiro excesso de amostra. Apds transfe-
rir 5,0 ml de solvente para cada ampola, resfrid-las
em mistura de gelo seco e acetona e seld-tas com
magarico ar/gds, tomando a precaugdo de guardar
fragmentos de vidro resuitantes do processo.

Permitit 45 ampolas atingir a temperatura
ambiente e pesé-las, juntamente com seus res-
pectivos fragmentos de vidro. Calcular a compo-
si¢io do sistema, em mg/g, para cada ampola, pela
férmula: 1000(M,-M, }/(M;-M,), em que M,
corresponde 2 massa da ampola contendo amostra;
M,; é a massa da ampola vazia e M3 é a massa da
ampola contendo amostra, solvente € eventuais
fragmentos de vidro.

Equilibrio

O perfodo necessirio ao estabelecimento
de equiltbrio nos sistemas contidos nas ampolas é
varidvel de acordo com a natureza da amostra,
método de agitagdo (rotagdo ou vibragfo) e
temperatura. A experiéncia indica prazo médio de
1 a 7 dias para agitagdo por vibragdo e 7 a 14 dias
para o processo rotacional. Para confirmar a
promogio de equilfbrio, aquecer a peniltima
ampola da série a 40 °C com o intuito de obter
supersaturagfo. O resultado € positivo se o ponto
correspondente a esta ampola for coerente com
os demais no diagrama de fases. Todavia, resul-
tado diverso ndo significa necessariamente nio
ter sido atingido o equilfbrio. Hd substincias
com tendéncia a permanecer em solugdo supersa-
turada e, sendo este o caso, cabe a execugdo de
série de andlises, variando-se o perfodo de espera
com o fim de assegurar a coeréncia dos pontos
da curva de solubilidade.

Composigéo da solucdo

Atingido o equilibrio, colocar as ampolas em
suporte apropriado para que permanegam em
posi¢do vertical, com os gargalos acima do nivel
da 4gua do banho termostatizado. Aguardar a
decantagio dos sélidos nas ampolas, abri-las e
coletar 2,0m) de cada uma por meio de pipeta
provida de chumago de algoddo ou de outro
material capaz de atuar como filtro. Remover o
material filtrante da pipeta e transferir o liquido
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limpido para frasco de solubilidade (Fig.3)
tarado e devidamente identificado, pesando cada
frasco ap6s a operagfo. Esfriar os frascos em
banhe de gelo seco e acetona e, em seguida,
evaporar o solvente sob pressZo reduzida. Aumen-
tar gradativamente a temperatura de evaporagdo,
tomando a prcaugio de nfo exceder o limite
compativel com a estabilidade da amostra e
dessecar o resfduo até peso constante. Calcular
a composigio da solugfio em cada frasco, em
mg/g, pela formula 1000 (P, -P,)/ (P, -P3), em que
Py corresponde 2 massa do frasco contendo o
resfduo da evaporagfo; P, é a massa do frasco
de solubilidade vazio (tara} e P, ¢ a massa do
frasco contendo a solugio.

Tragar diagrama de fases com base nos valores
obtidos e determinar a pureza porcentual da
amostza em fun¢fo da inclinagio do segmento
de reta,

Aplicagdo da andlise de solubilidade por
fases na purificagio de substéncias

Enquanto as solugbes obtidas no processo
analitico descrito contém essencialmente todas as
impurezas presentes na amostra em proporgio
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aumentada em relagfo 2 amostra original, pres-
tando-se — ap6s evaporagfo do solvente — 2
determinagfio qualitativa das impurezas, a fase é
adequada, pela elevada pureza, ao preparo de pa-
dr8es de referéncia para outros ensaios analiticos.

PROCEDIMENTO

Pesar quantidade apropriada de amostra e
suspendé-la em solvente adequado de modo a
— alcangado o equilibrio — dissolver somente
10% do material. Fechar o frasco e aguardar
estabelecimento do equilibrio 4 temperatura
ambiente (em geral, 24 horas sdo suficientes).
Em seguida, recolher a solugfo sobrenadante
Ifmpida e evaporar, 4 temperatura ambiente ou
préxima desta, até secura. Pelo fato de a solugfio
conter as impurezas da amostra original, obtém-se,
por este procedimento, material em que a pro-
porgio de impurezas encontrase aumentada,
sendo a relagdo de enriquecimento aproximada-
mente igual A razfo da massa da amostra pela
massa de s6lidos dissolvidos no volume de solvente
empregado. Purificar o resfduo nfo dissolvido
por lavagem e secagem (padrdo de referéncia).




V.2.22.

v.2.22. ELETROFORESE

Eletroforese consiste em técnica de separagho
quantitativa para componentes de mistura de
vérias espécies i0nicas. Num campo elétrico
unidirecional, cada fon migra isoladamente,
independente dos outros fons, em dire¢io ao
polo de sinal de carga oposto ao seu, conservando
sua estrutura e suas propricdades. A mobilidade
eletroforética ¢ fungio da carga elétrica do fon,
do gradiente de tensfo do campo e da viscosidade .
do meio.

A separagfo processa-se em suporte embebido
em liquido tamponado de pH constante ou de
gradiente de pH, que se coloca dentro de cuba
adequada. Os suportes recomendados s3o: papel
de filtro, acetato de celulose, gel de dgar ou de
agarose, gel de amido, gel de poliacrilamida,
camadas porosas de vidro em pd, areia, amido,
cloreto de polivinila, celulose ou sflica-gel.

A aparelhagem consiste geralmente em cuba
fechada dentro da qual se coloca suporte com o
material a analisar entre dois compartimentos
eletr6dicos contendo tampdo. Este recipiente
costuma ser retangular, com dimensdes de acordo
com o namero miximo de andlises simultineas
a executar. Aplicam-se tensSes de corrente con-
tfnua de 100 a 300 volts, para fons grandes, e de
1000 a 10.000 volts para fons menores; as corren-
tes usadas nfo ultrapassam 20 m/A. A tempera-
tura deve ser mantida constante, se necessdrio por
resfriamento.

Ap6s a separagio eletroforética, os componentes

separados sfo identificados por métodos ade-
quados. A sensibilidade, que normalmente permite
detectar microgramas de substincias, pode ser
aumentada por técnicas imunologicas. Todas
as substancias ionizdveis podem ser analisadas por
eletroforese; para as n¥o-polares indica-se a andlise
cromatogréfica.
A eletroforese serve para:

a) caracterizar uma substincia pela comparagio
de sua mobilidade com aquela de um padrfio;

b) verificar a pureza de um produto pela
auséncia de contaminantes idnicos de cargas
diferentes e

¢) determinar as concentragles relativas dos
componentes ionicos de uma mistura.

A versatilidade da eletroforese permite escolher
técnicas apropriadas para cada caso dentro de
grande variedade de condigGes, conforme se
observa nas tabelas seguintes. O gradiente de
voltagem ¢ indicado em kilovolt por metro —
kV/m —, onde o numerador representa a tensio
entre os eletrodos e o denominador a distancia
entre eles. Assim, uma tensio de 200V, por
exemplo, entre eletrodos distantes de 10 cm terd
gradiente de 2kV/m. O suporte usado nestes
exemplos seguintes é o papel de filtro. As mobili-
dades relativas foram calculadas em relagio 2
mobilidade de fon mais lento (mobilidade = 1).

Tabela I — Quadro geral

Tamp#o pH Material kV/m Revelsdor

A 3,6 cations inorgénicos 6 4cido viollrico
aminas 5 p-dimetilaminobsnzalde(do
dcidos orgénicos 8 nitrato de cério gmoniacal
nucleotideos 3 difenilcarbazida
peptidecs e aminoécidos 5 ninidrina
esterdides hidrossollvels 2 dinitrofenilidrazina

A 3,6 vitaminas hidrossoldveis 4 especifico para cada vitamina

49 fosfatideos 2 molibdato de ambdnio

c 9,0 protelnas - 1 negro de amido
pigmentos bifiares 8 acido fosfbrico

D 9,0 anions inorganicos 6 quinidina
purinas 3 difenilcarbazida
alcalbides 3 Dragendorff
manaossacarideos 4 oxalato de anilina
polissacar{deas 1 vanilina
corantes hidrossoliveis 5 cores proprias
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Tabela 2 ~ Preparo dos tampdes
Tempéo A 8 c D
pH 36 4,9 9,0 9,0
piridina {ml} 10 100 - -
cido acético glacial (ml) 100 100 - -
acetato de sbdio anidro {g) - 4,1 - -
borato de s6dio {g) - - — 6.4
barbital sédico (g} - - 8,24 -
metanol (ml) q.5.p. - 1.000 - -
sgus destilada (mi} q.s.p 1.000 - 1.000 1,000
Tabela 3 - Citions inorginicos Tampéo A
Maobilidades relatives
As*tt 1 Pt 1 cd** 28 Zn*t a3 Ma*t 55
Ag* 5 't 18 Pg** 36 Ni*t a5 Mg** 57
Fe*** 10 ca*t 23 At 3g Co** 64 Fe** 62
Tabela 4 — Aminas Tampdo A
glicina 1,0 gramina 6,8 fenetilamina 10,2 etilamina 18,0
mescalina 6,0 orpitina 7,0 histamina 14,5 dimetilamina 20,2
arginina 6,2 tiramina 7,2 propilamina 15,2 metilamina 230
histidina 6,5 sfedrina 8,0 cadaverina 16,0 emdnia 25,0
lisina 6,5 creatina 9,2 putrescina 16,8
Tabela § -~ Acidos orginicos ~ Tampfo A
&- aminolsvulinato 1,0 oxalata 10,6 levulinato 15,5
hidroxibutirato 7.8 factato 12,8 maleato 18,0
glutarato 8,2 malato 14,7 citrato 20,0
succinato 9,4 galacturonato 14,7 tartarato 21,7
Tabela 6 Nucleotideos Tampdo A
acido citid{lico () 1,0 AA 44 AU 7.1 ACC 34 ACU 7,1
4cido adanflico (A} 2,9 GC 5.3 GG 9,1 AAC 4,7 AAG 8,1
4cido guanf(lico {G) 59 cu 56 GU 9.4 GCC 55 AGG 10,2
écida uridflico [3)] 6,2 AG 6,8 (918] 98 ACG 6,8 AUU 10,7
Tabela 7 — Aminodcidos Tampio A
&cido aspértico 1.0 prolina 51 serina 5?7 alanina 6,6
bcida glutdmico 28 meticnina 53 citrulina 57 glicina 7,0
taurina 4.1 glutamina 53 leucina 59 arginina 17,6
hidroxiprolina 4,6 tirosina 556 isoleucina 59 histidina 18,0
cistina 4.8 fenilalanina 5.5 treonina 59 lisina 18,0
asparagina 5,0 triptofano 5,7 valina 6.2 arnitina 181
histamina 208
Tabela 8 — Esterdides (fenilidrazonas) Tampio D
estrona 1.0 desoxicortona 1,6
testosterona 14 androsterona 1.7
meti{testosterona 1.5 progesterona 1.8
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Tabela 9 - Vitaminas Tampio A

fosfato de piridoxel 1,0 8cido nicotinico 8,8
difosfato de tiamina 6,6 moncfosfato de tiamina 10,3
4cido ascérbico 1 nicotinamida 19,9
fosfato de piridoxamina 81 piridoxina 22,6
riboflavina 8.9 tiamina 23.7

Tabela 10- Proteinas humanas Tampio C

gamaglobulina 1,0 2-gifa-globulina 2,2 slbumina 35
beta-globulina 1,7 1-alfa-globulina 27

Tabela 11 - Anions inorginicos ~ Tampio D

periodato 1,0 ortofosfato 54 sulfito 6,4 iodeto 74
berato 3.0 metavanadsto 5.5 ferricisneto 6,6 brometo 76
telurato 35 molibdate 56 clorato 6.9 nitrito 7.6
. telurito 44 tiacianato 58 sulfato 71 nitrato 76
iodato 4,6 fluoretc £.1 persulfato 7.3 ferrocianeta 7,7
metafosfato 5,1 bromato 8.1 cloreto 7.3 tiossulfato 7.8

Tabela 12 — Alcalides Tampfo D

papavering 1,0 cinchonina 4.4 nicotina 6,7
colchicina 16 pilocarpina 4,7 cocafns 6,7
ioimbina 29 herofna - 48 mescalina 8,1
estricnina 2,9 morfina 5.0 hematrapina 81
brucina 3.6 escopolamina 54 atropina 8,2
quinina 4,0 tubocurarina 5,6 efedrina 9,3

Tabela 13— Sacarideos Tampio D

sacarose 1.0 D-ribose 4,7 D-galactose 58
maltose 1,9 D-sorbito! 5,2 L -sorbose 6,1
lactose 23 D-frutose 56 D-glicose 6,2
gliceral 31 L -erebinose 5,7 D-xilose 6,3
D-manose 4.3 D-menitol 5,7
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Tabela 14 ~ Preparo de reveladores

Acido violirico
Contém 1,759 des deida vialarico (C4H3N304 + Hy0) em dgua a 100.0 ml.

p-Dimetilaminobenzaldeido
Contém 1,0g de p-dimetilaminobenzalde(do (CoH;1NO) em 90,0 ml de acetona e 10,0 mi de 4cido
cloridrico-

Nitrato de céris-amoniacal
Contém 2,09 de nitrato de cério-amoniacal (NHa},Ce(NQ3), em #cido nitrico 1M a 100,0 ml.

Difenilcarbazida o
Borrifar com solugo 0,2 g por cento {p/V) de sulfato ciprico {CuSOq + BH,0) e secar a 100 C.
Expor durante 5 minutos a vapores de amonfaco e tratar em seguida com sctuedo 0,1 g por cento
{p/V) de difenilcarbazida em etanol.

Ninidrina
Dissolver 0,4 g de ninidrina e 0,2 g de cloreto cobaltoso {CoCl; + 6H, 0 em isopropanol 8 100,0 ml.

Dinitrofenilidrazina
Misturar 0,3 g de 2,4-dinitrofenilidrazina e 0,3 m! de 4cido clor(drico em metanol a 100,0 ml.

Molibdato de ambnio
Dissolvar 0,685 g de molibdato de sédio (MazMoO4* 2H; 0} e 0,040 g de sulfato de hidrazina em
10 ml de dgua. Juntar 10 ml de écido sulflrico e completar com dgua a 100,0 mi.

Negro de smido
Dissolvar 0,5 g de negro de amido {CxH14NgOgS2Naz) em 48 ml de metanol. Juntar & mi de dcido
acético glacial e complatar com dgua a 100 ml.

Acido fostérico
Acido ortofesférico a 15,0 por cento (V/V).

Quinidina
Dissolver 0,3 g de quinidina (CgH24N, 03} em cloroférmio a 100,0 mi.

Dragendorff
Dissolver 1,7 g de nitrato bésico de bismuto e 20 g de acido tartérico em 80 ml da dgua. Antes do usa,
misturar 4 mi desta solugdo com 2 mi de solugdo de iodeto de potéssio a 4,0 por cento (p/V). Juntar
12 g de 4cido tartérico e 60 ml de dgua.

Oxalate de anilina
Dissolver 1,3 g de &cido oxélico {Cz H;04 * 2H,0) e 0,9 mi de anilina em 4gua s 100,0 ml.

Vanilina
Misturar antes do uso a solugdo etandlica de vanilina (CgHgQ3) a 1,0 por cento (p/V) com volume
igual de 4cido perclérico a 3,0 por cento {p/V).
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v.3. METODOS QUIMICOS

v.3.1. REACOES DE IDENTIFICACAO

v.3.1.1. [ONS, GRUPOS E FUNGOES

Os métodos cldssicos de identificagio de
fungdes ou determinados grupos quimicos pre-
sentes em fdrmacos consistem em reagSes que
resultam em formagio de precipitado, produto
colorido, desprendimento de gés, descoramento do
reagente usado ou outro fendmeno qualquer facil-
mente perceptivel. Estes ensaios nfo sio aplicéveis
a misturas de fdrmacos.

Acetato

1) Aquecer a amostra com quantidade igual de
4cido oxdlico; desprendem-se vapores dcidos
com odor caracterfstico de 4cido acético.

2) Aquecer a amostra com dcido sulforico SR
e etanol; desprende-se acetato de etila, de odor
caracteristico,

3) Tratar solugio neutra da amostra com
cloreto férrico SR; produz-se cor vermelho-
escura, que desaparece pela adi¢io de dcidos
minerais.

4) Dissolves a amostra em d4gua, adicionar
5 gotas de nitrato de lantinio SR, 2 gotas de
jodo 0,1 M ¢ 1 gota de hidréxido de aménio SR.
Aquecer cuidadosamente até ebulicio. Apés
alguns minutos formase precipitado azul ou
aparece colorago azul intensa.

Acetila

Colocar a amostra em tubo de ensaio € juntar
3 gotas de 4cido fosforico 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 lantinio SR. Aquecer o con-
junto em banho-maria durante cinco minutos (cer-
tas substincias acetiladas se hidrolisam com dificul-
dade; neste caso a mistura deve ser aquecida
lentamente, até ebulicho, sobre chama direta).
Transferir a gota de nitrato de lantdnio SR a uma
cdpsula de porcelana ¢ misturar com uma gota de
iodo SR. Colocar na borda da mistura uma gota
de hidréxido de amdnio 2 M. Na zona de contato
dos dois liquidos aparece lentamente cor azul que
petsiste por pouco tempo.

F.BRAS.1V, 1988

Alcaldide

Dissolver alguns miligramas da amostra em
5ml de dgua, juntar 4cido cloridrico SR até
acidificar a solugio e, em seguida, verter 1 ml de
jodobismutato de potdssio SR; forma-se imedia-
tamente precipitado alazanjado ou vermelho-
alaranjado.

Aluminio, ion

1) Juntar a amostra a hidréxido de amdnio
6M, formase precipitado branco gelatinoso,
insoltivel em excesso do mesmo reagente.

2) Adicionar a amostra a hidréxido de s6dio
M ou sulfeto de sédio SR; forma-se precipitado
branco gelatinoso, solivel em excesso do mesmo
reagente.

3) A solugfio da amostra juntar hidréxido de
aménio SM até que sc forme turvagio. Adi-
cionar, em seguida, 3 a 4 gotas da solugio recém-
preparada de quinalizarina 0,05% em hidréxido
de sodio 1%. Aquecer até ebuligio, resfriar e
acidificar com excesso de dcido acético 5M;
produz-se cor violeta-avermethado.

Ammina aromdtica primdria

Acidificar a solugdo da amostra com 4cido
clor{drico 2 M e juntar 4 gotas de nitrito de sbdio
SR. Ap6s 1 a 2 minutos, acrescentar 1ml de
beta-naftol SR; aparece cor alaranjada intensa
ou vermelha, formando-se geralmente precipitado.

Aménig e amina alifdtica volatil

Dissolver a2 amostra em tubo de ensaio, acres-
centar 6xido de magnésio e aquecer se necessrio;
desprendem-se paulatinamente vapores alcalinos,
que escurecem o papel de prata-manganés colo-
cado na parte superior do tubo.

Amdnio, fon

Juntar 2 amostra excesso de hidréxido de s6dio
M a frio; ocorre desprendimento de amonia,
de odor caracterfstico, e que muda para azul a
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cor vermelha do papel de tomassol. A decompo-
sigo ¢ acelerada pelo aquecimento.

Antiménio(lil}, fon

1) Tratar a solugio da amostra, fortemente
acidificada por 4cido clorfdrico (no mdximo
2 M), com sulfeto de hidrogénio SR; forma-se
precipitado alaranjado de sulfeto de antimdnio,
insolive] em hidroxido de aménio &Af, mas
sohivel em sulfeto de aménio SR, hidréxido de
s6dio 2 M e 4cido cloridrico concentrado.

2) Dissolver a amostra em solugdo de tartarato
de s6dio e potdssio SR; ap6s resfriamento, juntar,
gota a gota, sulfeto de sédio SR; forma-se preci-
pitado vermelho-alaranjado soliive] em hidroxido
de sbdio 2 M.

Arsénio

1) A uma solu¢fio amoniacal da amostra adi-
cionar sulfeto de sédio SR e acidificar com 4cido
cloridrico dilufdo; forma-se precipitado amarelo,
insolivel em 4cido cloridrico, mas solivel em
solugBes alcalinas.

2) Aquecer 5 mi da solugio da amostra forte-
mente clorfdrica em banho-maria com volume
igual de hipofosfito de s6dio SR; forma-se preci-
pitado de cor marrom a preta, Caso se tratar de
AY(V), a redugdic ¢ mais lenta; o acréscimo de
iodeto de potdssio SR exercer4 efeito catalitico.

Barbitarico sem substituinte no nitrogénio

A uma solugio metandlica da amostra juntar
algumas gotas de solugfio contendo nitrato de
cobalto SR e cloreto de cdlcio SR, misturar e acres-
centar, com agitagio, algumas gotas de hidréxido
de s6dio 2 M, forma-se precipitado azul-violeta.

Bdrio, fon

1) Tratar solugfo da amestra com 4cido sulfi-
rico M; forma-se precipitado branco, insolivel
nos 4cidos cloridrico e nitrico.

2) Colocar a amostra na zona redutora de
chama; esta adquire cor verde-amarela, que se
apresenta azul quando vista através de vidro verde.

Benzoato

1) Tratar solugdo neutra da amostra com
cloreto férrico SR; forma-.se precipitado amarelo
escuro, soltvel em éter etilico.

2) Acidular solugio moderadamente concen-
trada da amostra com dcido sulfirico M; forma-
s¢ precipitado de dcido benzéico, facilmente
soliivel em éter etilico.
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Bicarbonato

1) Tratar a amostra com &cido mineral; produz-
se efervescéncia com desprendimento de gis
incolor que, ao reagir com solugdo de hidréxido
de cdlclo SR, forma imediatamente precipitado
branco.

2) A uma solugfo fria da amastra juntar fenol-
ftaletna SI; a solugo permanece inalterada ou
fica apenas levemente colorida.

Bismuto, {on

Dissolver a amostra em ligeiro excesso de dcidos
nitrico ou cloridrico e diluir com 4gua; forma-se
precipitado branco que, tratado com sulfeto de
hidrogénio, passa a marrom; o composto resul-
tante € solivel em mistura quente de partes
iguais de 4cido nitrico e 4gua, mas insolivel
em sulfeto de amonio SR.

Bissulfito

Tratar a amostra com 4cido clorfdrico 3 M;
desprende-se di6xido de enxofre, reconhecido
por seu odor pungente caracterfstico ¢ por escu-
recer papel de filtro umedecido com nitrato
de mercirio(I) SR.

Borato

1) A uma solugio da amostra acidulada com
dcido cloridrico, juntar algumas gotas de solugfio
de iodo 0,1% (p/V) e de sclugZo de dlcool polivi-
nilico 2% (p/V); produzse cor verde intensa.
A reagio ¢ alterada por agentes de oxidagio
ou redugo.

2) Tratar a amostra com dcido sulfiirico,
acrescentar metanol e levar a mistura 3 igni¢go;
cla queima com chama de bordos verdes.

Brometo

1) A solugfo da amostra acidificada com 4cido
sulfurico SR, juntar dgua de cloro SR; desprende-
se bromo, que confere cor parda 3 solugdo; agi-
tando-se esta com clorofdrmio, o solvente adquire
cor variando de vermelho a marrom-avermelhado ¢
a camada aquosa permanece incolor,

2) Tratar a solugio da amostra com d4cido
nitrico SR e nitrato de prata SR; forma-se preci-
pitado caseoso branco levemente amarelado,
insoldvel em 4cido nitrico ¢ pouco solivel em
hidrdxido de ambnio 6 M.

Céleio, fon

1) Umedecer a amostra com dcido cloridrico
¢ levd-la 4 zona redutora da chama; aparece cor
vermelho-alaranjada transitéria.

2) Dissolver a amostra, juntar 2 gotas de
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vermelho de metila SI, neutralizar com hidréxido
de amdnio 6 M, acrescentar 4cido clorfdrico
3 M, gota a gota, até acidular a solugio ¢ verter
oxalato de aménio SR; forma-se precipitado
branco de oxalato de cdlcio, insolivel em 4cido
acético 6M, mas solivel em deido clorfdrico
SR.

Carbonato

1) Tratar a amostra com 4cido mineral; produz-
se efervescéncia, com desprendimento de gis
incolor que, ao reagir com hidréxido de cdlcio
SR, forma imediatamente precipitado branco.

2) A uma solugio fria da amostra solivel
juntar fenolftalefna SI; aparece cor vermelha,

Chumbo, ion

1) Tratar solugfo da amostra com 4cido sulfi-
rico M: formase precipitado branco, insoldvel
em 4cido cloridrico 3 M ou 4cido nitrico 2 M, mas
soluvel em hidréxido de sédio M aquecide, em
acetato de amdnio SR e em excesso de 4cido
sulfirico M.

2) Tratar solugio da amostra, isenta de dcidos
minerais, com ¢romato de potdssio SR; forma-se
precipitado amarelo, insclivel em 4cido acético
6 M, mas solivel em hidroxido de soédio M ¢
em 4cido nitrico, a quente.

Cianeto

Tratar solugfo da amostra com sulfato ferroso
SR, hidréxido de sédio SR e cloreto férrico SR,
aquecer até ebuli¢fo ¢ acidular com 4cido clori-
drico; produz-se coloragio ou precipitado azul.
Se a quantidade de cianeto presente for pequena,
forma-se solugio coloidal de coloragic azul-
esverdeada.

Citrato

A 15 m] de piridina adicionar alguns miligramas
da amostra dissolvida ou suspensa em 1ml de
4gua, agitar, juntar 5 ml de anidrido acético 3 mis-
tura, agitar novamente; aparece cor vermelha clara.

Clorato

1) Tratar solugio da amostra com nitrato de
prata SR em meio de 4dcido nitrico SR; nfo se
forma precipitado. Verter dcido sulfuroso ou
solugiio recente de nitrito de sédio SR a esta
mistara; formase precipitado branco, insoldvel
em gcido nitrico SR, mas soltvel em hidréxido
de ambnio 6 M.

2) Submeter a amostra 2 ignigho; forma-se
cloreto, identificado por ensaios apropriados.

3) Tratar a amostra seca com dcido sulftrico;
ocorre crepitagdo desprendendo-sc gds amarelo
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esverdeado (para este ensaio usar quantidade
pequena de clorato, devendo-se tomar cuidado
extremo ao executdp, pois o gis que se forma
decompde-se de modo explosivo acima de 45 °C
— utilizar capela).

Cloreto

1) Tratar solugdo da amostra, acidificada com
dcido nitrico, com nitrato de prata SR; forma-
se precipitado branco caseoso, insolével em 4cido
nitrico, mas solavel em ligeiro excesso de hidr6-
xido de amonio 6 M.

2) Misturar a amostra seca com igual peso de
diéxido de manganés, umedecer com dcido sul-
furico SR e aquecer brandamente; desprende-se
clore, identificado pelo odor e pela producdo de
cor azul em papel de amido iodetado umedecido.

Cobre(ti}, fon

1) Tratar a solugfo da amostra com ferrocianeto
de potdssio SR; formase precipitado marrom-
avermelhado, insolGvel em dcidos dilufdos, mas
solavel em hidréxido de amdnio.

2) Tratar solugfo da amostra com dcido clorf-
drico e limalhas de ferro metdlico; depositase
pelicula vermelha de cobre metdlico.

3) Tratar solugfo da amostra com excesso de
hidréxido de aménio 6M; formase primeiro
precipitado azulado e, em seguida, solugfo forte-
mente azulada.

Ester

Juntar A amostra solugio metanélica de clori-
drato de hidroxilamina SR e solugfo de hidréxido
de potdssio a 10% (pfV) em dlcool, aquecer até
ebuligdo, resfriar, acidular com 4cido clorfdrico
SR e juntar solugdo de cloreto férrico SI; produz-
se cor vermelho-azulada ou vermetha.

Ferro

Tratar a amostra com sulfeto de aménio SR;
forma-se precipitado preto, que se dissolve em
scido clorfdrico 3 M, com desprendimento de
gis sulfidrico, caracterizado pelo papel acetato
de chumbo.

Férrico, fon

1) Tratar solugfo 4cida da amostra com ferro-
cianeto de potdssio SR; forma-se precipitado azul
escuro, que nfo dissolve por adigio de dcido
cloridrico SR, mas ¢ decomposto por hidrbxido
de s6dio 2 M.

2) Tratar a amostra com tiocianato de amdnio
SR; produz-se cor vermelha intensa que néio desa-
parece com adigio de 4cidos minerais dituidos,
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mas pode ser extraida com €ter etilico, passando
a coloragdo vermetha para a camada etérea.

Ferroso, fon

1) Tratar solugdo da amostra com ferricianeto
de potissio SR; forma-se precipitado azul escuro,
insolivel em 4cido cloridrico 3 M, mas decom-
posto por hidréxido de sédio M,

2) Tratar solugio da amostra com hidréxido de
sédio M; forma-se precipitado branco<sverdeado,
que passa rapidamente a verde e, em seguida,
quando agitado, a marrom.

Fosfato fou ortofosfato)

1} Tratar solugio neutra da amostra com
nitrato de prata SR; forma-se precipitado amarelo,
solivel em 4cido nftricc 2M ou hidréxido de
aménio 6 M.

2) Tratar solugfo nitrica da amostra com
molibdatc de aménio SR; forma-se precipitado
amarelo, solivel em hidréxido de aménio 6 MM;
a reacfo é acelerada pelo calor.

Hipofosfito

1} Aquecer solugiio da amostra, acidulada por
4cido sulftirico SR, coni sulfato ciprico SR;
forma-se precipitado vermelho.

2) Tratar solugio da amostra com cloreto
mercirico SR; forma-se precipitado branco, que se
torna cinzento na presenga de excesso de hipo-
fosfito.

lodeto

1) Tratar solugfo da amostra com dgua de

olave SR anta 0 natar deenrands.cs indn gue muda
CiOI0 o, g0 8 gOLa; GOSPITNGE-5C 1040, QU muda

a cor da solugfo de amarela para vermelha; agi-
tando-se esta solugdo com cloroférmio, este
adquire cor violeta. '

2) Tratar solugfio da amostra acidificada com
4cido nftrico SR, com nitrato de prata SR; forma-
se precipitado amarelo caseoso, insollivel em
4cido nitrico SR e hidréxido de am6nio 6 M.

Lactato

Tratar solugdo da amostra, acidulada por dcido
sulfirico SR, com permanganato de potéssio SR
e aquecer a mistura; desprende-se acetaldeido,
identificado pelo odor caracteristico.

Litio, fon

1) Tratar a solugdo da amostra moderadamente
concentrada e alealinizada por hidroxide de s6dio
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SR, com carbonato de sbdio SR; forma-se, por
aquecimento, precipitado branco, soltvel em
cloreto de amdnio SR.

2) Umedecer a amostra com 4cido cloridrico e
aquecer na zona redutora da chama; esta adquire
cor vermetha intensa.

Magnésio, ion

1) Tratar solugdo da amostra com hidréxido de
sodio SR; forma-se precipitado branco, que se
dissolve com a adigdo de cloreto de aménio SR.

2) Tratar solugdo da amostra, na presenga de
cloreto de amdnio SR, com carbonato de aménio
SR; ndo se forma precipitado mas, ao s¢ adicionar
fosfato de sddio SR, forma-se precipitado crista-
lino branco, insolivel em hidréxido de amdnic
6M.

Mercurio

1} Tratar solugio da amostra com sulfeto de
hidrogénio SR; forma-se precipitado preto, inso-
lavel em sulfeto de amédnio SR ¢ em 4cido nitrice
2 M fervente.

2) Aplicar solugdo da amostra, sem excesso
de dcido nitrico, em limina de cobre brilhante;
forma-se depésito que, ao ser polido, se torna
brilhante e prateado.

Mercdriofll), fon

1) Tratar solugfo da amostra com hidréxido
de sédio M; forma.se precipitado amarelo.

2) Tratar solugio neutra da amostra com.
iodeto de potdssio SR; forma-se precipitado
escarlate, muito soldvel em excesso de reagente.

Mercuriofl), fon

1) Tratar a amostra com hidréxido de sédio
M; o sal decompde-se, dando cor preta.

2) Tratar solugio da amostra com 4cido clorf-
drico SR; forma-se precipitado branco, que escu-
rece ao ser tratado com hidréxido de amonio 6 M.

3) Tratar solugfo da amostra com iodeto de
potdssio SR; formase precipitado amarelo que,
com o tempo, pode passar a verde.

Nitrato

1) Aquecer a amostra com dcido sulfiirico e
cobre metdlico; desprendem-se vapores vermelho-
pardos (realizar em capela).

2) Tratar solugfo da amostra com igual volume
de 4cido sulfirico, esfriar a mistura e juntar
0,5ml de solucio de sulfato ferroso 0,5.M; na
interface produz-se cor parda a roxa.
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Nitrito

1) Tratar a amostra com d4cidos minerais
diluidos ou com 4cido acético 5 M; desprendem-se
vapores pardacentos (realizar em capela).

2) Tratar papel de amido iodetado com solugfo
da amostra; o indicador se cora de azul.

3) Adicionar a amostra 4 solugdo acidificada
de permanganato de potéssio SR; desaparece a cor.

Oxalato

1) Tratar soluggo neutra ou alcalina da amostra
com cloreto de cdlcio SR; forma-se precipitado
branco, insoliivel em d4cido acético 6M, mas
solitvel em 4cido cloridrico.

2) Tratar solugdo acidificada quente da amostra
com pemmanganato de potissioc SR; desaparece
acor.

Permanganato

1) Tratar solugfo da amostra, acidulada por
dcido sulfirico SR, com peroxido de hidrogénio
3% (p/V) SR,; a cor desaparece a frio.

2) Tratar solugfo da amostra, acidulada por
4cido sulfirico SR, com 4cido oxdlico SR em
solugfo aquecida; a cor desaparece.

Peréxido

Tratar solugfo da amostra, ligeiramente acidu-
lada por 4cido sulfirico SR, com dicromato de
potissio SR; aparece cor azul intensa. Agitando 2
mistura com igual volume de éter etilico e dej-
xando os liquidos se separarem, a cor azul passa
para a camada etérea.

Patdssio, fon

1) Tratar solugfo alcalina da amostra com
tetrafenilborato sédico SR; forma-se precipitado
branco.

2) Tratar solugdo da amostra com 4cido acético
SR e 1 ml de cobaltinitrito de sédio SR; forma-se
imediatamente precipitado amarelo ou amarelo
alaranjado, na auséncia de ions amonio.

3) Colecar a solugio da amostra, acidulada
com 4cido cloridrico SR, na zona redutora da
chama; esta adquire cor violeta; a presenga de
pequena quantidade de sédio mascara a cor.

4) Tratar solugfo da amostra com dcido per-
clérico SR; forma-se precipitado branco cristalino.

Prata, fon

1) Tratar solugfo da amostra com 4cido clori-
drico; formase precipitado caseoso branco,
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insoliivel em dcido nitrico SR, mas facilmente
solivel em hidréxido de aménio 6 M.

2) Tratar a solugdo da amostra com hidréxido
de amonio 6 M e pequena quantidade de formal-
deido SR; por aquecimento, deposita-se espelho
de prata metdlica na superficie do recipiente.

Salicilato

1) Tratar a solugfo dilufida da amostra com
cloreto férrico SR; produz-se cor violeta.

2) Tratar solugfo moderadamente concentrada
da amostra com #cido mineral; forma-se precipi-
tado cristalino branco de 4cido salicilico, que
funde entre 156 ¢ 160 °C.

Sddio, fon

1} Colocar solugio da amostra, acidulada, com
dcido cloridrico SR, na zona redutora da chama;
esta adquire cor amarela intensa.

2) Tratar solugfo da amostra com 4cido clori-
drico ou nitrico e, em seguida, com acetato
de uranilz e zinco SR; forma-se precipitado crista-
lino amarelo-ouro, ap6s agitagfo por alguns
minutos.

Succinato

1) Tratar solugdo neutra da amostra com
cloreto férrico SR, formasse precipitado marrom
claro.

2) Tratar solugfo neutra da amostra com
nitrato de prata SR; forma-se precipitado branco,
facilmente soltvel em hidréxido de amdnio 6 M.

Suffato

1) Tratar solugfo da amostra com cloreto de
bdrio SR; forma-se precipitado branco, insolivel
em 4cido cloridrico SR e em 4cido nitrico SR.

2) Tratar solugfo da amostra com acetato de
chumbo SR; forma-se precipitado branco, solivel
em acetato de amonio SR, mas insolivel em
4cido cloridrico ou nitrico SR.

3) Tratar solugfo da amostra com dcido clorf-
drico SR; nfio se forma nenhum precipitado
(distingdo do tiossulfato).

Sulfito

1) Tratar a amostra com 4cido cloridrico M,
desprende-se¢ diéxido de enxofte, reconhecido por
seu odor pungente caracteristico ¢ por escurecer
papel de filtro umedecido com nitrato mercuroso
SR,

2) Acidificar solugdo da amostra com #cido
cloridrico SR, aquecer com algumas gotas de
permanganato de potdssio SR e juntar gotas de
cloreto de bdrio SR; forma-se precipitade branco.
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Tartarato

1) Dissolver alguns miligramas da amostra em
4gua, acidificada com 4cido acético SR, adicienar
uma gota de solugio a 1% de sulfato ferroso e uma
gota de per6xido de hidrogénio SR; produz-se cor
amarela fugaz, Juntar hidréxido de sddic 2.M
gota a gota; produz-se cor azul intensa.

2) Acidificar solugiio da amostra com écido
sulférico M, juntar algumas gotas de resorcinol
SR e adicionar, cuidadosamente, 4cido sulférico,
de modo a s¢ formarem duas camadas; aque-
cendo em banho-maria, por alguns minutos, na
interface aparece anel vermelho.

Tiocignato

Tratar solugo da amostra com cloreto férrico
SR; produz-se cor vermelha, que nio desaparece
pela adigfio de 4cidos minerais moderadamente
concentrados e pode ser extraida com éter, pas-
sando a coloragfio vermelha para a camada etérea.

Tiossulfato

1) Tratar solugdo da amostra com 4cido clori-
drico; forma-se precipitado branco, que passa
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logo a amarelo, e desprende-se didxido de enxofte,
reconhecido pelo odor.

2) Tratar solugfo acética da amostra com
cloreto férrico SR; produz-se cor violeta escura
que desaparece rapidamente,

Xantina

Tratar a amostra com 2 gotas de solugio
concentrada de peréxido de hidrogénio. concen-
trado e 5 gotas de 4cido cloridrico 2 M, ¢ aquecer
até secura em banho-maria; obtém-se residuo ver-
melho-amarelado que, tratado com hidréxido de
aménio 2 M, muda para vermelho-violeta.

Zinco, fon

1) Tratar solugio da amostra com ferrocianeto
de potdssio SR; forma-se precipitado branco,
insolivel em dcido cloridrico 3 M.

2) Tratar solugfo neutra ou alcalina da amostra
com sulfeto de amodnio SR; forma-se precipitado
branco.

3) Tratar solugfo da amostra com solugZo de
hidréxido de sédio 2M, gota a gota; formase
precipitado branco, flocoso, soliivel em excesso de
hidréxido de sédio SR.
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V.3.1.2. IDENTIFICACAO DE ESTERGIDES POR CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA

PROCEDIMENTO

Preparar cromatoplaca utilizando Kieselguhr G
como suporte. Introduzir a cromatoplaca na cuba
contendo o solvente de impregnagdo e deixar
desenvolver até que o solvente atinja o topo da
cromatoplaca. Remover a cromatoplaca da cuba e
deixar evaporar o solvente. Preparar solugio da
amostra a 0,25% (p/V) e solugiio do padrio a
0,25% (p/V), utilizando como solvente mistura de
9 volumes de cloroférmio e 1 volume de metanol.
A nfc ser que a monografia estabeleca diferen-
temente, aplicar sobre a cromatoplaca 2 il da
solugdo de amostra, 2ul da solugfo padric e
2yl mistura 1:1 das solugBes da amostra e do
padrfio. Desenvolver o crornatograma com o eluente
especificado na monografia, deixando-o subir no
mesmo sentido que o solvente de impregnagfo.
Remover a cromatoplaca da cuba, deixar evaporar
o eluente, aquecer a cromatoplaca a 120 °C por
15 minutos e nebulizar com solugdo de é4cido sul-
firico a 10% (V/V) em etanol a 96%. Aquecer a
120°C por mais 10 minutos, deixar esfriare exami-
nar 4 luz normal e 3 luz ultravioleta (366 nm). A
mancha principal do crematograma obtida com a
solugfio da amostra corresponderd 3 mancha prin-
cipal obtida com 2 solugdo do padrfo. A mancha
principal resultante da aplicegZo da mistura das
solugBes de amostra e de padrfo aparecerd como
Gnica e compacta.
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Solventes de impregnagio

1 Mistura de | volume de formamida e 9 volu-
mes de acetona
il Mistura de 1 volume de 1,2-propanodiol e
9 volumes de acetona
HI Mistura de 1 volume de parafina liquida e
9 volumes de éter de petréleo de faixa de
ebuligo 40-60 °C.

Efuentes

A Cloroférmio

B Mistura de 3 volumes de tolueno e 1 voiume de
clorof6rmio

C Tolueno

D Mistura de 4 volumes de cicloexano e 1 volume
de toluenc

E Mistura de volumes iguais de cicloexano ¢ éter
de petr6leo de faixa de ebuligiio 40-60 °C.

F Mistura de 2 volumes de 4cido acético glacial e
3 volumes de dgua

G Mistura de 8 volumes de hexano e 2 volumes de
dioxana.
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V.3.1.3. PESQUISAS DE ESTEROIDES ESTRANHOS POR CROMATOGRAFIA
EM CAMADA DELGADA

PROCEDIMENTO 1

Preparar cromatoplacas segundo método geral
para cromatografia em camada delgada, utilizando
sflica-gel G como suporte. Preparar 3 solugbes
utilizando como sclvente mistura de 9 volumes de
cloroférmio ¢ 1 volume de metanol nas seguintes
concentragdes: 1,5%(p/V) da substancia em exame
— solugdo 1; 1,5% (p/V) do padrio oficial corres-
pondente — sohugdo 2 ¢ 0,03% (p/V) de cada um
dos seguintes padrSes oficiais: prednisolona e
acetato de cortisona — solugdo 3. Aplicar sobre a
cromatoplaca 141 de cada uma destas solugdes,
separadamente, e desenvolver o cromatograma
utilizando como eluente mistura de 77 volumes de
diclorometano, 15 volumes de €ter, 8 volumes de
metanol e 1,2 volumes de dgua. Secar o cromato-
grams ao ar, aquecer a 105 °C por 10 minutos ¢
nebulizar com solugdo de azul de tetrazolio
alcalina SR. A mancha principal do cromatograma
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obtida com a solugdo 1 corresponde, na distincia
percorrida, coloragio e intensidade, 4 mancha
principal do cromatograma obtido com a solugdo 2.
Qualquer mancha secundéria obtida com a solugfo
1 nfo deve ser mais intensa do que a mancha
correspondente no cromatograma obtida com a
solugdo 3.

PROCEDIMENTO 1

Proceder 3 cromatografia utilizando silica-gel
G como suporte e, como eluente, mistura de
95 volumes de 1,2-dicloroetano, 5 volumes de
metanol ¢ 0,2 volumes de dgua.

Aplicar sobre a cromatoplaca, separadamente,
1] de cada uma das 3 solugBes em mistura de
9 volumes de cloroférmio e 1 volume de metanol,
como no Procedimento I, com exce¢do da solugio
3, em que se adiciona acetato de desoxicortona.
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¥.3.1.4. PESQUISA DE SUBSTANCIAS RELACIONADAS A SULFONAMIDAS POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

PROCEDIMENTO I

Proceder 3 cromatografia em camada delgada
utilizando sflica-gel H como suporte. Preparar
solugdo da substincia em exame a 1,0% (pfV)
utilizando como solvente mistura de 9 volumes
de etanol a 96% e 1 volume de hidréxido de
ambdnio 13,5 M — solupdo 1. Preparar solugdo de
sulfanilamida a 0,005% (p/V), usando o mesmo
soivente — solupfo 2. Aplicer separadamente sobre
a cromatoplaca 104l de solugdes 1 e 2. Desen-
volver o cromatograma usando mistura de 15
volumes de l-butanol e 3 volumes de hidréxido
de amonioM como eluente. Remover a croma-
toplaca da cuba, aquecer a 165 °C por 10 minu-
tos e nebulizar com solugio a 0,1% (p/V) de
4-dimetilaminobenzzldeido em etanol a 96%,
contendo 1% de 4cido clorfdrico (V/V): qualquer
mancha no cromatograma obtida com a solugiio 1,
exceto a8 mancha principal, nfo ¢ mais intensa
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que a mancha obtida no cromatograma com
solugfio 2.

PROCEDIMENTO II

Proceder & cromatografia em camada delgada
utilizando sflica-gel H como suporte e mistura de
20 volumes de claroférmio, 2 volumes de metanol
e 1 volume de dimetilformamida como fase
moével. Aplicar sobre a cromatoplaca, separada-
mente, 104l de cada uma das seguintes solugBes:
0,25% (p/V) da substincia em exame em mistura
de 9 volumes de etanol e 1 volume de hidréxido
de ambnio 13,5 M — solugio 1; 0,00125% (p/V)
de sulfanilamida no mesmo solvente da solugdo 1.
Desenvolver o cromatograma, secar a0 ar e revelar
conforme prescrito no procedimento I: qualquer
mancha obtida com a solugio 1, exceto a mancha
principal, nfio deve ser mais intensa que a mancha
obtida no cromatograma da solugdo 2.
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V.3.1.5. IDENTIFICACAO DE FENOTIAZINAS POR CROMATOGRAFIA
EM CAMADA DELGADA

Proceder 2 cromatografia em camada delgada,
conforme descrito em métodos gerais. Usar
Kieselguhr G como suporte. Impregnar a croma-
toplaca seca, colocando-a em cuba contendo
mistura de 10 volumes de 2-fenoxietanol, 5
volumes de macrogol 300 e 85 volumes de acetona.
Deixar o eluente subir pelo menos 17 cm. Remo-
ver a cromatoplaca da cuba e utilizar imedia-
tamente.

Aplicar sobre a cromatoplaca, separadamente,
2pl de cada uma das solugBes seguintes: 0,2%
(p/V) da sustincia em exame em cloroférmio
- solugifo 1 e 0,2% (p/V) do padrio oficial corres-
pondente — solugdo 2, operando em atmosfera de
nitrogénio e luz reduzida. Desenvolver o cromato-
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grama usando como eluente mistura de 2 volumes
de dietilamina ¢ 100 volumes de éter de petréleo
de faixa de ebuligio 40-60°C, saturada com
2-fenoxietanol. Remover a cromatoplaca da cuba,
deixar ao ar e examinar sob luz ultravioleta com
intensidade méxima em 366nm: observa-se
fluorescéncia, produzida em poucos minutos.
Em seguida, nebulizar a cromatoplaca com sclugfio
de 4cido sulfirico a 10% (V/V) em etanol e obser-
var a coloragio produzida: a2 mancha principal
no cromatograma, obtida com a solugio 1, cor-
responde, na distincia percorrida, fluorescénda
e coloragfo, dquela obtida no cromatograma da
solupdo 2 e tem a mesma estabilidade pelo periodo
de, pelo menos, 20 minutos depoais da nebulizagdo.
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v.3.1.6. PESQUISA DE IMPUREZAS RELACIONADAS A FENQOTIAZINAS POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

PROCEDIMENTO

Preparar cromatoplacas utilizando sflica-gel
GF 254 como suporte, operando em atmosfera de
nitrogénio e ao abrigo da luz. Preparar solugio
contendo 2,0% (p/V) da substincia em exame em
mistura de 95 volumes de metanol e 5 volumes de
dietilamina — solugdo 1. Preparar solugdo a 0,01%
{p/V) da substincia em exame, utilizando o mesmo
solvente — solugffo 2. Aplicarsobre a cromatoplaca,
separadamente, 10ul de cada soluglo recém-
preparada. Usar fase mével especificada na mono-
grafia. Deixar o solvente subir 12 cm acima do
ponto de aplicagio. Remover a cromatoplaca da
cuba, secar ao ar ¢ examinar sob luz ultravioleta
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com méximo em 254 nm. Desprezar qualquer
mancha sobre a linha-base. Qualquer mancha obtida
com a solugdo I, exceto a mancha principal, nfo é
mais intensa que a mancha obtida com a solugdo 2,
exceto se a monografiz estabelecer diferentemente.

Fases méveis

A Mistura de 80 volumes de cicloexano, 10 volu-
mes de acetona e 10 volumes de dietilamina

B Mistura de 85 volumes de hexano, 10 volumes
de acetona e 5 volumes de dietilamina

C Mistura de 15 volumes de !-butanol e 3 volu-
mes de hidréxido de amdnio M




V.3.2. ENSAIOS-LIMITE PARA IMPUREZAS INORGANICAS

Ensajos-limite consistem em ensaios quantita-
tivos ou semi-quantitativos destinados 3 identifi-
cagfio de impurezas presentes em formacos. Visto
que estasimpurezas se encontram, freqlientemente,
em quantidades pequenas, sua detecgdo, via de
regra feita através de reagfio visivel, bem como sua
determinagdo quantitativa exigem certos cuidados,
sobretudo no que diz respeito a fatores que podem
influir nos resultados, a saber: especificidade do
ensaio, sensibilidade do mesmo e controle dos
erros passiveis de serem cometidos pelo operador.

Certos ensaios visam a determinar, com precisdo,
a quantidade de impurezas porventura presentes
no férmaco. SZo os seguintes: (1) limites de
substincia solGvel; (2) limites de substincias
insoliveis; (3) limites de umidade, substincia
volatil e solventes residuais; (4} limites de substin-
cia ndo vol4til; (5) limites do residuo pela incine-
ragio; (6) limites da perda por dessecagdo;
(7) limites de cinza.

Ensaios-limite de cloreto, sulfato, ferro, metais
pesados e arsénio destinam-se a comprovar se 0
conteiido de tais impurezas ndo excede o limite
— em microgramas por grama da substincia em
exame — especificado na monografia.
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Os ensaios sfo realizados em tubos de vidro
transparente, de fundo chato, geralmente tubos
de Nessler, com capacidade aproximadamente de
70 ml e marca extemna comespondente a volume
de 45 a 50 ml, e diimetro interno de 23 mm.

Os tubos empregados devern ser iguais tanto em
relagio ao diimetro interno quanto acs outros
aspectos, uma vez que a comparagio entre cor ou
turbidez ¢ direta. H4 duas maneiras de interpre-
tagio: no primeiro case, os tubos devem ser
observados de cima para baixo, contra fundo
branco, se possivel com auxilio de luz colocada
diretamente por baixe do fundo dos tuboes; ne
segundo caso, a comparagio deve ser feita ma
horizontal, contra fundo escuro, colocando, caso
possivel, fonte de luz diretamente nas laterais
dos tubos.

Quante ao padrdo, pode-se optar por padrdo
fixo ou padriio varidvel. No primeiro caso, a
quantidade da amostra a ser empregada visando &
comparagdo com o padrio de volume fixo €
estabelecida em tabelas (Tabelas I, II e III); no
segundo caso, ¢ volume do padro varia de acordo
com o limite de cada impureza em determinada
amostra, conforme o especificado na monografia.
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V.3.2.1. ENSAIO-LIMITE PARA CLORETOS

Preparo da amostra em tabela (Tabelal), ao mesmo tratamento
efetuado com a amostra. Utilizar as mesmas
quantidades de reagentes empregadas no Preparo
da amostra.

Em tubos de Nessler colocar a quantidade de
amostra especificada na monografia, adicionando
30 a 40ml de dgua. Caso a substincia j4 esteja
em solugdo, completar o volume para 30 a 40 ml
com dgua. Neutralizar, se necessdrio, com dcido
nitrico SR. Se apés a acidificagio a solugdo nfo
estiver perfeitamente limpida, filtrar através de
papel de filtro isento de cloreto. Caso o limite Técnica
de cloreto para determinada solugdo da substincia Desenvolver em paralelo padrao ¢ amostra:
cormresponda a volume igual ou inferior a 0.2ml "y adran e a0 tubo amostra adicionar
de 4cido clorfdrico padrdo, ndo h4 necessidade de 1ml de él::ido aftrico SR ¢ 1ml de nitrato de

diluir a amostra. prata SR. Completar o volume para 50 ml com
dgua. Homogeneizar. Deixar em repouso 20 abrigo
Preparo do padrio da luz durante S minutos. A turbidez desenvol-

Submeter o volume de 4cido cloridrico padrfo  vida pela amostra ndo deve ser superior 2 desen-
indicado na monografia (HCl1 0,01 M), ou indicado  volvida pelo padrao.

Tabela 1 — Cdlculo de limites parz cloreto

Equivalentes em parte de Ci~ por 1 milhdo de partes da substéncia (p/p}
Padrio: 1 mi de 4cido cloridrico 0,01 M {=0,0003546 g de Ci~)
Volume final: 50ml
Tubo Nessler do 60 ml e didmetro externo de 25 mm

g de - : gde - :
Substéncia " p/mithdo Substincia /" p/Milhio

0,10 3.546 (=0,356%) a8 93
015 2.364 (=0,236%) 4,0 88
0,20 1.773 (=0,180%) 4.2 84
0,25 1.418 (=0,142%} 4.4 80
0,30 1.182 (=0,120%} 46 77
0,35 1.013 (=0,100%) a8 74
0,40 886 5,0 7

0,45 788 5,2 68
0,50 709 5.4 65
0,55 645 56 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
0.85 217 6.8 52
0,90 304 7.0 50
0.95 373 2.2 49
1,00 354 7.4 a8
1.2 295 7.6 46
14 253 7.8 a5
1.6 b7s) 8.0 44
1.8 197 B,2 a3
20 177 8,4 42
2.2 161 8,6 41

24 148 838 a0
26 136 9.0 39
28 126 9,2 38
3,0 118 9,4 a7

3,2 114 9,6 37

3.4 104 9,8 a6
36 98 10,0 35

Sando o padrdo fixo {=0,0003546 g de CI™), se determinada substéncia contiver 364 partes de CI” por mithao, devera
ser tomado 1g para obter-se a mesma opalescéncia do padr¥o; se ela contiver 71 partes de Cl por milhda, deveréo
ser tomados 5 g e assim por diante.
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V.3.2.2. ENSAIO-LIMITE PARA SULFATOS

Preparo da amostra

Colocar quantidade especificada da substincia
em anflise em tubo de Nessler, adicionando 30
a 40 ml de dgua. Se a substincia j4 se encontrar
em solugfo, acrescentar dgua, perfazendo volume
de 30 a 40 ml. Caso necessério, neutralizar com
dcido cloridrico SR. Pode-se, eventualmente,
utilizar dcido acético, tanto para a neutralizacfo
quanto para a acidificagfo. Se ap6s a acidificagiio
a solugfo ndo estiver perfeitamente limpida,
filtrar através de papel de filtro isento de sulfato.
Caso o limite de sulfato para determinada solugfio
da substincia cormresponda a volume igual ou
inferior a 0,2 ml de 4cido sulfarico padrio, nfo
hd necessidade de diluir a amostra.

Preparo do padrio
Submeter o volume de 4cido sulfarico padrio

indicado na monografia (H,S0, 0,005 M), ou
jndicado na Tabela 2, ao mesmo tratamento
efetuado com a amostra. Utilizar as mesmas
quantidades de reagentes empregados no Preparo
da amostra.

Téenica

Desenvolver em paralelo padrio e amostra:
ao tubo padrdo ¢ ao tubo amostra adicionar 1 ml
de 4cido cloridrico 3M e 3m! de cloreto de
bério SR. Completar o volume para 50 ml com
dgua destilada, Homogeneizar. Deixar em repouso
por cerca de 10 minitos. A turbidez desenvolvida
pela amostra nfo deve ser superior 4 desenvolvida
pelo padrdo.

Tabela 2 — Cilculo de limites para sulfato

Equivalentes em parte de SO por milhdo de partes da substancia (p/p)
Padrbo: 2,5 mi de écido sulfarico 0,005 M (=0,0012008 g de SOJ)
Volume final: S50 m!
Tubo Nesslar de S0ml e didmetro externo de 25 mm

gde = ; g de = .
Substéncia 504 p/Mithbo Subistncio 503 p/Mithéo
0,50 2.401 (=0,240%} 4.6 261
0,85 2.183 (=0,220%) 438 250
0,60 2.001 (=0,200%) 8.0 240
0,65 1.847 (=0,185%) 5.2 231
0,70 1.715 (=0,171%) 54 222
0,7% 1.601 {=0,160%) 5,6 214
0,80 1.501 {=0,150%} 5.8 207
0,85 1.412 (=0,141%) 6.0 200
0,90 1.334 {=0,133%) 6.2 194
0,95 1.264 (=0,126%} 64 187
1,00 1.200 {=0,120%) 66 182
1,2 1.001 (=0,100%) 6,8 177
1.4 858 7.0 17
16 750 7.2 166
18 667 7.4 162
2,0 600 7.6 168
2,2 546 78 164
24 500 8,0 151
26 462 8,2 146
28 429 84 143
3,0 400 86 139
22 375 88 136
34 382 8,0 133
36 333 8,2 130
38 316 9.4 127
4,0 300 9.6 125
4,2 286 98 122
4.4 2713 10,0 120

Sendo o padrfio fixo {=0,0012008 g de SOZ), se determinada substincia contiver 500 partes de SOF por milhdo, deve-
rfio ser tomados 2,4 g para obter-se a mesma opalescéncia do padrdo; e ela contiver 151 partes de SO por milhdo,

deverfo ser tomadas 8 g e assim por diante.
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V.3.2.3. ENSAIO-LIMITE PARA METAIS PESADOS

O ensaio-limite para metais pesados consiste
em verificar se o contetido de impurezas metdlicas

que reagem colorimetricamente com o fon sulfeto:

ndo ultrapassa o limite especificado nas mono-
grafias em termos de microgramas de chumbo por
grama da substincia em andlise. Analogamente, a
reagio com tioacetamida pode ser empregada para
a determinagfo do limite de metais pesados, em
termos de chumbo.

Em se tratando de metais pesados que normal-
mente fornecem reagdo 4cida, ndo hd necessidade
de proceder 4 acidificagdo, como especificado na
preparagio da amostra, tampouco de neutralizar
4 solugfo.

Métodos de reagdo com jon suifeto

Sfo basicamente trés os métodes de preparo
da amostra para reagio com fon sulfeto empregados
como ensaio-limite para metais pesados. O Método
I ¢ utilizado para substincias que fornecem solu-
¢Bes lfmpidas nas condigbes especificadas. E o
mais recomendado, a menos que outros sejam
especificados pela monografia. O Método I se
aplica a substincias que nfo apresentam solugSes
limpidas quando submetidas 3s condigdes indi-
cadas para o Método I, para aquelas que interferem
na precipitagfo dos metais com sulfeto, bem como
pata Gleos fixos e voldteis. Caso nfo se apliquem
ambos os métodos, recorre-se a0 Método IiI, que
consiste basicamente em processo de digestdo
umida,

Solugso estoque de nitrato de chumbo

A uma solugio de 159,8 mg de nitrato de
chumbo em 100 ml de dgua, adicionar 1 ml de
4cido nftrico. Completar o volume com dgua
para exatamente 1000ml. Homogeneizar. A
solugdo obtida deve ser conservada em recipientes
de vidro, isentos de sais de chumbo soltveis.

METODO 1

Preparo da amostra — Colocar, em tubo de
Nessler de S0 ml, 25 m! da solugdo da amostra,
preparada de acordo com a monografia. Se houver
indicagio do volume de 4cido, calcular a quanti-
dade da substincia em gramas, mediante a férmula
2,0/1000 L, em que L € o limite, em porcentagem,
dos metais pesados. Dissolver essa massa em 25 ml
de dgua. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com dcido
acético M ou hidr6xido de aménio 6 M. Diluir com
4gua, perfazendo volume de 40 ml e homogeneizar
a solugdo obtida.

Solugio padrio de chumbo — Diluir 10,0 ml
da solugo estoque de nitrato de chumbo para
100,0 ml com 4gua. Cada ml desta solugdo equi-
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vale 2 10ug de Pb. Uma solugic de 100 pg de
padrio de chumbo por grama de substincia em
exame corresponde a 1 ppm de chumbo.

Preparo do padrio — Para tubo de Nessler de
SOml transferit 20ml de solugfo-padrio de
chumbe, equivalente a 20 ul de chumbo. Comple-
tar com dgua para volume final de 25 ml. Em
seguida, ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com 4cido
acético M ou hidréxido de amonio 6 M. Diluir
com dgua, perfazendo volume final de 40 ml.
Homogeneizar.

Preparo do tubo controle — Paralelamente,
colocar em outro tubo de Nessler 25 ml da solugdo
da amostra preparada conforme descrito para o
Preparo da amostra, acrescentando 2,0ml de
solugfo padrdo de chumbo, ajustando o pH entre
3,0 e 40 com 4cido acético M ou hidréxido de
aménio 6 M. Diluir com dgua para volume de
40 ml, misturando a solu¢fo resultante.

Téenica — Acrescentar, a cada uma das prepa-
ragBes, 10 mi de sulfeto de hidrogénio SR recém-
preparado. Misturar. Deixar em repouso por
5 minutos. Observar 05 tubos de cima para baixo,
contra fundo branco. A cor obtida com a amostra.
nfo deve ser mais escura do que a obtida com o
padrio; a cor do tubo-controle (amostra + padrio)
da solugdo deve ser mais intensa que a do padrdo
ou igual 2 dele. Se, no entanto, for mais clara,
aplicar o Método IT ao invés do Método 1.

METODO Il

Preparc da amostra— Colocar em cadinho, de
preferéncia de silica, que pode ser coberto com
tampa adequada, quantidade em gramas especifi-
cada na monografia, ou calculade mediante a
férmula 2,0/1000L, em que L corresponde 2o
limite de metais pesados em porcentagem. inci-
nerar, cuidadosamente, 4 baixa temperatura, a
amostra previamente umedecida com quantidade
suficiente de 4cido sulfirico. Em seguida, adicionar
ao conteudo do cadinho 2ml de 4cido nitrico
e 5 gotas de 4cide sulfurico. Aquecer com cuidado,
até que n¥o mais se desprendam vapores brancos.
Colocar, entfo, o cadinho em mufla, 3 tempe-
ratura de 500 a 600°C, por tempo necessdrio
4 combustio completa e em seguida esfriar.
Adicionar 4 ml de 4cido cloridrico 6 M, evapo-
rando em banho-maria, lentamente, até secura.
Umedecer o resfduo com 1 gota de dcido clori-
drico 6 M, adicionar 10 ml de 4gua quente e digerir
por 2 minutos. Alcalinizar cem hidréxido de
aménio 6 M, colocado gota a gota. Diluir com dgua
para 25 ml, ajustando o pH entre 3,0 ¢ 4,0 com
4cido acético M. Filtrar, caso seja necessario,
lavar o cadinho e o fiitro com 10ml de 4gua.
Colocar o filtrado e 2 ggua de lavagem em tubo
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de Nessler, diluindo com dgua até perfazer volume
de 40 ml, misturando em seguida.

Preparo do padrio — O preparo do padrio
segue a técnica deserita para o Método 1.

Técnica — Adicionar concomitantemente ao
tubo padriio e 2o tubo amostra 10 ml de sulfeto
de hidrogénio SR e homogeneizar. Deixar em
repouso por 5 minutos. Observar os tubos de cima
para baixo, contra fundo branco; a cor obtida
com a amostra nfo deve ser mais escura do que a
obtida com o padrio.

METODO I

Preparo da amostra — A técnica de preparagio
da amostra varia pouco com o estado ffsico das
substdncias. Para substincias solidas, colocar, em
baldo de Kjeldahl de 100 ml, previamente limpo e
seco, quantidade da substancia indicada na mono-
grafia. Se houver formagio de muita espuma,
utilizar balfo de maior capacidade. Segurando o
balfo em angulo de 45°, umedecer a substincia
com quantidade suficiente de mistura de 8 ml de
dcido sulfurico e 10ml de 4cido nitrico. No
caso de substéncias liquidas, transferir para balio
de Kjeldahl, como descrito para substincias
sélidas, o volume especificado na monografia e
adicionar, cuidadosamente, alguns poucos ml da
mistura de¢ 8ml de 4cido suiffirico e 10 ml de
dcido nitrico. Aquecer cuidadosamente para
iniciar a reagdo. Quando a reagdo abrandar, adicio-
nar, em porgdes, 2 mistura cida, aquecendo a
cada adigio. Repetir a operagdo até que se tenha
acrescentado volume total de 18 ml. Aumentar a
temperatura de aquecimento, alcangando, lenta-
mente, a fervura, deixando o tempo necessdrio
para que a solugfo escurega. Em seguida, esfriar e
acrescentar 2 ml de dcido nitrico. Aquecer nova-
mente até que a solugdo no mais escurega. Aque-
cer vigorosamente a fim de que se produzam
vapores brancos densos e adicionar 5 m] de 4gua.
Esfriar a mistura. Submeter 4 fervura, quando
novamente se desprendem vapores brancos densos,
até que o volume se reduza ao minimo. Esfriar e
adicionar, cuidadosamente, S ml de 4gua, verifi-
cando a cor da solugdo. Caso se observe cor
amarela, proceder 3 adigho de 1 ml de peréxido
de hidrogénio a 30% (V/V). Ferver até apareci-
mento de vapores brancos densos, reduzindo o
volume a 2 ou 3 ml. Caso a cor persista, repetir o
tratamento anterior. Esfriar e diluir cautelosamente
com pequeno volume de #gua. Transferir, com
lavagem, para tubo de Nessler de 50 ml, nfo
permitindo que o volume ultrapasse 25 ml.

Preparo do padrio — Colocar, em baldo de
Kjeldahl de 100 ml, mistura de 8ml de 4cido
sulfirico e 10ml de 4cido nitrico. Adicionar
volume de 4cido nitrico para igualar a quanti-
dade excedente acrescentada no preparo da
amostra. Aquecer, em seguida, a solugdo a fim de
produzir vapores brancos densos. Esfriar. Adicio-
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nar, com cuidade, 10 mi de 4gua. Caso tenha
sido necessdrio utilizar per6xido de hidrogénio
30% (V/V) na amostra, acrescentar igual volume,
aquecendo, lertamente, com predugdo de vapores
brancos densos, Em seguida, resfriar novamente,
adicionar S5ml de dgua, misturando a solugfo.
Ferver a mistura, produzindo novamente os
vapores e reduzindo o volume para 2 a 3 ml
Esfriar, diluir novamente com pequeno volume
de dgua e acrescentar 2,0 ml de solugfio padrio
de chumbo, misturando em seguida. Transferir a
mistura e as 4guas de lavagem, do balfo para tubo
de Nessler de 50 ml, até volume total de 25 ml.
Homogeneizar.

Técnica — Desenvolver em paralelo padrfio e
amostra: ajustar o pH da solugio da amostra ¢
da solugio padrdo entre 3,0 e 4,0 com hidréxido
de aménio 2M. Diluir com 4gua, perfazendo
volume total de 40 ml. Homogeneizar. Adicionar
a cada tubo 10ml de sulfeto de hidrogénio SR
recém-preparado. Homogeneizar. Deixar em re-
pouso por 5 minutos. A cor da amostra nfo deve
ser mais escura do que a do padrdo.

Métadlos de reagdo com tivacetamida

Solugio padrio de chumbo (20 ppm Pb) —
Diluir 0,8 g de nitrato de chumbo ¢ 2 m! de 4cido
nitrico em dgua para volume de 250 ml. Trans-
ferir 1,0 ml desta solugio para baldo volumétrico
de 100 ml, completando o volume com 4gua.

Solugio padrio de chumbo (10 ppm Pb) —
Diluir 500 ml de solugiio padrio de chumbo
(20 ppm Pb) com 4gua, perfazendo 100,0 mi.

Solugio padrio de chumbo (2 ppmPb) —
Diluir 10,0ml da solugiio padrio de chumbo
(20 ppm Pb) com 4gua, perfazendo 100,0 ml.

Solugio padrio de chumbo (1 ppm Pb) —
Diluir 5,0ml de solugfo padrio de chumbo
(20 ppm Pb) com dgua, perfazendo 100,0 ml.

Preparo do reagente de tioacetamida — Dissolver
1 g de tioacetamida em dgua e completar o volume
2100 ml.

METODO 1

Preparo da amostra — Adicionar a 12mi de
solugdo aquosa da amostra, conforme especificado
na monografia do firmaco, 2ml de solugio
tamp&o ecetato pH 3,5 e homogeneizar.

Preparo do padrdo — A 10 ml da solugdo padrio
de chumbo (1 ppm ou 2 ppm de Pb), adicionar
2 ml de solugfo tampo acetato pH 3,5 e 2 ml
da solugdio em exame. Misturar, deixando em
repouso por 2 minutos.

Técnica — Nos tubos contendo amostra e
padrio acrescentar, concomitantemente, 1,2 ml de
reagente tioacetamida. Apds 2 minutos, desen-
volve-s¢ cor marrom que, no caso da amostra, no
deve ser mais intensa do que a do padréo.
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METODO I

Preparo da amostra — Dissolver a quantidade
da amostra especificads na monografia em sol-
vente orginico (dioxana ou acetona, contendo, no
minimo, 15% V/V de dgua). Transferir 12 ml da
solugio obtida para tubo de Nessler. Adicionar
2 ml de tamp#o acetato pH 3,5 e homogeneizar.

Preparo do padrio — A 10ml de solugdo
padrio de chumbe (1 ppm ou 2ppm de Pb),
obtida mediante dissolugio de solugdo padrio de
chumbo (20 ppmPb) com o mesmo sclvente
empregado para a dissolugfo da amostra, adicionar
2 ml de tampdo acetato pH 3,5 ¢ 2 ml da solugdo
amostra.

Técnica — Acrescentar a ambos os tubos —
amostra e padrio — 1,2 ml de reagente de tioace-
tamida. Homogeneizar imediatamente. Aguardar
2 minutos. A cor marrom desenvolvida na amostra
ndo deve ser mais intensa do que a desenvolvida
no padrio.

METODO LI

Preparo da amostra — Colocar em cadinho de
sflica quantidade da substincia especificada na
monografia. Juntar 4 ml de solugfo a 25% (p/V)
de sulfato de magnésio em 4cido sulfirico M.
Misturar e aquecer com cuidado. Caso a mistura
seja liquida, evaporar lentamente em banho-maria
até secura. Incinerar a amostra até, no méximo,
800 °C. Manter o aquecimento até obter residuo
branco ou acinzentado. Esfriar. Umedecer o
residuo com poucas gotas de 4cido sulfdrico M.
Evaporar. Incinerar novamente por nio mais de
2 horas, esfriando logo ap6és. O residuo assim
obtido ¢ dissolvido com duas vezes 5 ml de 4cido
cloridrico 0,2M, acrescentando-se 0,1 ml de
fenolftalefna SI. Adicionar hidréxido de amonio
6M até que se desenvolva cor r6sea. Esfriar.
Descorar a sclugdio com 4cido acético glacial e
acrescentar mais 0,5 ml do 4cido. Se necessirio,
filtrar e diluir a solugfo com 4gua para volume
de 20 ml, Transferir 12 m! da solugfio obtida para
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tubo de Nessler, adicionar 2 ml de tamp#o acetato
pH 3,5 e homogeneizar imediatamente.

Preparo do padrio — Submeter, repetidas
vezes, volume indicado de solugfo padrfo de
10 ppm de chumbo ao processo de incineragfo e
extragio utilizado no preparo da amostra, obtende
20ml de solugio padrdo. Transferir exatamente
10ml desta solugio e misturar com 2ml" da
amostra e 2 ml de tamp3o acetato pH 3,5.

Técnica — Em cada um dos tubos referentes a
amostra ¢ ao padrdo adicionar concomitantemente -
1,2ml de reagente de tioacetamida. A cor mar-
rom que se desenvolve para a amostra no deve
ser mais intensa do que a obtida com o padrfo.

METODO IV

Preparo da amostra — Transferir para cadinho
de silica quantidade de substancia especificada na
monografia, misturando 0,5 g de 6xido de magné-
sio. Incinerar até vermelho escuro sobre chama.
Prosseguir até obter massa homogénea branca ou
cinzenta. Se apds 30 minutos de igni¢do a cor
se mantiver, esfriar, misturar a massa no cadinho
com bastdo de vidro, repetindo, em seguida, a
incineragdo. Aquecer 2 800 °C por aproximada-
mente ! hora. Apds este perfodo, seguir a técnica
de preparo da amostra no Método IiI, iniciando
por “o residuo assim obtido ¢ dissolvido ... ",

Preparo do padrio — Misturar o volume especi-
ficado de solugfo padrdo de chumbo (10 ppm de
Pb) a 0,5g de 6xido de magnésio em cadinho
de silica. Em seguida, secar a mistura em estufa a
105 °C, incinerando logo ap6s. Seguir a técnica de
preparo da amostra no Método III, iniciando por
*o resfduo assim obtido é dissolvido . ... A10 m]
da solugio obtida adicionar 2 ml da solugfo da
amostra. :

Técnica — Em cada um dos tubos referentes &
amostra e ao padrdc adicionar 1,2 ml de reagente
de tioacetamida. A cor marrom que se desenvolve
na amostra nfo deve ser mais intensa do que a
obtida com o padrio.




ENSAIO-LIMITE PARA FERRO

v.3.2.4.

V.3.2.4. ENSAIO-LIMITE PARA FERRO

Solugio pedriio de ferro (100 ppm Fe) — Dissol-
ver com dgua, em balfo volumétrico de 1000 ml,
0,8634 g de sulfato férrico amoniacal dodecaidra-
tado. Adicionar 5ml de dcido sulftrico SR e
completar o volume com dgua.

Solugdo padrio de ferro (20 ppm Fe) — Trans-
ferir 10,0 ml da solugio a 0,1726% (p/V) de sul-
fato férrico amoniacal dodecaidrato em dcido sulfi-
rico 0,05M para baldo volumétrico de 100 ml,
completando o volume com dgua.

Solugido padrio de ferro (10 ppm Fe) — Diluir
50,0 ml da solugdo padrio de ferro (20 ppm Fe)
com dgua, perfazendo volume de 100,0 ml.

Solugiio padrio de ferro (2 ppm Fe) — Diluir
10,0 ml da solugdo padrio de ferro (20 ppm Fe)
com dgua, perfazendo volume de 100,0 ml.

Solugiio padrio de ferro (1 ppm Fe) — Diluir
50ml de solugio padrio de ferro (20 ppm Fe)
com dgua, perfazendo volume de 100,0 ml.

METODO !

Preparo da amostra — Dissolver quantidade da
amostra especificada na menografia ou na Tabela 3
em solvente adequado e diluir para 40 ml com o
mesmo solvente ou utilizar 40 ml da solugio
indicada. A essa solug¢o acrescentar 2 ml de solugdo
de 4cido cftrico SR.

Preparo do padrio — Empregar 10 ml de solu-
¢do padrfo de ferro (1 ppm de Fe) ou 1 ml da
solugdo padrio de ferro (100 ppm Fe) (Tabela 3)
e proceder 4 mesma técnica indicada para a amostra.

Técnica — Concomitantemente, juntar aos tubos
contendo a amostra ¢ o padrfio 2 gotas de dcido
tioglic6lico, Misturar e alcalinizar com hidréxido
de amonio. Diluir para 50mi com 4gua. Deixar
em repouso por 5 minutos. A cor résea produzida
na amostra nfo deve ser mais intensa do que a
obtida com o padrdo.

METODO Il

Preparo da amostra — A 10 mi de solugio da
amostra especificada na monografia juntar 2 ml de
dcido clorfdrico 2M e 0,5 ml de 4gua de bromo.
Apds 5 minutos, retirar o excesso de bromo por
corrente de ar.

Preparo do padrio — Submeter 10 ml da solugdo
padrio de ferro (2 ppm de Fe), 1 ml de 4cido
clorfdrico 2M e 1 ml de dgua & mesma técnica
indicada para a amostra.

Técnica - Concomitantemente, juntar aos
tubos da amostra e do padrio 3 ml de tiocianato
de potédssio M. Agitar, deixando em repouso por
S minutos. A cor obtida com a amostra ndo deve
ser mais intensa do que 2 produzida pelo padrio.

METGDO 111

Preparo da amostra — Colocar em tubo de
Nessler a solugfio preparada de acordo com a
monografia da substancia.

Preparo do padrao — Transferir exatamente

Tabela 3 — Cilculo de limites para ferro

Equivalentes em parte de Fe por 1 mith3o de partes da substéncia (p/p}
Padr#o: 1 ml da solucdo de sulfato de amdnio e ferro {11} dodecaidratado {=0,0001 g de Fe}
Volume final: 50ml
Tubgo Nessler de 20 mm de didmetro externo

g de il gde .,

Substéncis Fe paMitho Substéncis Fe pitiino
o1 1000 0.4 250
0,105 950 0.5 200
0,111 200 0,667 150
0,116 850 1 100
0,125 800 1111 90
0,133 750 1,25 80
0.143 700 1,429 70
0,154 650 1,667 60
0,167 600 2 50
0,182 560 2,5 40
0.2 500 3,333 30
0,222 450 5 20
0,25 400 10 20
0,285 350 20 5
0,333 300

Sendo o padrdo fixo (=0,0001¢g de Fel, se determinada substincia contiver 1.000 partes de Fe por milhdo, deverd
sar tomado 0,1 g para obter-so a mesrma coloragdo do padrfo; se ela contiver 200 partes de Fe por milhdo, daverdio

ser tomedos 0,5 g, e assim por diante.
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1 m! da solugfio padrfo de ferro (10 ppm Fe) para  do padrdo, S0 mg de cristais de peroxidissulfato de

tubo de Nessler. Diluir para 45ml com dgua e aménio. Juntar 3ml de solugfo de tioclanato

acrescentar 2ml de 4cido dorfdrico M. Homo- de amdnio SR. Homogeneizar. A cor obtida com

geneizar, a amostra nio deve ser mals intensa do que a
Técnica — Adicionar a cada tubo, da amostrae  desenvolvida para o padrio.
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Consiste na determinagio de tragos de arsénio,
presente na substdncia analisada, mediante sua
conversZo em arsina (AsH,; ), que pode ser detectada
espectrofotometrica ou visualmente. Os limites sfio
estabelecidos em termos de arsénio ou, em certos
casos, em As; 0.

E importante lembrar que metais ou sais de
metais como Cr, Co, Hg, Mo, Ni, Pd e Ag podem
interferir na geragio de arsina.

METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Baseis-se na reagfo entre a arsina liberada e
dietilditiocarbamato de prata, que forma complexo
vermelho, sendo 2 absorgfo medida em espectro-
fotdmetro ou colorfmetro. O antiménio é interfe-
rente da reagfo, uma vez que forma estibina,
dando resultado falsamente positivo no desenvol-
vimento de cor com dietilditiocarbamato de prata
SR. Quando se suspeita dessa interferéncia, deve-se
comparar as solugBes em comprimento de onda de
535 e 540 nm. Neste, a interferéncia da estibina
¢ desprezfvel.

Dois métodos podem ser empregados. Estes
diferem no que diz respeito ao tratamento da
amostra ¢ do padrio. O Método I €, em geral,
utilizado para substancias inorginicas; o Método I
¢ empregado para substéincias orgdnicas.

O aparelho utilizado compreende, conforme
mostra a Fig. 1: (a) gerador de arsina; (b) e (d)
juntas; (c) unidade esmerilhada; (e) tubo de
absorg¥o. Qutro aparelho adaptado, que tenha as
caracterfsticas essenciais do apresentado, pode,
eventualmente, ser utilizado.

Fig. 1 Aparelho para determinagiio de arsénio pelo
Lot e r) Fou)

F. BRAS. IV, 1988

A soluco estoque padrdo de arsénio € preparada
do seguinte modo: secar por 1 hora 2 105°C o
tribxido de arsgnio. Pesar exatamente 132,0mge
dissolver, em Sml de solugfo de hidréxido de
s6dio 5 M na proporgdo de 1:5, em baldo volumé-
trico de 1000 ml. Neutralizar com 4cido sulfirico
M adicionando, em seguida, mais 10 mi do referido
dcido. Completar © volume com dgua recém-
fervida e resfriada. Transferir 10,0 mi dessa solugfio
para outro balfo volumétrico de 1000 mi.
Acrescentar 10 mi de 4cido suifirico M. Comple-
tar o volume com dgua recém-fervida e poste-
riormente esfriada. Homogeneizar. Conservar a
solugfo em recipiente de vidro. Deve ser utilizada
dentro de 3 dias. Cada ml! da solugZo obtida
corresponde a 1 ug de arsénio.

METODO [

Preparo da amostra — Transferir para frasco
gerador de arsina a quantidade de substincia
indicada na monografia, ou calcular essa quanti-
dade, em gramas, mediante a férmula 3,0/L, em
que L ¢ o limite de arsénio em ppm. Dissolver com
dgua, completando o volume para 35 ml. Adicio-
nar 20 ml de 4cido sulfirico 2 M, 2 ml de iodeto
de potassio SR, 0,5 ml de cloreto estanoso forte-
mente 4¢cido SR ¢ 1 ml de 2-propancl. Homo-
geneizar. Deixar em repouso por 30 minutos &
temperatura ambiente. Na unidade (¢) do aparelho
descrito, colocar duas mechas de algoddo embebi-
das em solug¢dio saturada de acetato de chumbo SR,
deixando entre elas espago de 2 mm. O excesso
da sclugio deve ser eliminado espremendo-se as
mechas de algoddo e secando-as 2 pressdo reduzida,
& temperatura ambiente. As juntas (b) e (d} devem
ser lubrificadas com vaselina e unidas como
na Fig. 1.

Preparo do padrio — Transferir para o frasco
gerador de arsina 3,0ml de solugio padrio de
arsénio. Diluir com 4gua até perfazer 35 ml.
Proceder da mesma forma descrita para o Preparo
da amostra. '

Técnica — Transferir para aunidade de absorgdo
(e) do frasco gerador contendo a amostra e do que
contém o padrio 3,0 ml de dietilditiocarbamato de
pratz SR. Adicionar 3,0g de zinco granulado
(malha de 1 mm) 2 mistura do frasco gerador de
arsina. Imediatamente apds esta adigSio, unir s
unidades (c) e (¢) ao frasco gerador. Deixar em
banho de dgua 4 temperatura de 25 °C (tolerincia
de 3°C) por 45 minutos. Em intervalos de 10 mi-
nutos agitar vagarosamente. Apéds este perfodo,
transferir o contefido da unidade de absorgfo para
cela de 1 em. Comparar a cor vermelha produzida
pelo padrfo com a obtida com a amostra. Esta
ultima no deve ser mais intensa do que 2 primeira.
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Caso necessério, determinar a absorgfio em espectro-
fotdmetro ou colorimetro em comprimento de
onda entre 535 e 540 nm, empregando dietildi-
tiocarbamato de prata SR como branco.

METODO 1I

Este método emprega per6xido de hidrogénio
na digestdo da amostra. Com certas substincias,
pode provocar reagdo violenta, Assim, € impor-
tante que se¢ proceda com a méxima cautela
possivel em todas as operagGes. Deve-se tomar
cuidado, também, na presenga de compostos
halogenados, especialmente quando se aquece a
amostra com 4cido sulfidrico ¢ posteriormente se
adiciona peroxido de hidrogénio a 26% (V/V).
O aquecimento deve ser mais brando, impedindo
que se atinja a temperatura de ebuligfo da mistura
e antes de carbonizar para evitar a perda de arsénio
trivalente.

Preparo da amostra — Transferir para o frasco
gerador quantidade da amostra especificada na
monografia ou calculada em gramas mediante a
formula 3,0/L, em que L é o limite de arsénio em
ppm. Adicionar 5 m! de dcido suifiirico e pérolas
de vidro. Se necessdrio, empregar maior quanti-
dade do dcido para umedecer completamente a
substincia, cuidando para que o volume ndo
ultrapasse 10 ml. Proceder 2 digestdo em capela, de
preferéncia usando placa de aquecimento, com
temperatura nfo superior a 120 °C, por tempo
necessdrio ao infcio da queima. Uma vez iniciada
a decomposigio da amostra pelo 4cido, adicionar,
com cuidado e gota a gota, per6xido de hidrogénio
a 30% (V/V). Esperar que a reagiio se abrande e,
entfo, aquecer entre uma gota ¢ outra. Caso haja
excesso de espuma, interromper o aquecimento.
Assim que diminuir a intensidade da reagdo, aque-
cer cautelosamente, com agitagio do frasco, para
promover aquecimente homogéneo. E necessirio
que se mantenham as condigGes oxidantes durante
toda a digestdo. Para tanto, hd que se adicionar
pequenas quantidades de solugfio de peréxido de
hidrogénio 30% (V/V) sempre que a mistura se
torne mamrom ou escurega. Destruida a matéria
orgénica, aumentar paulatinamente a temperatura
de aquecimento, permitindo que saiam oS vapores
de tri6xido de enxofre, deixando a solugfo incolor
ou cor de palha clara. Esfriar. Acrescentar, com
cuidado, 10 m! de 4gua. Misturar. Evaporar até
que se formem vapores fortes. Caso necessirio,
repetir a operagdo, removendo tragos de per6xido
de hidrogénio. Esfriar e juntar 10ml de dgua.
Lavar o frasco e diluir com 4gua, perfazendo 35 ml.
Proceder como no Preparo daamostra do Método 1,
iniciando por *“Adicionar 20 ml de 4cido sulfarico
2M.7

Preparo do padrio — A 3,0ml de solugio
padrfio de arsénio, colocado no frasco gerador,
juntar 2ml de 4dcido sulfirico. Misturar. Acres-
centar o mesmo volume de peréxido de hidrogénio
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230%(V/V)empregado para o preparo da amostra.
Proceder, em seguida, ao aguecimento da solugfo
obtida até que se formem vapores fortes. Esfriar
e adicionar, com cuidado, 10 ml de 4gua. Repetir
a operagfo de aquecimento; findo este, esfriar
novamente e diluir com 4gua para completar
35 ml. Proceder como para o Preparo da amostra.
Técnica — Seguir a descrita para o Método I,

METODO VISUAL

O método consiste na conversfo de tragos de
arsénio em arsina, por redugdo com zinco e dcido
cloridrico concentrado. A arsina liberada reage
com papel de cloreto de merctrio(II), ou brometo
de mercirio(l), produzindo mancha de cor amarela.
No processo, além de Hg(AsH,),, principal pro-
duto da reagdo, podem ser formados, no caso de
se empregar cloreto mercirico, produtos como
AsH(HgCl,), As(HgCl3) e As,Hgs, que produzem
mancha amarela ou marrom.

O aparelho empregade para a determinagdo
visual de arsénic € o que aparece 4 Fig. 2. Consiste,
basicamente, de erlenmeyer, geralmente de 100 ml,
onde se d4 a geragho de arsina. Este frasco é
fechado com rolha de vidro esmerilhado. Por esta
rolha passa tubo de vidro de aproximadamente
200mm de comprimento e diimetro interno de
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Fig. 2 Aparelho para determinacio de arsénio pelo
método visual (dimensBes em mm).
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5 mm. A extremidade inferior desse tubo estreita-se
pera diimetro interno de 1 mm. A aproximada-
mente 15 mm da ponta desse tubo héd um crificio
com diimetro de 2 a 3 mm, que deve estar, no
minimo, 3 mm abaixo da superficie mais baixa da
rolha de vidro. A extremidade superior do tubo ¢
superficie plana e forms, com o eixo do tubo,
fingulo reto. A esta superficie se ajusta, mediante
2 espirais, outra, igualmente plana, de outro tubo
de vidro com o mesmo diimetro interno & 30 mm
de comprimento. No tubo inferior, colocam-se
S0 ou 60 mg de algodso com acetato de chumbo
ou chumago de algodio e papel de acetato de
chumbo enrolado, com peso aproximado de 50
a2 60mg. Em seguida, coloca-se, entre as super-
ficies planas, disco de papel de brometo mercirico,
ou doreto mercirico, com tamanho adequado
a recobrir todo o oriffcio do tubo.

Preparo da amostra — No erlenmeyer dissolver
quantidade especificada de substincia em 25 ml
de dgua. Se for solugfo, ajustar volume para 25 ml.

Y3253

Em seguida, acrescentar 15 ml de 4cido clorfdrico,
0,1 ml de solugfo 4cida de cloreto estanoso SR
¢ 5 ml de iodeto de potéssio M. Deixar em repouso
por 15 minutos.

Preparo do padrio — Colocar 1 ml da solugio
padrio de arsénio (1 ppm As) no frasco gerador e
diluir com 4gua para 25 ml. Submeter a solugfio ac
mesmo tratamento dispensado 4 amestra.

Técnica — Adicionar ao frasco contendo a
amostra e dquele contendo o padrio 5 g de zinco
ativado. Imediatemente ap6s, ligar o tubo ao
frasco gerador e deixar em banho de dgua, 4
temperatura adequada para que a liberagio de
arsina seja uniforme. Para melhor visualizagdo da
cor, apés tempo adequado 4 liberagio de arsina,
umedecer os papéis com solugdo de iodeto de
potdssio a 10%, colocada em cdpsula de porcelana
de 10cm de dimetro. A cor vermelha inicial
desaparece, intensificando a cor amarela. A cor
obtida com a amostra nfo deve ser mais intensa
que a obtida com o padrio.
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ENSAIO-LIMITE PARA AMONIA

v32.6.

V.3.2.6. ENSAIO-LIMITE PARA AMONIA

Dissolver, em tubo de Nessler, a quantidade
indicada da substincia em andlise em 14 ml de
dgua. Alcalinizar, se necessério, com hidréxido de
s6dio 2 M e diluir para 15 ml com dgua. Adicionar
0,3 ml de solugfo de iodeto de potdssio mercirio
alcalino. Tampar o tubo, agitar & deixar em repouso
por 5 minutos. A cor amarela que se produz nfio
deve ser mais intensa gque a produzida pelo trata-
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mento andlogo de mistura de 10ml de sclugfio
padrio de amdnia (1 ppm de NH;) e 5 ml de dgua.

Solugéo padriio de ambnis (1 ppm)

Diluir 40,0 ml de solugfo padrfo de amdnia
2,5 ppm (1,0 ml de solugdo de cloreto de amBnio
0,00741% (p/V) em dgua a 100,0 ml) com dgua
a 100,0 ml.

| T |




V.33

V.3.3. DETERMINACOES EM GORDURAS E OLEOS

O controle analitico de substincias graxas
— gorduras, 6leos, ceras, resinas, bdlsamos, entre
outras — consiste no estabelecimento de diversas
propriedades {{sicas e qufmicas, ao lado da avalia.
¢fo de especificagBes de cor, odar, sabor e limites
de impurezas. Os principais ensaios fisicos com-
preendem determinagio da densidade, das tempe-
raturas de fusfo e solidificagdo, do {ndice de
refracdo, do desvio polarimétrico ¢ da presenga de
sgua e sedimentos. As determinagbes quimicas,
por sua vez, constituem o estabelecimento dos
chamados fndices, entre os quais o de acidez, de
ésteres, de saponificagdo, de iodo, de peréxidos,
de hidroxila, de acetila e a dosagem da matéria
insaponificdvel.
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Preparo da amostra

Substincias graxas liquidas devem apresentar
limpidez. Havendo turvagfio, aquecer o material
em banho-maria a 50 °C até seu desaparecimento.
Persistindo a turbidez, filtrar através de papel de
filtro seco, em funil provido de camisa de 4gua
quente. Homogeneizar e pesar, de uma vez, todas
as amostras necessirias as diversas determinagBes.

Substéncias s6lidas 4 temperatura ambiente
devem ser mantidas fundidas durante a amos-
tragem.




DETERMINAGCAO DA DENSIDADE RELATIVA V.3l

V.3.3.1. DETERMINAGAO DA DENSIDADE RELATIVA

Proceder conforme ‘instrugBes sob o tftulo
“Determinagfo da densidade de massa e densidade
relative” (V.2.5).
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DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE FUSAOQ v.332.

v.3.3.2. DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE FUSAO

Proceder conforme instrugBes do Método III,
sob o tftulo “Determinagio da temperatura e
faixa de fusfo” (V.2.2).
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DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE SOLIDIFICAGAO

V.33l

V.3.3.3. DETERMINAGAO DA TEMPERATURA DE SOLIDIFICACAQ

Temperatura (ou ponto) de solidificacfio ¢
sindnimo de temperatura de congelamento,
constituindo constante ffsica para 6leose gorduras,
A técnica descrita prevé a separago, por saponi-
ficagio seguida de hidr6lise, dos 4cidos graxos
contidos na amostra, para posterior determinagfo
da temperature de solidificaglio destes,

Separacéo dos dcidos graxas

Transfert 75ml de solugfio de hidréxido de
potdssio em glicerol (preparar dissolvendo 25 g de
hidréxido de potdssio em 100 ml de ghcerol) para
béquer de 1000ml e aquecer a 150 °C. Adicio-
nar 50 ml de amostra tratada conforme indicado
acima (clarificada e fundida, se sélida) e prosseguir
o aquecimento — com agitagfo freqlente — nﬁo
permitindo 4 temperatura ulfrapassar 150 °C.
A saponificagio ¢ dada por conclufda quando a
mistura apresentar homogeneidade, sem vestigios
de material particulado. Transferir a mistura para
outro béquer de 1000 ml, contendo 500 ml de
dgua quase fervente, juntar lentamente 50 ml de
soluggo de dcido sulfurico a 25% (V/V) e aquecer,

sob agitagdo fregiiente, até separacfio definida de
fase limpida (dcidos graxos). Lavar a fase graxa
com dgua fervente a fim de isentd-la de dcido
sulférico ¢ manté-la — em béquer pequenc — sobre
banho-maria fervente até decantagfio da dgua,
deixando 1fmpida a fase oleosa. Filtrar ¢ recolher
a mistura de dcidos graxos enquanto ainda quente
em béquer seco e dessecd-la a 150 °C durante
20 minutos. Transferir a mistura quente para
frasco apropriado ¢ manté-la em banho de gelo
até solidificagfo.

Para avaliar o grau de pureza dos dcidos graxos
separados pelo procedimento acima, transferir —
previamente ao congelamento — 3 ml da solugfo
de 4cidos graxos dessecados para tubo de ensaio e
adicionar 15ml de etanol. Aquecer z solugfo
até fervura e juntar 15 ml de hidréxido de am6nio
6 M. A solugfio resultante deve ser 1{mpida.

PROCEDIMENTO

Proceder conforme instrugBes sob o titulo
“Determinagio da temperatura de congelamento”

(V24).
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DETERMINACAO DO INDICE DE REFRAGAO V334,

V.3.34. DETERMINACAO DO INDICE DE REFRACAO

Proceder conforme instrucBes sob o titulo ambiente e a 40 °C, respectivamente, para 6leos
“Determinagio do indice de refragio” (V.2.6). ¢ gorduras.
A determinagio deve ser feita 2 temperatura

F.BRAS.IV, 1988
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DETERMINAGAC DO PODER ROTATORIO

V.3.3.5. DETERMINAGAO DO PODER ROTATORIO

Proceder conforme instrugbes sob o titulo
“Determinagfio do poder rotatério ¢ do poder
rotatério espectfico™ (V.2.8).
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V.335.




DETERMINAGAO DE AGUA E SEDIMENTOS

v.3.3.6

V.3.3.6. DETERMINACAO DE AGUA E SEDIMENTOS

Materiais graxos pouco refinados — especial-
mente os de origem animal — contém umidade e
matéria estranha, para os quais sio estabelecidos
limites especificados nas monografizs. A téenica
de determinago de 4gua e sedimentos em matérias
graxas compreende a solubilizagdo da fragdo
lipfdica da amostra em benzeno e a leitura, apés
centrifugacdo, do volume de fase aquosa contendo
sedimentos.

Centrffugs

Empregar preferencialmente centrifuga com
difmetro de giro (medida da distincia entre as
extremidades dos tubos dispostos na horizontal)
entre 38 e 43cm, ajustando a velocidade de
rotagdo para 1500 rpm. Evitar o uso de centrifuga
angular. Centrifugas de dimensionamento diverso
podem ser empregadas, calculando-se a velocidade
de rotagfo (em rpm) pela férmula

40,6

....é...

1500
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em que d comesponde ao didmetro de giro da
centrffuga, em cm.

Os tubos devem ser do tipo conico, providos
de tampa, com capacidade para 125 ml e gradua-
dos a partir da base.

PROCEDIMENTO

Transferir para dois tubos de centrifugagdo
50ml de benzeno e adicionar 5ml de amostra
(aquecer ligeiramente o 6leo, se necessdrio, para
eliminar turvagfo provocada pela solidificagdo de
dcido estedrico). Tampar, agitar os tubos com
vigor ¢ imergi-los em banho-maria a 50 °C durante
10 minutos. Centrifugar durante 10 minutos e
ler os volumes de 4gua e sedimentos nas bases de
ambos os tubos. Repetir a operagfo por mais
10 minutos e repetir a leitura quantas vezes for
necessirio para que 3 leituras sucessivas fornegam
resultado constante. Com base na soma dos
volumes de depdsito dos dois tubos, calcular a
porcentagem, em volume, de dgua ¢ sedimentos
no material graxo.




DETERMINAGAO DO INDICE DE ACIDEZ

V.3.3.7.

v.3.3.7. DETERMINACAO DO INDICE DE ACIDEZ

O fndice de acidez pode ser expresso em unida-
des -de massa (mg de hidréxido de potéssio neces-
sdrios 4 neutralizagdo de dcidos graxos livres em
1g de amostra) ou de volume (ml de hidréxido de
sodio 0,1 M necessdrios A neutralizagfo dos dcidos
graxos livres em 10g de amostra). A técnica a
seguir, compreendendo solubilizagfo da tomada de
ensaio em solvente orginico e neutralizagfo dos
4cidos graxos livres nela contidos, leva diretamente
4 segunda definigho, nada impedindo, contudo, 2
conservagiio do valor determinado para o primeiro
conceito.

Indices de acidez elevados sio sugestivos de
hidrélise acentuada dos ésteres que complem a
matéria graxa. As causas da degradagdo incluem
tratamentos quimicos integrantes do processo
industrial de extragfo e purificagfo, atividade
bacteriana, agfo catalitica (calor e luz), estocagem
prolongada em condigdes inadequadas e a presenga
de impurezas, especialmente umidade. Cabe,
todavia, salientar que a detecgfo de proporgio
elevada de dcidos graxos livres em uma amostra
de dleo ou gordura nfo guarda relagio com grau
de rancificagfo, pois esta decorre de oxidagfo pelo

F. BRAS. IV, 1988

ar (efou bactérias) dos 4cidos graxos livres.

PROCEDIMENTO

Pesar exatamente cerca de 10,0 g de amostra e
dissolver — em erlenmeyer de 250 ml — em 50 ml
de mistura de partes iguais de dlcool e éter, pre-
viamente neutralizada 4 fenolftalefna SI com
hidréxido de sédio 0,1 M SV. Nio ocorrendo
dissolugfo, acoplar o frasco a condensador de
refluxo vertical ¢ aquecé-lo lentamente, sob agita-
¢fio freqiiente. Oleos saturados com dibxido de
carbono (técnica de conservagio) devem ser
solubilizados na mistura solvente e aquecidos sob
refluxo durante 10 minutos para assegurar a
expulsio do gis. Opcionalmente, podem ser
transferidos — previamente 4 amostragem — para
cépsula de porcelana rasa e mantidos em desseca-
dor # pressdo reduzida durante 24 horas.

Para neutralizar os dcidos graxos livres, juntar
1 ml de fenolftaleina SI e titular com hidréxido
de sédio 0,1 M SV até persisténcia da cor rosea
pdlida durante 30 segundos sob agitagfio. Proceder
a ensaio em branco e corrigir o volume de titulante
consumido.




DETERMINAGAQ DO INDICE DE SAPONIFICACAQ

v.338.

V.3.3.8. DETERMINAGCAO DO INDICE DE SAPONIFICACAO

Define-se  indice de saponificagio como a
quantidade, em mg, de hidréxido de potéssio
necessdria 4 neutralizagdo dos 4cidos graxos livres
e saponificagio dos ésteres presentes em 1g de
amostra. Oleos e gorduras naturais — em sua
maioria misturas de ésteres triglicer{dicos de dcidos
de cadeia longa — apresentam indices de saponifi-
cagdo semelhantes. Entretanto, a determinagdo do
indice de saponificagio ¢ relevante como indicio
da presenga de 4cidos contendo menos de 16 ou
mais de 18 dtomos de carbono, pelo fato de seu
valor ser inversamente proporcional ao peso
molecular médio dos dcidos graxos presentes na
amostra, O {ndice de saponificacio também ¢
indicador vdlido para adulteragbes de matéria
graxa com substdncias insaponificdveis (6leo

mineral, por exemplo). :

PROCEDIMENTOQ

Transferir 1,5 a 2,0 g, exatamente pesados, de
amostra para frasco cdnico de 250ml e juntar
25 ml de hidréxido de potdssio alcodlico 0,5 M
SV. Acoplar condensador de refluxo vertical ao
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frasco ¢ mantélo em banho de dgua fervente
durante 30 minutos sob rotagdo freqilente. Se a
amostra for constitufda de dleo saturado com
diéxide de carbono (técnica de conservagiio),
transferi-la, previamente 3 pesagem, para cépsula
de porcelana rasa e manté-la em dessecador 2
pressiio reduzida durante 24 horas. Adicionar 1 mi
de fenolftalefna SI e titular o excesso de hidréxido
de potdssio alcodlico 0,5 M SV com dcido cloridrico
0,5M SV. Proceder 2 determinagio paralela de
branco € corrigir o volume de titulante consu-
mido para a amostra. O indice de saponificagdo
¢ fornecido pela férmula

IS = v-.f.2805
m
em que
V = velume corrigido de 4cide cloridrico 0,5 M

SV consumido,

f = fator de corregio, se houver, do dcido
clorfdrico SV,
m = massa, em g, da tomada de ensaio.




®

DETERMINACAQ DO INDICE DE ESTERES

v.3.39.

v.3.3.9. DETERMINACAO DO INDICE DE ESTERES

Define-se indice de ésteres como a quantidade,
em mg, de hidréxido de potéssic necessdria &
saponificagfo dos ésteres presentes em 1,0g de
matéria graxa. Conclui-se que, para substincias
isentas de dcidos graxos Livres, o indice de 4steres
corresponde ao fndice de saponificagio. Além
disso, € desnecessdrio determinddo quando o
fndice de acidez e o de saponificagfo forem
conhecidos; neste caso, basta subtrair o primeiro
do segundo para se chegar ao {ndice de ésteres.

PROCEDIMENTO

Transferir 1,5 a 2,0g, exatamente pesados,
de amostra para frasco cbnico de 250 ml e juntar
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20 2 30ml de 4lcool neutralizado & fenolfta-
leina SI. Misturar, adicionar 1ml de fenolfta-
leina SI e titular com hidroxido de potdssio
alcodlico 0,5 M SV. Neutralizados os 4cidos
graxos livres, juntar ao frasco 25 ml de hidréxido
de potdssio alcodlico 0,5 M SV e prosseguir
conforme iadicado sob *‘Determina¢fio do fndice
de saponificagfio”, a partir de “Acoplar conden-
sador de refluxo...”, omitindo, contudo, nova
adi¢Zo de fenolftalefna S1.

A diferencga entre o nimero de ml de dcido
clorfdrico 0,5 M consumidos no ensaio e o niimero
de ml gastos no branco multiplicada por 28,05
¢ dividida pelo peso da amostra em gramss € o
fndice de éster.




DETERMINAGCAO DO INDICE DE I0DO

v.3.3.10.

v.3.3.10. DETERMINAGCAO DO INDICE DE 10DQ

Define-se fndice de iodo como a quantidade,
em g, de iodo absorvido sob condigbes deter-
minadas, por 100 g de matéria graxa. O (ndice de
iodo constitui, pois, medida quantitativa do grau
de insaturagfo dos 4cidos graxos — esterificados e
livres — presentes na amostra,

A técnica descrita baseia-se na incorporagdo de
quantidade exata de mistura de iodo e bromo &
amostra; parte ¢ adicionada as duplas ligagGes
das cadeias dos 4cidos e o excesso de iodo, libe-
rado pela adigdo ao meio de quantidade corres-
pondente de iodete de potdssio, € titulado com
solugdo padrio de tiossulfato de sédio.

O valor encontrado na determinago € sugestivo
do grau de pureza do material ensajado assim
como da presencga de adulterantes: dleos secantes
(6leos de linhaga ¢ de figado de bacalhau, por
exemplo) apresentam {ndices de iodo elevados,
acima de 120, enquanto 6leos nfo secantes (azeite
de oliva, por exemplo) geralmente formecem
{ndices inferiores a 100 e gorduras animais, tipi-
camente saturadas, apresentam {ndices de iodo
reduzidos, abaixo de 90.

PROCEDIMENTO (METODO DE HANUS)

Transferir cerca de 800 mg de gordura (solida)
ou 200mg de dleo, exatamente pesados, para
frasco de iodo de 250 ml e juntar 10 m! de clore-
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formio para dissolugfo. Adicionar 25ml de
brometo de iodo SR, tampar o frasco e deixd-lo
em repouso ao abrigo da luz durante 30 minutos,
sob agitagfo ocasional. Em seguida, adicionar
30 ml de iodeto de potdssio SR e 100 ml de dgua
(nessa ordem) e titular o iodo liberado com
tiossulfato de s6dio 0,05 M SV. Préximo 2 viragem
(a solugfo titulada adquire cor amarela pdlida),
juntar 3ml de amido SR e prosseguir titulando
até desaparecimento da cor azul. Executar branco
paralelo e proceder 3 necessdria corregdo do
volume de tituiante consumide para a amostra.
O indice de iodo é obtido pela férmula

Indicede }, = v.f-1269
m
emque
V = volume corrigido de tiossulfato de sédio
0,05 M SV consumido,
f = fator de corre¢lo, se houver, do tiossulfato
de sédio SV,
m = massa, em g, da tomada de ensaio.

Observagéo: A tomada de ensaio deve ter
grandeza adequada para consumir até cerca de 50%
da solugfio de brometo de jodo. Do contrério, o
resultado da determinagfo ndo ¢ confidvel, sendo
necessdrio repeti-la com tomada de ensaio menor.




DETERMINACAQ DO INDICE DE PEROXIDOS

V.J3alL,

Vv.3.3.11. DETERMINACAO DO INDICE DE PEROXIDOS

O indice de peréxidos exprime o volume, em
ml, de solugfo volumétrica diluida de tiossulfato
de sodio necessdrio 3 titulagiio indireta {excesso
de iodo) dos perSxidos presentes em 1 g de maté-
ria graxa.

O valor encontrado ¢ critério de avaliagio para
rancidez incipiente (pré-rancidez, caracterizada
pela formagfo de per6xidos instdveis) e indica o
estado de conservagffo da matéria graxa. Os limites
sdo estabelecidos nas monografias.

PROCEDIMENTO

Transferir cerca de 1 g, exatamente pesado, de
amostra para frasco de iodo de 250 ml e juntar
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25ml de misturs de 2 volumes de dcido acético
glacial e 1 volume de cloroférmio, agitando
até dissolugdo da amostra. Adicionat 1ml de
solugfo saturada de iodeto de potdssio, tampar o
frasco ¢ deixd-lo em repouso durante 1 minuto.
Juntar 35 ml de dgua ¢ titular o iodo liberado com
tiossulfato de sodio 0,001 M SV. Préximo 2
viragem (a solug¢fo titulada adquire cor amarela
pdlida), juntar 1 ml de amido SR e prosseguir
titutando até desaparecimento da cor azul. Execu-
tar branco paralelo ¢ proceder & necessdria corre-
¢fo do volume de titulante consumido para a
amostra. O fndice de peroxidos ¢ fornecido pela
férmuls V/m, em que V ¢ o volume cotrigido, em
ml, de tiossulfato de sédio 0,001 M consumido ¢
m corresponde A massa, em g, da tomada de ensaio.




DETERMINACAQ DO INDICE DE HIDROXILA

v.3.3.12.

V.3.3.12. DETERMINACAO DO iNDICE DE HIDROXILA

O indice de hidroxila exprime a quantidade,
em mg, de hidréxido de potdssio necessdria a
neutralizagdo do 4cido formado na acilagio —
com anidrido acético — das hidroxilas contidas
em lg de amostra. O método € aplicivel a
substincias graxas e derivados, inclusive 4lcoois
graxos, mono e digliceridios ¢ 4cido hidroxies-
tedrico.

O valor determinado € inversamente propor-
cional ao peso molecular das cadeias constituintes
da amostra e indices muito reduzidos, por exem-
plo, sugerem adulteragio da substincia com
4lcoois superiores ou com substincias graxas nao
alcodlicas (parafinas etc.).

PROCEDIMENTO

Transferir a quantidade especificada (Tabela
anexa), exatamente pesada, de substincia para
frasco conico de 250 ml provido de tampa esme-
rilhada. Juntar 5 ml de mistura anidride acético-
piridina SR e acoplar o frasco a condensador de
refluxo (juntas esmerilhadas). MantéJo sob aque-
cimento em banho-maria fervente durante 1 hora,
ajustando o nivel de dgua do banho 2 a 3em
acima do nfvel de liquido no frasco. Em seguida,
adicionar 10ml de 4gua através do condensador
e manter sob aquecimento durante 10 minutos
adicionais. Deixar resfriar e verter — ainda pelo

Indice de hidroxila Massa da tormada
esperado de ensaio [g)
0a 20 10

20 a 50 5
50 a 100 3

100 a 150 2

150 s 200 1,5

200 a 2850 1,25

250 & 300 1,0

300 a 350 075

F. BRAS.IV, 1988

condensador — 15ml de 4lcool butilico, previa-
mente neutralizado 1 fenolftalefna SI com hidr6-
xido de potsssio alcodlico 0,5 SV. Remover o
condensador e — aproveitando para lavar a parede
do frasco — adicionar mais 10 mi de 4lceol buti-
lico neutralizado. Adicionar cerca de 1ml de
fenolftaleina Sl e titular com hidréxido de potéssio
alcoblico 0,5 M SV até viragem para rosa-pdlide.
Tratar, paralelamente, cutro frasco da forma
descrita acima, omitindo a amostra (branco).

O céleulo do fndice de hidroxila requer a
consideragdo da acidez livre da amostra original.
Para tanto, adotar o volume de titulante obtido
na determinagfo do fndice de acidez da amostra
ou proceder como segue: transferir para frasco
cOnica, com 125 mide capacidade, cerca de 10 g de
amostra, exatamente pesados, ¢ juntar 10 ml de piri-
dina recém-preparada ¢ neutralizada a fenolfta-
leina SI com hidréxido de potissio alcodlico
0,5M SV, Juntar cerca de 1 ml de fenolftalefna
SI ¢ titular, até viragemr para rosa-pilido, com
hidroxido de potdssio alcodlico 0,5 M SV.

Caleylar o {ndice de hidroxila pela f6rmula

Ion— = (56,11 M/T,) [V, + (T, V3/T3) - V2]
em gue

M = molaridade exata da solugfo padrio de
hidréxido de potdssio alcodlico,

T, = massa, em g, da tomada de ensaio empregada
para a acetilagdo,

T, = massa, em g, da tomada de ensaio empregada
na determinagdo da acidez livre,

V;= volume, em ml, de solugo padrio consu-
mida pelo branco,

V.= volume, em ml, de solugfo padrdo consu-
mida pela amestra acetilada,

V,= volume, em ml, de solugfo padrio consu-

mida na titulagdo da acidez livre.




DETERMINACAO DO INDICE DE ACETILA

¥.3.3.13.

V.3.3.13. DETERMINACAO DO INDICE DE ACETILA

O fndice de acetila, cujo objetivo é estabelecer
o grau de presenca de 4lcoois livres em substéncias
graxas, ¢ calculado com base na diferenga entre
indices de saponificacfo da substincia acetilada
pela técnica descrita a seguir e da substincia nfo-
acetilada. Corresponde A quantidade de 4lcali —
em mg de hidréxido de potdssio — necessdria &
neutralizagfo do 4dcido acético liberado na hidro-
lise de 1 g de substancia acetilada.

PROCEDIMENTO

Transferir 10 g de substéncia e 20 mlde anidrido
acético para balfo de fundo redondo e gargalo
longo, com 200 ml de capacidade, fixado a con-
densador de refluxo. Apoiar o frasco sobre teia
de amianto em cujo centro tenha sido cortado
orificio de cerca de 4 cm de didmetro e aquecer
sobre chama de bico de gds com altura méxima
de 25 mm (evitando que a chama alcance a base
do baldic). Manter em ebuligio regular durante
2 horas, resfriar e transferir o conteido do baldo
para béquer de 1000 ml contendo 600 mi de 4gua.
Adicionar 0,2g de pé de pedra-pomes ¢ ferver
durante 30 minutos, Resfriar e transferir a mistura
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para funil de separagdo, rejeitando a camada
aquosa inferior. Lavar a substincia acetilada com 3
ou mais porgles de 50ml de soluglo saturada
quente de cloreto de s4dio até que a solugfio de
lavagem nZo mais forneca reagdo dcida ao papel
de tornassol. Juntar ainda 20 mi de dgua quente
ao funil e agitar, removendo, em seguida, o mais
completamente possivel, a fase aquosa. Transferir
a substincia para cdpsula de porcelana, juntar 1 g
de sulfato de sédio pulverizado (desidratante),
misturar bem e filtrar através de papel de filtro
pregueado.

Determinar o fndice de saponificagio da
substincia original, nfo-acetilada, e da substincia
acetilada pelo procedimento acima e calcular o
tndice de acetila pela f6rmula

Lac = (-9 1335

em que

a = indice de saponificagio da substincia
original,

b = indice de saponificagio da substincia
acetilada.
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V.3.3.14. DETERMINACAO DE MATERIA INSAPONIFICAVEL

Matéria insaponificivel em gorduras ¢ Sleos é
a parcela da substincia que, embora solivel em
solventes lipofilos cléssicos, ndo se deixa saponifi-
car por hidréxidos alcalinos. Igualmente inclufdos
na definigdo estio os produtos de saponificago
lipossoliveis.

A fragfio insaponificdve! de dleos ¢ gorduras
geralmente consiste de fitoster6ides ou colesterol
e taxas anormalmente elevadas indicam a presenca
de adulterantes.

PROCEDIMENTO

Na falta de especificagio de tomada de ensaio
na monografia, transferir 50g, exatamente
pesados, de matéria graxa para frasco cbnico de
250ml, juntar solugdo de 2g de hidréxido de
potdssio em 40 ml de dlcool e aguecer o frasco
durante 2 horas sob banho-maria fervente, aco-
plando-he previamente condensador de refluxo
vertical. Retirar o condensador e prosseguir no
aquecimento até evaporagio do flcool e dissolver
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o residuo em 50 ml de dgua quente. Transferir 2
solugdo para funil separador provido de tampa de
politetrafluoretileno (Teflon), lavando o frasco
com 2 por¢Ses de 25ml de 4gua e juntando
também essa dgua ao funil. Resfriar 4 temperatura
ambiente, juntar algumas gotas de dlcool para
precipitar a separagio de fases e extrair a fase
cleosa com 2 porgBes de 50ml de éter etilico,
combinando os extratos etéreos em outro funil
separador. Lavar os extratos combinados com
201ml de hidréxido de sbdio 0,1 M, com 20 ml
de hidréxido de sédio 0,2 M e, finalmente, com
por¢Bes de 15ml de dgua até que a Gltima nfo
se avermelhe pela adigSo de 2 gotas de fenolfta-
leina SI. Transferir os extratos etéreos, bem
como porgio de 10 ml de éter etilico empregado
na lavagem do funil, para copo tarado. Evaporar o
éter até secura em banho-maria fervente e dessecar
o residuo durante 30 minutos a 100 °C. Esfriar em
dessecador durante 30 minutos e pesar o resfduo
(substincia insaponificdvel na tomada de ensaio).
Calcular o resultado em porcentagem.
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V.3.4. ENSAIOS QUIMICOS

V.3.4.1. TITULAGOES POR DIAZOTACAQ

O doseamento com nitritos ¢ método de
utilidade na determinagdo quantitativa de aminas
aromiticas primdrias, em geral, ¢ de sulfonami-
dicos, em particular.

Existem, basicamente, dois métodos de dosea-
mento com nitritos:

O método 1 emprega como indicador goma de
amido iodetado ou papel de amido iodetado. O
excesso de dcido nitroso, em conseqiiéncia da
reagio com o 4cido iodfdrico do indicador, libera
iodo, responsdvel pela cor azul caracterfstica
da reagdo com o amido.

O método 2 compreende a determinagéo poten-
ciométrica do ponto final da titulagdo. Este
método emprega eletrodos adequados — platina-
calomelano ou platina-platina —, que devem ter
diferenca de potencial de 50 a 100 mV. A sensibi-
lidade do dispositive que mede a corrente deve
varar de 0,! a 1nA. Podese utilizar agitagio
mecinica ou magnética ou, eventualmente, cor-
rente de nitrogénio através da solugfo para mistu-
rd-la. Ap6s o uso, deve-se ter o cuidado de imergir
os eletrodos por alguns segundos em 4cido nftrico
SR ao qual se adicionou 1 mg/ml de dereto
férrico, lavando-os em seguida com dgua.

METODO 1

Técnica — Pesar exatamente cerca de 500 mg,
em se tratando de derivado sulfonamfdico, ou
quantidade especificada na monografia correspon-
dente, quando se trata de outro tipo de amina
aromitica primdria. Transferir para erlenmeyer de
250 ml, adicionando, com sagitagfo, 100 ml de
dcido cloridrico SR para dissolver a amostra.
Em seguida, adicionar cerca de 30ml de dgua
e 20 g de gelo picado. Apos resfriamento a apro-
ximadamente 15°C, titular 2 amostra lenta-
mente com solugfo de nitrito de sédio 0,1 M
SV, previamente padronizada com sulfanila-
mida padrio. Atinge-se o ponto final de titulagio
quando uma gota do liquido da solugfo do erlen-
meyer der imediatamente mancha azul sobre a
goma de amido iodetade SI, colocada em placa
de toque, ou sobre papel de amido iodetado S1
umedecido. Para se comprovar o término da
titulagdo, repetir a prova de toque 2 minutos apds
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a tltima adigdo. Esta deve continuar positiva.

Caso tenha sido empregado, inadvertidamente,
excesso de titulante, adicionar quantidade conhe-
cida do sulfonamidico e proceder 4 titulagio por
retomo. Para tanto, acrescentar quantidade
conhecida da amostra e titular o excesso ¢com a
solugo de nitrito de s6dio 0,1 M SV.

O peso, em mg, da amostra correspondente a
cada ml de nitrito de sédio 0,1 M SV encontra-se
descrito na monografia de cada féirmaco em
particular.

METODO 2

Técnica — Pesar exatamente cerca de 500 mg,
quando se tratar de sulfonamidico, ou a quanti-
dade especificada na monografia, quando se tratar
de outras aminas aromiticas prim4rias. Transferir
para erlenmeyer e adicionar 20 ml de dcido clori-
drico SR e 50 ml de 4gua. Agitar até dissolugdo.
Resfriar para 15 °C, mantendo esta temperatura
no curso da titulagfo., Caso for especificado,
acrescentar catalisador adequado. Titular, lenta-
mente e sob agitagdo, com nitrito de sédio 0,1 M
SV, previamente padronizado com sulfanilamida.
Aponta dabureta deve permanecer pouco acima da
superficie da solugdo, a fim de evitar a oxidagdo
do nitrito de sddio. Deve-se, outrossim, impedir a
agitagdo rdpida, que forma um vértice de ar abaixo
da superficie. No infcio da titulago, a agulha do
registrador apresenta deflexfo a cada volume do
titulante adicionado, voltando, em seguida, ao
ponto de orgem. Quando a titulagio estiver a
aproximadamente 1 ml do ponto final calculado,
acrescentar volumes de 0,1 ml em intervalos de,
no mfnimo, 1 minuto. Ao se atingir o ponto final
da titulagdo, ndo se observa deflexfo alguma.

O peso, em mg, da amostra que equivale a cada
ml de nitrito de sédio 0,1 Af SV adicionado
encontra-se especificade na monografia de cada
fArmaco em particular.

No doseamento de sulfonamidicos ou outras
aminas arométicas primdrias na forma de compri-
midos, determinar o peso médio de 20 compri-
midos e, ap6s pulverizagio, pesar o equivalente a
500 mg de principio ativo. No caso de injetdveis
ou outras formas lfquidas deve-se pipetar quanti-
dade equivalente a 500 mgde principio ativo. No
restante, o procedimento é andlogo.
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V.3.4.2. DETERMINACAO DE NITRCGENIC PELO METODO DE KJELDAHL

0 método de Kjeldahl, descrito na forma de
macro ¢ de semi-microtécnica, destina-se i deter-
minagio de nitrogénio em substancias relativamente
labeis como amidas e aminas. Compreende duas
fases: (1) mineralizagfo — digestdo catalftica
da substincia orginica em dcido sulfurico — com
a decorrente conversfo quantitativa do nitrogénio
presente em sulfato de aménio; (2) destilagdo do
digesto alcalinizado, sendo a amdnia liberada no
processo doseada por volumetria.

V.34.2.1. METODO 1 (4ACRODETERMINAGAO)

Transferir cerca de 1 g de amostra, exatamente
pesado, para baldo Kjeldahl de 500 ml. Juntar 10 g
de sulfato de potdssio, 0,5 g de sulfato ciprico e
20m! de dcido sulfirico. Inclinar o baldo cerca
de 45° e aquecer lentamente, mantendo a wempe-
ratura abaixo do ponto de ebulicdo enquanto
houver desenvolvimento de espuma, Aumentar a
temperatura até que o 4cido ferva de modo regular
¢ prosseguir no aquecimento até 30 minutos ap6s
a mistura ter ficado lfmpida ¢ adquirido cor
verde-clara. Deixar esfriar, juntar 150 ml de 4gua,
misturar e esfriar novamente. Juntar cuidadosa-
mente 100 ml de solugfo a 40% (p/V) de hide6xido
de s6dio, permitindo que o dlcali escorra pela
parede do balfo e forme fase independente sob a
soluggio 4cida. Adicionar pequena quantidade de
zinco granulado e, sem demora, conectar o baldo
a0 bulbo de isolamento previamente fixo a
condensador, cuje outra extremidade esteja imersa
em 100 ml de solugdo a 5% (p/V) de 4cido bérico
em erlenmeyer de S00ml. Misturar as fases
no balfo, por agitacfo suave, ¢ destilar até que
cerca de 80% do volume contido no balfo tenham
sido destilados. Adicionar cerca de 3 gotas de
vermelho de metila SI ao frasco receptor e titular
com 4cido sulfirico 0,25 M SV. Fazer ensaio em
branco e proceder & necessdria corregdo no volume
de titulante consumido. Cada ml de dcido sulfirico
0,25M SV equivale a 7,003 mg de nitrogénio.
Para amostras com baixos niveis de nitrogénio,
empregar dcido sulfiirico 0,05 M SV. Neste caso,
cada ml equivale a 1,401 mg de nitrogénio.

Na presenga de nitratos ou nitritos

Transferir quantidade exatamente pesada de
amostra, comespondendo a cerca de 150 mg de
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nitrogénio, para baldo Kjeldahl de 500ml e
juntar 25 ml de 4cido sulforico contendo 1g
de 4cido salicilico dissolvido. Misturar e aguar-
dar durante cerca de 30 minutos, agitando com
freqiéncia. Juntar Sg de tiossulfato de sddio,
misturar e, em seguida, adicionar 0,5 g de sulfato
cliprico. Prosseguir conforme indicado na técnica
j4 descrita, a partir de “Inclinar o baldo cerca de
45° ...". Quando o conteiido de nitrogénio
na amostra exceder 10%, juntar — previamente
3 digestdo — 0,5 a 1,0 g de 4cido benzdico pars
facilitar a decomposigdo da substincia.

V.3.4.2.2. METODO II
(SEMI-MICRODETERMINACAOQ)

Transferit quantidade exatamente pesada de
substdncia, correspondente a 2-3 mg de nitrogénio,
para balZo de Kjeldahl compativel com o aparelha.
Juntar 1g de sulfato de potéssio e 0,1 g de sul-
fato ciprico e, se for o caso, lavar os sélidos
aderentes ao gargalo com fino jato de 4gua. Juntar
7ml de 4cido sulfirico e, em seguida, 1 mi de
peréxido de hidrogénio a 30% (V/V), tomando a
precaugio de, nas duas adigDes, permitir que os
liquidos escorram pela parede do baldo. Aquecer
o frasco e manter a digestdo até desaparecimento
dos resfduos de carbonizagfo e a solugdo azul-clara
se mostrar perfeitamente Ifmpida. Cuidadosamente,
juntar 20 ml de 4gua e esfriar. Conectar o baldo
a0 aparclho de destilagio indireta, por vapor e,
através do funil, juntar 30 ml de soluglo a 40%
(p/V) de hidréxido de sédio. Lavar o funil com
dgua e, sem demora, proceder & destilagdo, Reco-
ther o destilado em erlenmeyer de 250 ml contendo
15 mi de solugdo a 5% (p/V) de 4cido bérico, cerca
de 25 ml de 4gua ¢ 3 gotas de vermelho de metila
SI. Cerfificar-se de que a extremidade do conden-
sador esteja imersa — por meio de tubo de vidro
ligado ao condensador por junta apropriada — no
lfquido coletor, antes de iniciar 2 destilaggo.
Destilar até que o volume de destilado atinja 80
a 100 ml; remover o frasco coletor, lavar as pare-
des com pequena quantidade de dgua e titular
com 4cido sulfiirico 0,005 M SV. Fazer ensaio em
branco e proceder A necessaria corre¢do no volume
de titulante consumido. Cada ml de dcido sulff-
SV equivale a 0,1401 mg de nitrogénio.
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v.3.4.3. METODO DE COMBUSTAO EM FRASCO DE OXIGENIO

0 método do frasco de combustdo constitui
variedade de andlise elementar destinada & identi-
ficagdo e/ou doseamento de substincias orgénicas
segundo seu contettdo em halogénios ou enxofre.

A amostra ¢ submetida 4 combustdo em frasco
apropriado, em ambiente de oxigénio, sendo o
halogénio gasoso ou diéxido de enxofre formados
no processo absorvidos em solugbes apropriadas,
nas quais sfo convertidos em formas qufmicas
dosedveis por métodos volumétricos.

APARELHAGEM

Compreende frasco de iodo de parede grossa
{cerca de 2mm), de vidro refratdrio resistente,
com capacidade nominal de 50C ml. Para a técnica
de determinagfic de flGor, emprega-se frasco
de quartzo.

A base da tampa esmerilhada que acompanha
o frasco, fixa-se, por fusio, segmento de bastio
de vidro ao qual, também por fusfio, é fixado fio
de platina em cuja extremidade se encontra
anexada rede de platina com abertura de malha
425 um. As dimensdes encontram-se na ilustragio
anexa.

P

mecha

\ ] amostra envolvida em,
papel-filtro

Frasco de oxigénio para anilise de enxofre e halogénios.

PROCEDIMENTO

Amostras sélidas

Pesar a quantidade especificada de substancia
{correspondente a cerca de 2-3 mg do elemento
sob anilise) em pedago de papel de filtro de for-
mate e dimensSes apropriadas, dobrar e prender
o pacote assim preparado na tela de platina,
deixando livre a mecha. Umedecer o gargalo do
frasco com 4gua, colocar em seu interior a solugdo
absorvente especificada e borbulhar oxigénio
nesta solugfo com o intuito de expulsar o ar e
saturar 0 ambiente do frasco e a solugfo absor-
vente com o gis. Acender a mecha (veja Nota 1)
e, sem demora, colocar a tampa no frasco, man-
tendo-a em posigio com firmeza para evitar seu
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deslocamento devido 4 pressio exercida pelos
gases de ignicdo. Iniciada a combustdo, inverter
o frasco para assegurar vedagdo lfquida na tampa,
tomando a precaugfio de evitar que material
incompletamente queimado caia no lquido.
Concluida a combustdo, agitar o frasco ocasio-
nalmente, até que a fumaca branca formada no
processo desaparega. Decorridos 15 a 30 minutos,
colocar pequena por¢fo de dgua na borda do
frasco ¢ remover a tampa, permitindo que esta
dgua flua para o interior do frasco, lavando as
paredes do gargalo. Lavar tampa, gargalo, fio e
rede de platina com dgua e juntar estas dguas de
lavagem 2 solugfo absorvente. A solugfio obtida
segundo este procedimento é designada solugdo-
amostra. Para o preparo do branco, proceder da
maneira descrita, omitindo a amostra (Nota 2).

Amostras liquidas

Enrolar pequena quantidade de algoddo absor-
vente em pedago de papel de filtro provido de
mecha ¢ pesar, neste dispositivo, a quantidade
especificada da amostra, que ¢ absorvida no
algodfo. Ap6s a fixagio do algodio envolvido
no papel de filtro & grade de platina, proceder
4 combustio tal como descrita para amostras
solidas.

Determinaco de cloro e bromo

Queimar a quantidade especificada de substincia
sob exame da forma descrita, empregando como
solugfo absorvente 20 ml de 4gua acrescidos de
1 ml de peréxido de hidrogénio (100 volumes)
¢ 3ml de hidréxido de sédio 0,1 M. Concluida a
absorgfo, juntar 2 gotas de azul de bromofenol Si
¢ quantidade suficiente de 4cido nitrico 0,1 M para
virai o indicador de azul paras amarelo, incorpo-
rando 0,5ml de excesso. Se a substincia em
andlise contiver enxofre, adicionar algumas gotas
de nitrato de bdrio 0,005 M. Juntar 100 ml de
etanol aproveitando a adigfo para lavar as paredes
internas do frasco e, em seguida, 15 gotas de
difenilcarbazona SI. Titular com nitrato de mer-
cario(I) 0,005 M SV até coloragdo rbsea per-
manente, Cada m! de nitrato de mercirio(II)
0,005M SV equivale a 0,3550 mg de cloro ou
a0,79904 mg de bromo.

Determinsgdo de iodo

Queimar & quantidade especificada de substin-
cia sob exame da forma descrita, empregando
como liquido absorvente 10 ml de dgua acrescides
de 2ml de hidroxido de sédio M. Conclufda a
absorgio, juntar 1 ml de solugiio de hidrato de
hidrazina 4 M em dgua, tampar novamente o frasco
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e agitar até descoramento da solugZo. Em seguida,
proceder como descrito em Determinagdo de cloro
e bromo a partir de “Concluida a absorgdo . .. ".
Cada ml de nitrato de mercirio(II) 0,005 M SV
equivale a 1,269 mg de iodo.

Determinagdo de fldor

Queimar quantidade especificada de substincia
sob exame da forma descrita, empregando como
liquido absorvente 15 ml de dgua. Completada a
operagdo, lavar tampa, fio de platina, tela de
platina e paredes do frasco (Nota 3) com 40 ml de
dgua. Adicionar 0,6 mi de alizarina SI e, em
seguida, gota a gota, hidroxido.de sddio 0,1 M
até que a cor mude de rosado para amarelo.
Adicionar 5 ml de solugiio tampio acetato
pH 3 e titular com nitrato de torio U005 #f SV
até que a cor amarela mude para amarelo rosado.
Cada ml de nitrato de tério 0,005 M SV equivale
3 0,380mg de fluor. Havendo dificuldade na
identificagio do ponto de viragem, fazer ensaio
preliminar com solugio padronizada de flior
inorgdnico.

Determinag8o de enxofre

Queimar a quantidade especificada de substén.
cia sob exame da forma descrita, empregando
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como liquido absorvente 12,5 ml de perdxido de
hidrogénio SR. Concluida a absorgfio, juntar
40ml de dgua, aproveitando para lavar tampa,
fio e tela de platina e paredes do frasco. Ferver a
solugdo por 10 minutos, esfriar, adicionar 2 ml de
4cido acético SR e 20 ml de etanol SR. Titular com
nitrato de bdrio 0,01 A SV, usando 2 gotas de
torina SI e 2 gotas de cloreto de metiltioninio
SI como indicador até que a cor amarela mude
para résea. Cada ml de nitrato de bdrio 0,01 M SV
equivale 2 0,3206 g de enxofre.

NOTAS

t. Recomenda-se ao analista usar Gculos de
seguranga e protecdo adequada para evitar que
estilhagos de frasco o atinjam em caso de acidente.

2. Assegurar-se de que os frascos de combustdo
estejam  escrupulosamente limpos e isentos de
tragos de solventes orginicos.

3. Substincias contendo flGar fornecem teores
baixos se a combustdo for executada em frascos de
vidro borossilicato. Obtém-se resultados satisfa-
torios em frascos de vidro-soda isento de boro mas
o rendimento ideal implica no emprego de frascos
de sflica (quartzo).
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V.3.4.4. TITULACOES COMPLEXOMETRICAS

Complexometria ¢ método analitico volumé.
trico que compreende a titulagdo de ions metdlicos
com agentes chamados comnplexantes. A reagdo
envolvida ¢ do seguinte tipo:

MY+ € o T

Muitos complexantes, denominados quelantes,
sio capazes de formar estruturas ciclicas através da
coordenagdo simultinea de vérios grupos da molé-
cula, junto ac fon metdlico. O dcido edético
(etilenodiaminatetracético, EDTA) ¢ exemplo
tipico. Este 4cido consiste no agente complexante
mais utilizado em complexsinetria,

Como a maioria dos agentes complexantes, o
EDTA apresenta vérios equilibrios dcido-base em
fun¢do do pH:

oH" OH™ _
H,EDTA == H,EDTA" 2= H,EDTAZ o=

O, EpTAY o= EDTAY
H* H
Em pH 23, 50% do EDTA estio presentes na
foma de H,EDTA"; em pH 4,5, cerca de 90%
encontram-se na forma de H, EDTA? ~. Em pH 8,1,
todo 0 EDTA ¢ encontrado na forma de HEDTA? ™.
Acima de pH 12,5, o EDTA estard ionizado
completamente.

Dessa maneira, a formagfo de complexos em
solugio compreende uma série de equilibrios
do tipo:

M™ + HEDTAX? w M@EEDTA™ 4 + x-y) B

Na complexometria, 0 ponto de viragem pode
ser determinado visual ou instrumentalmente.
Via de regra empregam-se indicadores comple-
xantes que exibem profundas alteragbes de cor
mediante coordenagfo com o metal. Exemplos
‘tipicos sfo: 4cido calconcarboxilico, alaranjado
de xilenol, calcona, calmagita, murexida, negro
de eriocromo-T ¢ violeta de pirocatecol.

O indicador complexométrico atua de forma
competitiva com o agente titulante, devendo ser
deslocado efetivamente pelo mesmo nas proxi-
midades do ponto de equivaléncia, De modo
andlogo a0 agente titulante, a agdo do indicador
também € afetada pelo pH. Assim, a escolha
adequada do indicador e o controle do pH (por
exemplo, através de tampdes) tomam-se fatores
decisivos na andlise complexométrica.

H4 quatro tipos de titulagdo complexométrica:
direta, por retorno, por substituigio e indireta.

Na titulagdo direta, que € mais simples ¢ mais
freqiientemente usada, adiciona-se solugdo padrio
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do agente quelante 2 solugio contendo o jon
metdlico até o ponto de viragem, que € detectado
por método conveniente. Emprega-se este método
para dosear, pelo EDTA, os {ons aluminio, ferro
(D), cdlcio, magnésio, zinco, cddmio, cobre(ll),
niquel, cobalto, chumbo(ll), bdrio, manganés,
mercirio e muitos otitros.

Na titulagfo por retorpo adiciona-se excesso
conhecido da solugfo padrio do agente quelante
3 do fon metdlico e titula-se este excesso por
retorno com solugio padrdo de um segundo jon
metdlico, até viragem. Por este método podem ser
doseados chumbo(ll), aluminio, mercirio(ll) e
niquel. Uma das vantagens deste método ¢ a
possibilidade de titular metais na forma de sais
insoliveis; assim, o sulfato de bério ¢ dissolvido
em excesso de EDTA amoniacal e titulase por
retorno com magnésio.

A titulagfo por substituigdo consiste em deslocar
quantitativaniente um segundo metal My de um
complexo pelo metal M; que estd sendo doseado
e, em seguida, dosear diretamente, por solugdo
padrfio do agente quelante, o segundo metal assim
liberto; a partir destes dados calcula-se o teor de
M; no sistema. Usase este método para dosear
célcio, chumbo, merciirio e ferro (T1I).

A titulagfo indireta ¢ usada para dosear ions,
tais como dnions, que nfo reagem com um agente
quelante. Duas maneiras sfo utilizadas neste
método:

a) Precipitase quantitativamente a substincia
doseada fazendo-a reagir com um fon metdlico;
retirase o complexo por filtragdp,; redissolve-se
este complexo com excesso de solugfo padrio de
EDTA e titula-sc este excesso com solugfo padréo
de um fon metdlico apropriado. Usando-se este
artificio & possivel dosear barbitricos, que nfo
reagem com o EDTA, pela anlise complexométrica.

Barbiturato + Hg (i) =~ Complexo Hg-Barbiturato
(precipitagio)

Complexo Hg-Barbiturato + EDTA em excesso
« Barbiturato + Hg-EDTA + EDTA (dissolugio)

2-

H,EDTAZ" + 2n?* & Zn-EDTA®™ + 2H°

(titulagdo)

b) Precipita-se o dnion com excesso de metal
apropriado e titulase o metal em excesso no
fittrado com solugio padrio de EDTA. Desta
maneira é possivel dosear, por exemplo, os sul-
fatos.

SO% + Ba2+ em eXCesso = BaSO4 + Ba2+ (precipitagio)

2

Ba2* + EDTAY = Ba-EDTAZ (titulagio)
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PROCEDIMENTOS

Aluminio

Pesar exatamente 2 quantidade da substéncia
indicada na monografia, dissolver em 2 ml de 4cido
cloridrico M e 50 ml de dgua, salvo se a mono-
grafia indicar outro tipo de solvente. Juntar 25 ml
de EDTA dissédico 0,1 M SV e 10 il da mistura,
cm volumes iguais, da solu¢do de acetato de amo-
nio 2 M e dcido acético 2 M. Aquecer até ebuli¢do,
deixando 2 solugdo ferver durante 2 minutos.
Resfriar. Juntar 50 ml de etanol ¢ 3 ml de solugio
recém-preparada de ditizona em etanol 0,025%
(p/V). Titular o excesso de EDTA dissodico com
sulfato de zinco 0,1 M SV até mudanga da cor de
azul-esverdeada para violeta-rosea. Cada ml de
EDTA dissédico 0,1 M SV ¢ equivalente a 2,698
mg de aluminio.

Bismuto

Pesar exatamente a quantidade da substincia
indicada na monografia ¢ dissolver em quantidade
minima de dcido nitrico 2 M. Juntar 50 ml de dgua
¢ ajustar o pH a 1,0-2,0 adicionando gota a gota, e

- com agitagdo, 4cido nitrico 2 3/ ou hidréxido de
ambnio 5 M. Usar como indicador alaranjado de
xilenol SI. Titular lentamente com EDTA diss6-
dico 0,05M SV até mudanga da cor de violeta-
rOsea para amarela. Cada mi de EDTA diss6dico
0,05 M SV ¢ equivalente a 10,45 mg de bismuto.

Calcio

Pesar exatamente a quantidade da substincia
indicada na monografia, dissolver em alguns ml
de dgua e acidificar, se necessirio, com quanti-
dade minima de 4cido clorfdrico 2 M. Diluir a
aproximadamente 100 ml com 4gua. Titular com
EDTA dissédico 0,05 M SV até cerca de 2 ml antes
do ponto de equivaléncia previsto. Adicionar
4 ml de hidroxido de s6dioc 10M e gotas de
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calcona SI. Prosseguir a titulagdo até que a cor
mude de rdsea para azul intensa. Cada ml de
EDTA dissddico 0,05 M SV é equivalente a 2,004
mg de cdlcio.

Chumbo

Pesar exatamente a quantidade da substdncia
indicada na monografia e dissolver em 5 a 10 mi
de 4gua, ou na quantidade minima de dcido
acético 5M. Diluir a SO0m! com 4gua. Juntar
gotas de alaranjado de xilenol SI e metenamina
suficiente (aproximadamente Sg) para que a
solugo adquira cor violeta. Titular com EDTA
dissodico 0,05M SV ou 0,1 M SV, cenforme
indicado na monogr_aﬁa, até mudanga da cor de
violeta para amarela. Cada ml de EDTA dissédico
0,05 M SV ¢ equivalente a 10,35 mg de chumbo.

Magniésio

Pesar exatamente a quantidade dz substincia
indicada na monografia e dissolver em 5a 10ml
de dgua, ou na quantidade minima de 4cido
cloridrico 2 M. Diluir a 50 ml com 4gua. Juntar
10ml de solugfio-tampdo de cloreto de aménio,
pH 10,0, e negro de eriocromo T SI. Titular com
EDTA dissddico 0,05 M SV ou 0,1 MSV, conforme
indicado na monografia, até mudanga da cor de
vicleta para azul. Cada ml de EDTA dissédico
0,05 M3V € equivalente a 1,215 mg de magnésio,

Zinco

Pesar exatamente a quantidade de substancia
indicada na monografia ¢ dissolver em 5 a 10ml
de alaranjado de xilenol S1e metenamina suficiente
(cerca de 5g) para conferir cor violeta 3 solugdo.
Titular com EDTA dissédico 0,05 M SV ou 0,1 M
SV, conforme indicado na monografia, até mu-
danga da cor de violeta para amarela. Cada ml de
EDTA dissédico 0,05 M SV é equivalente a 3,268
mg de zinco.




TITULAGOES EM MEIO NAQ-AQUOSO

v.34s.

V.3.4.5. TITULACOES EM MEIO NAO-AQUOSO

Os firmacos que nfo podem ser doseados em
meio aquoso, por serem demasiadamente pouco
bésicos ou pouco 4cidos, s@o doscados em meio
nSo-aquoso, que é método répido e exato, permi-
tindo, além disso, dosear misturas de formacos.

Visto que, neste método de doseamento, se
usam solventes orgénicos, deve-se levar em conta o
alto coeficiente de expansfo clibica da maioria em
relagio ao da 4gua. Isso porque hé possibilidade
de ocorrer variagio do teor do titulante em meio
nfo-aquoso em funglo da temperatura, Corrige-se,
entdo, o volume do titulante €, por conseguinte,
seu titulo, multiplicando-o pela férmula

{1 + coeficiente de expansdio cibica do solvente

(t, - t)!
em que
t, = temperatura de padronizagio do titulante,
t = temperatura de utilizagdo do titulante.

S4o inimeros os compostos quimicos, incluindo
os firmacos, que podem ser doseados com vanta-
gem em meio nfo-aquoso: 4cidos carboxilicos,
aminodcidos, anidrido de 4cidos, endis do tipo dos
barbitiricos ¢ das xantinas, fenéis, haletos de
4cidos, imidas, pirrdis, sulfas, aminas, compostos
de amédnio quaterndrio, compostos heterociclicos
nitrogenades, sais alcalinos dos 4cidos orgdnicos,
sais alcalinos dos 4cidos inorganicos, alguns sais
de aminas.

A titulagfo em meio nfo-aquoso baseia-se no
conceito 4cido-bdsico de Brénsted-Lowry. Segundo
esses autores, dcido é a substincia que tem a
capacidade de doar prétons e base é aquela que
tem a capacidade de receber prétons. Assim,
substincias potencialmente 4cidas podem funcio-
nar como 4cidos somente em presenga de base &
qual possam doar préton ¢ vice-versa. O solvente
desempenha, por conseguinte, papel muito impor-
tante na determinagfo do cardter dcido-bdsico
de uma substdncia, j4 que dele depende o meio
necessirio para que um ou outro cardter seja
ressaltado. A 4gua deveria ser o solvente de escolha,
porquanto de f4cil disponibilidade. No entanto,
por seu carater anfotérico — 4cido e bisico — pode
competir com a base ou com o 4cido a ser deter-
minado pela captagio ou doagdo do préton se
tais compostos forem mais fracos do que a dgua.
Tais substincias ndo seriam, portanto, tituldveis
em meio aquoso.

Como resultado da interagiio entre soluto ¢
solvente, dois sfo os efeitos possiveis de serem
observados: efeito nivelador e efeito diferenciador
do solvente. Pelo efeito nivelador nfio se pode
comparar a forga, quer dcida quer bdsica, de dois
solutos, visto que s¢ mostrario idénticos neste
particular. Assim é que, em 4gua, os 4cidos carbo-
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xilicos sdo fraces, mas tomam-se completamente
ionizados quando em amdnia liquida. A alta basi-
cidade destz Gltima exerce, portanto, efeito
nivelador sobre as forcas aparentes dos dcidos nela
dissolvidos. Os 4cidos carboxilicos assemelham-se,
nestas condigdes, aos 4cidos minerais comuns,
fortemente 4cidos. Analogamente, a forga aparente
de uma base pode ser ressaltada peio efeito nive-
lador de solventes dcidos. Assim, aminas, éteres,
amidas, cetonas ¢ nitrocompostos e mesmo certos
hidrocarbonetos arométicos sio fracamente bésicos
na presen¢a de dgua. Tomam-se, contudo, fortes
ao serem dissolvidos em 4cido sulfiirico 95 a 100%,
que exerce, com isso, seu efeito nivelador. A
medida que a acidez do solvente diminui, na
seguinte ordem: 4cido sulfirico, dcido acético,
fenol, 4gua, piridina e butilamina, as bases vao
s¢ tornando progressivamente mais fracas até que
percam, com excegdo das mais fortes, suas caracte-
risticas bésicas.

Através do efeito diferenciedor pode-se, em
presenca de dois 4cidos ou duas bases, proceder &
comparagio de suas forcas. Em solvente fraca-
mente protofilico, como o dcido acético glacial,
que forma fon aceténio por adigio de um préton,
pode-se ordenar de forma decrescente a forga de
dcidos minerais nele dissolvidos, como segue:
icido perclérico, 4cido bromidrico, 4cido sulfu-
rico, 4cido cloridrico e dcido nitrico. Analoga-
mente, o 4cido acético, por ser anfiprotico, exerce
efeito diferenciador em mistura de bases fracas
ou muito fracas.

Os solventes empregados na titulagio em meio
nic-aquoso devem satisfazer certas exigéncias:
(1) nfo devem sofrer reagdes secunddrias com a
substincia, tampouco com o titulante; (2) devem
dissolver a substdncia permitindo, no minimo,
preparo de solugio 0,01 M; (3) devem dissolver o
produto da titulagfo. Se a precipitagdo for, con-
tudo, inevitdvel, o precipitado deve ser compacto
e cristalino, ao invés de volumoso e gelatinoso;
(4) devem permitic com facilidade a visualizagdo
do ponto final, seja este medido mediante o uso
de indicadores, seja mediante potencidmetro;
(5) devem ser de baixo custo e de fécil purificagdo.

Para a titulagio de substincias de cardter
bdsico — aminas, heterociclicos nitrogenados,
oxazolinas, compostos de amdnio quaterndrio,
sais alcalinos de dcidos orginicos e de inorganicos
fracos e alguns sais de aminas — empregam-se
solventes de natureza relativamente neutra ou
4cida, sendo o 4cido acético glacial o mais empre-
gado. O anidrido acético reserva-se a bases muito
fracas, como amidas. Tem igualmente a finalidade
de evitar 0 excesso de 4gua eventualmente presente
como umidade adsorvida ou de hidratagio do
firmaco. A dioxana é freqiientemente wutilizada
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com 4cido acético, uma vez que muitas vezes se
recomenda mistura de solventes apréticos com
4cidos. Para as de dificil dissolugio pode-se empre-
gar mistura de glicéis com outros solventes.
Como titulante emprega-se, geraimente, a solugio

“de dcido perclérico em 4cido acético. Outros

titulantes ateis sdo dcido perclérico em dioxana,
dcido p-toluenossulfénico (dcido tésico) e 4cido
fluorsulfonico. O método de detecgdo do ponto
final do doseamento varia de acordo com o pKa
das bases em dgua. Para aquelas que apresentam
pKa da ordem de 4, a detecgdo é, em geral, por
meio de indicadores; para as que apresentam pKa
entre 1 e 4;'a detecgiio é potenciométrica.) Nesse
caso, o eletrodo-de -vidro-calomelano € dtil. Em
4cido acético, tal eletrodo funciona de acordo
com o previsto teoricamente. No caso do eletrodo
de calomelano como referéncia, € vantajoso
substituir a ponte salina de cloreto de potissio
aquoso por perclorato de litio 0,1 M em dcido
acético glacial. Apds remogio do cloreto de
potdssio aquoso, lavar com dgua e depois com
solvente nfo-aquoso. .

Quando se trata de sais de dcidos halogenados —
cloridrato, bromidrato ¢ iodidrato — deve-se
adicionar acetato de merciirio, que n#o se dissocia
em solugdo de 4cido acético. O jon haleto, base
demasiadamente fraca para reagir quantitativa.
mente com 4cido perclérico em 4cido acético, &
substituido quantitativamente pelo fon acetato,
que em dcido acético & base forte. Quando se
emprega 4dcido perclérico 0,1 M SV podem-se utili-
zar quantidades de acetato de mercurio superiores
a 3 g, sem risco de reagdes secunddrias. Quando se
trata de dcido perclorico 0,01 M SV, recomenda-se
que a quantidade de acetato de mercirio ndo
ultrapasse 2 moles por mol de composto em
exame.

Para a titulag3o de substdncias que se compor- -

tam como dcidos — dcidos halogenados, anidridos
de 4cidos, dcidos carboxilicos, aminodcidos,
endis do tipo de barbitiiricos e xantinas, imidas,
fenéis, pirrdis e sulfas — empregam-se como sol-
ventes os de natureza bdsica ou aprética. Para os
que tém acidez média, utilizam-se bases mais
fracas, como dimetilformamida — a presenca de
dgua pode provocar hidrélise, produzindo dcido
férmico, que interfere na titulagfo —, freqiien-
temente empregada, e piridina. Em se tratando de
icidos fracos, empregam-se bases mais fortes,
como morfolina, etilenodiamina e m-butilamina..
Além dessas, certos 4lcoois e cetonas encontram
emprego nessas determinagBes. Outrossim, sele-
cionando adequadamente os solventes bdsicos;
pode-se proceder 4 determinagfio seletiva em
mistura de dcidos. E importante que se protejam
os solventes da exposigiio excessiva & atmosfera,
devido A interferéncia de CO; na reagio. Por
isso, pode-se empregar atmosfera inerte ou apare-
Iho especial, durante a titulagfo. Para determinar
a absorgio de CO, deve-se proceder 4 titulagio
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do branco, que nfo deve exceder 0,0l ml do
metdxido de sodio 0,1 M SV por ml de solvente.
Duas classes de titulante podem ser empregadas
para determinagfio de substincias de carater 4cido:
(1) os alc6xidos de metais alcalinos e (2) os hidré-

" xidos de alquilaménio quaternério. Dos alcoxidos,

o metdxido de potdssio, em mistura de metanol-
tolueno ou metanol-benzeno, é o mais empregado.
O met6xido de litio em metanol-benzeno ¢ utili-
zado para os compostos que formam precipitado
gelatinoso mediante titulagio com met6xido de
s6dio, Dos hidréxidos, o mais utilizado é o hidr6-
xido de tetrabutilaménio. O método de detecgdo
do ponto final no doseamento de dcidos de pKa
em 4gua em tomo de 7 pode ser feito com o uso
de indicador. Por cutro lado, para os dcidos com
pKa entre 7 e 11 recomenda-se determinagio
potenciométrica, ainda que em certos casos se
recorra a indicadores, como violeta azbico ou
o-nitroanilina, com menor precisdo, entretanto.
0 .erro alcalino restringe o emprego de eletrodo
de vidro com alcéxidos de metais alcalinos, sobre-
tudo em solventes bdsicos. Assim, pode-se, ainda
que sujeito a erros, utilizar o eletrodo de anti-
ménio. Com os hidréxidos de amonio quaterndrio,
em particular os hidréxidos de tetrabutilamdnio
e o de trimetilexadecilaménio — em mistura de
benzeno-metanol ou élcool isopropilico — tem-se
a vantagem de que o sal do 4cido titulado ¢ soluvel

"no meio de titulagfo. Por outro lado, o ponto de

viragem é, em geral, determinado potenciometri-
camente com sistema de eletrodo de vidro-calo-
melano. Nesse caso € vantajosa a substitui¢do da
ponte salina de cloreto de potéssio aquoso do
eletrodo de calomelano de referéncia por cloreto
de potdssio em metanol.

Os sistemas mais empregados para a titulagdo
em meio nfo-aquoso estdo na Tabela.

Titulacdo de substincias de cardter bdsico

Dissolver quantidade de substdncia indicada na
monografia em quantidade igualmente especificada
do solvente ou mistura de solventes adequados.
Juntar o indicador adequado ou, no caso de
determinagdo potenciométrica, empregar o eletrodo
adequado, titulando com solugo acética de 4cido
perclérico 0,1 M SV. Paralelamente, proceder &
titulagfo em branco.

Para se calcular o teor porcentual da substéncia
doseada emprega-se a formula que segue:

% = 100(r - n') mEq
P
em que
P = tomada da amostra em g,
n = mililitros de 4cido perclorico gasto com

a amostra,

O
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'

n = mililitros de 4cido perclérico gasto com
o branco,

mEq = miliequivaiente da amostra.

Caso necessério — se t, for diferente de t —
corrigit o volume segundo a formula indicada
anteriormente, a saber:

[1 +0,0011 (tg - t)]
em que

temperatura na qual o titulante foi padro-
nizado,
temperatura na qual a titulagdo foi realizada.

to

Il

Titulacdo de sais de dcidos halogenados

A quantidade de substincia especificada na
respectiva monografia adicionar solvente ou
mistura de solventes adequadoes. Adicionar entre
5 e 15 ml (geralmente 10ml) de acetato de mer-
clrio acético SR para impedir a interferéncia do

halogénio. Titular com 4cido perclérico 0,1 M SV~

como descrito para as substincias de natureza
bésica.
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Titulagso de substincias de cardter dcido

Método I — Dissoiver quantidade da substéncia
especificada na monografia correspondente no
solvente ou mistura de sclventes indicados. Adicio-
nar o indicador recomendado ou, se for o caso,
usar o eletrodo adequado 3 determinagdo poten-
ciométrica. Titular com solugio padrio de metd-
xido de potédssio 0,1 M SV, previamente padroni-
zada com 4cido benzbico. Cuidar para que néo
haja absorgfo de dioxido de carbono. Efetuar
ensaio em branco. O cdlculo do teor de substincia
segue a férmula anteriormente indicada. Analoga-
mente, se houver necessidade, aplicar a férmula de
corregdo de volume usando o coeficiente de
expansdo clbica do benzeno, que ¢ 0,0012,

Método 11 — Dissolver quantidade da substincia
indicada na monografia correspondente no sol-
vente ou mistura de solventes indicados. Titular
com solugdo de hidréxido de tetrabutilamdnio
0,1 M SV, vertida de bureta equipada com absor-
vedor de dioxido de carbono. Determinar o ponto
de viragem potenciometricamente. Efetuar ensaio
em branco, fazendo, casc necessdrio, corregio de
volume. O cdlculo do teor da substincia segue a
f6rmula anteriormente indicada.

Sistemas para titulagdo em meio nio-aquoso

Tipo de Solvente

Sotvente®

Indicador

Eletrodos

Acido
{para titulagdo de
bases e de seus sais)

Acido acético glacial
Acido férmico
Acido propiénico
Anidrido acético
Cloreto de sulfonila

Atfazurina 2-G

Cloreto de metilrosanilina
p-Naftolbenzefna

Verde de malaquita
Vermelho de quinaldina

Mercorio-acetato de mercUrio
Vidro-calomelano
Vidro-prate-cloreto de prata

Relgtivamente neutro
{para titulagio
diferencial de bases)

Acetato de etila
Acetonitrila
Alcoois
Benzeno
Clorobenzeno
Claroférmio
Dioxana

Alaranjado de metita
p-Naftolbenzelna
Vermelho de metila

Calomelano-prata-
-cloreto de prata
Vidro-calomelanc

8ésico
{para titulagdo
de 4cidos)

n-Butilamina
Dimetilformamida
Etilenodiamina
Morfolina

Piridina

Azul de timo!
p-Hidroxiazobenzeno
o-Nitroanilina
Timoiftaleina
Violeta azdico

Amim<‘)nio-amim¢‘aniob
Antimonio-calomelano
Antimdnio- vidro
Platina-calomelano
Vidro- calomelano

Relativernente neutro
{para titula¢3o
diferencial de dcidos)

Acetona
Acetonitrila
Alcool t-butflico
2-Butanona
Isopropilacetona

Azu) de bromotimol
Azul de timol
p-Hidroxiazobenzeno
Violeta azdico

Antimonio-calomelano
Vidro-calomelano
Vidro- plating

a = solventes relativamente neutros de constante dielétrica baixa, tais como benzene, cloroférmio ou dioxana, podem
ser utilizados junto com gualquer solvente dcido ou basico a fim de aumentar a sensibilidade dos pontos de viragem

da titulagdo.
b = no titulante.
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DETERMINAGCAQ DA METOXILA

V.48,

V.3.4.6. DETERMINAGAO DA METOXILA

A técnica destinada 2 determinagfo da quanti-
dade de grupos metoxila em substancias orgnicas
consiste na reagfo do composto a dosear com
4cido iodidrico concentrado. O iodeto de metila
formado — mais volitil que o dcido iodidrico
aquoso — ¢ separado por destilagio sob corrente
continua de nitrogénio ou diéxido de carbono,
lavado ¢ absorvido em solugio bromo-acética,
O doseamento compreende a volumetria de
retomo de jodo liberado com solugdo padronizada
de tiossulfato de sédio.

APARELHAGEM

O aparelho empregado na determinagio da
metoxila consiste de baldo de fundo redondo, com
50 ml de capacidade, ac gual se encontra soldado
brago lateral capilar, com 1mm de didmetro
interno, destinado 2 alimentagfo de gds de arraste
inerte (nitrogénio ou diéxido de carbono). Ao
balfo conectase — por juntas esmerithadas —
condensador vertical de cerca de 25 cm de altura
¢ 9mm de didmetro intemo, em cujo topo estd
fixado tubo curvo (180°), cuja extremidade,
capilar,com 2 mm de didmetrointerno, encontra-se
imersa em cerca de 2ml de dgua contida em
pequeno frasco de lavagem. A saida do lavador
consiste em tubo de cerca de 7 mm de diametro
interno, que termina em tubo removivel de 4 mm,
imerso no liquido absorvente do primeiro de
dois frascos receptores montados em série.

PROCEDIMENTO

Introduzir no balio quantidade de amostra
suficiente para a formagio de aproximadamente
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50 mg de iodeto de metila ou a quantidade indi-
cada na monografia. Juntar pérolas de vidro, 2,5 ml
de fenol fundido e Sm! de 4cido iodidrico. Pre-
parar solugdo a 10% (p/V) de acetato de potdssio
em dcido acético glacial e colocar 6 e 4 ml desta
solugio no primeiro e no segundo tube receptor,
respectivamente, juntando a cada tubo 6 gotas
de bromo. Passar corrente uniforme de diéxido
de carbono ou nitrogénio através do brago lateral
do balfo, visande A expulsdo continua de iodeto
de metila formado. Aquecer suavemente o baldo
por meio de micro-bico de Bunsen ou manta de
amianto, de forma a permitir que os vapores
do liquido em ebuligho alcancern a porgfo me-
diana do condensador. Manter sob aquecimento
durante 30 minutos e transferir quantitativamente,
por lavagem, o liquido contido nos dois tubos
coletores para erlenmeyer de 250 ml provido de
tampa esmerilhada, contendo $ml de solugdo a
25% (pfV) de acetato de sédio. Ajustar o volume
do liquido para cerca de 125 ml com dgua ¢ juntar
6 gotas de 4cido formico. Agitar o frasco por
rotagio manual até que o excesso de bromo
(cor castanha) desaparega € juntar mais 12 gotas de
dcido férmico. Tampar o frasco, agitdlo com
vigor para assegurar completa remogdo dos vapores
de bromo e deix4lo em repousc durante 1 a
2 minutos. Adicionar 1g de iodeto de potissio
e Sml de 4cido sulfiirico M e titular o iodo libe-
rado com tiossulfato de sédio 0,1 M SV, empre-
gando amido SI como indicador. Repetir a ope-
ragdo omitindo a substincia e proceder d neces-
sdria corregfio do volume de titulante consumido.
Cada ml de Na,$;0; 0,1 M SV equivale a 0,5172
mg de metoxila (CH;0).
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V.34.7. DETERMINACAO DO DIOXIDO DE ENXOFRE

0O método compreende o arraste — por corrente
de didxido de carbono ou nitrogénio — de SO,
liberado na ebuligdo da substincia em meio 4cido
aquoso, sua absorgdo em solugdo de peréxido de
hidrogénio e o doseamento do 4cido sulfirico
formado no processo com élcali padronizado.

APARELHAGEM

O aparelho empregado na determinagiio de
di6éxido de enxofre é semelhante ao adotado paraa
determinagio de metoxila. Consiste de baldo de
fundo redondo, de capacidade para 10002 1500 ml,
em cuja parede, préximo 4 base, encontra-se sol-
dado brago lateral capilar destinado 2 alimentagdo
de gés de arraste (nitrogénio ou diéxido de car-
bone). Ao baldo conecta-se — por juntas esmeri-
lhadas — condensador de refluxo vertical em cuja
extremidade superior se encontram ligados dois
tubos de absor¢do em série, ambos preenchidos
com 10ml de solugio de peréxido de hidro-
génio SR, neutralizada com hidréxido de sddio
0,1 M pela viragem de azul de bromofenol SI.

PROCEDIMENTO
Transferir ao baldo cerca de 500 ml de 4gua e
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20 ml de 4cido cloridrico. Fixar o baldo ao apa-
retho e passar corrente lenta e uniforme de diéxido
de carbono ou nitrogénio, previamente em soluglio
a 6% (pfV) de carbonato de sbdio, pelo brago
lateral. Aquecer gradualmente a mistura, man-
tendo-a em ebuli¢do durante cerca de 10 minutos
e, em seguida, removendo momentaneamente
a fonte de calor, resfriar por imersio progressiva
em banho de 4gua, constituido de um recipiente
com didmetro maior que o do balio ¢ altura
suficiente para nfo derramar dgua quando o
baldo estiver inteiramente imerso nele. O volume
de 4gua deverd ser controlado para que isto ndo
acontega. Introduzir — removendo momenta-
neamente o baldo do aparelho — cerca de 50 a
100g de amostra e reiniciar o aquecimento,
mantendo a ebuligdo durante 45 minutos. Desligar
a corrente de gds de arraste ¢ transferir quantita-
tivamente, por lavagem com 4gua, o liquido
contido nos dois tubos coletores para erlenmeyer
de 250 ml e titular com hidréxido de sédio 0,1 M
SV pela viragem de azul de bromofenol SI. Repetir
a operagdo omitindo a amostra e proceder 2 neces-
sdria corre¢io no volume de titulante consumido.
Cada mt de hidréxido de sédio 0,1 M SV equivale
2 3,203 mg de di6éxido de enxofre.
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V.3.4.8. DETERMINACAO DO ALCOOL

V.3.4.8.1. METODO POR DESTILAGCAO

Este método deve ser usado na determinagdo
de 4lcool, a mencs que na monografia seja especi-
ficado outro método. E adequado para exame da
maioria dos extratos fluidos e tinturas.

Deve ser usado baldo destilador com capacidade
de duas a quatro vezes o volume do liquido 2
ser aquecido. A velocidade de destilagio deve ser
tal que permita a produgio de destilados limpidos.
Destilados turvos devem ser clarificados por
agitagdo com talco ou com carbonato de cileio
precipitado e filtrados. Em seguida, ajustar a
temperatura do filtrado e determinar o teor de
dlcool pela densidede. Durante todas as manipu-
lagtes, tomar precaugdes para minimizar a perda
de 4lcool por evaporagdo.

Os liquidos que formem demasiada espuma
durante a destilagio devem ser tratados previa-
mente com 4cido fosférico, sulfiiico ou tanico,
até reago fortemente 4cida ou com ligeiro excesso
de solugiio de cloreto de célcio, ou pequena
quantidade de parafina ou ainda 6leo de silicona,
antes de iniciar a destilagfo.

Para evitar a ocorréncia de ebuli¢do violenta,
adicionar fragmentos de material insolivel e
poroso, tal como carbonato de silicio ou pérolas
de vidro,

PROCEDIMENTO

Método 1

Liquidos com menos de 30% de dlcool — Trans-
ferir para aparelho destilador adequado, por meio
de pipeta, amostra de, no minime, 35ml do
liquido em que o dlcool estd sendo determinado,
anotando a temperatura na qual o volume foi
medido. Juntar igual quaniidade de dgua e destilar
coletando volume de destilado que seja menor
que a amostra medida cerca de 2ml. Ajustar
a temperatura do destilado aquela em que foi
medida & amostra & juntar dgua suficiente até
obter o volume inicial dela. Misturar. O destilado
¢ limpido ou, no méximo, levemente turvo e nfo
contém mais que tragos de substincias voldteis
além de 4lcool e dgua. Determinar a densidade do
liquido a 25 °C. Com o resultado, avaliar a porcen-
tagem, em volume, de C,Hs;OH contido no
liquido examinado, pela Tabela Alcoométrica.

Método 2

Liquidos com vaais de 30% de dlcool — Proceder
como indicado no método anterior, com a seguinte
modificagio: diluir a amostra com volume de
4gua duas vezes maior e coletar volume de desti-
lado cerca de 2 ml menor que duas vezes o volume
da amostra. Ajustar a temperatura do destilado
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aquela em que foi medida a amostra ¢ completar
com #gua a volume igual a duas vezes o volume
inicial. Misturar e determinar a densidade a 25°C.
A propergio de C,HsOH, em volume, neste
destilado, avaliada pela densidade, € igual 4 metade
daquela do liquido examinado.

Tratamento especial

Acidos e Bases Voldteis — Liquidos contendo
bases voliteis devemn ser tratados com dcido
sulfirico diluido SR, até reagfo levemente dcida.
Se estiverem presentes dcidos voldteis, & prepara-
¢do deverd ser adicionado hidroxido de sédio SR
até reagdo levemente alcalina.

Glicerol — Liquidos contendo glicerol devem
ser adicionados de volume tal de 4dgua que o
residuo, ap6s a destilagfio, contertha, no minimo,
50% de dgua.

Todo — SolugBes contendo iodo livre devern ser
tratadas antes da destilagdo com zinco pulverizado
ou descoradas com quantidade suficiente de
solyglo de tiossulfato de sodio 10% (p/V) seguida
da adi¢do de algumas gotas de hidroxido de sodio
SR.

Outras substincias voliteis — Espiritos, elixires,
tinturas e preparagdes similares que contenham
propor¢Ges aprecidveis de substincias voldteis,
além de dlcool e dgua, tais como: dleos voldteis,
cloroférmio, éter, canfora etc., devem sofrer o
tratamento que segue antes da destilagdo.

Liquidos com menos de 50% de dlcool — Mis-
turar a amostra de 35 ml, exatamente medidos,
com volume igual de dgua, em funil separador,
saturando esta mistura com cloreto de sodio.
Extrair os componentes voliteis, agitando com
porgio de 25ml de hexano. Passar a camada
inferior para um segundo funil separador e repetir
a extragic com mais duas porgdes de hexano.
Reunir as porges de hexano ¢ tratar com 3 por¢8es
de 10m! de solugdo saturada de cloreto de s6dio.
Reunir as solugfes salinas e destilar de maneira
usual recolhendo volume de destilado duas ou
trés vezes o volume da amostra inicial.

Liquidos com mais de 50% de 4lcool — Tomar
uma amostra e diluir com dgua de modo que
contenha aproximadamente 25% de dlcool e que
seu volume final seja cerca de 35 ml. A seguir
proceder como indicado para liquidos com menos
de 50% de 4lcool, prosseguindo a partir de “satu-
rando esta mistura com cloreto de sodio”.

Na preparagio de colédio para destilagiio, usar
4gua em lugar da soluggo saturada de cloreto de
s6dio, indicada anterionmente. Se o destilado
obtido for turvo, por estarem presentes Gleos
voliteis em pequenas proporgdes, e ndo foi empre-
gado o tratamento com hexano, ele pode ser
clarificado e adequado para a determinagfo da
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densidade, por agitagio com cerca de 1/5 de seu
volume de hexano ou por filtragio através de
fina camada de talco,

V.34.82. METODO POR CROMATOGRAFIA A GAS

Proceder de acordo com as especificagBes gerais
para cromatografia a gds. Usar aparelho eficiente
para a determinagdo quantitativa de dlcool.

Soluc8o padréo

Para liquidos contendo mais de 10% de 4lcoo!,
preparar duas solugBes padrio de dlcool em dgua,
de maneira que as concentracSes sejam, respecti-
vamente, cerca de 5% abaixo (Solugfio padréio 1) e
cerca de 5% acima (Solugio padrio 2) da concen-
tragdo de 4lcool esperada na amostra sob exame.
Determinar a densidade de cada uma das solugdes
padrio a 25°C (V.2.5) ¢ obter a concentragio
exata de C,H;OH pela Tabela Alcoométrica.
Para liquidos contendo menos de 10% de dlcool,
preparar exatamente duas solugdes alcoblicas
padrfo, de maneira que as concentragdes sejam,
respectivamente, cerca de 1% menor ¢ cerca
de 1% maior que a concentragio esperada,
diluindo com 4gua. Determinar as densidades das
solugbes do mesmo modo que as anteriores.

EQUIPAMENTQ

Sob condigOes tipicas, o instrumento contém
uma coluna de 2m x4 mm carregada com ma-
crogol (polietilenoglicol) 400 a 20% em silica
cromatogrifica calcinada. A coluna é mantida na
temperatura de 100 °C; o injetor é equigado com
filtro para solidos e é mantido a 160 °C; como
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condutor usa-se gds inerte, como hélio, fluinde
com vazio de cerca de 60 m] por minuto.

Procedimento

Proceder com a amostra e cada uma das solugbes
padrio como segue: transferir 25 ml para reci-
piente adequado de rolha esmerilhada, juntar
1,0 ml do padrio intemo (acetona, a menos que
especificado diferentemente na monografia) para
cada 6% de dlcool estimade na amostra e misturar.
Juntar 4dgua somente se for necessdrio para efetuar
a solugfo. Injetar quantidade apropriada da
solugdo no aparelho. Calcular a relagio entre a drea
do pico do dlcool e a drea do pico do padrio
intemo pelos cromatogramas. Calcular a porcen-
tagem de 4lcoo] na amostra pela férmula

P, (Y-2)+ P, (2-X)

(Y-2)

em que

P, = porcentagem de 4lcool na Solugio padrfio 1,

P; = porcentagem de flcool na Solugfo padriio 2,

X = relagio entre a 4res do pico do dlcool ¢ a
drea do pico do padrio interno da Solugdo
Padrio 1,

Y = relagfo entre a drea do pico do dlcool e a
drea do pico do padrio intemo da Solugdo
Padrio 2,

Z = relagho entre a drea do pico do 4dlcool e a

4rea do pico do padrfo interno da Solugdo
Amostra.

Se o valor obtido estiver fora da faixa dos
valores incluidos pelas soluces padrio, repetir
o procedimento usando aquelas que fornecam uma
faixa que inclua o valor da amostra.
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Tabels alcoométrica
Par;:zt:g:v de Densidades no ér Porgzt:gzn de Densidade no ar
Em Em 25°% 16,56°C Em Em 5% 15,56 °C
volume 8 5 8 ———— vofume 85— § =
»15,56°C poso 25°%¢ 1556°C peso 2 1556°C 25°¢C 15,56°C
] 0,00 1,0000 1,0000 0 0,00 1,0000 1,0000
1 080 0,9985 0,9985 1 1,26 0,9981 0,9981
2 1,69 0,9970 0,9970 2 2,51 0,9963 0,9963
3 2,39 0,9956 0,9956 3 3,76 0,9945 0,9945
4 319 0,9941 0,9942 4 5,00 0,9927 0,9928
5 4,00 0,9927 0,9928 8 6,24 0,9911 0,9912
6 4,80 0,9914 0,9916 6 7,48 0,9894 0,9896
7 5,61 0,9901 0,9902 7 87 0,9879 0,9881
8 6,42 0,9888 0,9890 8 9,94 0,9863 0,9867
9 7,23 0,9875 0,9878 9 11,17 0,9848 0,9852
10 8,05 0,9862 0,9866 10 12,39 0,9833 0,9839
1 8,86 0,0850 0,9854 11 13,61 0,9818 0,9825
12 9,68 0,9838 0,8843 12 14,83 0,9804 0,9812
13 10,50 0,9826 0,9832 13 16,05 0,9789 0,9799
14 11,32 0,9814 0,9821 14 17,26 0,9776 0.,9787
15 12,14 0,9802 0,9810 15 18,47 0,9762 0,9774
16 12,96 0,9730 0,9800 16 19,68 0,9748 0,9763
17 13,79 0,9778 0,9789 17 20,88 0.9734 0,9751
18 14,61 0,9767 0,9779 18 22,08 0,9720 0,9738
18 15,44 0,9766 0,9769 18 23,28 0,8706 0,9726
20 18,27 0,8744 0,9769 20 24,47 0.9692 0,9714
21 17,10 0,9733 09749 21 25,66 0,9677 0,9701
22 17,93 0,9721 0,9739 22 26,85 0,9663 0,9688
23 18,77 09710 0,9729 23 28,03 0,9648 0,9675
24 15,60 0,9698 0,9719 24 29,21 0,9633 0,9662
25 20,44 0,9685 0,9708 25 30,39 0,9617 0,9648
26 21,29 0,9673 0,9697 26 31,56 0,9601 0,8663
27 22,13 0,9861 0,9687 27 32,72 0,9585 0,9620
28 22,97 0,9648 0,9676 28 33,88 0,9568 0,9605
29 23,82 09635 0,9664 20 35,03 0,9551 0,9590
30 24,67 0,9622 0,9653 30 36,18 0,9534 0,9574
31 25,52 0,9609 0,9641 kbl 37,32 0,9516 0,9568
32 26,38 0,9595 0,9629 az 38,46 0,9498 0,9541
33 22,24 0,0581 0,9617 33 39,59 0,9480 0,9524
34 28,10 0,8567 0,9604 34 40,72 0,9461 0,9506
35 28,97 0,9552 0,9580 36 41,83 0,9442 0,9488
36 2984 0,9537 0,9576 36 42,94 0,9422 0,9470
37 3072 0,9521 0,9562 37 44,05 0,9402 0,9451
33 31,60 0,9506 0,9548 38 45,18 0,9382 0,9432
39 32,48 0,9489 0,9533 39 46,24 0,9362 0,9412
40 33,36 0,9473 0,9517 40 47,33 0,934 0,9392
41 34,25 0,9456 0,9501 41 48,41 0,9320 0,9372
42 35,18 0,9439 0,9485 42 49,48 0,9299 0,9352
43 36,05 0,9421 0,9469 a3 50,55 0,9278 0,9331
44 36,96 0,9403 0,9452 44 51,61 0,9266 0,8310
45 37,87 0,9385 0,9434 45 62,66 0,9235 0,9289
45 38,78 0,9366 0,9417 46 53,71 0,9213 0,9268
47 39,70 0,9348 0,939 47 54,75 0,9191 0,9246
48 40,62 0,9328 0,9380 48 55,78 0,9169 0,9225
49 41,55 0,9309 0,9361 49 66,81 0,9147 0,9203
50 ‘32,49 0,9289 0,8342 50 67,83 0,9124 09181
[ 43,43 0,9269 0,9322 51 58,84 0,9102 0,9159
52 44,37 0,9248 0,9302 52 59,85 0,9079 0,9137
63 45,33 0,9228 0,9282 53 60,85 0,0056 0,9114
54 46,28 0,9207 0,9262 54 61,85 0,9033 0,9082
55 47,25 09185 0,9241 55 62,84 0,9010 0,9069
56 48,21 09164 0,9220 56 63,82 0,8987 0,9046
57 49,19 09142 0,9199 57 64,80 0,8964 0,9024
58 50,17 09120 0,9177 58 65,77 0,8941 0,9001
59 51,15 0,9098 0,9155 59 66,73 0,818 0,8978
60 52,15 0,9076 0,9133 60 67,69 0,8935 0,8955
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PWZ';-Z%’IT de Densidade no ar P"’Z’z”;}"{’ de Densidede no ar
Em o ° Em o °
velume Em 8 -@Q s 1_5,i6TC Em volume a ﬂbg_ s .’5_'554
8 15,56 °C peso 25°¢ 1556 C peso & 1556°C 25°C 15,56°C

61 §3,15 0,9053 0,911 61 68,64 0,8871 0,8932
62 54,15 0,9030 0,9088 62 69,59 0,8848 0,8909
63 55,17 0,9006 0,9065 63 70,52 0,8824 0,8886
64 56,18 0.8083 0,8042 - 64 71,46 0,8801 0,8862
65 57,21 0,8959 0,9019 65 72,38 08777 0,8828
66 58,24 0,8936 0,8995 66 73,30 0,8753 0,8815
67 59,28 0,8911 08972 67 74,21 0,8729 0,8792
&8 60,33 0,3887 0,8948 68 75,12 0,8706 0,8768
69 61,38 08862 | 08923 69 76,02 0,8682 0,8745
70 62,44 0,8837 0,8899 70 76,91 0,8658 0,8721
7 63,51 0,8812 0,8874 7 77,79 0,8634 0,8697
72 64,59 0,8787 0,8848 72 78,67 0,8609 0,8673
73 65,67 0,8761 0,8823 73 79,54 0,8585 0,8649
74 66,77 08735 0,8797 74 80,41 0,8561 0,8625
75 67,87 0.8709 0,8771 75 81,27 0,8537 0,8601
76 68,98 0,8682 0,8745 76 82,12 0,8512 0,8576
77 70,10 0,8655 0,8718 77 82,97 0,8488 0,8552
78 71,23 0,8628 0,8691 8 83,81 0,8463 0,8528
79 72,38 0,8600 0,8664 79 84,64 0,8439 0,8503
80 7353 0,8572 0,8636 80 85,46 0,8414 0,8479
81 74,69 0.8544 0,8608 81 86.28 0,8389 0,8454
82 75,86 0,8516 0,8580 82 87,08 0,8364 0,8429
83 77,04 0,8487 0,8551 83 87,89 0,8339 0,8404
84 78,23 0,8458 0,8422 84 88,68 0,8314 0,8379
85 79,44 0,8428 0,8483 85 89,46 0,8288 0,8354
86 80,66 0,8397 0,8462 86 90,24 0,8263 08328
87 81,90 0,9367 0,8432 87 91,01 0,8237 08303
88 83,14 0,8335 0,8401 88 91,77 0,8211 0,8276
89 84,41 0,8303 0,8369 89 92,52 0,8184 0,8250
80 85,69 0,8271 0,8336 80 93,25 0,8158 0,8224
91 86,99 0,8237 0,8303 91 93,98 0,8131 0,8197
82 88,31 0,8202 0.8268 92 94,70 08104 08170
83 89,65 0,8167 0,8233 93 95,41 0,8076 08142
94 91,03 08130 0,819 94 96,10 0,8048 0,8114
a5 92,42 0,8092 0,8158 95 96,79 0,8020 0,8086
96 93,85 0,8053 0,8118 96 97,46 0,7992 0,8057
97 95,32 0,8011 0,8077 97 88,12 0,7962 0,8028
98 96,82 0,7968 0,8033 98 98,76 0,7932 0,7988
99 98,28 0,791 0,7986 99 99,39 0,7902 0,7967

100 100,00 07871 0.7936 100 100,00 0,7871 0,7936
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V.3.49. ANALISE DE AMINOACIDOS

A anglise de amino4cidos é realizada através de
duas operagBes: (1) hidrdlise das ligagSes pepti-
dicas seguida de (2) avaliagdo de cada aminodcido
no hidrolisado resultante.

Tdenica para hidrolise de proteinas e
peptideos isolados

1. Pesar (ou pipetar, caso esteja em solugio) 4
a 10 mg de proteina em tubo de cultura de micror-
ganismos de 20x 150mm (com disco de teflon
na tampa para melhor vedagdo), previamente
lavado com hidréxido de sédio 0,2 M, enxaguado
¢ seco em estufa.

2. Se a amostra for s6lida, pipetar 5ml de
4cido cloridrico sobre a mesma, seguido de dgua.
Se a amostra for liquida, pipetar igual volume de
4cido clorfdrico, de modo que a conuntra.qa'o
final de 4cido cloridrico seja 6 M.

3. Passar nitrogénio no interior do tubo na
altura da superficie da solu¢fo, para eliminagfio
do O;, durante 2.3 minutos. Fechar em seguida
o tubo com o disco e a tampa rosquedvel.

4. Colocar o tubo em posigio vertical em
estufa regulada a 110°C +2°C, mantendo-o
por 22 h.

5. Remover o tubo da estufa e, ainda na
vertical, resfrif-lo em 4gua corrente ou banho
de gelo.

6. Transferir quantitativamente o conteGdo do
tubo para baldo volumétrico de 10 ml e completar
o volume com 4gua destilada.

7. S¢ houver algum residuo ou precipitado,
remové-lo por centrifugagio e filtrago em placa
de vidro sinterizado ou membrana filtrante de
045 um de porosidade.

8. Pipetar 5,0ml da solugdo para balfo de
evaporador rotatdrio, procedendo i secagem 4
pressfio reduzida, 4 temperatura mdxima de 50 °C.

9. Adicionar ao residuo do baldo 10ml de
4gua destilada e reevaporar. Esta operagdo deve
ser repetida mais duas vezes, ou até o residuo nfio
apresentar odor de dcido cloridrico.

10. Solubilizar & pelicula seca formada pelo
hidrolisado em volume adequado de tamplo
citrato pH 2,2 (0,20 M em Na*). A solugiio resul-
tante de aminoicidos deve entdo ser mantida
em frasco de vidro, tampado e sob refrigeragfo
até a realizagfo da andlise.

Técnica para hidrolise de amostras,
com baixo teor de proteina, contendo
carboidratos efou lipideos

1. Transferir quantidade de amostra que

contenha 10 mg de proteina para balZo de 150 ml
de fundo redondo e boca esmerilhada.
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2. Juntar ao meio 40 ml de 4cido cloridrico
6 M, preparado com partes iguais de dgua destilada
¢ dcido cloridrico. Adicionar algumas pérolas
de vidro.

3. Conectar condensador a refluxo e iniciar o
aquecimento do baldo usando manta elétrica.
Manter a suspensfo sob ebuligio constante e
suave por 24 h.

4, Resfriar 4 temperatura ambiente e transferir
quantitativamente o conteiido para balfio volumé-
trico de 50ml, completando o volume com
4gua destilada.

S. Seguir as demais etapas conforme os itens
7 a 10 da técnica anterior.

Misturas de aminodcidos em solugdo (soros)
ou em preparagBes farmacéuticas

1. Diluir adequadamente a solugfo com tampdo
citrato pH 2,2 (0,20M em Na*), podendo ser
analisada em seguida.

2. Caso esteja na forma de pé ou comprimido
solubilizar & amostra em 4cido cloridrico 0,1 M.

3. Transferit o material para baldo volumétrico
e completar o volume com o mesmo tampdo
acima.

4. Filtrar a solugfo, mantendo-a sob refrige-
raglio {4 °C) até ser analisada.

Técnica de hidrdlise com oxidagio
de cistina e metionina

Devido a perdas durante a hidrdlise 4cida de
proteinas, os aminoicidos sulfurados sfo prefe-
rencialmente analisados através de seus respectivos
derivados pxidados. A oxidagfo é promovida por
4cido perférmico, que transforma cistina ¢ cisteina
em 4cido cistéico e metionina em metionina-
sulfona, ambos resistentes s condigBes de hidro-
lise.

1. Preparar o 4cido perf6rmico acrescentando
1ml de perdxido de hidrogénio 30 volumes a
90 ml de 4cido férmico.

2. Agitar ligeiramente a soiugfo, mantendo-a
em seguida em repouso por ! h 2 temperatura
ambiente.

3. Resfriar o 4cido perférmico formado em
banho de gelo.

4. Pesar a amostra contendo 10 mg de proteina
em balfo de fundo redondo de 25 ml e adicionar
2 ml de 4cido perférmico gelado.

5. Manter a mistura em banho de gelo durante
4h, se a amostra for solivel, ou 16h, se for
insolivel.

6. Adicionar 0,5 ml de 4cido bromidtico 40%
para remover o excesso de dcido perférmico.

7. Acoplar ¢ balio a evaporador rotatbrio e
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remover através de pressio reduzida o bromo
residual, fazendo os vapores passar por solugdo de
hidréxido de sédio M.

8. Proceder i hidrélise como descrito ante-
riormente.

Separacdo e andlise quantitativa de
aminodcidos isclados

A separagdo dos aminodcidos nos hidrolisados
¢, normalmente, realizada por cromatografia de

ANALISE DE AMINOACIDOS

troca ibnica, através de resinas de poliestireno
sulfonado em analisadores de aminodcidos. Nesses
aparelhos, apés 2 separagio, os aminodcidos
eluidos das colunas cromatogrdficas formam
complexc de coloragio azul-vicleta pela reagio
com ninidrina. A determinagio quantitativa ¢ feita
espectrofotometricamente. No uso de autoanali-
sadores de aminodcidos, devem ser seguidas as
especificagBes dos respectivos fabricantes.
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V.4. METODOS DE FARMACOGNOSIA

V.4.1. PREPARO DE MATERIAL VEGETAL PARA OBSERVACAO
E ESTUDOS HISTOLOGICOS

Amolecimento do material

Como normalmente os 6rgdos e tecidos vegetais
que compdem os fitofdirmacos se apresentam
secos, para serem observados ac microscopio é
conveniente primeiro amolecé-los, mediante trata-
mento com #gua quente, ou outro método de
amolecimento indicado. O tempo necessrio para
o amolecimento de cada drgio vegetal varia de
acorde com & sua textura. Se se tratar de Grgio
recém-colhido, apenas os de consistincia mais
firme necessitam de tal tratamento.

Execucdo dos cortes

Uma vez amolecidos, procede-se 4 preparagio
dos cortes dos 6rgdos vegetais a serem observados.
Os cortes podem ser realizados com o auxilio de
objeto cortante, como navatha, limina-de-barbear
ou bisturi. Recomendase incluir a amostra em
material adequado que permita fixar o fragmento a
fim de ser seccionado. Entretanto, cortes melhores
¢ mais precisos podem ser obtidos com 0 emprego
de micrétomos. H4, basicamente, trés tipos de mi.
crétomos: os de congelagio, usados para os mate-
riais mais frdgeis; os rotativos, para cortes em séri¢
de material incluido em parafina; e os de desliza-
mento, para aqueles materiais mais resistentes,
como ¢ o caso de ramos, partes de caules ¢ de
raizes. Neste tltimo caso, método relativamente
ficil de preparo do material a ser cortado consiste
em sua inclusfo em macrogol solivel em dgua.
Este método € descrito a seguir.

Inclusfo do material em macrogol

— Ferver as amostras para retirar o ar;

— Colocdlas em béquer contendo solugio de
macrogol a 20%,

— Marcar o béquer, a partir da superficie do
liquido, dividindo-o em 5 partes aproxima-
damente iguais;

— Deixar o material em estufa a 65°C (por
3 a4 dias);

— Quando a solu¢do evaporar até 1/5 do seu
volume inicial, transferir as amostras para
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macrogo! puro, derretido, onde permanecem
durante 12 a 25 horas, em estufa a 65 °C;

— Retirar da estufa, emblocar e deixar esfriar
4 temperatura ambiente;

— Aparar os blocos para colocagde no micré-
tomo,

— Cortar o material a seco e

— Lavar os cortes com Agua e colorir.

Métodos de coloracdo

Em histologia vegetal, o emprego de corantes é
pritica generalizada. Os métodos de coloragio
podem compreender a aplicagfo de um s6 corante
(coloragfio simples) ou de dois ou trés cerantes
diferentes (coloragfo composta).

Coloragio simples — alguns corantes que
podem ser usados:

— Solugio de safranina a 1%: coloragio de
células com paredes lignificadas;

— Solug#o de verde malaquita a 1%: coloragio
de celulose;

— Soluggo de acridina-laranja 2 0,1%; coloragfio
de floema e de células ngo lignificadas ¢

— Azul de Astra a 1%: coloragho de paredes
celulésicas sem impregnagdo de lignina,

Coloragfio composta — algumas misturas de
corantes que podem ser usadas:

1) Safranina-azul de Astra — procedimento:
— Colocar em safranina por 5 a 25 minutos;
— Lavar duas vezes com dgua destilada;
— Colocar em azul de Astra por 10 a 25
minutos;
— Lavar duas vezes com dgua;
— Passar por bateria de dlcool: a 50%, a
70%, a 90%, a 95%, dlcool absoluto
(2 vezes), xilol e
— Montar em laminas com bdlsame do
Canad4 ou resina sintética.
2) Safranina-verde malaquita — procedimento:
—~ Colocar em verde malaquita por 1 minuto,
aquecendo levemnente;
— Lavar duas vezes com 4gua;
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Passar por dlcool a 70%, a 95% e nova-

mente a 70%;

— Lavar com 4gua;

— Colocar em safranina por 5 minutos;

— Lavar duas vezes com dgua;

— Passar por 4lcool a 70% (3 vezes), a 95%
¢ por élcool absoluto e

— Montar em liminas com bdlsamo do

Canads.

3) Crsoidina-vermetho  de
Astra —procedimento:

— Colocar em crisoidina-vermetho de acri-
dina por S a 25 minutos;

— Lavar duas vezes com #gua destilada;

— Colocar em azul de Astra por 5 a 25
minutos;

— Lavar duas vezes com 4gua;

— Passar por dlcool a 70% (3 vezes), a 95%
e por dlcool absoluto ¢

— Montar em liminas com bélsamo do
Canad4 ou com resina sintética.

|

acridina-azul de

Preparo e montagem das /dminas

Os cortes histoldgicos sfo montados, entre
ldmina ¢ laminula, em 4gua, glicerol, hidréxido
de potdssio a 30%, hidrato de cloral a 50%, ou
outro liquido qualquer que permita a observagio
dos tecidos vegetais. O glicerol é mais usado nos
estudos microquimicos de mucilagens, gomas,
inulina e aleurona. O hidréxido de potdssio €
agente diafanizador: tem agdo sobre proteinas,
amido, gorduras, resinas e matérias corantes.
O hidrato de cleral também € agente diafanizador
e, embora de agdo mais lenta que os hidréxidos
alcalinos, tem a vantagem de ndo dissolver o
oxalato de cdlcio.

Dependendo da finalidade a que se destina,
podem-se montar os cortes em laminas para
observagfo imediata ou em liminas ditas per-
manentes.

Nas preparagBes para observacdo imediata,
depois de selecionados e corados, montam-se os
cortes em meio adequado, tomando-se o cuidado
de evitar a formagfo de bolhas de ar. Se o exame
promete ser mais prolongado, recomenda-se
revestir os bordos da laminula de um luto, que
pode ser esmalte de unhas, bélsamo do Canadd
ou solugio alcodlica de goma-laca, para evitar a
evaporagdo do meio de montagem, todos eles
aplicdveis com o auxilio de pincel macio e
pequeno.

Nas prepara¢Ges permanentes, depois de sele-
cionados e corados, os cortes devern ser desidra-
tados em bateria de dlcool, a saber: 4lcool a 50%,
a 70%, a 90%, a 95%, 4lcool absoluto (duas vezes)
e xilol, permanecendo aproximadamente 3 minu-
tos em cada um deles. Depois, sio montados,
entre limina ¢ laminula, em “Entellan”, bdlsamo
de Canadd ou outro meio conveniente. Devese

PREPARO DE MATERIAL VEGETAL PARA OBSERVACAO E ESTUDOS HISTOLOGICOS

manter a montagem comprimida através da apli-
cagio de pequenos pesos de chumbo sobre a
lamfnula, em posi¢do perfeitamente horizontal
e sobre papel de filtro, cuja finalidade ¢ a de se
precaver contra possiveis extravasamentos do
meio de montagem.

Maceragdo dos tecidos

Secgles de caules, rafzes, cascas ou outros
6rgdos vegetais raramente ddo idéia precisa da
natureza real de suas células. Para se revelar
algumas particularidades, como, por exemplo,
espessamentos e pontuagdes, deve-se empregar
um dos métodos indicados para a dissociagdo de
tecidos. Nesses métodos, o 6rgao a ser estudado é
tratado com substincias quimicas capazes de
dissolver a lamela média e, desta forma, permitir
a separagfo das células.

Método pritico de dissociacio de tecidos €
o seguinte:

— Cortar 0 material em pequenos fragmentos
ou em fatias com cerca de 300 um de espes-
sura e colocar em 4gua;

— Retirar todo o ar do material, fervendo e
resfriando repetidamente;

— Macerar o material em solugfo de Jeffrey
(solug@o aquosa de 4cido nitrico a 10% +
dcido cromico a 10%, na proporgdo de
1:1). O tempo de maceragio varia com a
natureza do material. Geralmente as células
comegam a separar-s¢ em cerca de 24 horas.
Pode ser usado bastdo de vidro de ponta
arredondada para amassar muito levemente o
material. Se houver dificuldade na separagio
das células, renovar a solugo maceradora;

— Lavar muito bem o material com dgua de
tomeira, para remover os 4dcidos. Verter a
mistura com o tecido macerado para funil
contendo papel de filtro;

— Lavar o macerado, ainda no funil, com
solugdo saturada de bicarbonato de sodio e,
a seguir, com dgua;

— Fechar a abertura inferior do funil e cobrir
o macerado com solugo aquosa de safranina
a 1%, durante tempo suficiente para boa
coloragdo do material (de 15 minutos a
6 horas);

— Abrir a ponta do funil e lavar novamente
com agua, até retirar o excesso de corante;

— Desidratar pela adigfo de solugdes de dlcool a
50%, a 70%, a 90%, a 95% ¢ dlcool absoluto;

— Retirar com pinga o macerado do papel de
filtro e colocar em xilol;

— Montar entre lamina e laminula, com resina
sintética ou bdlsamo do Canadd e

— Manter 2 lmina em posigio horizontal,
porém ndo utilizar peso sobre a laminula,
pois as células maceradas s3o muito frégeis.
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V.4.2. METODOS DE ANALISE DE DROGAS VEGETAIS

V.4.2.1. AMOSTRAGEM

Para que os resultados dos métodos de andlise
de drogas vegetais expressem valores representa-
tivos da quantidade total de droga disponivel, é
imprescindivel recorrer a técnicas de amostragem
definidas e uniformes.

Os procedimentos de amostragem especificados
levam em consideragdo trés aspectos: (a) namero
de embalagens que contém a droga; (b) grau de
divisgo da droga e (c) quantidade de droga dispo-
nivel.

Numero de embalagens

Examinar a integridade dos recipientes de
embalagem e a natureza da droga neles contida.
Havendo razodvel homogeneidade, recolher amos-
tras segundo o esquema abaixo:

N9 de NP de embalagens a

embalagens serem amostradas

l1a 10 la 3

10a 25 3a $§
25 a2 S0 4a 6

50a 75 6a 8

75 a 100 8al0
Maisde 100 5% do total de embalagens

(10, no minimo)

Grau de divisdo e quantidade de droga

Consistindo a droga de componentes de dimen-
sBes inferiores a 1 cm ou quando ela se constituir
de material finamente fragmentado ou pulverizado,
empregar aparelho de amostragem (tubo provido
de dispositivo de fechamento na base). Recolher
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amostras de cima para baixo e de baixo para cima
{diregZo vertical) e lateralmente (diregdo trans-
versal), perfazendo amestra de, no minimo, 250 g
para até 100 kg de droga. Havendo mais de 100 kg
a amostrar, proceder 3 amostragem seguida de
selegdo por quarteamento, gerando amostra de
250 g no final do processo.

Para drogas com dimensdes superiores 2 I em,
proceder 4 amostragem manual. Combinar as
amostras retiradas de cada embalagem aberta,
tomando a precaugdio de ndo aumentar seu grau
de fragmentagfo durante a manipulagfo. Para
quantidades de droga até 100 kg, a amostra deve
constituirse de, no minimo, 500 g. Havendo mais
de 100 kg de droga a amostrar, proceder & amos-
tragem seguida de selegdo por quarteamento,
gerando amostra de 500 g no final do processo.

Em ambos os casos — drogas com dimensdes
inferiores ou superiores a 1cm — é permissivel
amostrar quantidades inferiores 3s especificadas
acima desde que a quantidade total de droga
disponivel seja inferior a 10 kg. Todavia, a amostra
final nfo deverd ser inferiora 125 g.

Quarteamento

Distribuir a droga sobre 4rea quadrada, dividida
em quatre partes iguais. Com a mfo, distribuir a
droga sobre a drea de modo homogéneo e rejeitar
as porgdes contidas em dois quadrados opostos,
em uma das diagonais do quadrado. Juntar as duas
por¢Ses restantes e repetir o processo, se neces-
sério. Havendo diferenca acentuada em dimensfes
de fragmentos, executar separagfo manual e
anotar as porcentagens aproximadas dos compo-
nentes de diferentes graus de divisdo encontrados
na amostra.
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V.4.2.2. DETERMINACAQ DE MATERIAL ESTRANHO

Drogas vegetais devem estar, o quanto possivel,
isentas de fungos, insetos e outros materiais
contaminantes. Nfo devem apresentar aspecto ou
odor anormal, descoramento ou quaisquer outros
indicios de deterioragio. Materiais estranhos &
droga sfo classificados em trés tipos fundamentais:
(a) partes do organismo ou organismos dos quais
a droga deriva, excetuados aqueles incluidos na
definigfo ¢ descri¢fio da droga, acima do limite de
tolerdncia especificado na monografia; (b) quais-
quer organismos, porgSes ou predutos de orga-
nismos além daqueles especificados na defini¢go
¢ descricio da droga em sua respectiva monografia
¢ (¢) impurezas de natureza mineral nio inerentes
2 droga, tais como pedras, areia ou terra,

PROCEDIMENTO

Determinar a quantidade de amostra a_ser
submetida ao ensaio com base na seguinte tabela:
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Raizes, rizomas, cascas e ervas
Folhas, inflorescéncias, sementes
e frutos
Materiais particulados ou fracio-
nados
(de peso médio inferiora 0,5 g
por componente)

500¢g
250 ¢

50g

Colher — por quarteamento — a quantidade de
tomada de ensaio especificada, a partir da amostra
obtida por amostragem segundo o procedimento
descrito anteriormente e espalhd-la em camada fina
sobre superficie plana. Separar manualmente os
materiais estranhos 4 droga, inicialmente a olho
nu e, em seguida, com auxilic de lente de aumento
(5 a 10 vezes). Pesar o material separado e deter-
minar sua porcentagem com base no peso da
tomada de ensaio.
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V.4.23. DETERMINACAO DE AGUA EM DROGAS VEGETAIS

A presenga de quantidade excessiva de dgua em
droges vegetais propicia o desenvolvimento de
microrganismos, insetos e hidrblise — e conse-
qilente deteriorago — de constituintes da droga.
Daf a necessidade do estab¢lecimento de limites
de umidade para drogas vegetais, em geral, na
faixa de 8 a 14%.

Tiés métodos sfo empregados: gravimétrico
(dessecagfo), azeotrépico (destilagio de tolueno) e
volumétrico (Karl Fischer). O primeiro, tecnica-
mente mais simples e ripido, nfo & aplicdvel
quando a droga contém substincias voldteis além
da 4gua. Os demais requerem equipamentos
especiais & compreendem técnicas mais complexas,
sendo, contudo, aplicdveis com menos restrigBes.

Preparo da amostra

Reduzir — por corte, granulagio ou fragmen-
tagio — drogas nfo pulverizadas ou trituradas de
forma a limitar a dimensfo de seus componentes
a, no méximo, 3mm de espessura. Sementes ¢
frutos, mesmo de dimensBes inferiores a 3 mm,
devem ser quebrados. Evitar moinhos de alta
velocidade ou outros procedimentos que acarretem
perda de umidade no preparo da amostra.

Método gravimétrico

Proceder conforme descrito em *“Determinagio
da perda por dessecagho” (V.2.9). Transferir cerca
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de 2 a 5 g, ou o especificado na monografia, exata-
mente pesados, de amostra preparada conforme
instrugBes anteriores, para pesa-filtro chato tarado,
previamente dessecado nas mesmas condigbes a
serem adotadas para a amostra durante 30 minu-
tos. Dessecar a amostra por um dos seguintes
procedimentos, conforme especificado na mono-
grafia:

a) estufa: a 100-105 °C durante 5 horas antes
da primeira pesagem, salvo quando houver outra
especificaggo na monografia;

b) dessecader: sobre pentoxido de fosforo, sob
pressio atmosférica e temperatura ambiente;

¢) pressdo reduzida: sobre pentéxido de fés-
foro, sob pressdo ndo superior a 2,7 kPa (aproxi-
madamente 20 mm de Hg) e temperatura ambiente,
salvo quando houver outra especificagio na
monografia,

O ensaio é dado por conclufdo quando duas
pesagens sucessivas ndo diferirem entre si por mais
de 5mg. Calcular a porcentagem de dgua em
relagdo A droga seca a0 ar.

Métodos azeotrdpico e volumétrico

Proceder conforme descrito em “Determinagio
de 4gua” (V.2.20), empregando amostra de droga
vegetal preparada conforme descrito em V4.1,
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V.4.2.4. DETERMINACAO DE CINZAS TOTAIS

A determinagio de cinzas totais destina-se a
estabelecer a quantidade de substdncia residual
nZo-volitil no processo de incineragio especificado.
As cinzas totais incluem as derivadas de tecido
vegetal (cinzas fisiolégicas) e de materiais estra-
nhos, especialmente arela e terra aderente 3
superficie da droga (cinzas nfo-fisiol6gicas).

PROCEDIMENTO

Pesar exatamente cerca de 3 g ~ ou a quanti-
dade especificada na monografia — da droga
pulverizada, transferir para cadinho (de silicic
ou platina) previamente calcinado, resfriado e

pesado. Apés distribuir a amostra uniformemente
no cadinho, incinerd-la sumentando paulatina-
mente a temperatura, nfio ultrapassando 450°C,
até que todo o carvdo seja eliminado. Resfriar em
dessecador e pesar. Nos casos em que o carvio
nfo puder ser eliminado totalmente, resfriar o
cadinho e umedecer o resfduo com cerca de 2 ml
de dgua ou solu¢do saturada de nitrato de ambnio
(oxidante). Evaporar até secura — sucessivamente
em banho-maria e sobre chapa quente — e inci-
nerar até peso constante, nfo excedendo 450 °C.
Calcular a porcentagem de cinzas em relagdo
& droga seca ao ar.
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V.4.2.5. DETERMINACAO DE CINZAS INSOLUVEIS EM ACIDO

Cinzas insolGveis em dcido compreendem o
residuo obtide na fervura de cinzas totais ou
sulfatadas com dcido cloridrico diluido, apés
filtragem, lavagem e incineracdo, O método
destinase i determinagfio de silica e constituintes
silicosos da droga.

PROCEDIMENTO

Ferver o residuo obtido na determinagfo de
cinzas totais ou sulfatadas durante 5 minutos com
25 ml de dcido cloridrico (70 g/l) SR em cadinho
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coberto com vidro de relégio. Lavar o vidro de
relégio com Sml de dgua quente, juntando ésta
égua ao cadinho. Recolher o residuo insolivel
em dcido sobre papel de filtro isento de cinza,
lavando-o com dguz quente até que o filtrado se
mostre neutro. Transferir o papel de filtro con-
tendo o residuc para o cadinho original, secar
sobre chapa quente ¢ incinerar a cerca de 500°C
até peso constante. Calcular a porcentagem de
cinzas insoliiveis em 4cide em relagio 2 droga
seca a0 ar.

hH B I 1




DETERMINAGCAO DE OLEOS ESSENCIAIS EM DROGAS VEGETAIS
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V.4.2.6. DETERMINACAQ DE OLEOS ESSENCIAIS EM DROGAS VEGETAIS

O teor de 6leos essenciais em drogas vegetais €
determinado pelo processo de destilagio por
arraste a vapor, com auxilio do equipamento
descrito abaixo.

O equipamento (Figura), confeccionado em
vidro resistente, de qualidade apropriada, com-
preende:

1 150

i

trago de

lefex:ncxa -
supenor

trago de

referéncia

inferior J

Aparelho para determinagio de dleos essenciais em
drogas vegetais (dimensdes em mm).
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1) Balio de fundo redondo, de 500 a 1000 ml
de capacidade, de colo curto, provido de uma
junta 24/40, fémea;

2) Condensador, adaptdvel ao baldo através de
uma junta esmerilhada 24/40, macho, construido
em peca {inica de vidro, compreendendo as partes
descritas a seguir, com as respectivas medidas:

2.1 Tubo vertical (AC) de 210260 mm de
comprimento ¢ 13-15mm de didmetro interno;

2.2 Tubo dobrado, com segmentos (CD) e
(DE) medindo 145-155 mm de comprimento cada
e diametro interno de 7-8 mm;

2.3 Condensador de bolas, tipo Allihn
(FG), de 145-155 mm de comprimento ¢ didmetro
interno de 15 mm nas bolas e 8-10 mm nos estrei-
tamentos;

2.4 Rolha (junta esmerilhada 14/20) (K)
que obtura uma saida lateral (K) provida de
junta esmerilhada 14/20 fémea, na extremidade;

2.5 Tubo (GH) de 3040 mm de compri-
mento ¢ 7-8 mm de diimetro interno, formando
as partes (HK) angulo (GHK) de 30° 2 40°;

2.6 Alargamento em forma de pera (J) de
5 mi de capacidade;

2.7 Tubo (JL) provido de escala graduada
de 110 a 120 mm, de 3 ml de capacidade e subdi-
vidida em vigésimos de mililitro;

2.8 Alargamento em forma de bola (L) de
aproximadamente 2 ml de capacidade;

29 Tomeirade 3 viase

2.10 Tubo de conexdo (BM) de 7-8 mm de
didgmetro, provido de tubo de seguranga. O ponto
de insergio (B) encontra-se 20-25 mm acima da
parte mais alta da escala graduada.

3) Fonte de calor que pode ser aquecedor
elétrico ou bico de gds dotado de regulagem fina
dachamae

4) Suporte vertical adequado.

Antes da utilizagdo o equipamento deve ser
limpo por lavagens repetidas e sucessivas com
acetona, 4gua, mistura sulfocrémica e, nova-
mente, dgua. Depois de seco deve ser momado
em local protegido de correntes de ar.

PROCEDIMENTO

Introduzir no balfio o volume do liquido
indicado na monografia e pedagos de pedra porosa
para regularizar a ebuli¢o. Adaptar o condensador
ao baldo. Retitar a rolha esmerilhada (K') e, pela
abertura (K), introduzir dgua até que a mesma
comece a escorrer em (B). Com auxilio de pi-
peta volumétrica introduzir xilol, na quantidade
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prescrita, apoiando-se a ponta da pipeta no fundo
da saida lateral (K). Aquecer o liquido nointerior
do balfo até o inicio da ebuligio ¢ destilar na
vazfo de 2 a 3ml por minuto, 2 ndo ser que
a monografia prescreva diferentemente.

Para determinar a velocidade da destilagdo,
escoar a dgua com auxilio da torneira de trés vias,
até que o menisco esteja no nivel do trago de
referéncia inferior (Figura). Fechar a tomeira e
cronometrar o tempo necessdrio para encher o
volume compreendido entre os tragos de refe-
réncia inferior e superior {5 ml). Abrir a tomeira
¢ continuar a destilagiio por 30 minutos. Desligar

DETERMINACAO DE OLEOS ESSENCIAIS EM DROGAS VEGETAIS

o aquecimento, deixar esfriar por 10 minutos e
fazer a leitura do volume de xilol no tubo graduado.

Introduzir no balio a quantidade da droga
prescrita na monografia e proceder com a desti-
lagdo por arraste a vapor, como descrito acima,
pelo tempo e na velocidade indicada na mono-
grafia. Terminada a operagio, deixar esfriar por
10 minutos e ler o volume do 6leo essencial
recothido no tubo graduado. Subtrair da leitura
o volume do xilol determinado anteriormente.
A diferenga representa a quantidade de éleo
essencial contida na amostra. Calcular o resultado
em mililitros de $leo essencial por 100 g da droga.
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V.4.2.7. DETERMINACAO DE OLEOS FIXO0S

A determinacgfio de oleos fixos bascia-se na sua
extragio por solvente que, depois de evaporado,
deixa como residuo o 6leo cuja quantidade €
determinada por pesagem.

Caso a amostra contenha teor elevado de
componentes hidrossoliveis (carboidratos, uréia,
4cido l4tico, entre outros) cabe pré-tratamento da
amostra, a fim de evitar interferéncia na determi-
na¢fo de matérias graxas. Para tanto, transferir &
tomada de¢ ensaic para funil contendo papel de
filtro, lavar com 4gua e secar o residuo em estufa
a 105 °C durante 2 horas.

PROCEDIMENTO

Transferir cerca de 10 g, exatamente pesados,
de droga seca, obtida na determinagfo da perda
por dessecago (V.2.9) para cartucho de celulose ¢
colocd-lo em aparetho extrator Soxhlet, cobrindo-o
com algoddo desengordurado. Pesar o balfo limpo
e seco (contendo fragmentos de porcelana ou
contas de vidro) e montd-lo no aparelho sobre

banho-maria, tomando 2 precaugfo de assegurar
vedagfo na junta esmerilhada do balfo (reco-
menda-se operagdo em capela). Transferir para o
extrator éter de petrdleo em quantidade sufi-
ciente para realizar trés sifonagens e encaixar o
condensador de refluxo. Proceder & extragiio sob
aquecimento suficiente para manter o solvente em
ebuli¢do moderada durante 4 horas.

Conclufda 2 extragdo, aguardar esfriamento,
transferir o conteGdo do cartucho para almofariz
de porcelana ¢ juntar quantidade aproximadamente
igual de areia lavada e seca. Pulverizar a droga e
transferi-la novamente, no intetior do cartucho,
para o extrator. Reiniciar e manter a extra¢io, nas
condigBes acima, por perfodo adicional de 2 horas.
Desligar o baldo do aparelho ¢ evaporar o solvente
(de preferéncia por destilagio sob corrente de
diéxido de carbono). Transferir o balfo para
estufa a 105 °C, resfriar e pesar. Repetir a operagfic
até peso constante e calcular a porcentagem de
6leos fixos na droga com base na diferenga entre
a massa da tomada de ensaio ¢ a do residuo.
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V.4.2.8. DETERMINACAO DO CINEOL

A determinagdo de cineol compreende a deter-
minagio do ponto de congelamento (criometria)
do composto de combinagio molecular entre
cineol e o-cresol — cresinecl. Sendo esta tempe-
ratura proporcional ao conteddo de cineol no
composto, é possivel estabelecerse seu teor pela
tabela a seguir.

0 método ¢ empregado na dosagem de cineol
em esséncias de eucalipto e niaouli. Determinages
em outras esséncias ndo sfo recomendadas sem
comprovagho prévia de exatidfo em vista de alguns
constituintes essenciais solubilizarem o cresineol
(mesmo na esséncia de eucalipto, hd riscos de erro
quando o contelido de alfz terpineol for superior
212,5%). ]

Erros também advém da presenga de umidade,
seja na esséncia, seja no o-cresel. O o-cresol empre-
gado deve ser puro e seco, apresentando ponto de
fusio superior a 30°C. Deve ser conservado em
frasco hermético, por ser higroscépico.

PROCEDIMENTO

Secar a esséncia em ensaio, agitando-a com
sulfato de s6dio ou cloreto de cdlcio, ambos
anidros, em tubo de ensaio ou erlenmeyer provido
de tampa esmerithada. Deixar em contato durante
24 horas e filtrar. Transferir para tubo-de ensaio
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(cerca de 15 mm de didmetro e 80 mm de altura)
3,0 g de esséncia, exatamente pesados, e adicionar
2,1 g de o-creso! em sobrefusdo. Agitar a mistura
com bulbo de termdmetro (0-60 °C, graduado em
décimos de grau) suspenso sobre o tubo de modo
que a extremidade do bulbo nfio ultrapasse o
limite de 5 mm da base¢ do tubo e sem tocar em
suas paredes, até indugdo de cristalizagio. Anotar
a temperatura mixima observada no termémetro,
durante a cristalizagfo. Aquecer o tubo a cerca
de 5-10°C acima da temperatura lida ¢ intro-
duzi-lo em outro tubo maior (cerca de 60 mm
de didmetro e 100 mm de altura) de modo a
criar camada de ar. Fixar o tubo menor dentro
do outro com auxilio de placas de corti¢a adapta-
das ou por qualquer outro meio ¢ mergulhar o
conjunto em banho-maria termostatizado, man-
tendo a temperatura cerca de §°C abaixo do
ponto de congelamento previamente anotado para
o cresineol. Agitar a mistura com movimentos
verticais do termbmetro e, ao iniciar-se a cristali-
zagdo (turvagfo do liquido), observar a estabili-
zacdo da temperatura. Havendo flutuagSes durante
a cristalizagdo, considerar sempre a temperatura
mdxima lida durante o pericdo de congelamento.

Repetir 2 determinagfo quantas vezes for
necessdrio para que duas lejturas sucessivas acusem
variagfo mdxima de 0,1 °C.




v4.28.2 DETERMINACAQ DO CINEOL
Teor ¢o cineol em esséncias.

Temp. 00 o1 02 0.3 04 05 06 07 08 09

(]
24 45,6 45,7 45,9 46,0 46,1 46,3 46,4 46,5 466 46,8
25 48,9 47,0 47,2 47,3 47.4 47,6 42,7 47,8 47,9 48,1
26 48,2 48,3 485 48,6 48,7 489 49,0 49,1 49,2 49,4
27 48,5 49,6 49,8 49,9 50,0 50,2 50,3 50,4 505 50,7
28 508 50,9 51,1 51,2 51,3 51,5 51,6 51,7 51,8 52,0
29 52,1 52,2 52,4 52,56 52,6 528 | 629 53,0 53,1 53,3
30 53,4 53,5 53,7 53,8 53,9 54,1 54,2 54,3 54,4 54,6
3t 54,7 64,8 65,0 85,1 55,2 55,4 55,5 55,6 55,7 55,9
32 56,0 56,1 56,3 56,4 56,5 56,7 56,8 56,9 57,0 57,2
33 57,3 57,4 57,6 52,7 57,8 58,0 58,1 58,2 68,3 58,5
34 - 58,6 8,7 58,9 59,0 69,1 59,3 59,4 59,5 59,6 59,8
385 59,9 60,0 60,2 60,3 60,4 60,6 60,7 60,8 60,9 61,1
36 61,2 61,3 615 61,6 61,7 61,3 62,0 62,1 62,2 62,4
37 62,6 626 62,8 62,9 63,0 63,2 63,3 63,4 63,5 63,7
38 638 63,9 64,1 64,2 64,4 64,5 64,6 64,8 64,9 65,1
39 85,2 65,4 65,5 65,7 65,8 66,0 66,2 66,3 66,5 56,6
40 66,8 67,0 67,2 67,3 67,5 62,7 67,9 68,1 68,2 68,4
4 68,6 68,8 69,0 65,2 69,4 69,6 69,7 69,9 70,1 70,3
42 70,5 70,7 709 71,0 71,2 71,4 7,6 71,8 71,9 721
43 72,3 72,5 72,7 729 73,1 733 73,4 736 738 74,0
44 742 74,4 74,6 748 75,0 75,2 75,3 75,5 75,7 75,9
45 76,1 76,3 76,5 76,7 76,8 771 77,2 77,4 716 778
46 78,0 78,2 78,4 78,6 78,8 79,0 79,2 19,4 79,6 79,8
47 80,0 80,2 80,4 806 | 808 81,1 81,3 81,5 81,7 81,9
a8 82,1 82,3 82,5 82,7 82,9 83,2 834 836 838 84,0
49 84,2 84,4 84,6 84,8 85,0 85,3 85,5 85,7 85,9 86,1
50 8,3 86,6 86,8 87,1 87,3 81,6 87,8 88,1 883 88,6
51 888 89,1 89,3 89,6 89,8 80,1 90,3 90,6 90,8 91,1
52 913 01,6 91,8 92,1 92,3 92,6 92,8 93,1 93,3 93,6
53 938 94,1 94,3 94,6 94,8 95,1 95,3 95,6 95,8 96,1
54 96,3 96,6 96,9 97,2 97,5 97,8 98,1 98,4 88,7 99,0
55 99.3 9,7 100,0
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V.4.2.9. DETERMINACAQ DO INDICE DE ESPUMA

Pesar a quantidade de droga estabelecida na
monografia, transferir para proveta de 500 ml
provida de rolha esmerilhada e adicionar 50 ml
de dgua. Arrolhar a proveta e agitar manualmente,
durante 3 minutos, com duas agita¢es por scgundo.
Deixar em repouso por 1 minuto e fazer a leitura

F.BRAS.IV, 1988

da coluna de espuma que se forma a partir da
superficie do liquido. Repetir a leitura 30 minutos
depois: o indice de espuma (apés 1 minuto e
ap6s 30 minutos) ¢ o nimero de ml correspon-
dentes 4 altura da coluna de espuma.
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V.4.2.10. DETERMINACAO DE SUBSTANCIAS EXTRAIVEIS POR ALOOOL
(EXTRATO ALCOOLICO)

Pesar exatamente cerca de 2g da droga e minutes. Pesar o residuo seco e calcular o teor de
transferir a amostra para cartucho do extrator de  substincias extrafveis por 4lcool (extrato alcod-
Soxhlet, previamente tarado e seco. Introduzir no  lico) por diferenga entre o peso da amostra e o
balzo do extrator 200 mg de hidréxido de sédio peso do residuo seco. Referir o resultado ao peso
e dlecool absoluto em quantidade suficiente. da droga seca (Determinagio de dgua em drogas
Extrair por cinco horas, retirar o cartucho com vegetais V.4.2.3).

o residuo e secdlo em estufa a 105 °C por 30
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V.5. METODOS BIOLOGICOS

V.5.1. TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

V.5.1.1. ESTERILIDADE

Os testes aqui aprescntados s3o aplicados a
insumos farmacéuticos, medicamentos ¢ correlatos
que, de acordo com a Farmacopéia, devem ser
estéreis, € sdo adequados para revelar a presenga
de bactérias. fungos e leveduras nos mesmos.
Contudo, resultado satisfatério indica somente
que nio foi encontrado microrganismo contami-
narite na amostra examinada, A extensio deste
resultado ao restante do lote requer a seguranca
de que todas as unidades do mesmo tenham
sido preparadas de modo a garantir grande proba-
bilidade de que todo o lote passaria pelo teste.
Obviamente isso depende das precaugdes tomadas
durante os processos opefacionais da fabricagdo.

PRECAUGOES DURANTE O TESTE

Os testes ndo devem ser realizados sob exposigo
direta de luz ultravioleta ou em dreas sob trata-
mento com aerossdis. Devem ser efetuados em
condigbes adequadas de forma a evitar contami-
nagio acidental da amostra durante o teste. Isto
é conseguido, por exemplo, pelo uso de cabina de
fluxo laminar, associado a frequentes ensaios
quanto i contaminagdo do ar e superficies, conta-
gens de particulas, determinagio de velocidade
e diregdo do fluxo de ar.

108 DE CULTU

DILUICAO >U LAVAGEM

A escolha do meio de cultura é de vital impor-
tancia para oferecer condigdes ideais 2 multiplicacdo
dos mais diversos microrganismos, com exigéncias
diferentes para o crescimento. As monografias
indicam os meios a serem empregados.

Os meios mais usados atualmente para testes
de esterilidade sdo: Meio de caseina-soja ¢ Tiogh-
colato; o primeiro para leveduras, fungos e aerobios
e o segundo, especialmente, para anaerébios,
embora haja, também, crescimento de aerdbios,
leveduras e até mesmo fungos no tioglicolato.

A E FLUIDOS

a) Meio de tioglicolato fluido (Meio I}

— L-Cistina 05 g
— Cloreto de sédio 25 g
— Dextrose 55 g
— Agar granulado (umidade ndo

superior a 15%) 0,75g

— Extrato de levedura (soltivel em

4gua) 50 g
— Caseina de digestdo pancreitica 150 g
— Tioglicolato de sodio 0,5 ou 4cido 05¢g

tioglicolico 0,3 ml
— Solugdo de resarzurina sédica

(1:1000) recém-preparada 10 ml
— Agua 1000 ml

pH apos esterilizagdo: 7,1 £ 0,2.

Misturar todos os ingredientes, menos o tiogli-
colato de sodio ou dcido tioglictlico, & solugio de
resarzurina sédica, com 1 000 mi de dgua ¢ aquecer
até dissolugdo total. Dissolver o tioglicolato de
sodio ou dcido tioglicélico nesta solugdo e, se
necessirio, ajustar pH para 7,1 £0,2, apds a
esterilizagiio, com solugdo de hidroxido de sédio
0,1 M.

Adicionar a solugdo de resarzurina sédica,
misturar ¢ distribuir em frascos adequados. Este-
rilizar durante 15 minutos a 121 °C. Desenvolve-se
cor résea na superficie, que ndo deve exceder um
tergo da altura; caso mais que um tergo adquirir
cor résea, restaurar o meio por aquecimento em
banho-maria ou em vapor fluente.,

b) Meio de tioglicolato com 1% de penicilinase
(Meio 1I)

Empregar, preferencialmente para produtos

contendo penicilina, solugdo de penicilinase padro-
nizada em termos de unidade Levy. Uma unidade
Levy de penicilinase inativa 593 unidades de
benzilpenicilina em 1 hora, a 25 °C, em solugio
tampio fosfato pH 7,0. Usar esta solugio para
inativar a penicilina nas amostras. A penicilinase
deve ser adicionada aos tubos apés a esterilizagdo,
usando técnica asséptica. Numero representalivo
de tubos contendo meio com penicilinase sem o
produto deverd acompanhar o teste durante o
periodo de incubagfo. Quando se empregar meio
com penicilinase, realizar controle positivo.
Proceder o seguinte teste para verificar se toda a
penicilina foi inativada:

— A tubo de meio contendo a amostra, adicio-
nar 1ml de cultura de Staphylococcus
aureus ATCC 6538-P, contendo 50 2 100
células. Apés 24 horas de incubagio a
30-32 °C observar se ecorreu o crescimento.
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¢) Tioglicolato com 1% de polissorbato 80
{Meio III}
Empregar nos testes de esterilidade para

pomadas oftilmicas. Adicionar 1 ml de polissor-
bato 80 por litro de meio, antes da esterilizagfo.

d) Tioglicolato com 0,5% de azolectina e 0.4%

de polissorbato 80 (Meio IV)

Empregar para teste de esterilidade de pro-
dutos que requeiram inativagic de substincias
inibidoras.

¢) Meio de caseina-soja (Meio V)

Empregar para detecgio de bactérias acro-

bicas, fungos e leveduras.

— Casefna de digestdo pancredtica 170g
— Farinha de soja de digest3o pa-

painica 30g
— Cloreto de sédio 50g
— Fosfato de potissio dibdsico 25g
— Dextrose 25g
— Agua 1 000 ml

pH apos esterilizagdo: 7,31 0,2

Dissolver todos os ingredientes em dgua, com
ajuda de aquecimento. Resfriar a temperatura
ambiente. Se necessdrio, adicionar hidréxido de
sédio 0,1 M, de modo a obter pH 7,3 £0,2 apés a
esterilizagfo. Caso necessdrio, filtrar; distribuir em
frascos adequados e esterilizar por 15 minutos
al2l°C.

fy Caseina-soja com 1% de penicilinase
(Meio VD)
Empregar para produtos contendo penici-
lina. Preparar ¢ usar conforme o meio 11.

2) Caseina-soja com 0,1% de polissorbato 80
(Meio VII)

Preparar e empregar conforme o meio I11.

h) Caseina-soja com 0,5% de azolectina e 0 4%
de polissorbato 80 (Mcio VIII)

Preparar e empregar conforme o meio IV.
i) Fluido

— Tecido animal de digestdo
péptica
— Agua

lg
1 000 ml

PH apos esterilizagdo: 7,1 £ 0,2

TESTES DE SEGURANGCA BIOLOGICA

Dissolver o tecido animal de digestdo péptica
em fgua. Filtrar e, caso necessdrio, ajustar o pH
para 7,1£0,2 com hidréxido de sédio 0,1 M.
Distribuir em frascos adequados e esterilizar
durante 15 minutesa 121 °C.

1) Fluido 11

E o fluido I com adigdo de 0,1% de polissor-
bate 80, antes da esterilizaggo.

k) Fluido IIT

— Tecido animal de digestdo

péptica 50¢g
— Extrato de carne 30g
— Polissorbato 80 100¢g
— Agua 1000 ml

pH apds esterilizagfo: 6,9+ 0,2

Misturar todos os ingredientes com dgua e aque-
cer até dissolugo. Filtrar e, se necessdrio, ajustar
pH para 6,9 0,2 com hidréxido de sédio 0,1 M.
Distribuir em frascos adequados e esterilizar
durante 15 minutos a 121 °C. Ajustar o pH a
6,9 £ 0,2 comsolugdo de hidréxido de s6dio 0,1 M.
Distribuir em frascos adequados.

PREINCUBAGAO E TESTE DE SENSIBILIDADE
DOS MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura devem apresentar esterili-
dade e capacidade de promover crescimento de
microrganismos que devem ser testadas em cada
lote antes do teste das amostras cu em paralelo
comele.

Apés a esterilizagdo, os meios de Tioglicolato
fluido e de Caseina-soja devem ser incubados,
respectivamente, a 30-35 °C e 20-25 °C durante,
no minimo, 7 dias. Ndo deve ocorrer crescimento
de microrganismos,

Efetuar teste para verificar a capacidade dos
lotes de meios em promover o crescimento de
microrganismos. Os seguintes microrganismos sfo
adequados para realizar o teste:

a) Bacillus subfilis ATCC 6633, ou se¢ ndo
for desejado microrganismo formador de esporo,
Micrococcus luteus ATCC 9341.

b) CGandida aibicans ATCC 10.231.
c) Aspergilius niger ATCC 16.404.

Meio

Microrganismo

Temperatura de incubagfo

Tioglicolate fluido
C. albicans

8. vuigatus
Caseina-soja

C. aibicans
A, niger

8. subtilis ou M. tuteus

C. sporogenes ou

8. subtilis ou M. luteus

30-35°C

20-25°C
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d) Clostridium  sporogenes ATCC 11.437; se
ndo for desejado microrganismo formador de
esporo, Bacteroides vitigartus ATCC 8482.

Inocular pelo menos dois tubos de cada meio,
com volume de suspensio de microrganismos
que contenha 50 a 100 células, conforme tabela da
pdgina anterior.

Este meio serd considerado satisfatério desde
que todos os tubos inoculados apresentem evi-
déncia de crescimento dentro de 7 dias.

Sendo o teste de crescimento realizado conco-
mitanternente com o teste de esterilidade, este é
considerado invélido, caso ndo ocorra proliferagio
de microrganismo na prova de crescimento.

PREPARACAO DA SUSPENSAO BACTERIANA

Usualmente € necessdrio efetuar ajuste do
processo de diluicdo antes de iniciar a prova para
conseguir densidade especifica de 50-100 células
vidveis por mililitro da solucdo, devido & variagio
entre cepas do mesmo microrganismo, meios de
cultura ¢ superficie de dgar inclinado. Para esta-
belecer, numericamente, uma varia¢fo entre o
crescimento ¢m  um mcio € © microrganismo
especifico, fazer uma série de contagens em placas
a partir da diluicdo 107¢ (1:1.000.000), para
determinar a densidade bacteriana, Escolher
volume adequado desta dilui¢do de tal modo que
ao ser diluido em volume conhecido contenha de
50-100 céiulas vidveis por ml. Se o procedimento
estiver bem padronizade (como, por exemplo, a
drea da superficie do dgar inclinado, técnicas de
laborat6rio etc.) € possivel reproduzir os resul-
tados com a mesma cepa de bacténias.

V.5.1.1.3

Frocedimento

1) Com o auxilio de alga de platina trans-
ferir indculo da cepa do microrganismo especifico
para tubo de ensaio contendo 4gar nutricnte
inclinado. Semear levemente a cultura sobre toda
a superficie do 4gar inclinado, de modo a obter
pelicula uniforme de crescimento;

2) Incubar sob condigBes otimas de cresci-
mento do microrganismo especifico;

3) Ap6s o periodo de incubagio transferir a
cultura do microrganismo da superficie do dgar
inclinado para frasco contendo 99 mi de dgua
esterilizada;

4) Homogeneizar a suspensio, no minimo,
25 vezes por inclinagdo do frasco;

5) Preparar uma seqiiéncia de diluigbes dese-
jadas: 1:100; 1:10.000 e 1:1.000.000, a partir
da suspensdo do frasco original,

6) A homogeneizagio das suspensdes de cada
diluicdo pode ser realizada também com o auxilio
de bastdo de vidro, por agitagdo magnética ou
pérolas de vidro.

AVALIACAO DA ATIVIDADE
BACTERIOSTATICA OU FUNGISTATICA

Antes de iniciar o teste de esterilidade de
insumos farmacéuticos, medicamentos ou corre-
latos, avaliar seu nivel de atividade bacteriostdtica
efou fungistitica pelo seguinte procedimento:

Preparar, pelo menos, quatro tubos de meio de
cultura ou de cada um dos meios de cultura a
serem empregados no Teste de esterilidade. Adi-
cionar a2 todos os tubos quantidade do produto
em anilise, conforme segue (2):

Conteudo do
recipiente (mi)

Volume minimo
de produto [mi)

Valume minimo
de meio fmt]

1ml, ou o contedido

menos que 10 total, se menor que 1 5
11a 50 5 40
£1a100 10 80

Inocular metade dos tubos com microrganismo
aerbico ¢ a outra metade com anaerdbico, con-
forme indicado para o Teste de crescimento nos
Meios de cultura (1). Preparar duplicata do con-
junto, em condi¢3es idénticas, porém ndo adicionar
o produto a ser testado. Incubar todos os tubos
contendo tioglicolato a 30-35 °C e a 20-25 °C, os
que contiverem caseina-soja. Se houver cresci-
mento normal dos microrganismos na presenga ¢
na auséncia do produto, o Teste de esterilidade

(1) Quando se tratar de antibiotico, empregar cepa de
microrganismos sensiveis,
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pode ser realizado sem modificagdes. Se o cresci-
mento for pequeno ou nulo o produto exerce
atividade bacteriostitica efou fungistdtica e essa
atividade deve ser climinada antes do teste de
esterilidade por meio de agentes neutralizantes ou,
no decorrer do mesmo, através da diluigio do
produto. Deve-se repetir o teste até determinar a
relagio ideal entre os volumes do produto e do
meio, que ndo interfira no crescimento de micror-
ganismos. Outra maneira de evitar as atividades

(2)Para algoddo, gaze e material relacionado, empregar
duas pegas por tubo.
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bacteriostdtica efou fungistdtica ¢ empregar o
método de filtragio por membrana, quando a
natureza do produto assim o permitir.

PROCEDIMENTO PARA O
TESTE DE ESTERILIDADE

O teste de esterilidade pode ser realizado de
duas maneiras: através do Método de inoculagdo
do produto diretamente no meio (Método Direto)
ou pelo Método de filtragdo por membrana, o qual
deve ser empregado sempre que possivel.

Amaostragem

O nimero de amostras de um produto para
teste de esterilidade deve ser, no minimo, de
20 unidades ou 10% do mimero de unidades
que constituem o lote se este for inferior a 199
unidades. Antes do teste procedér 2 assepsia das
paredes extemas dos frascos e ampolas, mergu-
lhando-os em solugdo antimicrobiana. No caso de
artigos cujas embalagens nfo resistam a esse
tratamento, fazer assepsia das amostras por meio
de gaze ou pano estéril, embebido em solugio
antimicrobiana.

Para matérias-primas, amostragem satisfatéria é
baseada na raiz quadrada do nimero total de
recipientes do lote, conforme abaixo indicado:

NO total de N? de recipientes
repicfentes a serem abertos
do iate para teste

1a 3 todos

4a 9 3

10a 16 4

178 25 S

26 a 36 6

37 a 49 7

50 a 64 8

65 a8 81 9

82 a 100 10
i0t s 124 i1

A assepsia dos recipientes deve ser realizada por
meio de gaze ou pano estéril, embebido em solu-
¢do antimicrobiana.

. Método de inoculagdo ou direto

Procedimento

O teste de esterilidade pelo Método de inocu-
lapdo ou direto consiste na transferéncia asséptica
de quantidade do produto a ser examinado para
Meio de tioglicolato fluido e Meio de caseina-soja
seguida de incubagio a 30-35°C e 20-25°C,
respectivamente, durante 14 dias.

Liquidos
Retirar o liquido do recipiente utilizando
pipeta estéril ou seringa e agulha estéreis. Trans-
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ferir assepticamente o volume indicado de cada
amostra para os tubos contendo Mefo de tiogli-
colato fluido e Meio de caseina-soja (os volumes
minimos, tanto de material em anédlise quanto dos
meios de cultura, estdo especificados no item
Teste de Awliagdo da Atividade Bacteriostdtica ou
Fungistdtica). Misturar o liquido com o meio sem
arejar excessivamente. Incubar o Meio de fogli-
colato fluido por 14 dias a 30-35 °C e o Meio de
caseina-soja por 14 dias a 20-25 °C.

Se o material em andlise provocar turvagio dos
meios de cultura, de modo a impedir a observagdo
do crescimento microbiano, transferir por¢3es
adequadas de cada tubo para outros tubos con-
tendo os meios, ap6s 3 a 7 dias do infcio da
incubagdo. Continuar a incubagfo de todos os
tubos até que se completem 14 dias a contar do
inicio do teste.

Solidos

Transferir quantidade de produto na forma de
sélido seco (ou de solugio ou suspensio do pro-
duto preparada pela adigo de diluente estéril ao
recipiente), correspondente a 300mg de cada
recipiente sob andlise, ou todo o contelido, se for
menor que 300mg, a volume ndfo inferior a
40 ml de Meio de tioglicolato fluido e a 40 ml de
Meio de caserna-soja. Misturar e proceder como
para Liquidos.

Pomadas e é6leos insolliveis em miristato de

isopropila

Selecionar 20 recipientes, dividi-los em dois
grupos de 10 e trati-los como segue: transferir
assepticamente 100 mg de cada recipiente para
frasco contendo 100 ml de veiculo aquoso estéril,
capaz de dispersar o material em anélise homo-
geneamente por toda a mistura. A escolha do
agente dispersante incorporado ao veiculo aquoso
pode diferir de acordo com a natureza do material
em andlise; contudo, este agente nfo deve causar
bacteriostase fungistase na concentracio
utilizada; portanto, executar o Teste de Avaliagdo
da Atividade Bacteriostitica ou Fungistdtica para
esse agente, antes de empregd-lo.

Transfericr 10 ml dessa mistura a 80 ml de
Meio de doglicolato fluido e 10ml a 80ml de
Meio de caseina-soja. Continuar o procedimento
como descrito para Liquidos.

nem

Algoddo purificado, gaze, bandagem e material

relacionado

De¢ cada embalagem de algoddo, gaze em rolo
ou gaze em bandagem a ser analisada, retirar, com
instrumentos estéreis, duas porcfes de 100 a
500 mg das partes mais internas da amostra. Para
materiais em embalagem individual, tais como
chumago de gaze, retirar duas porg@es individuais
de 250 a 500 mg, ou duas unidades totais, no caso
de unidades pequenas {ex: bandagens menores
que 25 a 75 mm). Transferir uma porgdo para
tubo com 40 m! de Meio de ticglicolato fluido ¢

®
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outra para tubos com 40 ml de Meio de caseina-
soja. Continuar o procedimento como descrito
para Liquidos.

Aparelhos parenterais

Para aparelhos de formas e dimensGes que
permitam sua imersfio total em nfo mais que
1000 ml de meio de cultura, testar o aparelho
intacto, mergulhando uma unidade em Meio de
tioglicolato fluido e outra em Meip de casetna-
soja. Verificar se os pequenos canais e orificios
estfo em contato com o meio de cultura; caso isto
nfo ocorra, fazer cortes no aparelho para atingir
tal objetivo. Ndo podendo o aparetho ser imerso
completamente, dividi-lo em porgdes adequadas.
N&o pedendo ser dividido, passar Meio de caseina-
soja e Tioglicolato fluido pelo interior de 20 amos-
tras, recolher pelo menos 15 ml destes meios e
incubd-lo por 14 dias a 20-25 °C com nfo menos
que 100ml dos mesmos meios. Continuar o
procedimento como descrito para Ligquidos.

Gaze com vaselina

Preparar o Meio de tioglicolato fluido con-
forme descrito no item Meio de cuitura, adicio-
nando 1,0 g de 4gar e 5,0 g de gelatina para cada
1000 ml de meio. Distribuir porg3es de 300 ml em
frascos que permitam o fechamento hermético
apés a esterilizagdo. Esterilizar durante 15 minutos
a 121 °C. Aquecer o meio a 52°C e transferir
assepticamente o conteitdo total de uma embala-
gem de gaze com vaselina. Fechar hermeticamente
e agitar durante 10 minutos em agitador meci-
nico. Resfriar os frascos em posi¢o inclinada até
que a vaselina forme camada s6lida vedando a
superficie do meio. Quebrar a vedagfo por uma
Unica e répida agitagio. Incubara 20-25 °C durante
7 dias e agitar, em agitador mecanico, durante, pelo
menos, 10 minutos. Transferir assepticamente
0,5 m! dessa mistura para 15 ml de Meio de tiogh-
colato fluido e 0,5ml para 15ml de Meio de
caseina-soja. Incubar, respectivamente, a 30-35 °C
¢ 20-25 °C durante, pelo menos, 7 dias.

vS5.1.1.-5

Método de filtracao por membrana

O teste de esterilidade pelo Método de filtragdo
por membrana consiste na dissolugdo da substincia
em andlise em fluido estéril adequado e a passagem
dessa solug@o através de membrana estéril, que ird
reter qualquer contaminagio em sua superficie;
em seguida esta € lavada, seccionada e transferida
assepticamente para meio de cultura adequado.
Para realizar o teste é necessirio funil apropriado
no qual é colocada a membrana e recepticulo
para esse funil, que é acoplado a reservatério (que
acolherd as solugBes filtradas), ligado a bomba de
vicuo, A membrana pode ser de nitrato de celulose
(empregada, por exemplo, em solugdes aquosas,
oleosas e alcodlicas fracas) ou acetato de celulose
(empregada, por exemplo, em solugBes alcodlicas
fortes), com didmetro de 47 mm, perosidade nomi-
nal de 0,45 um £ 0,02 ym ¢ fluxo de 55 a 75 ml
de dgua por centimetro quadrado por minuto, 4
pressdo de 700 mm a 25 "C. Todo material deve
ser esterilizado durante 15 minutos a 121 °C.
Nfo empregar volume de amostra mencr que
o indicado.

L fquidos miscfveis em veiculos aquosos

Transferir, assepticamente, o volume indicado
abaixo para conjunto de funil e membrana, filtrar,
lavar com trés porgles de 100 ml de Fluido/,
cortar a membrana ao meio, colocar uma das
metades no Meio de tioglicolato fluido e a outra
no Meio de caseina-soja. Incubar, respectivamente,
2 30-35 °C e 20-25 °C durante, pelo menos, 7 dias.

Nio realizar o teste com volume de amostra
inferior ao indicado. Se o volume fer insuficiente,
aumentar o nimero de amostras.

Liquidos imisciveis em veiculos aguosos

Proceder como para ‘“Liquidos misciveis em
veiculos aquosos”, substituindo o Fluido I pelo
Fluido I1.

Yolume de liquido ¢ mejo de cultura para Método de Filtragio por Méembrana

Volume minimo Volume minimo . p
{mi) fmi)
menos gue 10 ! "s-lel :‘s:::':::? rt:!ta' 100 20
11 8 50 5 100 20
51 s 100 10 100 20
101 2 500 Contelido total 100 10
Acima de 500 500 100 10
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Pomadas e 6leos soltveis em miristato
de isopropila

Selecionar 20 unidades, transferir 100 mg de
cada unidade para frasco contendo 100 ml de
miristato de isopropila, cujo pH seja igual cu
superior a 5.5, e que tenha sido esterilizado por
filtragio em membrana de 0,22 um. Aquecer o
miristato de isopropila a 47 °C. Agitar ¢ dissolver
a pomada. Transferir a mistura para conjunto de
funil ¢ membrana. Umedecer antes a membrana
com pequena quantidade do liquido de lavagem,
filtrar, lavar com 3 porgdes de 100 ml de Fluido iI.
Cortar a membrana ao meio, colocar uma das
metades no Meio de tioglicolato fluido ¢ aoutra no
Meio de caseina-soja. Incubar, respectivamente, a
30-35 °C e 20-25 °C durante, pelo menos, 7 dias.
Se a substdncia contiver vaselina, usar como
liquido de lavagem o Fluido IiI

Solidos solirveis

Transferir uma quantidade de substincia em
forma s6lida (ou de solugdo ou suspensdo da
substincia preparada pela adigfo de diluente
estéril ao recipiente), correspondente a 300 mg
de cada recipiente em andlise, ou todo o contetdo,
se for menor que 300 mg, a cerca de 100 a 200 ml
de diluente apropriado (Fluido I ou Fluido II).
Filtrar o conteddo do frasco em conjunto de
funil & membrana, lavar com 3 porgBes de 100 ml
de fluido apropriado e prosseguir como para
“Liquidos misciveis em veiculos aquosos”.

Algodio purfficado, gaze e material
refacionado (categute, suturas etc.)

Fazer amostragem de acordo com a monografia
para Algoddo purificado, gaze e material rela-
cionado. Transferir o total de amostras para frasco
contendo volume suficiente de Fuido I, ou,
quando for o caso, passar o fluido pelo interior
Ane tivhae A Aa sasninasmantsa Amtar wonrasa.
dos tubos ou do cquipaments. Agitar vigorosa

mente. Transferir o liquido para conjunto de
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funil e membrana e filtrar. Prosseguir como
indicado para “Liquidos misciveis em veiculos
aquosos’ .

Controle negativo ou branco

Efetuar constantemente controle negativo,
simulando teste com os fluidos e solventes utili-
zados. O resultado do teste deve ser negativo.

QObservacdo e interpretacdo dos resultados

Durante o tempo de incubagio, observar os
tubos em andlise, periodicamente, para verificar
eventual aparecimento de crescimento micro-
biano. Se, ao final do periodo de incubagdo, ndo
ocorrer crescimento microbiano, a amostra €
considerada satisfatéria para o teste de esterilidade.
Se ocorrer crescimente, o produto n3o corres-
ponde ao teste de esterilidade, a menos que se
possa demonstrar o contrdrio por reteste, ou por
meios que comprovern ndo ter a contaminagdo
causa relacionada com a amostra {ex.: contamina-
¢do ambiente, contaminagdo de controle negativo).

O reteste deve ser feito de maneira idéntica ao
teste inicial. Se ndo aparecer evidéncia de cresci-
mento, a amostra ¢ satisfatéria para o teste de
esterilidade. Se houver crescimento no primeiro
reteste, isolar ¢ caracterizar o(s) contaminante(s)
mictobiano(s) do primeiro reteste e comparar com
o(s) contaminantes do teste de esterilidade original.
Se o contaminante for o mesmo nos dois testes, a
amostra ndo corresponde ao teste de esterilidade.
Se os dois contaminantes forem diferentes, deve
ser realizado um segundo reteste.

O segundo reteste deve ser feito com o dobro
de unidades de amostra utilizadas no teste inicial.
Os volumes de cada unidade devem ser os mesmos
indicados para © teste inicial. Se nfo houver
evidéncia de crescimento, a amostra € satisfatoria
para o teste de esteriidade. Se houver cresci-
mento de qualquer microrganismo, a amostra

& enncidarada incaticfatdria para o teste de esgte-
€ ¢onsigerada insatisiatona para © 1681C € €3¢

rilidade.
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V.5.1.2. PIROGENIOS

O teste de pirogénios fundamenta-se na medida
do aumento da temperatura corporal dos coelhos,
quando se injeta intravenosamente uma dose-
limite de 10 mil por kg de peso, durante periodo
nfo superior a 10 minutos, de solugdo estéril da
substincia em andlise.

Para os produtos que requeiram preparagdo
preliminar ou que necessitem de condigGes espe-
ciais de administragfo, seguir as normas recomen-
dadas na monografia.

Selecio dos animais

Usar coelhos de ambos os sexos, adultos, sadios,
preferencialmente a mesma raga, pesando no
minimo 1,5kg. Manter os animais em gaiolas
individuais em sala de temperatura uniforme
(20°C 2 °C) e livie de perturbagtes que 0s pos-
sam excitar. Uma semana antes de usar um animal
pela primeira vez, iniciar exercicio de condiciona-
mento segundo a técnica recomendada para o
teste, mas sem ainjecdo do produto a ser analisado.

Ocorrendo teste de pirogénio negativo, pode-se
usar o mesmo animal ap6s 48 horas. Quando o
teste de pirogénio for positivo, nic se usam os
mesmos animais antes de duas semanas.

Registro da temperatura

Usar termémetro clinico de precisdo, graduado
em 0,1 °C, com tempo de elevagio de tempera-
tura méxima previamente determinado ou qualquer
outro dispositivo de registro de temperatura de
igual sensibilidade.

Intro uzir o termdmetro no reto do animal 3
aproximada de 6 centimetros.

Se for uuhzado dxsposmvo registrador, que deva
permanecer no reto durante o perfodo do teste,
conter os coelhos de maneira que fiquem em
postura natural de repousoc. Quando se empregar
termémetro clinico deixar transcorrer o tempo
necessdrio (previamente determinado) para que
alcance a temperatura mdxima, antes de proceder
4 leitura.

Material

As seringas, agulhas e vidrarias tornam-se
apirogénicas a 250 °C durante 30 minutos ou
a 200 °C por uma bora. O cloreto de sédio, 2
200 °C durante 2 horas.
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Procedimento

Durante as duas horas precedentes, ¢ durante
o teste, suprimir alimentag@o dos trés coelhos,
dando-lhes somente dgua.

No médximo 40 minutos antes da inje¢do da
dose do produto a ser testado, determinar a
temperatura de controle (inicial) de cada animal
mediante duas leituras feitas com intervalo de
30 minutos. A média das duas temperaturas €
considerada como a temperatura de controle do
animal, que € a base para a determinagio de
qualquer aumento de temperatura resultante
da injegfo da solugdo de teste. Ndo usar animais
com temperatara supenor a 39,8 °C. Usar no teste
somente os animais cujas temperaturas de contrele
nio se desviem de mais de 1,0°C um do outro.
Nao devem ser usados os animais que apresentarem
desvio maior do que *0,2° C, nas duas leituras da
temperatura controle.

Preparar o produto a ser testade conforme
especificado na monografia. Aquecer o mesmo a
37-38°C.

Injetar pela veia marginal da orelha de trés
coelhos nfo menos do que 0,5 ml nem mais de
10ml da solugdo por kg de peso corporal ou a
quantidade indicada na monografia. A inje¢io
nio deve durar mais de 10 minutos, a menos que
na monografia se especifique tempo diferente.

Registrar a temperatura 1, 2 e 3 horas ap6s
a injego.

Interpretagdo

A temperatura mdxima registrada para cada
coetho é considerada como sua resposta, Quando
as temperaturas medidas ap6s a injecdo forem
inferiores & temperatura de conatrole, a resposta
equivale 2 elevagao de temperatura zero.

Se nenhum dos trés coelhos apresentar elevagao
de temperatura de 0,6 °C, ou mais, sobre suas
respectivas temperaturas de controle, e se a soma
dos aumentos dos trés ndo exceder a 1,4°C,0
produta em exame cumpre os requisitos de ausén-
cia de pirogénios.

Se algum coelho apresentar aumento da tempe-
ratura de 0,6 °C,ou mais, ou se a soma dos aumen-
tos exceder a 1,4 °C, repete-se o teste usando-se
outros cinco animais.

Se no méximo trés dos oito coelhos mostrarem
aumentos individuais de temperatura de 0,6 °C,
ou mais, e se a soma dos oito aumentos de tempe-
ratura nfo excedera 3,7°C, o produto em exame
cumpre os requisitos para auséncia de pirogénios.




TOXICIDADE

V.5.1.3.

V.5.1.3. TOXICIDADE

TESTE GERAL

Selecdo dos animais

Usar camundongos sadios, de ambos os sexos,
preferencialmente de cepa conhecida, ndo utili-
zados previamente em testes biol6gicos. Manté-los
sob dieta uniforme, 4gua 4 vontade ¢ temperatura
ambiente constante de 20-24 °C.No dia do teste,
selecionar camundongos com peso entre 18 e
22,

Preparacdo da amostra

A amostra deve ser preparada conforme especi-
ficacfo constante na respectiva monografia e
administrada imediatamente.

Procedimento

Usar seringas, agulhas e vidraria estéreis. Segundo
especificado na monografia, administrar volume
da substancia sob fteste, em cinco camundongos
por uma das vias seguintes:

1) Intravenosa. Injetar a dose na veia caudal,
mantendo-se a velocidade constante de 0,1 ml por
segundo ou a indicada na monografia,

2) Intraperitonial. Injetar a dose na cavidade
peritonial;

3) Subcutinea. Injetar a dose na regido cervical
ou abdominal;

4) Oral. Administrar a dose por meio de sonda
ou outro dispositivo adeguado.
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{nterpretacdc

Manter os animais em observagio durante
48 horas ou pelo tempo indicado na monografia.
A sobrevivéncia de todos os camundongos durante
o perfodo estabelecido determina a aprovagio do
produto. A morte de um ou dois animais ou a
presenga de sintomas anormais requer repetigdo
do teste, empregando-se cince ou mais c¢amun-
dongos (19,5 a 20,5 g), nfo utilizados previamente.
A amostra cumpre o0s requisitos do teste se o
nimero de camundongos mortos ndo exceder 10%
do total de animais testados, incluindo o teste
original.

TESTE PARA SOROS E VACINAS
DE USQO HUMANO

Salvo especificagio diferente constante na
monografia, injetar intrapenitoneaimente uma dose
humana', porém ndo exceder 1,0 ml, em cinco
camundongos selecionados conforme descrito no
teste geral, ¢ uma dose humana em dois cobaios
sadios, pesando entre 250 e 350g. Neste caso
nio exceder 5,0 ml.

A amostra é aprovada no teste se nenhum dos
animais apresentar sintomas anormais durante os
sete dias seguintes. Se um enimal morrer ou
apresentar sintomas anormais, repetir o teste.
A amostra cumpre os requisitos do teste caso
nenhum dos animais do segundo grupo morrer ou
apresentar sintomas anormais no intervalo de
tempo especificado.

A dose humana é a declarada no rétulo ou nz bula da
preparaciio a ser examinada.

- I
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V.5.1.4. SUBSTANCIAS VASODEPRESSORAS

Preparacdo do padrio de referéncia

Empregar dicloridrato de histamina, conservado
em frasco hermético e opaco, dessecado sobre
silica-gel durante duas horas, antes do uso.

Solucdo padrio de referéncia

Dissolver, em dgua estéril, quantidade suficiente
¢ exatamente pesada de dicloridrato de histamina
para obter solugio contendo o equivalente a
1 mg/ml de histamina (base livre). Conservar sob
refrigeracfo em recipiente de vidro imbar dotado
de tampa esmerilhada, ao abrigo da luz, durante
um més. No dia do teste, preparar solugdo padrio
de referéncia contendo o equivalente a 1,0 ug/ml
de histamina (base livre), em solugdo fisiol6gica.

Solugdo da amostra

Preparar a solugiio da amostra conforme a
especificagfo da monografia respectiva.

Método sugerido

Pesar gato aduito e sadio (no caso de fémea,
que ndo esteja prerthe) e anestesid-lo através de
injecdo intraperitonial de cloralose ou barbitirico
que permita a manutencfo de pressic arterial
uniforme. Imobilizar o animal e protegé-lo para
prevenir perda de calor corporal.

Dissecar a veia femural ou jugular, preparando-a
por insergiio de cinula repleta de heparina (1000
unidades/ml de solugdo fisiolégica) para a adminis-
tragfo das solugBes padrdo de referéncia e amostra.

Expor cirurgicamente a artéria carétida, disse-
cando-a completamente das estruturas circun-
. dantes, inclusive o nervo vago. Inserir uma cinula
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conectando-a diretamente ao mandmetro de
mercirio ou cutro dispositivo apropriado para ¢
registro continuo da pressfo arterial.

Avaliar a sensibilidade do gato 4 histamina,
injetando em intervalos uniformes de, no minimo,
5 minutos, doses correspondentes a 0,05 ug (dose
A); 0,10 ug (dose B) e 0,15 ug (dose C) de hista-
mina (base livre} por kg de peso corporal. Apds
cada administragfo, lavar imediatamente a cinula
por inje¢do de aproximadamente 0,5 ml de solugdo
fisiolégica, para remover atividade residual. Repetir
trés vezes a administragio da dose B a fim de
observar a uniformidade de resposta & mesma
dose. O animal ¢ considerado apto i realiza¢go do
teste se as respostas aos trés niveis de dosagem
forem nitidamente diferenciadas e as respostas 4
seqliéncia de doses B forem aproximadamente
similares, correspondendo a quedas de pressio
arterial ndo inferiores a 2,7 kPa (20 mm de mer-
cirio).

Injetar duas séries de quatro doses, consistindo
cada série de cuas injecOes da dose especificada
na monografia da amostra, intercaladas com a
dose B, sempre com intervalo uniforme de, no
minimo, 5 minutos.

Medir & alteragfo da pressio arterial ap6s cada
uma das injecBes. Na andlise dos resultados,
considera-se que a amostra cumpre 0s requisitos
do teste se a média de suas respostas depressoras
for inferior dquela da dose B.

Terminar o teste administrando uma dose C
do padrfo para comprovar que a resposta s¢
mantém superior 3 dose B. Caso isto nfo ocorra,
o teste nfio é vilido.

O animal pode ser usado enquanto permanecer
estdvel e responder, adequadamente, & adminis-
tragdo da solugdo padrio de referéncia.
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Usar cobaia com peso entre 250 e 350 g, em
jejum de aproximadamente 24 horas. Sacrificar o
animal com golpe na nuca e sangria imediata por
secgfo dos vasos cervicais. Retirar aproximada-
mente 10cm da porgdo distal do feo. Lavar
internamente com solugfo nutritiva. Selecionar
por¢iio com cerca de 2 ou 3 ¢m de comprimento
¢ amarrar duas linhas finas nas extremidades.
Efetuar pequena incisfo na porgdo central do
tecido. Transferi-lo para cuba-de-6rgdo-isolado, de
10 a2 20 ml de capacidade, 4 temperatura contro-
lada entre 34 a 36 °C sob corrente de ar ou mis-
tura de 95% de oxigénio e 5% de CO,. Fixar
uma das linhas no fundo da cuba e amarrar a
outra na alavanca destinada a registrar as contra-
¢0es musculares ne quimégrafo ou outro sistema
de registro adequado. Ajustar a alavanca para o
registro das contrages do ileo com grau de ampli-
ficagfio da ordem de 20 vezes. Lavar a preparagdo
com solugdo nutritiva e deixdla em repouso
durante 10 minutos.

Adicionar volumes conhecidos — da ordem de
0,2 a 0,5ml de solugdo padrdo de referéncia de
histamina (1 ug/ml) — para obter resposta submd-
xima (dose maior). Lavar o ileo trés vezes com
soluglo nutritiva. Efetvar as adigBes sucessivas em
intervalos regulares de aproximadamente 2 minu-
tos. Adicionar novas doses de solugdo padrdo de
referéncia de histamina — obtidas por dilui¢io da
solugdio original, de modo 2 manter os volumes de
doses sempre iguais — estabelecendo a dose respon-
sdvel por resposta cuja intensidade seja a metade
da dose maior (dese menor).

Prosseguir o teste adicionando seqiiéncias de
3 doses: dose padrdo de referéncia menor, dose de
solugdo da substincia sob teste e dose padrdo de
referéncia maior. Ajustar a diluigio da amostra
para que, ocorrendo contragiio do ileo, esta seja
menot que a produzida pela dose padrio de
referéncia maior.
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Estabelecer a reprodutividade da contragio por
repetigdes sucessivas da seqiiéncia de doses.

Calcular a atividade da substincia sob teste em
termos de seu equivalente em ug/ml de histamina
(base livre), tomando por base as diluigBes efe-
tuadas. O valor encontrado nio deve exceder o
limite estabelecido na monografia.

Nio ocorrendo contragio no teste supracitado
por efeito da amostra ensaiada, preparar nova
solugdo da amostra, adicionando quantidade de
histamina correspondente 2o limite mdximo
especificado na monografia e observar se a contra-
¢fo produzida é proporcional & quantidade de
histamina adicionada. Considerar o teste vdlido se
essa resposta for proporcional e se confirmar
reprodutibilidade das contragbes induzidas pela
seqliéncia de doses: dose padrio de referéncia
menor, dose de solugio da substincia sob teste e
dose padrfo de referéncia maior, Caso contrdrio,
realizar o teste para substdncias vasodepressoras.

Solugdo nutritiva
(preparar no momento da utilizagdo)

Solugdo A* 50 ml
Sulfato de atropina 0,5 mg
Bicarbonato de sédio 10g
Dextrose anidra (para uso parenteral) 0S5g
Agua bidestilada (obtida de equipa-

mento de vidro) 950 ml

*Solugio A

Cloreto de sodio 1600 g
Cloteto de potassio 40 g
Cloreto de célcio anidro 20 g
Cloreto de magnésio anidro 10 g
Fosfato de sodio dibisico 005g
Agua qsp 1.000 ml
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V.5.1.6.1 - CONTAGEM DE MICRORGANISMOS
VIAVEIS TOTAIS

Este método é capaz de determinar o nimero
total de bactérias e fungos presentes em produtos
¢ matérias-primas nfo estéreis. O método consiste
na contagem da populagio de microrganismos
que apresentem crescimento visivel, em 4 dias,
em dgar casefna-soja (Meiol) a 30-35°C ¢ em
7 dias, em 4gar Sabouraud-dextrose (Meio Il) a
2025 °C.

A determina¢io pode ser efetuada através do
Método de filtragioc por membrana, Método de
contagem em placa ou Método dos tubos mul-
tiplos.

Empregar técnicas assépticas na amostragem e
na execu¢io do teste. Realizar o teste preferen-
cislmente em capela de fluxo laminar e empregar,
quando possivel, a técnica de filtragio por mem-
brana.

Na amostragem de produtos em processamento,
coletar 3 amostras do inicio, 4 do meio e 3 do
tim do processo. Executar o teste na mustura
destas amostras.

Utilizar dilui¢do que permita que o nimero de
Unidades Formadoras de Celonias se encontre
dentro dos limites sugeridos para o método a
ser usado.

METODO DE FILTRAGAO POR MEMBRANA

Empregar membrana de nitrato de celulose ou
acetato de celulose, com porosidade néo superior
a 0,45um. O equipamento para filtragio ¢ a
membrana devem ser esterilizados por autocla-
vagem e devem ser obedecidas precaugBes durante
o teste, conforme descrito na secgdo V.5.1.1.

Meninafacic 10} cal n aaan
LTansierir 1umu Ou a \‘uau:idade de d;}ﬂ;?’&-\')

que represente 1 g da amostra a ser testada, para
uma de duas membranas filtrantes ¢ filtrar imedia-
tamente. Se necessdrio, diluir 2 amostra de maneira
a obter contagem de coldnias entre 10 e 100.
Lavar ambas as membranas, pelo menos trés vezes,
com aproximadamente 100 ml de liquido estéril
adequado. Transferir uma das membranas, para
contagem de bactérias, para superficie de placa
de Petri contendo 15-20ml de Meio I. Incubar
a 30-35 °C durante 4 dias. Transferir a segunda
membrana, para contagem de fungos, para super-
ficie de placa de Petri contendo 15-20ml de
Meio II. Incubar a 20-25 °C durante 7 dias. Avaliar
o numero de coldnias desenvolvidas. Calcular o
nimero de microrganismos por grama ou ml de
amostra. Se necessdrio, proceder & contagem de
bactérias e fungos separadamente.
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Preparagdo de amostras

Substincias soliveis em dgua — Transferir
10g ou 10 ml da mistura de amostras para frasco
volumétrico contendo 90 ml! de tampio fosfato
pH 7,2. Agitar até dissolugdo e ajustar o pH entre
6,5 e 7,5 com 4cido cloridrico 0,1 M ou hidr6xido
de s6dio 0,1 M e completar o volume de 100 ml.
Transferir duas aliquotas de 10ml para dois
frascos volumétricos contendo 90 ml do Fluido 1.

Filtrar, lavar as membranas trés vezes com
Fluido 1, incubar, contar as colonias e calcular o
nimero de microrganismos.

Substéncigs olepsas misciveis em dgua — Trans-
ferir 10 mg ou 10 ml da mistura de amostras para
frasco volumétrico contendo 90 ml de Fluido I
aquecido 2 45.48 °C ¢ completar o volume de
100 ml. Ajustar o pH entre 6,5 a 7,5 com dcido
cloridrico 0,1 M ou hidréxide de sodio 0,1 M.
Transferir duas aliquotas de 10 ml para dois fras-
cos volumétricos contendo 90ml de Fluido il
Filtrar, lavar as membranas trés vezes com Fluido
I, incubar, contar as coldnias e calcular o nimero
de microrganismos.

Substéncias soliveis em miristato de isopropila
— Transferir 6 aliquotas de 1 g ou 1 ml da mistura
de amostras para cada um de 6 frascos volumétri-
cos e completar volume de 100 ml com miristato
de isopropila aquecido a 45-48 °C. Agitar os
frascos, rapidamente, até dissolugdo. Filtrar cada
uma das solu¢des através de membrana filtrante
e lavar as 6 membranas com caldo nutriente
esterilizado por filtragSo e aquecido a 45-48 °C.
Transferir 3 membranas para 3 placas de Petri
contendo Meiol e 3 membranas para 3 placas
contendo Meio II. Incubar, contar as coldnias e
calcular o nimero de microrganismos.

Para produtos de uso tépico, efetuar teste
adicional, transterindo uma membrana para placa
contendo Agar parz fermentagfo de amzerobms
incubando em jarra para anaerdbios a 30-35 °C
durante 3 dias.

METODO DE CONTAGEM EM PLACA

Bactérigs — Empregar placas de Petri 100x
x 20 mm, adicionando a cada placa 1 ml da
mistura de amostras ¢ 15-20 ml de Meio [ lique-
feito a 45 °C, ou alternativamente, dispersar a
mistura de amostras na superficie do meio solidi-
ficado na placa. Diluir a amostra de maneira que
o nimero de col6nias ndo uitrapasse a 300 por
placa. Preparar, pelo menos, duas placas de Petri
para cada diluigdo e incubar a 30-35 °C, durante
4 dias. Contar o nimero de coldnias desenvol-
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vidas. Calcular o resultado empregando placas
com o maior nimero de colonias, sem ultrapassar
300 colonias por placa.

Fungos — Empregar placas de Petri 100 x
x 20mm, adicionando 2 cada placa 1ml da
mistura de amostras e 15-20 ml de Meio II ligue-
feito a 45 °C, ou, alternativamente, dispersar a
mistura de amostras na superficie do meio soli-
dificado na placa. Diluir a amostra de maneira que
0 nimero de coldnias ndo ultrapasse a 100 por
placa. Preparar, pelo menos, duas placas de Petri
para cada diluigfo e incubar a 20-25 °C, durante
7 dias. Contar o nimero de col6nias desenvol-
vidas. Calcular o resultado empregando placas
com o maior nimero de colbnias, sem ultrapassar
100 coldnias por placa.

Preparacho de amostras

Empregar, no método de contagem em placas.
1 ml de preparagGes de amostras contendo 10 g ou
10 ml, diluidas ou dissolvidas em 100 mlt' de
diluente adequado, conforme descrito no Método
de filtragdo por membrana para Substincias solti-
veis em dgua, Substdncias oleosas misciveis em dgua
e Substdncias soluveis em miristato de isopropila.

Cremes e poradas insoliveis em miristato de

isopropila — Transferir 10 g da mistura de amos-
tras para frasco volumétrico contendo 90 ml de
calde nutriente com 0,1% de tetradecilsulfato
sédico, aquecido a 45-48 °C e agitar até mistura
homogénea. Transferir 4 aliquotas de 5 ml para,
pelo menos,4 placas de Petri 20 x 150 mm, adicio-
nar a metade delas 20 a 40 ml de Meio [ ¢ s
outras, igual volume de Meio I, ambos lique-
feitos a 45°C. Misturar, homogeneamente, o
dgar com a amostra e deixar solidificar. Incubar,
contar as colonias e calcular o nimero de mi-
CTOIganismos.

Efetuar teste adicional, transferindo duas
aliquotas de 1 ml da primeira diluigio para duas
placas de Petri 10 x 100 mm, contendo 15-20 ml
de Agar para fermentacdo de anaerébios, incu-
bando em jarra para anaerébios a 30-35 °C durante
3 dias.

Gipsulas vazias — Adicionar 90 ml de tampdo
fosfato pH 7,2, aquecido a 45-48 °C sobre 50
cdpsulas. Agitar até suspensio total e completar
o volume de 100 ml (diluigfo 5:10). Transferir
1 ml desta suspensdo para 9 mi de dgua (diluigfo
5:100) ¢, caso necessdrio, transferir 1 ml da Gltima
dilvigio para 9ml de 4gua (diluiggo 5:1000).
Transferir aliquotas de 1 ml de cada diluigdo para,
pelo menos, 4 placas de Petri 20 x 100 mm, adi-
cionar a duas delas 15-20 ml de Meio 1 e 4s outras
duas, igual volume de Meio II, ambos liquefeitos a
45 °C. Misturar, homogeneamente, o 4gar com a

(1) Alguns produtos podem requerer o emprego de
volumes maiores de diluente.

amostra e deixar solidificar. Incubar, contar as
coldnias e calcular o nimero de microrganismos.

Gelatinas — Transferir 10g da mistura de
amostras para frasco volumétrico contendo 90 ml
de dgua estéril aquecida a 48 °C e deixar em
repouso durante uma hora (diluiggo 1:10). Em
seguida transferir o frasco para banho-maria a
45°C durante 30 minutos, agitando vigorosa-
mente a intervalos freqilentes.

Diluir 1 ml desta solugio com 9 ml de dgua
estéril (diluigdo 1:100) e, caso necessdrio, trans-
ferir 1 ml da dltima diluigio para 9 ml de dgua
(diluigZo 1:1000). Prosseguir conforme indicado
para Cipsulas vazigs, a partir de ‘“Transferir
aliquotasde . .. "

Demais substincias insoliiveis ou parcialmente
sokiveis em dgua — Transferir 10g ou 10ml da
mistura de amostras para frasco volumétrico
contendo 90 ml de tampZo fosfato pH 7,2 (dilui-
¢fo 1:10). Agitar até dissolugfo e ajustar o pH
entre 6,5-7,5 com f#cido cloridrico 0,1 M ou
hidroxido de sédio 0,1 M. Transferir 1 ml desta
diluigfo para 9ml de dgua (diluigao 1:100) e,
caso necessdrio, transferir 1 ml da Gltima dilui¢fo
para Smi de dgua (diluigio 1: 1000). Prosseguir
conforme indicado para Cipsulas vazias a partit
de ““Transferir aliquotasde ... ".

Aerosois — Resfriar pelo menos 10 recipientes
em mistura de dlcool e gelo seco por uma hora.
Abrir os recipientes e deixd-los & temperatura
ambiente para que o propelente escape. Retirar
10g ou 10ml dos recipientes e transferir para
frascos contendo 90ml de tampio fosfato pH
7,2 (diluigao 1: 10) ou outro diluente apropriado
¢ completar o volume de 100 ml. Transferir 1 ml
desta diluigfo para 9 ml de dgua (diluigdo 1: 1000).
Prosseguir conforme indicado para Cdpsulas vazias
a partir de “Transferir aliquotas de . . . ™.

Contagem de coldnias — Usar contador de
coldnias com iluminagio artificial controlada,
lupa apropriada e, quando possivel, contador
registrador. Somente as placas que apresentarem
até 300 colonias para bactérias e 100 para fungos
deverdo ser consideradas para registro dos resul-
tados. Calcular a média aritmética de cada diluigdo
a partir dos valores obtidos das placas. Calcular o
ntimero de microrganismos por g ou ml para cada
dilui¢do, multiplicando o nimero de colbnias da
placa pela dilui¢fo usada e relatar a média aritmé-
tica dos resultados. Expressar os resultados como
Unidades Formadoras de Colénias (UFC).

Exemplo:

Dituigho Colénias p/placas UFClgoum!
1:100 293 2,93 x 10
1:100 100 1,00 x 10*
1: 1000 41 41 x10*
1:1000 12 1,2 x10*
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édia: (2,93+1,00:4,1+1,2) < 1

=23 x ‘10‘ UFC/g ou ml

Caso o0 numero de coldnias nas placas de todas as
dilui¢Bes seja menor que 20, registrar a contagem
correspondente 3 menor diluigfo e expressar como
UFC/g ou ml. Se as placas de todas as diluiges
nfo apresentarem coldnias, registrar a contagem
como sendo menor que uma vez a diluigfo menor
correspondente. Por exemplo, se nenhum cresci-
mento for detectado na diluicio 1: 100, expressar
a contagem como menor do que 100 Unidades
Formadoras de Coldnias/g ou ml.

M 0

METODO DOS TUBOS MULTIPLOS

E utilizado principalmente quando se espera
que o produto apresente densidade bacteriana
baixa. Deve ser mantida a razfc entre ¢ volume da
amostra ¢ o volume do meio de cultura a utilizar.

Preparagdo de amostras

Preparar as amostras, inicialmente na diluicio
1: 10, através dos procedimentos que seguem:

Amostras solidas — Misturar 10 g da amosira
com 90ml de diluente. Se forem necessdrios
volumes maiores, misturar 25 g da amostra com
225 ml de diluente.

Amostras liquidas — Misturar 1 ml da amostra
com.9 ml de caldo de caseina-soja ou este adicio-
nado de substincias emulsificantes ou neutrali-
zantes? (polissorbatos, lecitina de soja etc.).

Preparar diluigBes 1:100 ¢ 1:1000 a partir
da diluigdo 1: 10.

Empregar uma série de doze tubos, contendo
10 ml de caldo de caseina-soja. Aos trés primeiros
tubos, adicionar 1 ml da amostra diluida, dissol-
vida ou homogeneizada, na propor¢fio de 1:10,
conforme descrito nos métodos anteriores. Aos
trés tubos seguintes, adicionar 1 ml da diluigio
1:100 da amostra e aos proximos trés tubos,
1ml da diluigfo 1:1000 da amostra. Aos trés
dltimos tubos, adicionar 1 ml do diluente. Incubar
os tubos a 30-35 °C durante 4 dias. Os ultimos
trés tubos ndo devem apresentar crescimento
microbiano. Anotar come positivos os tubos que
apresentarem crescimento de microrganismos.
Isto pode ser caracterizado, também, pela for-
magdo de produtos finais de tnetabolismo (gds,
4cido, base etc.) ou pelo exame microscépico
direto. No caso de amostras que turvem o meio,
confirmar se os tubos sdo positivos para o cresci-

(2) Caldo de coselns-soja com 0,1% de polissorbato
‘80 - usado para pomadas; Caldo de casefna-sofa com
0,4% de polissorbato 80 e 0,5% de lecitina de soja —
usado em amostras que requeiram inativagio de substin-
cias inibidoras; Caldo de ogseing-sofe com 1% de penici-
linase ~ usado pats amostras que contenham penicilinas.
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mento de microrganismos, transferindo uma
algada de cada tubo para outro tubo contendo
caldo de caseina-soje ou meio equivalente, ou
semeando em meios sélidos, seletivos ou nfo,
incubando, por periodo adicional. Determinar o
Nimero Mais Provdvel de microrganismos por
g ou ml, através da Tabelal. Sendo necessdria
maior precisio no teste, pode-se empregar 5
tubos por diluigdo, avaliando o Numero Mais
Provivel através da Tabela II.

Capacidade nutritiva dos meios de cultura
e validagfo dos métodos de contagem

Incubar os microrganismos que seguem em
tubos contendo caldo de casetna-soja.

Staphylococcus ATCC 6538P 18-24 hs 30-35°C
aurgus ou ATCCGE538 1824 hs 30-35°C
Bacillus subtilis ATCC 6633 1824 hs 30-35°C
Escherichis coli  ATCC 8739 18-24'hs 30-35°C
Candida ATCC 10231 48 hs 20-25°C
albicans ou ATCC 2091 48 hs 2025°C

Diluir cada cultura empregando tampfo cloreto
de soédio-peptona pH 7,0 de modo a obter 100
células por ml. Empregar indcule dos microrga-
nismos separadamente, como contrele do método
de contagem, na presenga ¢ na auséncia de amos-
tra. Nfo ocorrendo crescimento esperado na
presenga da amostra, significa que esta possui
atividade inibidora. Para elimind-la, adicionar
agentes neutralizantes, como polissorbato 80 a
0,4% e lecitina de soja 0,5%, aumentar o volume
de diluente, associar ambos os procedimentos,
ou empregar o “Método de Filtrago por Membra-

(1)

na

Meios e diluentes utilizados

Agar de Caseina-soja (Meio I)

Digesto pancredtico de caseina . .. .. . .. 150 g
Digesto papafnico de farinha desofa . . . . . 50 g
Clotetodesédio . .. ............. 50 g
Agar ... e 150 g
ABUa . . ... 1000 ml

PH apés esterilizagdo: 7,3+ 0,2

Agar de Sabouraud-dextrose (Meio 11)

Dextrose . . . ... o in i in s 40 g
Mistura de partes iguais de caseina tratada

por suco pancredtico e digesto péptico de

tecidoanimal . ... .. e 10 g
Agar .. e 15 g
AQUA . . . e 1000 ml
PH apés esterilizagdo: 5,6 + 0,2

Misturor & ferver para efetuar a solugdo,

Agur para Fermentagio de Anaerdbios
Extratodelevedura .............. 5
Digesto péptico de tecido animal . . . . ... 5 g
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Digesto papafnico de farinha de soja . . . . . 10 g Tabelal — Namero mais provdvel e limites de
Dextrose - . oo o v v v i e s 10 g confianga 95%
Cloretodesddio . ............... 5 g
AF” RN e 20 ¢ | Nomera de tubos cujo cresci-
A I g | mente @ il pre cads) Nmaro | v e
quantidads do produto sob Mais
PH apds esterilizegéo: 72 0,2 Bxame Provével
Caldo de casetna-soja 100mg | 10mg | 1mg rnlio "
Casefna tratada por suco pancredtico . . . . 17,0 g ou ou ou Fanismos | pferior| SUPO
Farinha de soja por digestio papainica . . . 30 g 0,1 mi/ |0,01 mi/ 10,001 mi/| por rior
Cloretodesédio . . .............. 5.0 g tubo tubo who goum!
Fosfato de potdssio dibdsico . ........ 25 8
DEXIIOSE . . o o v e e e s 2S5 g 0 0 0 < 3 - -
Agua .. ... ... ... 1000 ml1 0 0 1 3 | <05 g
PH apés esterilizagdo: 7.3 0.2 4] 1 1] 3 | <05 13
1 0 0 4 05 20
Caldo Nutriente 1 0 1 7 1 21
ExtratodeCarne . . . ... .......... 3 g 1 1 0 7 1 23
Digesto pancredtico de gelatina . . . . . . . . 5 g 1 1 1 " 3 36
Polissorbato 80 . . . .. ... ......... 10,0 ml 1 2 o 11 3 36 ‘
AgUa . . .o 1000 ml 2 0 Y 9 1 36
pH apés esterilizagdo: 6,9 0,2 2 0 1 14 3 7
2 1 ] i5 3 44
Fluido I 2 1 t 20 7 89
Digesto péptico de tecido animal . . . . . . . 1 2 2 0 21 4 47
Agua o woomt | 2 | 2 | 2 | 10| 150
PH epés esterilizagdo: 7,1 0,2 3 0 ° 23 4 120
3 o] T 39 7 130
Fluldo I 3 0 2 64 15 380
Digesto péptico de tecido animal . . . . . . . 1 g g : ? :: 1: :;g
Polissorbato 80 . . .. ............. 1ml
3 1 2 120 30 380
Agua . ... ... 1000 mli 3 2 0 93 15 330
pH apés esterilizoggo: 7,1 0,2 3 2 1 150 30 440
Tampdo Fosfato pH 7,2 g g : glg gg 1;8
Solupdo-estoque 3 3 1 460 71 | 2400
Fosfato de potdssio monobdsico . .. . .. 34 g 3 3 2 1.100 50 | 4800
Hidréxido de s6dio 4% . . .. .. ..... (175 ml 3 3 3 >2.400 N
(aprox.)
Aguagsp. ... ... 1000 ml
Dissolver o fosfato de potdssio monobdsico em 500 ml de
dgua, acertar o pH para 7,2 + 0,1 com hidréxido de sédio .

4%. Completar o volume com dgua, esterilizar e conser-
var sob refrigeragdo. Quando da utilizacdo diluir a solugdo
estoque com dgtia na proporgdo de I pare 800 e estertlizar.

Tampéo cloreto de s6dio-peptona pH 7,0

Fosfato de potdssio monobidsice . . ... . . 3.56 g (equi-
valepte a
0,067 M)
Fosfato dissédico2 H,O .. ......... 723 g
Cloretodesédio . . .............. 4,30 g
Peptond . . v v v v i e 1,0 g
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Tabela 2 — Indice do ntimero mais provivel ¢ Tabela2 — (Continuagio)
limites de confianga 95%

4 0 0 13 3 a
Usando 5 tub ar
sando 5 tubos com 0,1, 0,01 e 0,001 g 4 0 ] 17 5 a8
Namero de Positivos NMP Limite NMP 4 0 2 2 ? 63
4 0 3 25 8 75
—— ' 4 1 o 17 5 46
o1 0.01 0,001 1g inferior  Superior 4 1 1 21 7 63
- 4 1 2 26 9 78
4 2 o 22 7 67
0 0 0 <2  <0§ -
0 0 1 2 <05 7 4 2 ! 26 9 78
0 0 2 4 <05 1 4 2 2 n b
0 1 0 2 <05 7 4 3 o Z b 80
0 1 1 4 <05 1 4 3 ! 33 " 93
. 4 3 2 39 13 126
0 1 2 6 <05 15
0 2 0 4 <05 1 : : 0 34 }2 35
0 2 1 6 <05 15 . (') 0 4 108
0 3 0 6 <05 15 5 b 14 1o
; 5 o 2 <08 ; 4 5 1 48 16 124
1 0 1 4 <os " 5 0 o2 ? 70
1 0 2 6 <05 15 5 0 12 3 :’ 1?2
1 o 3 8 1 19 5 0 43 5
5 0 3 s 18 144
1 1 0 4 <05 1
5 0 4 7 24 180
1 1 1 6 <05 15
; . ) 6 ; 19 5 1 o 33 11 93
5 1 1 45 16 120
1 2 < 1
1 2 ? g 01'5 1; 5 1 2 64 2 134
; 3 2 0 ) 2 5 1 3 g4 26 1a7
) ; o 8 : i 5 2 o 49 17 126
5 2 1 70 23 168
1 3 1 10 2 23
5 2 2 94 28 219
1 4 0 1 2 23
> p o s <os ot 5 2 3 120 a3 281
; o X ; y b 5 2 4 148 8 366
5 2 5 177 44 515
2 0 2 9 2 21
; o 5 o 2 %8 5 3 o 78 23 187
: 0 3 2 ; po 5 3 1 109 a 251
; : : . ) o 5 3 2 a4 a7 343
2 X ) It 3 2 5 3 3 175 44 503
5 3 s 267 53 669
2 2 0 9 2 21
. 5 3 5 253 77 788
2 2 1 12 3 P
> p 2 12 M P 5 4 0 130 s 300
5 4 1172 41 484
2 3 0 12 3 28
2 3 1 14 4 34 13 4 2 221 57 688
5 4 3 218 90 849
2 4 0 15 4 3 :
3 p o . ) 19 5 4 4 345 117 999
3 o 1 1 2 25 5 4 5 436 145 1161
3 o 2 13 3 P 5 5 0 240 68 734
3 ; 5 " 5 %% 5 5 1 388 8 1005
2 : ] 1 o - 5 5 2 54z 180 1405
3 ; ; 1 . o 5 5 3 920 210 3000
5 5 4 1600 3850 5300
3 ! 3w 6 &0 5 5 5 1600 800 -
3 2 0 14 4 34 .
3 2 1 17 5 46
3 2 2 20 6 60 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
g : ? ;: ? ;g O limite preserito em uma monografia deve ser
3 s 0 21 7 P interpretado da seguinte maneira:
3 4 1 24 8 72 10? microrganismos
3 5 ¢ 25 B 73 — limite mdximo de aceitagio § x 107

10° microrganismos
— limite mdximo de aceitagio 5 x 107 ete.
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V.5.1.7. METODO GERAL PARA PESQUISA E IDENTIFICACAO DE PATOGENOS

Este método permite a detecgdio da presenga de
células vidveis de Salmonelia sp., Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ¢ Sthaphylococcus aureus,
que devern estar ausentes em produtos farmacéu-
ticos nfio estéreis e matérias-primas de uso direto
em sua fabricaggo.

Conforme a via de administragdo do produto,
além dos quatro microrganismos anteriormente
citados € indesejdvel a presenga dos seguintes:

VIA ORAL (SOLIDOS E FLUIDOS)

Bacillus cereus

Enterobacter sp

Candida albicans

Aspergillus flavus e parasiticus

VIA NASAL OU RESPIRATORIA

Enterobacter sp

Serratia marcescens
Klebsiella sp

Candida albicans

Proteus sp

Acinetobacter sp
Pyeudomonas cepacia
Pseudomonas maltophilia
Pseudomonas stutzeri

VIA TOPICA

Serratin marcescens
Klebsiella sp
FPseudomonas cepacia
Pseudomonas maltophilia
FPseudomonas stutzert
Streptococceus sp, grupo B

VIA INTRAMAMARIA

Staphylococcus sp
Streptococcus sp, grupo B
Bacillus cereus

Serratia marcescens
Corynebacterium pyogenes
Klebsiella sp

Mycoplasma sp
Entercbacter sp
Pseudomonas sp
Citrobacter sp

Nocardia sp

Proteus sp

Cryptococcus neoformans
Candida sp

Vv.5.1,7.1 — ENRIQUECIMENTQ NAO-SELETIVO
SUBSTANCIAS SOLUVEIS EM AGUA
1) Transferir 10g ou 10ml da amostra para
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frasco contendo 90ml de tampio fosfato pH
7,2 e agitar até dissolugiio®;

2) Filtrar através de membrana de 045 um.
Lavar com 100 ml de Fluido I,

3) Colocar a membrana em frasco contendo
300 ml de Caldo de enriquecimento;

4) Incubar a 30-35 °C, durante 24-48 horas.

SUBSTANCIAS OLEOSAS MISCIVEIS
EM AGUA

1) Transferir 10g ou 10ml da amostra para
frasco contendo 90 ml de Fluide II aquecido a
45-48°C~x;

2) Filtrar através de membrana de 0,45 um.
Lavar com 100 ml de Fluido [T,

3) Prosseguir conforme itens 3 e 4 de Substdn-
cias solveis em dgua.

SUBSTANCIAS SOLUVEIS EM
MIRISTATO DE ISOPROPILA

1) Transferir 6 porgles de 1g ou 1ml da
amostra para 6 frascos contendo 100 ml de miris-
tato de isopropila aquecido a 45-48 °C. Agitar
cada frasco rapidamente até dissolugio;

2) Filtrar o conteado de cada frasco através de
membrana de 0,45 um. Lavar cada membrana com
100 ml de Caldo nutriente pré-filtrado ¢ aquecido
245-48°C;

3) Colocar as membranas em 6 frascos con-
tendo 300 ml de Caldo de enriquecimento;

4) Incubar 2 30-35 °C, durante 24-48 horas.

POMADAS E CREMES INSOLUVEIS EM
MIRISTATO DE ISOPROPILA

t) Transferir 2 porgdes de 5g ou 5ml para
2 frascos contendo 300 ml de Caldo de enrique-
cimento com 0,1% de palissorbato 80. Se neces-
sdrio, ajustar pH entre 6,5-7,5 com HC10,1 M ou
NaOH 0,1 M;

2) Incubar a 30-35 ° C, durante 24-48 horas.

GELATINAS

1) Transferir 10g da amostra para frasco
contendo 300 ml de Caldo de enriquecimento.
Deixar a 48 °C, durante 1 hora, transferir para

* Nio se dispondo de sistema de filtragdo por membrana,
proceder conforme *‘Substéncias insoliveis ou parcial-
mente soluveis em dgua”.
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banho-maria 245 °C e esperar 30 minutos, agi-
tando a intervalos freqiientes;
2) Incubar a 30-35 °C, durante 24-48 horas.

SUBSTANCIAS INSOLUVEIS OU
PARCIALMENTE SOLUVEIS EM AGUA

1) Transferir 10g ou 10ml da amostra para
frasco contendo 300ml de Caldo de enriqueci-
mento. Se necessdrio, ajustar o pH entre 6,5.7,5
com HC1 0,1 M ou NaOH 0,1 M;

2) Incubar a 30-35 °C, durante 24-48 horas.

V.5.1.7.2. — FASE SELETIVA E TESTES
DE CONFIRMAGAQ

Pseudomonas seruginosa

A) Transferir com alga, para placa com Agar
cetrimida, o material enriquecido em meio nio
seletivo, usando o método de estrias em super-
ficie. Nesse meio, as colonias de P. geruginosa
apresentam aspecto muito variedo; portanto,
deve-se proceder a testes de confirmagfo para
cada colonia com aspecto morfoldgico diferente.

B) Testes de confirmagio

1. Citocromo oxidase — Colocar uma gota de
solugdo aquosa a 1% de cloridrato de N.-
N.dimetil-p-fenilenodiamina, recentemente
preparada, em coldnia suspeita da placa de
Agar cetrimida. Colonias de P aeruginosa
desenvolvem coloragfo rdsea, que passa a
marrom, vermelho escuro e negro entre 10
e 30 minutos. Todas as espécies de P. aeru-
ginosa produzem citocromo oxidase. Empre-
gar no trabalho alca de platina, pois al¢a de
niguel-cromo pode interferir no teste;

2. Produgiio de fluoresceina — Inocular colonia
isolada em Agar inclinado para detecgio de
fluoresceina. Incubar a 30-37 °C, durante
24 horas, e examinar a fluorescéncia do 4gar
d luz ultravioleta, no comprimento de onda
entre 328 e 210 nm. Cerca de 99% das cepas
de P. zeruginosa produzem fluoresceina.

3. Crescimento a 41 °C — inocular colénia
isolada em Agar inclinado de infusdo cérebro
e coragdo . Incubar o tubo a 41 °C,em banho-
maria ou estufa, durante 48 horas. Aproxi-
madamente 99% das cepas de P. aeruginosa
crescem a 41 °C.

Staphylococcus aureus

A) Transferir por meio de alga e pelo método de
estrias em superficie o material enriquecido em
mejo nio-seletivo para placa com Agar sal
manitol-vermelho de feno! ou Agar de Vogel-
Johnson. Incubar a 36 °C, durante 48 horas.
As colénias de S. gureus apresentam-se amare-
ladas, lisas, de consisténcia untuosa e circun-
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dadas por zona diferente, de cor amarela forte,
quando multiplicadas em Agar sel manitol-
vermelho de fenol, Em Agar de Vogel-Johnson
as coldnias sdo de cor negro brilhan e circun-
dadas por zona amarela.

B) Testes de confirmagio

1. Coloragdo de Gram — S. aureus sdo cocos
Gram-positivos, formando grupamentos se-
melhantes a cachos de uva.

2. Coagulase — Reconstituir liofilizado de
plasma de coelho ou cavalo em 4dgua estéril.
Inocular coldnia suspeita em 0,5 ml de plas-
ma reconstituido. Controles positivo e nega-
tivo devem ser procedidos em paralelo.
Inocular os tubos em banho-mariaa 30-37°C
e verificar a formagio de gel. Examinar os
tubos em 2, 4 e 24 horas. Se ocorrer forma-
¢40 de gel em 24 horas, o teste é considerado
positivo.

3. Desoxirribonuclease — Preparar tubos con- .

tendo Agar para teste de desoxirribonuclease
com verde de metila. Repicar a colonia
suspeita para o meio contido no tubo.
Incubar a 30-37°C, durante 18 horas.
Controle positivo deve ser procedido em
paralelo para comparagio dos resultados.
A formagfo de zona incolor ac redor de
crescimento indica reagiio de desoxirribo-
nuclease positiva. Culturas de S. aureus
devem apresentar reacio positiva.

Salmonella sp

A)Fazer repique de colonia do meio nfo-seletivo

para placa de Agar-verde brilhante. Colonias de
Salmonella sp neste meio sfo razoavelmente
grandes e produzem zona avermelhada ao redor.
Inocular coldnia suspeita em 100 ml de Caldo
de digesto pancredtico de caseina. Incubar a
30-37°C, durante 24-48 horas. Adicionar
0,5ml do reagente de Kovac ¢ agitar suave-
mente. Reagfo positiva (presenga de indol)
apresentard cor vermelha intensa. Salmonella sp
& indol negativa,

B) Teste de confirmaggo

1. Agar triplice agicar-ferro — Inocular coldnia
suspeita em Agar triplice agticar-ferro
contido em tubo . Para isto, furar a base nfo
inclinada com fio reto, retirilo e passi-lo
pela superficie inclinada. Incubar a 30-37 °C,
durante 24 horas. Colonias tipicas de Safmo-
nella sp apresentam reagio alcalina (cor
vermelha) na parte superior (inclinada) e
4cida (cor amarelada) na base, com ou sem
producio de pds ¢ H,S. Se estas reagdes
forem positivas, prosseguir com os itens que
seguem;

2. Lisina-descarboxilase — Inocular colbnia
suspeita em Agar de lisina-ferro, contido em
tubo, empregando o mesmo procedimento

O
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descrito para Agar triplice agucarferro.
Incubar a 30-37°C, durante 24 horas.
Colonias tipicas de Salmonella sp apresen-
tam reagdo alcalina (cor purpirea) em todo
meio, com ou sem formagdo de gds HyS;

3. Crescimento a partir de citrato como {nica
fonte de carbono — Repicar a cultura do
item A para Agar citrato de Simmons incli-
nado. Incubar a 30-37 °C, durante 4 dias,
Colonias tipicas de Salmonelia sp crescem
sobre o meio ¢ mudam a cor da parte incli-
nada para azul;

4. Urease — Repicar a cultura do item A para
Agar uréia inclinado. Incubar a 3037 °C,
durante 4 dias. Coldnias tipicas de Salmo-
nellz sp nfo produzem urease;

5. Fermentagdo da lactose — Repicar cultura
do item A para tubo contendo Caldo de
lactose. Incubar a 30-37°C, durante 24
hotas. A maioria das cepas de Salmonela sp
nfo fermenta lactose, permanecendo o
meio inalterado.

Escherichia coli

A) Fazer repique do meio ndo-seletivo para placa
de Agar Mac Conkey. Colénias de £ coli apre-
sentam cer vermelha tijolo. Caso haja cresci-
mento heterogéneo, transferir coldnias circun-
dadas de coioragio vermelha tijolo para nova
placa contendo Agar Mac Conkey.

Inocular coldnia suspeita em Agar peptona-
ferro. Para inocular este meio, furar a base
nfo indinada com fio reto, tetird-lo ¢ passd-lo
pela superficie inclinada. Incubar a 30-37 °C,
durante 24 horas. E. coli niio produz gds H, S.

B) Teste de confirmagio

1. Agar de eosina-cloreto de metiltionfnio —
Incubar colénia tipica de placa de Agar Mac
Conkey para placa contendo Agar de eosina-
cloreto de metiltioninio. Incubar a 30-37 °C,
durante 24 horas. Coldnias pretas, esver-
deadas e brilhantes podem evidenciar a
presenga de £. coli;

2. Agar triplice agticar-ferro — Inocular coldnia
isolada da placa de Agar de eosinacloreto
de metiltioninio em tubo contendo Agar
wriplice agucarferro, seguindo o mesmo
procedimento empregado para Salmonella sp.
Colonias tipicas de E. coli apresentam
reagdo alcalina (vermelha) ou dcida (amarela)
na parte superior (inclinada) e 4cida (ama-
rela) na base, com ou sem formagio de
gise H, §;

3. Teste de indol — Inocular tubo contende
Caldo de digesto pancredtico de caseina
com colbnia suspeita da placa de Agar de
eosina<loreto de metiltioninio. Incubar a
30.37°C, durante 48 horas. Adicionar
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0,5 ml de reagente de Kovac ¢ agitar o tubo
suavemente. Coloragio vermelha intensa
indica a presen¢a de indol, que & produzido
por E. coli;

4, Teste de vermelho de metila — Inocular
tubo contendo Caldo vermelho de metila-
Voges-Proskauer com coldnia suspeita da
placa de Agar de eosina-cloreto de metil-
tioninio. Incubar a 30-37 °C, durante 1848
horas. Adicionar 5 a 6 gotas do indicador
vermelho de metila SI por 5 ml de cultura.
ReagBes positivas, fortemente 4dcidas, desen-
volvem coloragfo vermelha-brilhante; reagoes
fracamente positivas desenvolvem coloragio
vermelha-alaranjada e reagBes negativas desen-
volvem coloragfo amarela. E. coli ¢ verme-
lho de metila positivo;

5. Teste de Voges-Proskaver — Inocular tubo
contendo Caldo vermelho de metila-Voges-
Proskauer com colonia da placa de Agar
de eosina-cloreto de metiltioninio. Incubar
a 30-37 °C, durante 24 horas, Adicionar 4 ml
do reagente de Voges-Proskauer por 5ml
de cultura. Incubar a 35-37 °C, durante
| hora. O desenvolvimento de cor vermelha
de eosina indica a presenga de diacetila,
produto de oxidagfio de acetilmetilcarbinol.
E. coli é Voges-Proskauer negativa;

6. Crescimento a partir de citrato como tinica
fonte de carbono — Inocular coldnia isolada
da placa de Agar eosina-cloreto de metiltio-
ninio em Agar citrato de Simmons inclinado.
Incubar a 30-37 °C, durante 4 dias. £ colf
nfio utiliza citrato como unica fonte de
carbono, nfo ocorrendo crescimento.

v.5.1.7.3 - DESCRIGCAO DOS MEIOS DE

CULTURA E REAGENTES

Caldo de enriquecimento

Digesto pancreético de tecido animal . . 50 g
Extratodelevedura .. ... ....... 1,5 £
Extratodecame . .. ... ........ LS 2
Cioretodesédio . .. . ... .. .. ... 3.5 g
Dextrose ... ... 1,0 B
Fosfato de potdssio dibdsico . . .. ... 368 g
Fosfato de potdssio monobdsico . . . . . 1,32 g
Agua . . ... 1000 ml

pH apdsesterilizagdo .. . . ... ... ... 8004
Volume por frasco . . .. . ........ 300 mi
Agar cetrimida

Digesto pancredtico de gelatina . . . . . . 200 g
Cloreto de magnésio . . . ... ... ... 14 [3
Sulfatodepotdssio . . ... ... ... .. 100 g
Brometo de cetrimbnio . .. ... ... . 03 g
Glicerol ... . ... ......... ... 10,0 ml

Agar ... .. ... 136 g
Agua .. ... 1000 ml

pH apds esterilizegdo . . . .. .. ... .. 72 £02
Volumeporplaca . .. ... ....... 15.20 mi
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Agar verde brithante

Extratodelevedura . ........... 30 g
Digesto péptico de tecido animal . . . . . 50 3
Digesto pancredtico de caseina . . . . . . 50 g
Lactose . .................. 10,0 g
Cloretodesadio . ............. 50 £
Sacarose . . ... ... ... 10,0 |4
Vermelhodefenot . . .. ... .. .... 80 mg
Verdebrilhante . . .. ........... 12,5 mg
Agar ... ... 20,0 g
Agua . ... 1000 ml
PH apés esterilizagio . . . . . . . e 6,9 £02
Volumeporplaca ............. 15-20 ml
Agar Mac Conkey
Digesto pancredtico de gelatina . . . . . . 17,0 g
Digesto pancredtico dc caseina . . . . . . 1,5 g
Digesto péptico de tecido animal . . . . . 15 g
Lactose ............. . . ..., 10,0 g
Mistura de sais biliares . . . .. ... ... 1,5 4
Cloretodesddio ... ... ... ... .. 5,0 [4
Vermethoneutro . . . . .. .. ... ... 0,030 g
Cloreto de metilrosanilinio . . . . .. .. 0,001 g
¢ 13,5 g
Agua . . ... ... 1000 m]
PH apds esterilizaggo . . . . ... ... .. 71 £ 0.2
Volumeporplaea .. ... ..... .. 15-20 ml
Agar sal manitol-vermetho de fenol
Extratodecarne . ... ... ....... 1,0 g
Digesto péptico de tecido animal . . . . . 50 g
Digesto pancreatico de caseina . . . . . . 50 P
Cloretode sédio . . . . ... ... .... 75,0 4
D-Manitel ... L. 10,0 g
Yermelhodefenol . .. ....... ... 0,025 g
Agar ... ..., 15,0 g
Agua .. .. ... 1000 ml
pH aposesterilizagda . . ... . ... ... 74 02
Volume porplaca . .. .......... 15-20 mi
Agar de Vogel-Johnson
Digesto pancredtico de caseina . . . .. . 10,0 g
Extratodelevedura . ........... 5,0 g
D-Manitol ... ...... ...... ... 10,0 g
Fosfato de potdssio dibdsico . . . ... . 5.0 [
Cloretodelftio . .............. 50 g
Glicina . .. .......... .. ... 10,0 g
Vermelhodefenol . . . ... ...,... 250 mg
Agar . ... ... ... ... 16,0 B
Agua .. ...l 1000 ml
pH apds esterilizagfo . . ... ... ... . 72102

Antes de distribuir o meio nas placas, adicionar
20 ml de solugdo de telurito de potdssio a 1% para

100 ml de meio resfriado a 45-50 °C.
Volume por placa: 15-20 ml.

Agar de eosina-cloreto de metittioninio

Digesto pancredtico de gelatina . . . . . . 10,0
Fosfato de potdssio dibdsico .. ... .. 2.0
Lactose . ............,..... 10,0
EosinaY .. ... .............. 400
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Cloreto de metiltioninio . . . . ... ... 65 mg
Agar .. ... ... 150 g
ABUB . . v e e 1000 ml
pH apés esterilizagdo . . . . ... ... .. 71102
Volume porplaca . . . . ... ... ... 15-20 ml
Agar para detecgiio de fluoresceina
Digesto pancredtico de caseina . . . .. . 10,0 g
Digesto pépfico de tecido animal . . , . . 10,0 g
Fosfato de potdssio dibdsico . . . . . . . 1,5 g
Sulfato de magnésio heptaidratado . . . . 1,5 B
Glicerol . ........ ... . ..., 100 ml
Agar .. 15,0 g
Agua . ... .. L 1000 ml
pH apés esterilizagdo . . . .. .. ... .. 72+ 0,2
Volumeportubo . ... .......... 10 ml
Infusdo de cérebro e coragio
Infusdo de cérebro de novilho . . . . . . 2000 g
Infusio de coragdode boi . . . . .. ... 2500 g
Digesto pancredtico de caseina . .. . . . 50 ¢
Digesto péptico de tecido animal . . . . . 50 g
Dextrose .. ... ... ... 20 g
Cloretodesédio « .. .o v v v v e 50 g
Fosfato de sddio dibdsico . . .. ... .. 25 &
Agua . ... ... 1000 ml
pH apds esterilizagio . . . .. .. ... .. 74 102

Agar de infusie de cérebro e coragdo

Composigdo idéntica 3 infusioc de cérebro ¢
coragdo com adigdo de 15,08 de dgar por litro.
Volume por tubo: 10 ml (inclinado}

Caldo de nitrato enriquecido

A composi¢io deste meio é idéntica & infusdo
de cérebro e coragdo 3 qual sio adicionados 3 g
de mitrato de potdssio ¢ mais 500 ml de dgua.

Volume por tubo: 20 ml (com tubo de Du-
rham)

Agar para teste de dasoxirribonuclease

Acido desoxirribonucléico .. ... ... 20 g
Agar ... . 150 g
Verdedemetila . . . ............ 0,03 g
Digesto pancredtico de caseina . . .., . 150 g
Digesto papainico de farinha desoja . . . 50 g
Cloretodesddio .. ............ 50 '3

- 1000 ml
pH apésesterilizagdo . . . ... ... ... 73102
Volume por tubo inclinedo . . . . . . .. 10 ml

Caldo de digesto pancredtica de caseina

Digesto pancredtico de casefna . . . . . . 0,0 &
Aguaqsp . ........ . ... ..... 1000 mi
PH apds esterilizagéo . . . .. .. ... .. 72 * 0,1
Agar triplice agicar-ferro

Extratodecarne . . ............ 30 g
Extratodelevedura .. . ......... 30 g
Digesto pancredtico de caseina . . . . . . 150 g
Digesto péptico de tecido animal . . . . . 50 g
Lactose . .................. 10,0 g
SaCANOSE . . .. .. e e 100 g
Dextrose . ................. 1.0 g
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Sulfatoferroso . .. ............ 0.2 g
Cloretodesddio . ............. 50 g
Tiossulfatode sédio ... ... ... ... 03 g
Agar . .. 12 4
Vermelhodefenol . . ... .. ... ... 0,025 g
Agua . .. ... L. 1000 ml
pH apés estenilizagdo . . . ... ... ... 74 £ 02
Volume por tubo inclinado . . . . .. .. 1w m

Agar de lisina-ferro

Digesto pancredtico de gelatina . . . . . . 5,0 g
Extrato delevedura .. .......... 3,0 g
Dextrose . ... .....c.unvvinan 1,0 B
L-Lisina .. ..., .. ..o 10,0 2
Citrato férrico amoniacal . . .. ... .. 0,5 g
Tiossulfato de sddio . . ... .. .. ... 0,04 g
Pirpura de bromoeresol . . . .. .. ... 0,02 g
AgAT .« . e e 15,0 g
Agua .. ... L 1000 mi
pH apds estenilizegio . . . . ... .. ... 67 t0!
Volume por tubo inclinado . . . . . . .. 10 ml

Agar citrato de Simmons

Fosfato de aménio monobdsico . . . .. 1,0 g
Fosfato de potdssio dibdsico ... .... 10 g
Cloretodesddio . ............. 50 g
Citratodesédio . .. ..., ..... 20 '3
Sulfato de magnésio . . .. ... ..... 0,2 g
Azulde bromotime! . . . . ... .. ... 008 2
Agar . ... ... 15,0 g
Agua . ... ... o e 1000 mi
pH apos estertlizagdo . . . .. ... ... 68 02
Volume por tuboinclinado . . . ... .. 10 mi
Agar uréia

Digesto pancredtico de gelatina . . . . . . 1,0 g
Dextrose . ................. 1,0 g
Claretodesédio . . .. ... ....... 50 g
Fosfato de potdssio monobidsico . . . . . 20 g
Urdia. .. ..o i i 20,0 ['3
Aga: ..................... 15,0 g
Vermelhodefenol . . . ... ....... 00i2 g
ABHE . . .. 1600 ml
pH apds esterilizagdo . . . . .. ... ... 68 a69

Dissolver todos os ingredientes, sem dgar, em
100 m! de dgua e esterilizar por filtragho através
de membrana esterilizante, Separadamente, dlSSOl-
ver dgar em 900 ml de dgua, estenhzar al21°C,
durante 15 minutos, resfrar a 50 °C, juntar &
primeira solugfo e agitar vigorosamente. Distribuir
dliquoias de 10ml em tubos e deixar solidificar
em posigo inclinada.

Caldo vermelho de metila e Voges-Proskauer

Digesto pancredtico de caseina . . . . . . 35 g
Digesto péptico de tecido animal . . . . . 35 g
Dextrose . ... . ..., 50 g
Fosfato de petdssio dibdsico . ... ... 50 g
Agua . . ... ... 1000 ml
pH apés esterilizagdo . .. . ... ... .. 6,9 102
Volumeportubo.. . ........... 10 mi
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Caldo de caseina-soja

Casefna tratada por suco pancredtico .. 17,0
Farinha de soja por digestdo papainica . 3.0
Cloretodesddio ... ........... 50
Fosfato de potissio dibdsico . . . . . .. 2,5
Dextrose . . . . .. ..o 2,5
AZua ... L 1000

pH apos esterilizagdo . . . . . .. .. ... 73 %
Caldo lactose

Digesto pancredtico de gelatina . . . . . . 50
Extratodecarmme . ... ... ....... 30
Ractose ....... ... ... ... ... 50
Aua .. ..o 1000
pH apés esterilizagdo . . . . . . ... ... 69 *
Volumeportubo . . ... ... ....... 10-20
Agar peptona-ferro

Digesto pancredtico de gelatina . . . . . . 15,0
Digesto pancredtico de caseina . . . . . . 2,5
Digesto péptico de tecido animal . . . . . 2,5
Citrato férrico ameniacal . . ... .. .. 0,5
Fosfato de potissio dibdsico . . . ... . 1.1
Tiossulfatode sddio . . . ... .. ... . 0,08
Agar . ... .. Lo 15,0
Agua . ... ... i 1000

pH apbs esterilizagds . . . . ... ... .. 6,7 %
Volumeportubs . . ... ......... 10
Reagente de Kovac

Alcool amilico ou iseamilico . . . . . .. 150
p-Dimetilaminobenzaldeido . . . . . . . . 1,0
Acido cloridrico concentrado . . . . . . . 50

Dissolver o aldefdo ro dlcool e adicionar o deido lenta-

mente. Conservar sob refrigeragfio.

Indicador vermetho de metila

Vermelhodemetila . ... ........ 0,01
Etanol ... ... . ..... ... ... 30,0
AUB . ... 50,0

ml

Dissolver 6 corante na dlcool e completar com dgua.

Reagente Voges-Proskauer

Solugio alcodlica de a-naftola 5% . . . . . . 3,0
Hidrxido de potdssioa 40% . ... ... .. 1,0

Tampéo cloreto de sédio-peptona pH 7,0

Fosfato de potdssio monobdsico . . . . . 3,56

Fosfato dissédico. 2H,0 . ... .. ... 7,23

Cloretodesédio . . . ... ... ..... 4,30

Peptona . . .. ... ...... ... 1,0

Agua . . ... ... 1000

Fluido |

Digesto péptico de tecido animal . . . . . 1
..................... 1000

DH apés esterilizagdo: 7,1 £ 0,2

Fluido i1

Digesto péptico de tecido animal . . . . . 1

Polissorbato 80 . . . . . ... ....... 1

AZUA . . ... e 1000

pH apbs esrenhza;.fa 7,1+0.2

ml

175
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V.5.1.7.4 — ESTERILIZAGCAO E
ACONDICIONAMENTO DOS MEIOS
DE CULTURA

1) Meios em placas - Esterilizar o meio a
121 °C, durante 15 minutos e distribuir, asseptica-
mente, em placas de Petri estéreis de 100 x 20 mm.
Incubar a 30-35 °C, durante 24 horas, e conservar
sob refrigeragdo;

2) Meios em tubos — Dissolver os ingredientes
do meio (ferver durante 1 a 2 minutos quando se
empregar dgar) e distribuir em tubos 18 x 150 mm,
quando se empregar o volume de 10ml, ¢ em
tubos 25 x 200 mm, quando se empregar o volume
de 15 a 20ml. Esterilizar a 121 °C, durante 15
minutos. Incubar a 30-35 °C, durante 24 horas e
conservar sob refrigeragdo.

V.5.1.7.5 — CAPACIDADE SELETIVA E NUTRITIVA
DOS MEIOS DE CULTURA E VALIDAGAO DO TESTE
PARA PESQUISA E IDENTIFICAGAO DE PATO-
GENOS.

Incubar os microrganismos que seguem em tubos
contendo os meios indicados, 4 temperatura de
30-35 °C, durante 18-24 horas.

METODO GERAL PARA PESQUISA E IDENTIFICAGAO DE PATOGENOS

Staphylococcus

aureus ATCC 6538 P caldo de caselna-soja

ou ATCC 6538

Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027  caldo de caseina-soja
Escherichia coli ATCC 8739  caldo de lactose
Salmonella

typhlmun‘urnl caldo de lactose

Diluir cada cultura empregando tampZo cloreto
de sédio-peptona pH 7,0 de modo a obter 1000
células por ml. Testar o método aplicando iné-
culos de aproximadamente 100 células dos micror-
ganismos Escherichin coli, Salmonellze, Pseudo-
monas aeruginosz e Staphylococcus aureus na
presenga ¢ na auséncia da amostra sob exame.
Deve ocorrer crescimento ¢ identificagdo positiva
para os respectivos microrganismos.

1 Nfo ¢ recomendado numero de cepa. Pode set empre-
gada salmonela nfo patogénice para o homem, como
Salmonella abony (NCTC 6017).
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V.5.1.8 — SUBSTANCIAS PRESSORAS

Preparagdo padrdo de referéncia

Como preparagdo padrdo, empregar bitartarato
de epinefrina. Esta preparagio deve ser conservada
em frascos herméticos e opacos ¢ dessecada sobre
silica-gel durante 18 horas antes do uso.

Solugdo padrio de referéncia

Dissolver 91 mg de bitartarato de epinefrina
(equivalente a 50 mg de epinefrina base CH,3NO,)
em solugio recente de bissulfito de s6dio 0,4%
(p/V). Completar 50ml com dgua e homoge-
neizar. A solugio final terd 1,0mg de epine-
frina (base livie) por ml. Conservar, sob refrige-
ragio, em frasco hermético dmbar. Usar, no
mdximo, durante 6 meses. Desprezar a solugdo
quando esta apresentar algum sinal de deterioragdo,
tal como mudanga de cor.

Diluico do padrio

Diluir a solugfo padrfo de referéncia de epine-
frina, em solugfo fisiol6gica, de modo que a
administragdo de dose entre 0,1 ¢ 0,5 ml produza
aumento de 20 a 70 mm de mercirio na pressio
arterial.

Métedo proposto

Selecionar rato com peso entre 275 ¢ 325 g
¢ anestesiar com anestésico isento de efeitos sobre
g pressfo arterial. Imobilizar o animal ¢ manté-lo
aquecido para prevenir z perda de calor corporal.
Cirurgicamente proceder 4 intubagio traqueal, se
necessirio, e expor a veia femural ou jugular,
preparando-a para injegGes intravenosas. Adminis-
trar 200 unidades de heparina por 100 g de peso
corporal. Cirurgicamente expor a artéria cardtida
e canular, conectando-a ao mandmetro ajustado
para o registro continuo da pressfo arterial.

Injetar, intravenosamente, solugio de suifato
de atropina 0,1% (p/V) na proporgio de 1 ml por
kg de peso corporal. Considerar o receptor musca-
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rinico suficientemente bloqueado somente se¢
injecio subseqiiente de solugdo recente de cloreto
de acetilcolina 0,001%(p/V) na dose de 1 ml porkg
de peso nfo produzir queda transitéria na presséo
arterial. Se esse mecanismo nfo estiver suficiente-
mente paralisado, injetar dose de 0,5 ml da solugio
de sulfato de atropina até paralisia completa.

Procedimento

Selecionar dose da diluigdo padrao que produza
aumento entre 2,7 kPa ¢ 9,3 kPa (20 e 70 mm de
merciirio) na pressio arterial. Injetar a dose a
intervalos constantes de, no minimo, 5 minutos
para possibilitar o retomo da pressfo arterial ao
nivel basal. Apés cada injecdo administrar imedia-
tamente 0,2 ml de solug8o fisiologica para lavar a
cinula. Assegurarse da reprodutibilidade da
resposta, repetindo a dose duas ou mais vezes.
Administrar nova dose da dilui¢go do padrio de
modo a obter resposta hipertensora aproximada-
mente 20% maior do que a média das respostas da
dose menor. Considerar o animal apto para o teste
se (1) as respostas paraa primeira dose selecionada
forem reprodutiveis entre 2,7 kPa e 9,3 kPa (20e
70mm de mercirio) e (2) significativamente
menores em relagio 4 resposta da dose maior.

Mantendo constante o intervalo de tempo
estabelecido, injetar série de cinco doses na qual
se alternem a dose selecionada da diluigio padrio
e dose de igual volume da substincia sob teste,
diluida convenlentemente. Ap6s cada uma das
cinco injegdes, medir a variagdo na pressdo arterial.

Calcular a diferenca entre cada resposta da
amostra e a média das respostas das doses da
dilui¢fo padrio, imediatamente anterior e pos-
terior. A amostra cumpre os requisitos do teste
se a média destas diferengas significar que as
respostas obtidas com a solugdo da amostra ndo
sfo maiores do que aquelas da diluigdo padrdo.
Os resultados devem corresponder ao limite de
atividade pressora especificado para este teste na
monografia correspondente.
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V.5.2. ENSAIOS BIOLOGICOS

V.5.2.1 — ENSAIO BIOLOGICO DE OXITOCINA

Determina-se a poténcia da oxitocina compa-
rando sua atividade com aquela da preparagio
padrdo por método de ensaio adequado.

Preparagdo padrao

Empregar o quarto padrio internacional de
oxitocina para avaliagio biologica, estabelecido
em 1978, que consiste de oxitocina sintética,
dessecada, com albumina humana e dcido citrico
(disponivel em ampolas que contém 12,5 unidades).
Pode ser utilizada outra preparagdo, cuja poténcia
tenha sido determinada em relagdo ao padrdo
internacional.

Solugéo padréo

Transferir o conteido da ampola do padrio
internacional para recipiente adequado e adicionar
0,5 ml de 4cido acético 0,045 M para cada unidade
de oxitocina. Tampar o frasco com algoddo e
levar a banho-maria fervente, onde deve perma-
necer, com leve agitacdo, durante 5 minutos.
Resfriar sob dgua corrente e filtrar. Colocar a
solugio estoque em ampolas, fechar por fusdo
do vidro e aquecer em banho-maria fervente
durante 20 minutos. Conservar a solu¢io em
refrigerador ¢ usar, no mdiximo, durante 6 meses.

METODOS PROPOSTOS

METODO A: HIPOTENSAO ARTERIAL
EM FRANGO

Diluicdo do padrao

No dia do ensaio, efetuar uma primeira diluigio
da solugio estoque em solugdo fisiologica, de
modo a obter solugdo com poténcia de 0,4 uni-
dades de oxitocina por ml. Esta concentragZo ¢
usada para avaliagio da sensibilidade do animal.

Diluigdo da amostra

Efetuar diluigio da amostra de oxitocina, em
solugfo fisiol6gica, de modo a obter solugdo com
poténcia presumida idéntica 4 da diluigdo do
padrdo.

Animal

Selecionar um frango doméstico, sadio, pesando
entre 1,1 e 2,5 kg. Empregar anestésico de agdo
prolongada e isento de efeitos sobte a pressic
arterial (por exemplo, 5 m! de solugfo de carba-
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mato de etila 2,5% (p/V) por kg de peso do ani-
mal). Por dissecgdo cuidadosa, expor a artéria
isquidtica conectando-a diretzmente a0 mand-
metro de merciirio ajustado para o registro conti-
nuo da pressdo arterial. Canular a veia crural ou
braquial, preparando-a para injetar as diluigdes do
padro ¢ da amostra.

Avaliagso da sensibilidade do animal

Determinar, através de administragio experi-
mental, volumes da diluigio padrdo que produzam
queda rdpida e transitéria -de 20 a 40 mm de
mercario na pressio arterial. Se necessdrio, no
decorrer do ensaio alterar a concentragio do
padrio, a fim de que a inje¢do intravenosa de
duas doses, entre 0,15 e 0,5 ml, produza resposta
na faixa indicada. A razfio entre doses da amostra
e do padrio deve ser idéntica e constante no
decorrer do ensaio. Se ocorrer taquifilaxia, mani-
festada por répido decréscimo na resposta, consi-
derar o frango inadequado para o ensaic.

Procedimento

Injetar as duas doses selecionadas do padrdo ¢
da amostra, em seqiiéncia aleatéria, a intervalos
uniformes de 3 a 10 minutos, registrando, no
minimo, 4 respostas para cada dose. Ao invés
desta seqiiéncia aleat6ria, pode-se usar delinea-
mento de blocos 20 acaso para eliminar a influéncia
de possiveis alteragbes de sensibilidade do animal.

A partir dos resultados, calcular 2 poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus
limites de confianga, através de método estatistico
descrito na segdo VLS.

METODO B: CONTRAGAO BO UTERO
DE RATA /N VITRO

Usar uma rata em fase sexual estro e pesando
entre 120 ¢ 200 g. Sacrificar com golpe na nuca
¢ sangria imediata por secgfo dos vasos cervicais.
Dissecar um corno uterino e suspender em cuba-
de-6rgdo-isolado, contendo solugdo nutritiva da
seguinte composigfo:

Cloreto de sédio
Cloreto de potdssio. . . . ... .. ..
Cloreto de cdlcio
Bicarbonato de sédio
Dextrose . . _.............
Agua (destilada e condensada em
condensador de vidro) qsp. . . . . 1.000 ml

o
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Manter a cuba-de-6rgdo-isolado a 32°C ou
outra terperatura adequada, na qual se evitern as
contracdes espontineas e o wtero mantenha sua
sensibilidade. Oxigenar a solug@o com mistura de
95% de oxigénio e 5% de diéxido de carbono.
Registrar as contragSes do musculo isolado,
através de alavanca isotonica de inscrigio frontal.
Preparar a solugdo padrdo, em solugfo nutritiva,
de modo a obter concentragdo de 0,02 unidades
por ml. Similarmente, fazer a solugdo da amostra
de modo que, com base na poténcia presumida,
apresente a mesma concentragio da solugEo
padrdo. Estabelecer a curva dose-resposta pela
adigdo de doses da solugdo padrio. Uma vez
completa a resposta, a cada dose substituir a
solugZo nutritiva para relaxar o musculo. As doses

ENSAIO BIOLOGICO DE OXITOCINA

sfo adicionadas em intervalos uniformes de 3 a
5 minutos conforme a velocidade de recuperagiio
do érgdo. Selecionar duas doses da soluggo padrio
que produzam contragBes claramente discrimi-
nadas entre 20 e 80% da resposta mdxima. A razflo
entre as duas doses do padrio e da amostra deve
ser idéntica ¢ mantida constante no decorrer
do ensaio.

Adicionar as doses em seqiiéncia segundo o
delineamento do quadredo latino (2 x 2), regis-
trando-se, no minimo, quatro respostas para cada
dose do padrdo e da amostra.

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus limites
de confianga, através de método estatfstico des-
crito na se¢o VL5,
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V.5.2.2 — ENSAIO BIOLOGICO DE CORTICOTROFINA

Determinase a poténcia da corticotrofina
comparando um ou mais dos seus efeitos biols-
gicos com © mesmo efeito da preparagfo padrio
de corticotrofina, por método de ensaio adequado.
Quando o material a ser ensaiado se destina 3
administragio subcutinea ou intramuscular, usar
o método de ensaio subcutineo; quando intra-
venosa, usar 0 método de ensaio intravenoso.

Preparacdo padréo

Empregar o terceiro padrdo internacional de
corticotrofina suina (ACTH) para avaliagdo
biolégica, estabelecido em 1962, que consiste de
corticotrofina sufna purificada, liofilizada com
lactose (disponivel em ampolas contendo 5 uni-
dades). Pode ser utilizada outra preparagio ade-
quada, cuja poténcia tenha sido determinada em
relagfio ao padrio internacional.

Solugdo padrio

Dissoiver o conteido total da ampola da
preparagio padrio de corticotrofina em 2.5 mi
de gelatina SR e homogeneizar de modo a obter
solugdo que contenha 2,0 unidades internacionais
por ml. Com o mesmo solvente, preparar trés
diluiges do padrio que produzam deple¢io do
nivel de dcido ascOrbico adrenal varidvel entre
20 e 80% da resposta mdxima. Como aproximagio,
podem ser tentadas concentragBes entre 20 e
600 miliunidades internacionais por ml, apli-
cando-se doses crescentes segundo progressio
geométrica. As solugSes devem ser injetadas, no
mdximo, 4 horas ap6s sua preparacao.

Solugio da amostra

Diluir do mesmo modo que o padrio a fim de
obter trés diluigdes da amostra com poténcia
presumida igual a das dilui¢Ges do padréo.

METODOS PROPOSTOS
METODO A: SUBCUTANEQ

Animais

Usar ratos sadios, do mesmo sexo, cujo peso
esteja entre 100 e 200 g; para cada ensaio, a faixa
de peso entre os ratos deve ser mantida tdo estreita
quanto possivel e nunca exceder 15 g. Manter os
animais em condi¢Bes uniformes de dgua, alimen-
tagio e temperatura, no minimo, durante uma
semana. Anestesiar os ratos com éter e hipofi.
sectomizd.los. Apds & operagfo, deixdlos com
acesso A alimentagdo, dgua e solugio de D-glicose
a 5% (p/V) em solugio fisiologica. Manter a sala
isenta de ruidos e com temperatura uniforme
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entre 24 e 27 °C. Realizar o0 ensaio 18 a 36 horas
apds a hipofisectomia. Para o ensaio, pesar 0s
animais, distribuf-los aleatoriamente em 6 grupos
de 6 a 10 ratos, destinando-os respectivamente
para as diluigGes do padrdo ¢ da amostra.

Procedimento

Injetar subcutaneamente 0,5 ml da respectiva
diluigfo em todos os ratos de cada grupo. Trés
horas ap6s a injegdo, anestesiar os animais, retirar
as glindulas adrenais, isolar de tecidos circunvi-
zinhos e pesar. Executar a operagio tio répido
quanto possivel, para evitar perda de peso. Sacri-
ficar os ratos e examinar se a hipofisectomia foi
completa. Colocar o par de glindulas adrenais de
cada rato em recipiente adequado contendo 8 ml
de 4cido metafosférico 2,5% (p/V) e triturar
convenientemente. Deixar o homogeneizade em
repouso durante 30 minutos.

Determinacio de dcido ascérbico

Filtrar os extratos de dcide metafosférico e
pipetar 4 ml de cada filtrado para tubos de ensaio
contendo 4 ml da solucdo de acetato de indofenol
SR. Misturar por agitagio e, 30 segundos depois,
ler a absorvincia em espectrofotometro a 520 nm.
Calcular a concentragio de dcido ascérbico em mg
para 100 g de glindula adrenal, a partir da absor-
vincia encontrada e da curva padrZo elaborada
conforme processo descrito a seguir.

Preparar curva padrdo, absorvincia-concentra-
¢io, usando 40; 6,0; 80; 100 e 120ug de
4cido ascorbico por ml em dcido metafosférico
2,5% (pfV). Transferir 4,0 mt para cinco tubos de
ensaio, contendo cada um 4,0 ml da solugdo de
acetato de indofenol SR. Misturar por agitagdo
e, 30 segundos depois, ler a absorvincia em espec-
trofotdometro a 520 nm. Plotar os valores de absor-
véncia-concentragio para obter a curva padrio.
A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substancia que estd sendo examinada e seus
limites de confianga, através de método estatistico
descrito na se¢do VL5,

METODO B: INTRAVENOSO

0 método subcutineo proposto ¢ adequado
desde que sejam observadas as seguintes modi-
ficagGes:

1) Preparar as solugdes padrio e amostra em
solugio fisiolégica sem a adigfo de gelatina e
acidificar pela adicfo de 0,25% (V/V) de 4cido
acético SM. Administrar por via intravenosa;

2) Cingiienta e cinco a sessenta ¢ cinco minu-
tos depois, retirar as glindulas adrenais.
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V.5.2.3 — ENSAIO BIOLOGICO DE INSULINA

Determina-se a poténcia da insulina compa-
rando seu efeito hipoglicemiante com aquele
produzido pela prepara¢io padrdo de insulina por
método de ensaio adequado.

Preparagio padréo

Empregar o quarto padrio internacional de
insulina para avaliagfo biol6gica, estabelecido em
1958, que consiste em mistura de 52% de insulina
bovina e 48% de insulina suina purificada e recris-
talizada (contendo 24,0 unidades por mg). Pode
ser utilizada outra preparagdo adequada, cuja
poténcia tenha sido determinada em relagdo ao
padrdo intemacional.

Solupdo padrio

Pesar exatamente quantidade adequada da
preparagio padrdo e dissolver em solugdo fisio-
l6gica acidificada com dcido cloridrico até pH
2,5, de modo a cbter solugio com 40 vnidades
internacionais por ml. E conveniente adicionar
substincia conservante para evitar o crescimento
de microrganismos. Conservar a solugdo entre
2 ¢ 8 °C, evitando o congelamento. Usar a solugdo,
no mdximo, durante 6 meses apds sua preparagdo.

METODOS PROPOSTOS
METODO A: CONVULSAO EM CAMUNDONGOS

Diluigdo do padréo

Diluir 2 solugdo padrio em solugo fisiologica
acidificada com 4cido cloridrico, até pH 2.5, de
modo a obter duas dilui¢Ses contendo, respecti-
vamente, por exemplo, dependendo de sensibi-
lidade dos animais, 30 miliunidades (dilui¢do do
padrio 1) e 60 miliunidades internacionais de
insulina por ml {dilui¢do do padrdo 2).

Diluigdo da amostra

Dissolver a amostra em solugdo fisiologica
acidificada com dcido cloridrico, até pH 2,5, de
modo a obter duas diluiges presumidas de,
respectivamente, por exemplo, dependendo da
sensibilidade dos animais, 30 miliunidades (dilui-
¢do da amostra 1) e 60 miliunidades internacionais
de insulina por ml (dilui¢do da amostra 2).

Animais

Selecionar, no minimo, noventa ¢ seis camun-
dongos sadios, do mesmo sexo, e manté-los em
dieta uniforme e adequada. Para cada ensaio, a
faixa de diferenga de peso ndo deve exceder 5 g.
Além disso, deixar os animais em jejum, mas com
acesso A 4gua, entte 2 ¢ 24 horas antes do ensaio.
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Procedimento

Distribuir os camundongos, a0 acaso, em
quatro grupos iguais de 24 animais cada um,
identificando cada lote para a administragfo das
duas dilui¢Bes do padrio e da amostra, respecti-
vamente. Injetar cada dose, subcutaneamente,
usando © mesmo volume, usualmente 0,25 ml;
nunca exceder, porém, 0,5 ml para cada camun-
dongo. Colocar os animais em recipientes trans-
parentes no interior de um incubador de ar com a
parte frontal também transparente, ajustado &
temperatura uniforme entre 29 e 35 °C e umi-
dade relativa de 40 a 60%. Pode ser usada uma
série de pequenas caixas submersas até trés quartas
partes de sua altura em banho-maria & temperatura
adequada e que possibilite a ventilagio necessdria
das mesmas. Planejar o ensaio de modo que os
recipientes dos quatro lotes sejam distribuidos
uniformemente no incubador ou em banho-maria.
Observar os camundongos durante uma hora ¢
meia ap6s a injegdo e registrar o nimero de ani-
mais que entram em convulsdo ou morrem. Para
recuperar os animais, injetar 0,5 ml de glicose
15% (p/V), subcutaneamente.

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus
limites de confianca, através de método estatis-
tico descrito na segdo VL. 7.

METODO B: GLICOSE SANGUINEA EM COELHOS

Dilui¢éo do padréo

Diluir volume adequado da solugfo padrio de
modo a obter duas diluighes contendo, respecti-
vamente, por exemplo, dependendo da sensibi-
lidade dos animais, 1,0 unidade (dilui¢gfo do
padrio 1) e 2,0 unidades internacionais de insu-
lina por ml (diluiggo do padrdo 2). Usar como
solvente solugZo contendo cresol ou fenol 0.1 a
0,25% (p/V), glicerol 1,4 a 1,8% (p/V) ¢ dcido
cloridrico suficiente para produzir pH entre
2.5e3,5.

Diluigdo da amostra

Utilizando o mesmo solvente, fazer duas
solugbes da amostra de modo que, com base na
poténcia presumida, se obtenha, respectivamente,
por exemplo, dependendo da sensibilidade dos
animais, 1,0 unidade (dilui¢do da amostra 1) e
20 unidades internacionais de insulina por ml
(diluigfo da amostra 2).

Dose a injetar

Com base em ensaio prévio, selecionar as doses
a injetar cujo volume, usualmente, deve estar entre
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0,30 e 0,50 ml. Para cada ensaio, esse volume da
diluigdo padrio e da amostra deve ser 0 mesmo.

Animais

Selecionar, no minimo, 24 coelhos sadios,
pesando nZo menos que 1,8kg cada um. Uma
semana antes do ensaio, colocar os animais nas
condigbes do laboratério, com livre acesso 4 4gua
¢ com dieta uniforme.

Procedimento

Dividir os coelhos, a0 acaso, em quatro grupos

Grupo 18 injegdo
1 dilui¢ao do padrio 1
2 dilvigdio do padrdo 2
3 diluigdo da amostra 1
4 dilui¢do da amostra 2

Observar que a segunda injecdo deve ser feita
preferencialmente no dia scguinte, porém nunca
exceder uma semana ap6s a primeira injegdo.
Coletar amostra de sangue através da veia marginal
da orelha de cada coelho uma hora e duas horas e
meia ap0s cada inje¢fo. Determinar a concentragdo
de glicose de cada amostra por método adequado,
tal como o descrito no Metodo C.

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus
limites de conflanga, através de método estatistico
descrito na segdo VL.5.

METODO C: GLICOSE SANGUINEA EM
CAMUNDONGOS

DiluicBes do padrio

Diluir volume adequado da solugdo padrio de
modo a obter duas diluigGes contendo, respecti-
vamente, por exemplo, dependendo da sensibi-
lidade dos animais, 50 miliunidades (dilvi¢do do
padrdo 1) e 100 miliunidades internacionais de
insulina por m! (dilui¢do do padrio 2). Ajustar a
concentragio destas dilui¢Ges conforme a sensi-
bilidade da cepa de camundongos utilizada. Usar,
como solvente, solugio fisioldgica acidificada com
4cido cloridrico até pH 2,5 a 3,5.

Grupo 1% injegdo
1 diluigdo do padrio !
2 dilui¢do do padrio 2
3 dilui¢do da amostra 1
4 diluigdo da amostra 2
Exatamente quarenta minutos ap6s cada

inje¢do, coletar amostra de 50 a 100 ul de sangue
de cada animal, através da exploragio do plexo
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iguais de, no minimo, 6 coelhos cada um, desti.
nando-os, respectivamente, para as duas doses
do padrfo ¢ da amostra. Aproximadamente
20 horas antes do ensaio, deixar para cada coelho
quantidade de alimento que deve ser consumida
durante 6 horas. Antes de cada fase do ensaio
seguir o mesmo herdro de alimentagio. Durante
© ensaio, retirar o alimento e a dgua até que seja
coletada a ultima amostra de sangue. Injetar,
subcutaneamente, a dose indicada para o respectivo
grupo, conforme o planejamento a seguir:

23 injegdo
diluigdo da amostra 2
dilui¢do da amostra 1
diluigdo do padrio 2
dituigdo do padréo 1

Diluigbes da amostra

Utilizando o mesmo sclvente, fazer duas
solugdes da amostra de modo que, com base na
poténcia presumida, se obtenham, respectivi-
mente, por exemplo, dependendo da sensibilidade
dos animais, 50 miliunidades (diluigdo da amos-
tra 1) e }00 miliunidades internacionais de insu-
lina por ml {dilui¢do da amostra 2).

Animais

Selecionar, no minimo, 40 camundongos do
mesmo sexo, pesando entre 20 e 25 g. Para cada
ensaio, a faixa de diferenga de peso ngodeve exceder
2g. Manter os animais i temperatura ambiente
uniforme, com acesso & 4gua e alimentagdo.

Procedimento

Distribuir os camundongos, por sorteio, em
4 grupos iguais de, no minimo, 10 animais cada
um, identificando cada lote para a administragdo
das duas diluig@es do padrio e da amostra, respecti-
vamente. Injetar cada dose, subcutaneamente,
utilizando 0,1 ml para cada 10g de peso médio
dos animais. Adotar o delineamento duplo cruzado,
conforme o esquema a seguir:

22 inje¢do

dilui¢do da amostra 2
dilui¢#o da amostra |
dilui¢go do padrio 2
dilui¢do do padrio 1

vencso ocular com tubo capilar heparinizado.
Nas mesmas condiges, aplicar a segunda inje¢do
pelo menos duas horas ¢ meia ap6s a primeira ou
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no dia seguinte. Centrifugar o sangue para separar
o plasma ¢ determinar o teor de glicose pelo
método a seguir.

Transferir 2541 do plasma, recentemente
separado, para um tubo de ensaio. Adicionar
2,5 m! de reagente de cor, agitar e deixar 3 tempe-
ratura ambiente por 60 minutos. Determinar a
absorviincia em espectrofotdmetro a 510 nm,
usando como branco 25 .f de dgua e 2,5ml de
reagente de cor. Determinar o contetdo de glicose
utilizando curva padrio com concentragdes
variande de 50 a 250 mg por ml,

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substdncia que estd sendo examinada e seus
limites de confianga, através do método estatistico
descrito na segfio V1.5,

REAGENTES

Reagente de cor

Dissolver 0,1 g de aminofenazona em 250 ml
de tampdo fosfato pH 6,0. Juntar 5 m! da solugdo
de glicose-oxidase, 5 ml da solugdo de peroxidase
€ 0,33g de dcido 4-hidroxibenzdico. Completar
com tampdo fosfato pH 6,0 a 300 ml.

Solugdo padrdo de glicose

Dissolver 0,100 g de glicose anidra e 0,2 g de
icido benzdico em dgua até perfazer 100 ml.
Armazenar sob refrigeragdo.

Solugdo de glicose-oxidase
Obtém-se a enzima a partir de micélios de
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Aspergillus niger. Ela catalisa a oxidagfo aerébica
da glicose. A solugio contém no minimo 735
unidades/ml e no miximo 790 unidades/ml de
atividade de glicose-oxidase e no méximo, 15
unidades/m! de atividade de catalase. Pode conter
tampdes e estabilizantes.

Unidade de atividade de glicose-oxidase ¢ a
quantidade capaz de absorver 10 mm® de oxigé-
nio/minuto, atuando sobre o substrato glicose, a
30°C, em pH 59, na presenga de excesso de
catalase.

Caracter/sticas da solugso: limpida, de coloragio
marrom-amarelada. Densidade em torno de 1,18
a 1,21. Armazenagem: recipientes bem fechados,
sob refrigeragdo. A estabilidade € de, no minimo,
6 meses.

Peroxidase

Preparado liofilizado obtido a partir da raiz de
Cochlearia armoracia L. Catalisa reagdes de oxida-
¢30 com o perdxido de hidrogénio.

Caracteristicas: p& de cor branca a parda.

A solugfo da enzima a 0,025 por cento (p/V)
em tampdo fosfato pH 6,0 apresenta:

absorvincia 403 nm

absorvincia 275 nm MmO 0.6.

Solugdo de peroxidase: contém 1,0 g de peroxi-
dase em tampdo fosfato pH 6,0. Apresenta, no
minimo, 820 unidades internacionais/ml.
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V.5.24 — DURACAO DO EFEITO DA INSULINA

A durago do efeito hipoglicemiante, produzido
por preparagBes modificadas de insulina, é compa-
rada com a hipoglicemia produzida em coelhos ou
cobaias, pela preparagfo padrio de insulina.

Selecionar os animais a partir de coldnia sadia e
distribui-los aleatoriamente em dois grupos iguais
de, no minimo, 10 animais, Aproximadamente
dezoito horas antes da realizagdo do ensaio colocar
os animais isolados e deix4-los em jejum com livre
acesso & dgua. No inicio do ensaio, determinar o
nivel médio de glicose sangiiinea de cada grupo.
Injetar, subcutaneamente, nos animais de um
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grupo solugfo da amostra e nos do outro solugdo
padrio preparada em solugdo fisiologica acidifi-
cada com dcido cloridrico para pH 2,5, d¢ modo
a conter a poténcia nominal da amostra: ambas
as solugbes sdo injetadas, sem diluicGes poste-
riores, em volumes cowespondentes ao peso
corporal dos animais. Uma, duas, quatro e seis
horas apds as inje¢Oes determinar o nivel médio
de glicose sangiiinea de cada grupo através de
método adequado, tal como o descrito no mé-
todo C do ensaio biolégico de insulina (V.5.2.3).
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V.5.2.5. ENSAIO BIOLOGICO DE GLUCAGON

Determina-se a poténcia do glucagon, compa-
rando sua atividade hiperglicemiante com aquela
da preparagio padric por métode de ensaio
adequado. :

Preparacdo padrdo

Empregar o primeiro padrdo internacional de
glucagon suino para avaliagio biologica, estabe-
lecido em 1973, que consiste em glucagon suine
liofilizado com lactose e cloreto de sodio (fome-
cido em ampolas contendo 1,49 unidades). Pode
ser utilizada outra preparagdo adequada, cuja
poténcia tenha sido determinada em relagdo ao
padrdo internacional.

Solugdo padréo

Reconstituir o conteddo total da ampola da
preparagio padrdo com 2 ml de solugo fisioldgica
acidificada com dcido clor{drico R a pH 30.
Diluir a solugfio resultante com o mesmo solvente,
de modo a obter concentragio conveniente, como
a de 100 miliunidades intemacionais por mi.
Conservar esta solugdo entre 2 °C e 8 °C ¢ usdla,
no méximo, até dois dias apds sua preparagdo.

METODO PROPOSTQ

Selecionar, no minimo, vinte e quatro coelhos
adultos, sadios, cada qual com peso entre 1,8 ¢
2.8kg. Mantélos em condigbes uniformes de
temperatura, umidade e dicta adequada, pelo
menos durante uma semana. Tratd-los cuidadosa-
mente para evitar excitd-los. Quarenta e oito
horas antes do ensaio, injetar intramuscularmente,
em cada coelho, 1 ml de acetato de cortisona.
Dezesseis horas antes do ensaio, deixar os animais
em jejum, com acesso  dgua, assim permanecendo
até a altima coleta de amostra sangiiinea. Distri-
bujr os coelhos em quatro grupos iguais de, no
minimo, seis coelhos cada um. Fazer duas dilui-
¢Oes ‘da solugdo padrio, em solugdo fisiclogica
acidificada 2 pH 3,0 com dcide cloridrico, de
modo que contenham respectivamente 6 e 24
miliunidades internacionais de glucagon por ml.
Paralelamente, fazer duas diluighes da amostra,
usando o mesmo solvente, a fim de obter concen-
tragio presumida idéntica 3 das diluigdes do
padrio. No mesmo hordrio, em dois dias conse-
cutivos, injetar nos coelhos, subcutaneamente,
1 ml de cada uma das quatro diluigSes, conforme
o planejamento duplo cruzado a seguir:

Grupo 12 injegdo 23 injegao
1 diluigfo do padrdo 1 dilui¢do da amostra 2
2 dilui¢fio do padrdo 2 dilui¢o da amostra 1
3 diluigio da amostra 1 diluigdo do padrdo 2
4 diluigio da amostra 2 dilui¢do do padric 1

Coletar a amostra sangiifnea pela veia marginal
da oretha de cada coclho aos vinte ¢ aos sessenta
minutos apés a inje¢o. Determinar a concentragio
de glicose através de métode adequado, como ©
descrito no método C do ensaio bioldgico de
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insulina (V.5.2.3).

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus
limites de confianga, através de método estatistico
descrito na segdo VLS.
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V.5.2.6. ENSAIO BIOLOGICO DE HEPARINA

Determina-se a poténcia da heparina compa-
rando a concentragio necessiria para inibir a
coagulagio do plasma citratado de ovelha, recal-
cificado, com a da preparagdo padrio de hepatina
necessdria para produzir o mesmo efeito por
método de ensaio adequado.

Preparagdo padrio

Empregar o quarto padrdo internacional de
heparina suina, estabelecido em 1983, que consiste
do sal sédico do principio ativo purificado, isolado
da mucosa intestinal suina, liofilizado (disponivel
em ampolas de 1780 unidades). Pode ser utilizada
outra preparagdo adequada, cuja poténcia tenha
sido determinada em relagdo ao padrio interna-
cional.

Solucdo padrio

Dissolver o conteido da ampola de heparina
padrio em solugio de cloreto de s6dio 0,9% (p/V)
de modo a obter solugio de concentragio de
3 unidades internacionais por ml. Conservar sob
refrigeracdo evitando o congelamento.

Ensaio preliminar

Determinar, se necessdrio, através de ensaio
preliminar, a concentragio minima aproximada
de heparina que, presente em 0,80 ml de cloreto
de sodio 0,9% (p/V), inibe a coagulagdo de 1 ml de
plasma na presenga de 0,2 ml de cloreto de cilcio
1% (p{V), apés 1 hora em banho-maria a 37 °C.
Esta concentragdo, usualmente, esti entre 0,5 e
3 unidades internacionais. Para o ensaio, preparar
uma diluigfo do padrio com a concentragio
determinada em ensaio preliminar.

Solucdo da amostra

Dissolver a amostra emclorete de sédio 0,9%
(p/V) de modo a obter solugdo com poténcia pre-
sumida 2 da solugdo padrdo. Preferencialmente,
realizar ensaio preliminar,

METODO PROPOSTO

Plasms

Coletar sangue de ovelha diretamente no frasco
que contém solugdo de citrate de sodio 8% (p/V),
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na propor¢do de 1 ml para cada 19 ml de sangue.
Misturar, imediatamente, por leve agitagdo e
inversfo do frasco. A seguir, centrifugat o sangue ¢
reunir todo o plasma no mesmo recipiente. Retirar
1 m! deste plasma e transferir para tubo de ensaio.
Adicionar 0,2 ml de cloreto de cdlcio 1% (p/V) e
homogeneizar trés vezes por inversio leve do tubo.
Colocar em banho-maria a 37 °C. Considerar o
plasma adequado se houver a formagdo de codgulo
sélido em até 5 minutos. Armazenar o lote de
plasma em frascos contendo, no mdximo, 100 ml
cada um e congelar. Evitar o descongelamento
parcial antes da utilizagfo. Para o ensaio, descon-
gelar ¢ plasma em banho-maria 4 temperatura nfio
superior a 37 °C e filtrar em gaze.

Procedimento

Usar dez tubos de ensaio de 13 x 100 mm
meticuloszamente limpos. Adicionar volumes decres-
centes da dilvigfe padrfo de modo que a dose
maior ndo exceda 0,80 ml e que correspondam a
séries geométricas, nas quais cada passo seja
aproximadamente 5% menor do que o anterior.
Adicionar, a cada tubo, cloreto de sddio 0.9% (p/V)
suficiente para completar 0,80 ml. Adicionar 1 ml
de plasma a todos os tubos. A seguir, juntar
0,20 ml de cloreto de cdlcio 1% (p/V) e anotar a
hora. Tampar cada tubo e homogeneizar, inver-
tendo trés vezes de tal maneira que toda a super-
ficie interna seja umedecida. Colocar em banho-
maria a 37 °C. Similarmente, fazer a série usando
a solugdo da amostra de heparina. Completar todo
o processo de preparagdo e mistura dos tubos da
solugdo padrfo e amostra no perfodo de 20
minutos apés a adigio do plasma. Uma hora,
exatamente marcada, ap6és a adigdo do cloreto
de cilcio 1% (p/V) determinar, por observagio, a
extensdo do codgulo em cada tubo, identificando
trés graus (0,25, 0,50, 075) entre o zero (0,00) e
a coagulago total (1,00). Se a série ndo apresentar
dois tubos com graduagfo acima de 0,50 e dois
tubos abaixo de 0,50, repetir o ensaio usando
solugBes do padrio ¢ da amostra com concen-
tragio modificada.

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinadz e seus
limites de confianga, através de método estatistico
descrito na se¢3o VIL.6.




ENSAIO BIOLOGICO DE SULFATO DE PROTAMINA

v.i5.2.7.

V.5.2.7. ENSAIO BIOLOGICO DE SULFATO DE PROTAMINA

METODO PROPOSTO

Amostra

Dissolver em 4gua quantidade suficiente e
exatamente pesada de sulfato de protamina, para
obter solugfo contendo 1,0 mg por ml (base livre).

Solucdo de heparina

No dia do ensaio preparar solugdo de heparina,
em solugdo fisiolgica, de modo a obter, respecti-
vamente, poténcia de 90 ou 115 unidades interna-
cionais por ml, conforme origem da mesma, tecido
pulmonar ou mucosa intestinal.

Plasma

Empregar o plasma nas condigdes descritas no
ensaio biolégico de heparina.

Solucdo de tromboplastina-cédlcio

Dissolver, em solugdo de cloreto de cdlcio 2%
(p/V), quantidade de tromboplastina determinada,
se necessirio, através de ensaio preliminar que, em
aproximadamente 35 segundos, coagula solugio
com volumes iguais de plasma e mistura de 4
volumes da solugfo de cloreto de sédio 0,9% e
1 volume da solug¢do tromboplastinacélcio.

F.BRAS. IV, 1988

Procedimento

Usar tubos de ensaio de 13 x 100 mm meticu-
losamente limpos. Em 10 tubos, colocar 2,5 ml
de plasma. Colocar os tubos em barho-maria a
37 °C 10,2 °C e em nove deles adicionar 0,5 ml da
amostra. No décimo tubo, que servird como
controle, pipetar 2ml de cloreto de sodio 0,9%
{p/V)e 0,5 ml da solu¢do de tromboplastina<ilcio.
Homogeneizar por dispositivo adequado e registrar
o tempo de coagulagdo, isto ¢, o periodo entre
adicgo da solugio de trombeoplastina-célcio e a
formagfo de fibras de fibrina. E o tempo normal
de coagulagio do plasma. Pipetar, respectivamente,
para os nove tubos restantes, volumes em ml de
solugfo de heparina: 043, 045, 047,0,49,0,50,
0,51, 0,53, 0,55 e 0,57. Adicionar cloreto de
s6dio 0,9% (p/V) para completar 4,5 ml. Tomando
os tubos aleatoriamente, adicionar 0,5ml da
solugio de tromboplastina-cdlcio e determinar o
tempo de coagulagio individual do modo descrito
para o tubo controle.

Calcular a poténcia em unidades internacionais
de heparina neutralizadas por mg, pela férmula
Ny/Np, na qual Ny ¢ o nimero de unidades
internacionais de heparina e Np € o nimero de
mg de sulfato de protamina no tubo seguinte
dquele em que o tempo de coagulagio €, no
minimo, 2 segundos maior do que ¢ do controle.
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V.5.2.8. ENSAIO BIOLOGICO DE GONADOTROFINA SERICA

Determina-se a poténcia de gonadotrofina
sérica comparando seu efeito sobre o aumento de
peso de ovdrios de ratas imaturas com aquele da
preparagio padrio de gonadotrofina sérica, por
método de ensaio adequado.

Preparagdo padréo

Empregar o segundo padrio intemacional de
gonadotrofina sérica eqiiina para avaliagio biold-
gica, estabelecido em 1966, que consiste em
principio ativo extraido de soro de éguas prenhes,
liofilizado, com lactose (fornecido em ampolas
contendo 1600 unidades). Pode ser utilizada
outra preparagio adequada, cuja poténcia tenha
sido determinadza em relagio ao padrio inter-
nacional,

Solugdo padréo

Dissolver o conteudo total da ampola da
preparagio padrio de gonadotrofina sérica em
tampéo albumina-fosfato pH 7,2 de modo a obter
solugio com concentragdo de 100 unidades
internacionais de gonadotrofina sérica por ml.
Com o mesmo solvente, preparar trés diluicGes
do padrfo de tal forma que a menor dose produza
resposta positiva, a maior nfo produza resposta
méxima ¢, além disso, as trés doses estejam em
série geométrica como 1:1,2:1,44. Fazer curva
dose-resposta a fim de selecionar as doses de
acordo com a sensibilidade da coldnia de animais.
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Solucdo da amostra

Do modo anteriormente descrito, preparar a
amostra de genadotrofinz sérica, usando o mesmo
solvente, a fim de obter as trés diluigdes da amostra
com poténcia presumida idéntica & das diluigBes
do padrfo.

METODO PROPOSTO

Selecionar ratas imaturas de 21 a 24 dias de
idade e com variagio de peso nio superior a 10 g.
Distribuir os animais ao acaso, em seis lotes
iguais, cada qual com seis a dez ratos. Identi-
ficar cadalote designando-os, respectivamente, para
cadauma das trés dilui¢Ses do padrdo e da amostra.
Manter os animais em condigGes uniformes de
dgua, alimentagfo, temperatura e iluminagéo.
Efetuar, em cada rata, seis administrages de
0,20 ml, subcutaneamente, na 4rea dorsal, com a
respectiva solugdo. Injetar os animais, na tarde do
primeiro dia, manh#, meio-dia e tarde do segundo
dia e na manhi e tarde do terceiro dia. No sexto
dia, sacrificar cada rata, retirar os ovérios, isolar
da gordura e trompas de Falépio e pesar imedia-
tamente. Registrar o peso combinado dos ovérios
de cada rata.

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus
limites de confianga, através de método estatistico
descrito na segdo V1.5,
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V.5.2.9. ENSAIO BIOLOGICO DE GONADOTROFINA CORIONICA

Determina-se a poténcia da gonadotrofina
coribnica, comparando seu efeito sobre 0 aumento
de peso da prdstata ventral ou vesiculas seminais
de ratos imaturos com aquele da preparagiio
padrdo de gonadotrofina coribnica por método
de ensaio adequado.

Preparago padrdo

Empregar o segundo padrio internacional de
gonadotrofina coridnica humana para avaliagio
bioldgica, estabelecido em 1963, que consiste em
principio ativo extraido de urina de mulher
grdvida e liofilizado com lactose (fomecido em
ampolas contendo 5300 unidades). Pode ser
utilizada outra preparagio adequada, cuja poténcia
tenha sido determinada em relagio 2o padrio
internacional.

Solucdo padrio

Dissolver o conteddo total da ampola da
preparacfio padrio de gonadotrofina coridnica em
tampdo albumina-fosfato pH 7,2, de modo a
obter solugio com a concentragie de 10 unidades
internacionais de gonadotrofina coridnica por ml.
Com o mesmo solvente, preparar trés diluigBes
do padrio de modo que as respostas estejam na
20na linear da curva dose-respostz e, além disso,
estejam em série geométrica como, por exemplo,
1:2:4. Como aproximagdo inicial, poderiam ser
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tentadas doses entre 0,75 e¢ 3,0 unidades inter-
nacionais.

SolugGes da amostra

Do modo anteriormente descrito, preparar a
solugio da amostra de gonadotrofina coridnica,
usando o mesmo solvente, a fim de obter as trés
diluigdes da amostra com poténcia presumida
idéntica A das dilui¢es padrdo.

METODO PROPOSTO

Selecionar ratos imaturos de, aproximadamente,
21 dias de idade e peso semelhante na faixa de
30 a 40g. Os animais s8o distribuidos, ao acaso,
em seis lotes de, no minimo, dez ratos. Manté-los
em condiges uniformes de 4gua, alimentag3o,
temperatura e iluminagfo. Identificar cada lote
designando-os para cada uma das trés diluigGes
do padrio e da amostra. Injetar cada rato, subcuta-
neamente, nadrea dorsal, com 0,20 ml da respectiva
solugfo, durante trés dias consecutivos, aproxi-
madamente no mesmo hordrio. No quarto dia,
cerca de 24 horas ap6s a ultima injegdo, sacrificar
os animais, retirar 2 préstata ventral ou as ves{culas
seminais de cada um e pesar imediatamente.
Registrar o peso.

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substéncia que estd sendo examinada e seus limites
de confiangz, através de método estatistico des-
crito na segdo VLS.




ENSAIQ BIQLOGICO DE GONADORELINA

V5210

V.5.2.10. ENSAIO BIOLOGICO DE GONADORELINA

Determina-se a poténcia da gonadorelina,
comparando o efeito estimulante da secregdio do
hormdnio luteinizante da hipéfise (avaliado
comparando a deplegio de 4dcido ascérbico ova-
riano de ratas pseudoprenhes) com aquele da
preparagdo padrdo por método de ensaio adequado.

Preparacdo padrdo

Empregar a primeira preparagio de referéncia,
estabelecida em 1980, que consiste em residuo
liofilizado de solugfo com aproximadamente
50 ug de gonadorelina, 2,5 mg de lactose ¢ 0,5 mg
de albumina de plasma humano (fomecida em
ampolas contendo 31 unidades). Pode ser utilizada
outra preparagfo adequada, cuja poténcia tenha
sido determinada em relagio i preparagio de
referéncia,

METODO PROPOSTO

Animais

Selecionar, no minimo, 56 ratas de aproxima-
damente 21 dias ¢ peso semelhante na faixa de
30 a 40g. Manté-las em condigBes uniformes de
dgua, alimentagdo, temperatura e iluminagdo.

Procedimento

Distribuir as ratas, por sorteio, em sete grupos
iguais de oito animais. Identificar cada grupo
designando-os respectivamente para as trés doses
do padido e da amostra. O sétimo grupo servird
como controle. Injetar todas as ratas, subcuta-
neamente, no primeito e terceiro dias com 50
unidades de gonadotrofina serica € no quinto dia
com 50 unidades de gonadotrofina coridnica, cada
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qual dissolvida em 0,5ml de tampfo albumina-
fosfato pH 7,2.

Estabelecer a curva dose-resposta e selecionar
trés doses do padrdo e da amostra que estejam na
regifo linear. Como aproximagdo, podem ser
tentadas doses de 0,5, 1,0 e 2,0 ug, de acordo com
a sensibilidade da cepa de animais usados. Dissolver
as doses em 0,1 ml de tampdo albumina-fosfato
pH 7.2 contendo gelatina 1% (p/V). Injetar cada
rata, subcutaneamente, seis a nove dias apds a
administragio da gonadotrofina coridnica. Trés
horas ap6s a injego, sacrificar os animais, remover
os ovirios, isold-los de tecidos circunvizinhos e
imediatamente pesd.los. Executar a operagio tio
rapidamente quanto possivel para evitar perda de
peso, Tratar os ovdrios de cada rata separada-
mente, como segue. Homogeneizar convenien-
temente com solugdo recente de dcido metafos-
férico 2,5% (p/V) e ajustar o volume para 10 ml
com a mesma solugdo. Deixar o homogeneizado
em repouso durante 30 minutos.

Determinagéo de dcido ascdrbico

Filtrar os extratos de d#cido metafosférico
¢ pipetar 4 ml de cada um para tubos de ensaio
contendo 4 ml da solugdo de acetato de indofenol
SR. Misturar por agitacio e, 30 segundos depois,
ler a absorvncia em espectrofotdmetro a 520 nm.
Calcular a concentragdo de 4cido ascérbico em
mg por L00g de ovério, a partir da absorvincia
encontrada e da curva padro elaborada do mesmo
modo tratando volumes adequados de solugdo
de 4cido L-ascorbico em dcido metafosférico
2,5 % (p/V).

A partis dos resuitados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus
limites de confianga, através de método estatistico
descrito na segdo VLS.




ENSAIO BIOLOGICO DE MENOTROFINA
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V.5.2.11. ENSAIO BIOLGGICO DE MENOTROFINA

Determina-se a poténcia de menotrofina em
relagfio 4 atividade hormonal foliculo-estimulante,
comparando seu efeito sobre o crescimento ¢
maturagio dos ovdrios de ratas imaturas com
aquele da preparaglio padrfo de FSH e LH (ICSH)
urindrio humano, por método de ensaio adequado.
A poténcia em relagfo 2 atividade hormonal
luteinizante ¢ estimada comparando a deplegdo
do contetddo de 4cido ascérbico ovariano de ratas
pseudoprenhes, com aquela da preparagfo padrdo
de FSH ¢ LH (ICSH) urindrio humano, por mé-
todo de ensaio adequado.

Preparagdo padrio

Empregar o primeiro padrfo internacional de
FSH e LH (ICSH) urindric humano, para avaliagio
biolégica, estabelecido em 1974, que consiste em
extrato de urina de mulher apdés menopausa,
liofilizado, com 5ml de lactose (disponivel em
ampolas contendo 54 unidades de atividade de
folitropinae 46 unidades de atividade de lutrofina).
Pode ser utilizada outra preparagio adequada,
cuja poténcia tenha sido determinada em relagdo
a0 padrfo internacional.

METODOS PROPOSTOS

Atividade da folitropina: FSH

Selecionar ratas de aproximadamente 21 dias e
peso semelhante na faixa de 30 a 40 g. Distribui-
las, por sorteio, em 6 grupos iguais de, no minimo,
oito ratas. Identificar cada grupo designando-os,
respectivamente, para as trés doses do padrio
€ amostra.

Estabelecer a2 curva dose-resposta e selecionar
trés doses do padrdo e da amostra que estejam na
regifio linear. Embora dependa da sensibilidade
da colénia de animais, como aproximagio podem
ser tentadas doses de 0,5, 0,71 e 1,0 unidades
por injegio.

Dissolver cada dose em 0,5ml de tampfo
albumina-fosfato pH 7,2 contendo 14 unidades de
gonadotrofina coridnica. Injetar cada rata, subcuta-
neamente, na drea dorsal. Repetir a injegdo 24 e
48 horas depois. Cerca de 24 horas apds a dltima
inje¢fo, sacrificar as ratas, remover os ovirios e
pesd-los. Registrar o peso de ovdrios por rata.
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A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus
limites de conflanga, através de método estatistico
descrito na segfo VI.5.

Atividade da lutrofina: LH (ICSH)

Selecionar ratas de aproximadamente 21 dias
de idade e peso semelhante na faixa de 30 a40 g.
Distribui-las por sorteio, em 6 grupos iguais de,
no minimo, oito ratas. Identificar cada grupo
designando-os, respectivamente, para as trés doses
do padrfio e amostra.

Injetar os animais, subcutaneamente, no pri-
meiro e terceiro dias com 50 unidades de gonado-
trofina sérica e no quinto dia com 50 unidades de
gonadotrofina coridnica, cada qual dissolvida em
0,5ml de tampdo albumina-fosfato pH 7,2.
Estabelecer a curva dose-resposta e escolher trés
doses do padrip e da amostra que estejam na
regifo linear. Embora dependa da sensibilidade da
colonia de animais, como aproximagdo podem ser
tentadas doses de 0,5, 1,0 e 2,0 unidades. Seis a
nove dias apés a aplicagfo da gonadotrofina
coridnica, dissolver cada dose de menotrofina em
0,5ml de tampdo albumina-fosfato pH 7,2 e
injetar intravenosamente em cada grupo de animais.
Trés horas apos, sacrificar as ratas, remover os
ovdrios, isolar de tecidos estranhos e pesar imedia-
tamente, executando a operaglo tdo rapidamente
quanto possivel para evitar perda de peso. Tratar
os ovdrios de cada rata separadamente, como
segue. Homogeneizar em solugio recente de dcido
metafosférico 2,5% (p/V) e ajustar a 10 ml com
a mesma solugfo. Deixar o homogeneizado em
repouso durante 30 minutos. Filtrar os extratos de
4cido metafosforico e pipetar 4 ml de cada filtrado
para tubos de ensaio contendo 4 ml da solugfio
de acetato de indofenol SR. Misturar por agitagio
e, 30 segundos depois, ler a absorvincia em espec-
trofotdmetro a 520 nm. Galcular a concentragiio de
dcido ascorbico a partir da absorvincia lida e da
curva padrio preparada tratando, do mesmo
modo, volumes adequados da solugdo de dcido
L-ascorbico em 4cido metafosfdrico 2,5% (pfV).
Expressar o resultado em mg por 100 g de ovério.

A partir dos resultados; calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada ¢ seus
limites de confianga, através de método estatis-
tico descrito na segdo VL5,




ENSALO BIOLOGICO DE DIGITAL
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V.5.2.12. ENSAIO BIOLOGICO DE DIGITAL

Determina-se a poténcia de digital, compa-
rando sua atividade sobre o musculo cardfaco de
cobaic com aquela da preparagio padrio por
método de ensaic adequado.

Preparagio padréo

Empregar o terceiro padrfio internacional de
digital, estabelecido em 1949, que consiste em po
seco de folhas de Digitalis purpurea (disponivel em
ampolas contendo 2,5 g). Pode ser utilizada outra
preparagio adequada, cuja poténcia tenha sido
determinada em relagdo ao padrfo intemacional.

Solugio padrio

Transferir quantidade exatamente pesada da pre-
paragfio padrfo para balfo volumétrico de SOmle
adicionar 10 ml de etanol 80% (V/V) paracada g de
p6. Tampar o balfo apds untar, levemente, a parte
esmerilhada com parafina liquida. Agltar continua-
mente durante 24horas + 2horas 225°C +5°C
ou 48 horas 2 10 a 20 °C. Em seguida, centri-
fugar ou filtrar a mistura, através de vidro sinteri-
zado, evitando aevaporagdo do selvente. Transferir
o liquido para recipiente adequado, bem fechado,
¢ manter a temperatura entre -5 5 °C. Usar,
no miximo, durante 1 més. No dia do ensaio diluir
4 solugfo padrfo em solugfo fisioldgica de modo
a obter concentragio padrfo de digital com
3 a 5mgporml.

Solugdo da emostrs

Preparar a amostra de digital da mesma maneira,
usando o mesmo solvente a fim de obter solugio
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com poténcia presumida idéntica 4 da solugdo
padrio.

METODO PROPOSTO

Selecionar, no minimo, doze cobaios adultos,
sadios, de peso entre 200 e 600g. Para cada
ensaio, 0 peso médio dos dois grupos ndo deve
diferir mais de 10% ¢ o animal mais pesado ndo
deve variar mais do que 100 g, em relagdo ao mais
leve. Separar em dois grupos de 6 cobaios cada
um, designando-os, respectivamente, para a solu-
¢80 padrio e amostra. Anestesiar o animal com
carbamato de etila a 50% (p/V) na dose de 2 ml/kg
por via intraperitoneal, dissecar e canular a veia
jugular, preparando-a para as administragGes
intravenosas das solugSes do padro e da amostra.
Paralelamente, preparar o animel pars a manu-
tengfo de respiragfo artificial. Aleatoriamente,
injetar as doses da solu¢fo padrfio ou da amostra,
através da weia jugular, em welocidade lenta e
uniforme, como a de 0,5 2 1ml por minuto,

duragfo da infusdo pode variar de 20 a 40
minutos, com a duragfo média dos grupos ndo
diferindo em mais de 10%. Continuar a injecho
até que ocorra a parada cardfaca, observdvel atra-
vés de eletrocardiograma ou outro dispositivo
adequado. Anotar o volume de extrato adminis-
trado como sendo a dose letal. Determinat, para
cada animal, a dose letal em ml por kg de peso
corporal e transformar em logaritmo.

A partir dos resultados calcular a poténcia da
substéncia que estd sendo examinada e seus
limites de confianca, através de método estatistico
descrito na segio V14,




ENSAIO BIOLOGICO DE VASOPRESSINA
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V.5.2.13. ENSAIO BIOLOGICO DE VASOPRESSINA

Determina-se a poténcia da vasopressina compa-
rando sua atividade com aquela da preparagio
padrfo de argipressina por método de ensaio
adequado.

Preparagéo padréo

Empregar o primeiro padrio internacional de
argipressina para avaliagio biol6gica, estabvlecido
em 1978, que consiste em argipressina sintética
liofilizada com albumina humana e dcido citrico
(disponivel em ampolas que contém 8,20 unida-
des). Pode ser utilizada outra preparagio adequada,
cuja poténcia tenha sido determinada em relagio
2o padrio interacional.

Solugéo padrio

Dissolver ¢ conteitdo total da ampola da pre-
paragio padrio em cloreto de sédio 0,9% (p/V),
de modo a obter solugdo de 2,0 unidades intema-
cionais por ml. De acordo com a sensibilidade
do animal, serfo necessdrias diluigSes posteriores,
de modo que o volume injetado nfo seja inferior a
0,1 ml nem superior a 0,5 ml.

Solugio amostra

Preparar a amostra de vasopressina, do modo
anterformente descrito, usando o mesmo solvente,
a fim de que a solugio resultante tenha poténcia
presumida idéntica a da solugfo padréo.

METODO PROPOSTO

Preparago do animal

Aproximadamente 18 horas antes do ensaio,
selecionar um rato pesando ao redor de 300g.
Injetar, intravenosamente, 10 ml por kg de peso
corporal, uma solugio preparade do seguinte
medo: dissolver 10 mg de cloridrato de fenoxiben-
zamina em cloreto de sédio 0,9% (p/V), adicionar
0,1 ml de 4lcool, acidificar com 1 gota de 4cido
clorfdrico ¢ diluir com cloreto de sédio 0,5%
{p/V) até completar 10 ml. No dia do ensaio, anes-
tesiar o rato, usando como anestésico carbamato
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de etila 5% (p/V) favorivel & manutengio de
pressfo arterial uniforme. Quarentz ¢ cinco a
sessenta minutos depois, fixar o rato sobre 2 mesa
de cirurgia. Dissecar a veia jugular ou femural,
inserir cinula adequada com, aproximadamente,
I mm de didmetro externo e prepard-la para a
administragdo intravenpsa. Administrar 200 uni-
dades de heparina, dissolvida em solu¢Zo fisiolo-
gica para cada 100 g de peso corporal. Dissecar a
artéria cardtida ¢ conectar a mandmetro de mer-
¢clrio de 2 a 3 mm de didmetro interno, ou outro
sistema adequado para obter registro contfnuo da
pressdo arterial. Manter o animal aquecido durante
a cirurgia, bem como durante o ensaio.

Determinacdo da sensibilidade do animal

Determinar, por experimentagfo, a dose de
solugdio padrio que, injetada intravenosamente, a
intervalos regulares de 12 a 15 minutos, produz
elevagio da pressdo arterial entre 2,7 2 9,3 kPa
(20 £ 70 mm de mercurio). A partir desta obser-
vagio, selecionar duas  es da solugfo padrio
que estejam na razio de aproximadamente 2 para
3 ou de 3 para 5. Apds o teste preliminar, selecio-
nar duas doses da amostra que estejam na mesma
razio e correspondam, em atividade, iquelas
doses selecionadas da preparagio padrio. Como
referéncia inicial, podem ser tentadas doses de 6
e 10 miliunidades.

Procedimsnto

Injetar as duas doses selecionadas da solugfo
padrdo e da amostra, em seqiiéncia aleatoria, a
intervalos uniformes de 12 a 15 minutos, regis-
trande pelo menos quatro respostas para cada
dose. Apods cada inje¢fio, lavar a cinula com
0,2ml de solugfo fisiologica. Ao invés desta
seqliéncia aleatoria pode-se usar um planeja-
mento de blocos a0 acaso para eliminar a influéncia
de variagBes na sensibilidade do animal sobre o
resultado do ensaio.

A partit dos resultados, caleular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus
limites de confianga, através de método estat{stico
descrito na secgfo VLS.




ENSAIO BIOLOGICO DE LIPRESSINA

V.52.14,

V.5.2.14. ENSAIO BIOLOGICO DE LIPRESSINA

Determina-s¢ a poténcia da lipressina compa-
rando sua atividade com aquela da preparagio
padrio por método de ensaio adequado.

Preparagdo padrdo

Empregar o primeiro padrio internacional de
lipressina, estabelecido em 1978, que consiste em
lipressina liofilizada, com albumina e 4cido citrico
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(disponivel em ampolas contendo 7,7 unidades).
Pode ser utilizada outra preparagiio adequada,
cuja poténcia tenha sido determinada em relagfo
ao padrdo internacional.

METODO PROPOSTO

Usa-se 0 método descrito para ensaio biolégico
de vasopressina.




ENSAIO BIOLOGICO DE FELIPRESSINA
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V.5.2.15. ENSAIO BIOLOGICO DE FELIPRESSINA

Determina-se a poténcia da felipressina compa-
rande sua atividade com aquela da preparagdo
padrio de felipressina por método de ensaio
adequado.

Preparagéo padrdo de referéncia

Empregar preparagio padrio de referénciz de
felipressina.

Solucdo padrio

Dissolver quantidade calculada, exataments
pesada, da preparagfo padric em solugfio fisio-
l6gica, de modo a obter solugfo de 0,1 unidade
por ml. No dia do ensaio fazer dilui¢fo em solugo

F.BRAS. IV, 1988

fisiolégica, para obter solugdo de 0,01 unidade
por ml.

Solugdo da amostra

Preparar a amostra de felipressina do mesmo
modo, usande o mesmo solvente, a fim de que a
solugdo resultante tenha a poténcia presumida
idéntica 4 da solugfio padrfio.

METODO PROPOSTO

Usase o método descrito para ensaio biolégico
de vasopressina.

Observar, porém, qque na determinagio da
sensibilidade do anima! podem ser tentadas, como
referéncia inicial, doses de 2,0 a 5,0 miliunidades.
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ENSAIO BIOLOGICO DA SOMATOTROFINA

V.5.2.16. ENSAIO BIOLOGICO DA SOMATOTROFINA

Determinase a poténcia da somatotrofina
comparando seu efeito sobre o aumento de peso
corporal, ou da espessura da cartilagem de conju-
gagio da tibia de ratas hipofisectomizadas, com
aquele da preparagio padriio de somatotrofina
por método de ensaio adequado.

Preparagéo padréo

Empregar o primeiro padrio internacional de
somatotrofina para avaliagio biologica, estabele-
cido em 1982, que consiste em somatotrofina
purificada, liofilizada, com lactose, glicina, manitol
e bicarbonato de sédio (disponivel em ampolas
contendo 4.4 unidades internacionais). Pode ser
utilizada outra preparacdo, cuja poténcia tenha
sido determinada em relagio ao padrdo inter-
nacional.

METODOS PROPOSTOS

Selecionar, no minimo, sessenta ratas, da
mesma linhagem, de 26 a 30 dias de idade ¢ peso
aproximadamente igual. Duas a trés semanas
antes do ensaio, colocar os animais em condigGes
uniformes de dgua, alimentagfo, temperatura ¢
iluminagfo. Para o ensaio, pesar as ratas e realizar
a hipofisectomia. Apds a cirurgia, manté-las 3
temperatura constante entre 25 ¢ 27 °C e con-
trolar a estabilidade do peso durante, no minimo,
14 dias. Desprezar aquelas que apresentarem
flutuagfo ponderal maior que 3% nos 0ltimos
10 dias. Dividir aleatoriamente em quatro grupos
iguais de, no minimo, oito ratas cada ura, desig-
nando-os, respectivamente, para as duas doses do
padrfo e da amostra. Preparar duas diluigGes
do padrio em bicarbonato de sédio 1,4% (p/V),
de modo que estejam em série geométrica
como 2:4. Como aproximagio inicial podem
ser tentadas doses entre 40 e 160 miliunidades
internacionais por mi. Paralelamente, fazer duas
diluigBes da amostra, usando o mesmo solvente,
a fim de obter concentracBes presumidas idénticas
4 das diluigBes do padrdo.
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METODO A: AUMENTO DE PESQO CORPORAL

Injetar 0,5 ml da respectiva scluglo, subcuta-
neamente, durante nove dias consecutivos, no
mesmo hordrio. Acompanhar a varia¢io individual,
pesando as ratas durante os 10 dias de duragio
do ensaio. No décime dia, pesar os animais,
sacrificd-los e examinar macroscopicamente s¢
a hipofisectomia foi completa. Desprezar os
animais que apresentarem algum vestigio do 61gdo.
Registrar aumento de peso corporal individual,

A partir dos resuitados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus
limites de confianga, através de método estatfstico
descrito na segfo VLS.

METODO B: METODO DA TIBIA

Injetar 0,5 ml da respectiva solugfo, subcuta-
neamente, durante quatro dias consecutivos.
Vinte ¢ quatro horas apés a (dltima inje¢fo, sacri-
ficar os animais e examinar se a hipofisectomia foi
completa. Desprezar os animais que apresentarem
algum vestigio do 6rgdo. Retirar as tibias e isold-las
dos tecidos circunvizinhos, Cortar com limina
fina e afiada a parte proximal dos ossos, em
sentido longitudinal, corando-0s com nitrato de
prata da seguinte maneira: lavar os fragmentos dos
ossos durante 10 minutos com d4gua, por 10
minutos com acetona e 10 minutos novamente
com 4gua. Transferir para solugdo recente de
nitrato de prata 2% (p/V). Dois minutes depois,
lavar com 4dgua, expondo-os a0 mesmo tempo 3 luz
intensa, até que todas as porgdes calcificadas
apresentem coloragfo marrom-¢scura. Medir a
espessura da cartilagem epifisdria, usando micros-
cbpio equipado com micrémetro ocular. Efetuar
10 medidas distribufdas diagonalmente 2o longo
de todo o comprimento da epifise de cada
fragmento. Registrar como resposta o aumento
médio da espessura da cartilagem epifisdria das
tibias de cada rata.

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus
limites de confianga, através de método estatistico
descrito na se¢io VL5,
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V.5.2.17 — ENSAIO MICROBIOLGGICO DE ANTIBIOTICOS

Determina-se a poténcia (atividade) de um
antibidtico comparando a dose que inibe o cresci-
mento de microrganismo sensivel com a dose da
preparagfo padrfo do antibidtico que produz
inibigdo similar.

Unidade Internacional e Preparacio Padrio

Unidade Intemnacional € a atividade especifica
contida em uma quantidade (massa) de Padrdo
Biolégico Internacional ou Preparecic de Refe-
réncia Biol6gica Internacional. A quantidade
equivalente de unidades para uso internacional ¢
estabelecida, sempre que necessdrio, pela Organi-
zagio Mundial da Saide.

Substdncias Quimicas de Referéncia Interna-
cional nfc apresentam unidades de atividade
bioldgica definidas. Quando sdo necessdrios
ensaios biologicos, a poténcia desses produtos é
expressa em termos de massa equivalente 4 da
substdncia pura.

O nimero de unidades ou a massa equivalente
da substdncia pura, em microgramas, contidos em
1 mg de substdncia antibidtica, estd indicado na
monografia de cada um dos produtos inscritos
na Farmacopéia.

Para os ensaios microbiolégicos da Farmacopéia,
PreparagBes Padrio (PadrSes Primdrios) sZo os
Padres Internacionais e PreparagSes de Referéncia
estabelecidos pela Organizagdo Mundial da Saide
e pela Farmacopéia Européia ou os Padrdes e
Preparagbes de Referéncia brasileiros. Outras
preparagdes adequadas, de uso intemacional
corrente, nas quais a poténcia tenha sido deter-
minada em relagio as preparagBes padrio da
Organizagdo Mundial da Sadde, possuem valor
legal idéntico.

Recomenda-se que sejam preparados e empre-
gados padrGes de trabalho (secunddrios); todavia,
¢ imprescindivel que a poténcia tenha sido deter-
minada por nimero adequado de ensaios compa-
rativos eém relagdo a padriio primdrio relevante,
validada por andlise estatistica apropriada e que
os dados e resultados sejam arquivados A disposi-
¢do da fiscalizagio competente por prazo idéntico
ao da validade dos produtos ensaiados.

Para o ensaio de lotes de substincias antibi6-
ticas, para as quais existam PreparagBes Padrio
nacionais, referendadas por organiza¢Ges interna-
cionais, é obrigat6rio o uso dessas preparagdes.

Solugdes

Solugio 1 (tampiio fosfato de potissio a 1%,
estéril, pH 6,0)

Dissolver 2,0 g de fosfato de potéssio dib4sico e
8,0 g de fosfato de potdssio monobdsico em 4dgua
suficiente para perfazer 1000 ml. Esterilizar a
solugo por 20 minutos em autoclave a 121 °C

F.BRAS. IV, 1988

€, se necessrio, ajustar o pH para 5,9-6,1 com
dcido fosférico 6 M ou hidréxido de potdssio
10M.

Solugdio 2 (tampdo fosfato de potdssio 0,1 M,
estéril, pH 8,0)

Dissolver 16,73 g de fosfato de potdssio dibdsico
e 0,523 g de fosfato de potdssio monobésico em
dgua suficiente para perfazer 1000 ml. Esterilizar
a solugdo por 20 minutos em autoclave a 121 °C
€, s¢ necessério, ajustar o pH para 7,9-8,1 com
dcido fosférico 6 M ou hidréxido de potdssio
10M.

Solugiio 3 (tampido fosfato de potdssio 0,1 M,
estéril, pH 4,5)

Dissolver 13,6 g de fosfato de potdssio monobé-
sico em 4gua suficiente para perfazer 1000 ml.
Esterilizar a solu¢do por 20 minutos em autoclave
a 121°C e, se necessério, ajustar o pH para 4,4-
4.5 com dcido fosférico 6 M ou hidroxido de
potdssio 10 M.

Solugio 4 (tampdo fosfato de potdssioc a 10%,
estéril, pH 6,0)

Dissolver 20,0 g de fosfato de potissio dibésico e
80,0 g de fosfato de potdssio monobdsico em 4gua
suficiente para perfazer 1000 ml. Esterilizar a
solugio por 20 minutos em autoclave a 121 °C
e, se necessdrio, ajustar o pH 5,9-6,1 com 4cido
fosférico 6 M ou hidréxido de potdssio 10 M.

Solugiio 5 (tampdo fosfato de potissio 0,2 M,
estéril, pH 10,5)

Dissolver 35,0g de fosfato de potéssio dibdsico
e 2,0 ml de hidroxido de potdssio 10M em 4gua
suficiente para perfazer 1000ml. Esterilizar a
solugio por 20 minutos em autoclave a 121°C
e, se necessirio, ajustar o pH para 10,4-10,6 com
dcido fosférico 6 M ou hidroxido de potassio
10 M.

Solugdo 6 (dcido cloridrico metandlico 0,1 M)
Diluir 10,0m! de 4cido cloridrico 1,0M em
metano} suficiente para perfazer 1000 ml.

Solugiic 7 (solugio de 4lcool isopropflico a 80%)
Dilvir 800ml de 4lcool isoprepflico em dfgua
suficiente para perfazer 1000 ml.

Solugio 8 (tampdo fosfato de potissio 0,1 M,
estéril, pH 7,0)

Dissolver 13,6 g de fosfato de potissio dibésico
¢ 4,0g de fosfato de potdssio monobdsico em
4gua suficiente para perfazer 1000 ml. Esterilizar
a solugiio por 20 minutos em autoclave a 121 °C
e, se necessdrio, ajustar o pH para 6,8-7,2 com
4cido fosférico 6 M ou hidr6xido de potdssio 10 M.

Mejos de cultura

Podem ser empregados meios de cultura desi-
dratados, disponiveis no comércio que, quando
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reconstitufdos com dgua destilada, conforme as
especificaces do fabricante, possuam a mesma
composicdo que o meio confeccionado com os
" ingredientes individualmente indicados para sua
obtengfo.

Meio de culturan® 1

Dissolver 6,0 g de peptona seca, 4,0 g de caseina
de digestdo pancredtica. 3,0 g de extrato de
levedura, 1,0 g de dextrose e 15,0 g de 4gar em
dgna suficiente para perfazer 1000 ml. O pH,apés
esterilizagio, deverd ser 6,6.

Meio de cultura n? 2

Dissolver 6,0 g de peptona seca, 3,0 g de extrato
de levedura, 1,5 g de extrato de carne e 15,0 g de
dgar em dgua suficiente para perfazer 1000 ml.
O pH, apbs esterilizagio, devers ser 6,6.

Meio de Cultura n® 3

Dissolver 5,0 g de peptona seca, 1,5 g de extrato
de levedura, 1,5 g de extrato de came, 2,5g de
cloreto de s6dio, 1,0 g de dextrose, 3,68 g de
fosfato de potdssio dibdsico e 1,32 g de fosfato
de potdssio monobésico, em dgua suficiente para
perfazer 1000ml. O pH, apos esterilizaglo,
deverd ser 7,0.

Meio de cultura n® 4

Dissolver 6,0 g de peptona seca, 3,0 g de extrato
de levedura, 1,5 g de extrato de came, 1,0 g de
D-glicose e 15,0 g de 4gar em 4gua suficiente para
perfazer 1000 ml. O pH, apés esterilizagdo, deversd
ser 6,6.

Meio de culturan?® §
Usar o meio de cultura n® 2, porém, o pH, ap6s
esterilizago, deverd ser 7,8.

Meio de culturan? 6

Dissolver 40,0 g de dextrose ¢ 10,0 g de peptona
seca emn dgua suficiente para perfazer 1000 ml.
O pH, apbs esteritizag@o, deverd ser 5,6.

Meio de culturan® 7

Usar o meio de cultura n® 1, esterilizado e res-
friado a 50 °C. Preparar solugfo aquosa contendo
10 mg de neomicina por ml e esterilizar por filtra-
¢fo em membrana com porosidade de 0,22 um.
Adicionar, assepticamente, sdlugfo estéril de
sulfate de neomicina, para obter concentragioc
final com poténcia de 100 ug de neomicina por
ml de mejo.

Meio de culturan? 8
Usar o meio de cultura n? 2, porém, o pH, apds
esterilizagfo, deverd ser ajustado para 5,8-6,0.

Meio de culturan® 9

Dissolver 17,0 g de caseina de digestfo pancres-
tica, 3,0g de scfa de digestdo papafnica, 50g
de cloreto de s6dio, 2,5 g de fosfato de potdssio
dibédsico, 2,5 g de dextrose e 20,0 g de 4gar em
dgua suficiente para perfazer 1000ml. O pH,
apos esterilizagfo, devera ser 7,3.
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Meio de cultura n® 10

Usar o meio de cultura n® 9, adicionando, porém,
ao invés de 20,0g, 12,0g de dgar e 10,0 ml de
polissorbato 80 (esse ultimo adicionado ap6s
aquecer o meio para dissolver o 4gar, diluindo,
imediatamente, com 4dgua para perfazer 1000 ml).
O pH, apbs esterilizagdo, deverd ser 7,3.

Meio de cultura n® 11
Usar o meio de cultura n® 1, mas o pH, apbsesteri- -
lizag#o, deverd ser ajustado para 8,0.

Meio de culturan? 12

Preparar como o meio de cultura n® 1, adicio-
nando, porém, 300 mg de sulfato de manganés
hidratado (MnSQ4 - H,0) para cada 1000 m!
de meio.

Meio de cultura n® 13

Dissolver 10,0 g de peptona seca e 200 g de
dextrose em 4gua suficiente para perfazer 1000
ml. O pH, apés esterilizagdo, deverd ser 5,6.

Meio de cuitura n? 14

Dissolver 10,0g de glicerol, 10,6 g de peptona
seca, 10,6 g de extrato de came e 3,0 g de cloreto
de sodio em dgua suficiente para perfazer 1000 ml.
O pH, apés esterilizagdo, deverd ser 7,0.

Meio de cultura n? 15

Preparar como o meio de cultura n® 14, adicio-
nando, porém, 17,0 g de dgar para cada 1000 ml
de meijo.

Meio de cultura n? 16
Dissolver 15,0 g de caseina de digestdo pancred-
tica, 5,0 g de soja de digestdo papafnica, 5,0 g de
cloreto de s6dio,e 15,0 g de 4gar em dgua sufi-
ciente para perfazer 1000 ml. O pH, apés esteri-
lizag¢go, dever4 ser 7,3.

Meio de cultura n® 17

Dissolver 17,0 g de caseina de digestfo pancred.
tica, 3,0 g de peptona de soja, 2,5 g de dextrose.
5,0g de cloreto de sbdio e 2,5 g de fosfato de
potdssio dibdsico em dgua suficiente para perfazer
1000 ml. O pH, ap6s esterilizag o, deverd ser 7,3,

Meio de cultura n® 18
Usar o meio de cultura n® 11, mas, apés aquecer
a solugfo para dissolver os ingredientes, adicionar
20,0 ml de polissorbato 80. O pH, apés esterili-
zagdo, deverd ser 8,0.

Meio de culturan?® 19

Dissolver 9,4 g de peptona seca, 4,7 g de extrato
de levedura, 24 g de extrato decamee 150p
de cloreto de sédio, 10,0 g de dextrose e 23,5 g de
dgar em 4gua suficiente para perfazer 1000 mi.
O pH, apos esterilizagdo, deverd ser 6,1.

Meio de cultura n® 20

Dissolver 40,0 g de dextrose, 10,0 g de peptona
{seca, 15,0g de 4gar e 0,05g de clorafenicol
(em poténcia) em igua suficiente para perfazer
1000 ml. O pH, ap6s esterilizagfo, deverd ser 5,6.
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Meio de cultura n® 21

Usar o meio de cultura n920, esterilizado e
resfriado & S50 °C. Adicionar, assepticamente,
2,0ml de solugio estéril de cicloeximida para
cada 100ml de 4gar fundido. Preparar solugdo
contendo 10,0mg de cicloeximida por ml, em
agua, e esterilizar, por filtragfo, em membrana
com porosidade de 0,22 um.

Meio de cultura n® 22

Dissolver 15,0 g de peptona seca, 5,0 g de farinha
de soja de digestfo papainica, 4,0 g de cloreto de
sodio, 0,2 g de sulfito de sodio, 0,7 g de L-cistina,
5,5 g de dextrose ¢ 15,0 g de 4gar, em 4gua sufi-
ciente para perfazer 1000 ml. O pH, apés esterili-
2agdo, deverd ser 7,0.

Preparagdo do inbculo
Micror ganism os recomendados

— Staphylococcus aureus {ATCC 6538 P}
— Micrococcus luteus {ATCC 7468)
— Micrococcus luteus {ATCC 9341)
— Staphylococcus epidermidis {ATCC 12228}
— Saccharomyces cerevisize ({ATCC 9763)
— Bordetella bronchiseptica {ATCC 4617)
— Bacillus cereus var. mycoides  (ATCC 11778)
— Bacillus subtilis {ATCC 66353)
— Klebsiella pneumoniae {ATCC 10031 )
~ Escherichia col (ATCC 10536)
— Streptococeus faecium {ATCC 10541)
— Micrococcus luteus (ATCC 10240)
— Microsporum gypseum (ATCC 14683}
— Soccharomyces cerevisiae {ATCC 2601}

— Micrococcus flavus resistente d neomicing

(ATCC 14452)
— Pseudomonas aeruginosa ({ATCC 25619)
— Mycobacterium smegmatis (ATCC 607)

Com a finalidade de indicag3o, foram arrolados
microrganismos disponiveis na ATCC. Os mesmos
gérmens podem também ser obtidos de outras
fontes: INCQS, CIP, NCIB, NCPF, NCTC, NCYC
e SSI. A correspondéncia entre os microrganismos
e o5 enderegos das entidades fornecedoras dos
mesmos encontram-se indicadas na se¢do XIILS.

Pracedimento 1

Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Sta-
phylococcus epidermidis, Bordetella bronchisep-
tica, Bacillus subtilis, Kiebsiella pneumoniae,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Preparagio da suspensdio

Manter o microrganismo em tubos contendo
10ml do meio de cultura n® 1 inclinado. Incubar o
tubo a 32-35°C, por 24 horas. Empregando
3ml de solugdo fisioldgica estéril, transferir a
cultura crescida sobt¢ o meio do tubo inclinado
para maior superficie de dgar, como em frasco de
Roux contendo 250 ml do meio de cultura n% 1.
Incubar o frasco de Roux a 32-35°C. Lavar a
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cultura resultante na superficie do meio com
50 ml de solugdo fisiol6gica estéril.

Padronizagfo da suspensio

Diluir a suspensio preparada, com solugfo fisio-
légica estéril, de modo a obter a transmitincia de
25% no comprimento de onda de 580 nm, empre-
gando colorimetro adequado e tubos de ensaio
com 13 mm de difmetro como cuba de absorgdo.
Determinar a quantidade de suspensgo a ser adicio-
nada a cada 100 ml de dgar ou caldo nutriente para
produzir zonas de inibi¢do claras e definidas ou
relagio satisfatéria doseresposta no método
turbidimétrico. O inéculo dos microrganismos
submetidos a0 procedimento 1 pode ser estocado
A temperatura de 4 °C, respectivamente, pelos
seguintes periodos: 1 semana, 2 semanas, 2 sema-
nas, 2 semanas, 6 meses, 1 semana, 2 sernanas e
2 semanas.

Micrococcus flavus. Efetuar como indicado no
Procedimento 1. Empregar, entretanto, no tubo
com meio inclinado e no frasco de Roux, meio
de cultura n® 7, incubando o frasco por perfodo
de 48 horas. A suspensdo pode ser estocada por
duas semanas, 2 temperatura ndo superior a 4 °C.

Procedimento 2

Bacillus subtilis.  Efetuar como indicado no
Procedimento 1. Na preparagio da suspensdo,
porém, empregat, no frasco de Roux, o meio de
cultura n9 12, cujo periodo de incubagio ¢ de
5 dias. Na padronizagfo da suspensfio proceder
a choque térmico e padronizar a suspensdo como
segue: centrifugar e decantar o liquido sobre-
nadante. Ressuspender o sedimento com 50 a
70ml de solugio fisiologica estéril e aquecer
a suspensdo por 30 minutos a 70 °C. Executar
testes em placas, para se assegurar da viabilidade
dos esporos e determinar.a quantidade dos que
deverdo ser adicionados a cada 100 ml de meio,
para obter zonas de inibigdo adequadas. A sus-
pensTo pode ser estocada, por 6 meses, em tempe-
ratura ndo superior 2 4 °C.

Procedimento 3

Bacillus cereus. Efetuar como indicado no Proce-
dimento 1. Entretanto, incubar o frasco de Roux
por uma semana. Na padronizagio da suspensdo,
proceder a choque térmico e padronizar a sus-
pensdo como segue: aquecer a suspensio por
30 minutos, a 80 °C. Lavar trés vezes a suspensfo
de esporos com 20 a 25 mi de dgua estéril. Ressus-
pender os girmens em 50 a 70 ml de dgua estéril
e promover novo choque térmico por 30 minutos
a 70°C. Executar testes em placas para se asse-
gurar da viabilidade dos esporos ¢ determinar a
quantidade dos que deverfo ser adicionados a
cada 100 ml de 4gar, para obter zonas de inibigfo
adequadas. A suspensio pode ser estocada, por
6 meses, & temperatura nJo superior a 4 °C.

Procedimento 4
Microsporum gypseum. Incubar o microrganismo,
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por 6 a 8 semanas, a 25°C.em frascos de Erlen-
meyer de 3/, contendo 200 ml de meio de cultura
n?6 Verificar o crescimento por esporulagio.
Quando a esporulagio for 80% ou mais, recolher
0s conidios da camada micelial com espdtula
estéril ou outro instrumento adequado. Os conf-
dios estio na parte superior da camada flutuante.
Manter os conidios em 50ml de solugfo fisio-
légica. Determinar, experimentalmente, a quanti-
dade de conidios para o ensaio. A suspensfio pode
ser estocada, por dois meses, 4 temperatura nio
superior a 4 °C.

Procedimento 5

Streptococcus faecium. Manter o microrganismo
em quantidades de 100ml de meio de cuitura
n? 3. Para realizar o ensaio, preparar subcultura,
transferindo, com alga de platina, microrganismos
da cultura estoque para o mesmo caldo nutriente
e incubar, por 16 a 18 horas, a 37 °C. Determinar,
experimentalmente, a quantidade de gérmens para
o ensaio. Manter essa cultura sob refrigeragdo por
prazo ndo superior a 24 horas.

Procedimento 6

Saccharomyces cerevisige. {ATCC 9763). Manter
0 microrganismo em tubos contendo 10 m! de
meio de cultura n9 19 inclinado. Incubar os tubos
& 32.35 °C, durante 24 horas. Inocular 100 ml de
caldo nutriente — meio de cultura n® 13 — e
incubar, por 16 a 18 horas, a 37 °C. Padronizar
a suspensao conforme descrito noProcedimento 1.
A suspensfo pode ser estocada, por 4 semanas, &
temperatura nfo superior a 4 °C.

Procedimento 7

Saccharomyces cerevisiae. {ATCC 9763 e ATCC
2601). Seguir o indicado no Procedimento 1.
Incubar, porém, o tubo inclinado e o frasco de
Roux, com o meio de cultura n® 19, 2 30°C, o
aitimo por perfodo de 48 horas. A suspensdo pode
ser estocada, por 4 semanas, 3 temperatura nfo
superior a 4 C

Procedimento 8

Mycobacterium smegmatis. Manter o microrga-
nismo em tubos com meio inclinado contendo
10 ml do meio de cuitura n9 16 ¢ efetuar repiques
semanalmente. Incubar o tubo a 37°C, por
48 horas. Usando 3ml de solugdo fisiologica
estéril, transferir as culturas que cresceram no
dgar inclinado para frasco de erlenmeyer de
500mi, contendo 100ml de meio de cuitura
n? 14 ¢ 50 g de pérolas de vidro. Agitar a cultura
por rotagdo A velocidade de 130 ciclos por minuto,
nem raio de 3,5cm e A temperatura de 27 °C,
por periodo de cinco dias. Determinar a quanti-
dade de suspens3o a ser adicionada a cada 100 ml
de 4gar por intermédio de ensaio em placas.
A suspensfio pode ser estocada, por duas semanas,
4 temperatura nfo superior a 4 °C.
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Dessecacdo de substincias antibidticas

Usar para dessecagio dos padrdes o procedi-
mento indicado nos Métodos de Ensaio Microbio-
légico e, para as amostras, 0 método especificado
para cada antibidtico na respectiva monografia.

Método 1

Em ambiente de baixa umidade relativa, pulverizar,
caso necessdrio, a amostra para obter pé fino.
Empregar na preparagio da amostra quatro uni-
dades, quando forem analisadas formas farma-
céuticas como comprimidos, cdpsulas, drigeas ou
pastilhas. Transferir aproximadamente 100 mg
de amostra para pesa-filtro tarado provido de
tampa esmerilhada. Pesar o frasco e colocéd-lo em
estufa sob pressdo reduzida, inclinando a tampa
sobre a boca do frasco para assegurar que perma-
nega aberto durante a dessecagfo. Dessecar a
60 °C, sab pressfo de 0,67 kPa ou menos, durante
trés horas. Concluido o processo, introduzir ar
seco na estufa, submetendo-o a agente dessecante
como 4cido sulfirico ou silica-gel. Repor a tampa
e colocar o pesa-filtro em dessecador contendo
agente dessecante como pentdxido de fésforo cu
silica-gel. Deixar esfriar 4 temperatura ambiente e
pesar, calculando a perda porcentual de massa
da amostra.

Método 2

Proceder conforme o Método 1. Empregar, porém,
pesa-filtro tarado provido de tampa com tubo
capilas de didmetro interno da ordem de 0,20 a
0,25 mm, e dessecar sem remover a tampa.

Método 3

Proceder conforme 0 Método 1. Dessecar, porém,
a amostra a 110 °C, sob pressdo de 10,67 kPa ou
menos, durante trés horas.

Método 4

Proceder conforme o Método 1. Dessecar, porém,
o — L ol AL 1A LTI T_
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menos, durante duas horas.

Método 5

Proceder conforme o Método 1. Dessecar, porém,
2 amostra a 100 °C, sob pressdo de 5 mm de Hg
ou menos, durante quatro horas.

Método 6

Proceder conforme o Método 1, Dessecar, porém,
a amostra a 40 °C, sob pressio de 10,67 kPa ou
menos, durante trés horas.

Método 7

Proceder conforme o Método 1. Dessecar, porém,
a amostra a 25 °C, sob pressdo de 10,67 kPa ou
menos, durante quatro horas.

Método 8
A substincia antibiética ndo é submetida 4 des-
secacdo.
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Método de ensaio microbiolbgico

Todo o material deve ser adequado para o uso
pretendido e deve ser minuciosamente limpo,
apos cada utilizagdo, para remover qualquer vesti-
gio de antibidtico. O material deve permanecer
coberto quando ndo estiver em uso. Toda vidraria
destinada ao trabalho com o microrganismo deve
ser esterilizada em estufa entre 200 °C e 220°C
por periodo de 2 horas. Na dilui¢fo da solugio
padrio e amostra empregar frascos volumétricos,
pipetas ou equipamentos cuidadosamente 'cali-
brados.

V.5,2.17.1. - ENSAIO MICROBIOLOGICO POR
DIFUSAO EM AGAR

Para cada antibidtico relacionado na Tabela 1,
apresentada a seguir, verificar o meio de cultura
(conforme a relagio dos meios de cultura), a
quantidade de meio a ser usada na camada basc e
na camada semeada ¢ o microrganismo de ensaio.
O volume de indeculo a ser adicionado a cada
100 ml de meio de cultura deve ser determinado
experimentalmente. Entretanto, como referéncia
inicial, sugere-se quantidade de inbculo a ser
adicionado por 100 ml de meio.

Preparar a camada base através da adi¢fo de
quantidade apropriada de dgar fundido nas placas
de Petri, as quais devem ser especialmente selecio-
nadas, ter fundo plano, possuir dimensdes de 20
por 100mm e tampa de material apropriado.
Distribuir o dgar uniformemente nas placas, que
devem ser colocadas em superficie nivelada para
assegurar que a camada de meio tenha profundi-
dade uniforme. Colocar a tampa de cada placa ao
lado dessa; se for utilizada tampa nfo porosa,
deixd-la levemente entreaberta para evitar o
acimulo de umidade condensada a partir da
camada de dgar quente. Apds o endurecimento do
4gar, tampar as placas. Para preparar a camada
semeada — superficie —, adicionar o volume de
in6culo determinado para a quantidade apropriada
de meio de cultura que tenha sido fundido e
resfriado entre 48 °C e 50 °C, Agitar o frasco, por
rotagdo, para obter suspensdc homogénea e
adicionar a quantidade indicada do meio inoculado
em cada placa de Petri, contendo a camada base
nfo inoculada. Espalhar uniformemente a camada,
tampar as placas e permitir o seu endurecimento
sobre superficie plana. Ap6s o endurecimento do
meio, colocar seis cilindros de a¢o inoxiddvel, com
didmetro externo de 8 mm * 0,1 mm, diametro
intemo de 6 mm * 0,1 mm e comprimento de
10 mm £ 0,1 mm, sobre a superficie do 4gar inocu-
lado, de maneira que formem entre si dngulo de
60° ¢ com raio de 2,8 cm. Também podem ser
utilizados cilindros confeccionados em vidro,
porcelana ou aluminio e esterilizados nas condigdes
jé descritas. Em lugar dos cilindros, podem ser
perfurados, no meio, com furador estéril, pogos de
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5 a 8 mm de didmetro. Podem, ainda, ser usados
discos de papel, confeccionados com papel de
qualidade apropriada ou moldes de ago inoxiddvel.
Quando s3o usados discos de papel, eles devem
ser esterilizados, de ambos os lados, por meio de
limpada de esterilizagdo.

Preparacio da Solugio Padrfo de Trabalho e da
Curva Padrio

Para assegurar a validade do ensaio, usar pelo
menos trés* diferentes doses da substdncia que
estd sendo ensaiada, tendo presumidamente a
mesma concentragdo (atividade) que as solugdes
do padro de poténcia conhecida.

As doses usadas na curva de dosagem devem
estar em progressfc geométrica; por exemplo, pela
preparagfo de séries de dilui¢fo na razfio 2:1, uma
vez que para o sistema ¢nsaiado existe relagio
linear entre o logaritmo da concentragio do
antibi6tico ¢ o didmetro da zona de inibigfo.

A Tabela II, exposta 2 seguir, indica para cada
antibiético a preparagio da solugiio padrio de
trabalho e da curva padrio, compreendendo:

a) condi¢hes de dessecagfo, conforme Des-
secagdo de substdncias antibidticas.

b) solvente inicial para dissolugfo do antibi6-
tico, caso seja necessdrio, e até qual concentragio
¢é usado;

c) solugdo para diluigio até a concentragdo de
trabalho, conforme Solugdes;

d) concentragdo da solugio de trabalho, expressa
em peso ou Unidades Intemnacionais por ml de
solugfo;

e) prazo de validade da solugdo padrio de
trabalho sob refrigeragio;

f) solugfo empregada para diluigio da solugiio
de trabalho, por ocaside da preparagdo da curva
padiao, conforme Solugfes e

g) faixas de concentragio sugeridas, em peso ou
Unidades Internacionais por mi, dentro das quais
podem ser encontradas as concentragbes adequa-
das para a curva padrio.

A preparagfo das amostras dos antibioticos
estd indicada na respectiva monografia.

+ Em ensaios de rotina, quando a linearidade do sistema
foi comprovada em nimero adequado de experimen-
tos usando o ensaio de trés pontos, pode ser empre-
gado ensaio de dois pontos. Quando se emprega o deli-
neamento com mais de trés pontos, utilizar placas de
20 x 150 mm. Serd aceito, igualmente, o delineamento
5% 1, adotado oficialmente por outras farmacopéias
de uso internacional corrente. Todavia, em caso de
controvérsia ou litigio, deve ser aplicado o ensaic de
trés pontos.




Tabela 1 — Ensaio microbiolégico por difusio em dgar

Meio de cultura a ser Volume imi} de meio
usado {conforme a ser aplicado Volt
organismo 3. Meios de Cultura) nas carmadas iné
8ase Superficie Basa Superficia mi/
ococcus futeus 1 [R] 21 4 0
\TCC 9341)
otoccus luteus 1 11 21 4 0
L\ TCC 9341)
roceccus flavus 2 1 21 4 0
ternte 3 neomicing
ATCC 14452)
haromyces cerevisiae 19 8 t
{ATCC 9763)
peoccus luteus 2 1 pal 4 0
 TCC 7468)
pcoceus luteus 2 1 21 4 D
TCC 10240)
hylococcus aureus 2 1 21 4 1
ATCC 6538P)
sbacterium smegmatis 15 15 i0 6 1
{ATCC 607)
ius subtilis 5 5 21 4 {
CC 6633)
1o0Mmonas aeruginass 9 10 21 4 {
{ATCC 25619)
Wlococcus sureus 2 1 21 4 G
ATCC 6538P)
ylococcus aureus 2 1 21 4 0
ATCC 6538P)
wlococcus aureus 2 1 21 4 0
ATCC 6538F)




Tabela 1 — Ensaio microbiologico por difusSo em digar (cont.)

Msio de culturs a ser Volume (ml} de meio
usado (conforme a ser aplicado Vol
rorganismo 3. Meios de Cultura) nas camadas in
Base Superficie Baso Superficie mi;
phylococcus aureis 2 1 21 q |
{ATCC 6538P)
phylococcus aureus 2 1 21 4
fATCC 6538P)
phylococcus sureus 2 1 21 4
(ATCC 6538P)
phylococcus sureus 2 1 21 4
{ATCC 6538P)
phylococcus aureus 2 1 21 4
{ATCC 6538P)
phylococcus sureus 2 1 21 5
{ATCC 6538P}
phylococeus aureus 2 1 21 4
{ATCC 6538P)
crococcus luteus 11 i1 4 4
(ATCC 9341}
whylococous surtus 2 1 10 4
{ATCC 6538P)
crococcus lutgus 1" 1 21 4
{ATCC 9341)
crococcus futeus 1 1 21 4
fATCC 9341}
aphylococcus sureus 2 ) 21 4
{ATCC 653BF]
rdstalia bronchissptica 9 10 21 4
{ATCC 4617)




Tabela 1 — Ensaio microbiolégico por difusio em dgar (cont.)

Meio de cultura a ser

Volume (mi) de meio

usado (conforme a ser aplicado Vo
organismo 3. Meios de Cultura) nas camadas ir
Basa Superficie Base Superficia mi.
Hus subtilis 5 5 10 4
FCC 6633}
hylocaccus aureus 2 1 2 4
(ATCC 6538 FP)
lHus subtilis 5 5 21 4
"CC 6633}
ococcus futeus 11 11 21 4
A\ TCC 9341)
Ilus subtilis 5. 8 21 4
CC 6633)
ococcus futaus 1 1 21 4
\TCC 9341)
hylococcus aureus 2 1 21 4
ATCC 6538 P}
hylococcus epidermidis 1 1 21 4 i
{ATCC 12228}
OSPOIUMm gypseur 20 21 6 4
ATCC 14683)
ffus subtilis 8 8 10 4 1
"CC 6633)
hylococcus aureus 11 11 21 4 l
ATCC G538P)
hylococcus epidermidis 1 1 21 4
ATCC 12228)
haromyces cerevisiae 19 8
fATCC 2601)




Tabels 1 — Ensaio microbiologico por difusio em 4gar (cont.)

Meio de cultura a ser

Volume Im!) de meio

usado {conforme a ser aplicado Voiu
rganismo 3. Meios de Cuttura)l nas camadss ind
Base Superficie Base Suparficie ml /)
viococcus epidermidis 2 1 21 4 4
{ATCC 12228)
ylococcus aursus 2 1 21 4 0
\TCC 6538P)
ylococcus epidermidis 11 11 21 q 2
fATCC 12228}
telia bronchiseptica 9 10 21 4 0
fATCC 4517)
us subtilis 2 2 21 4 Q
~C 6633)
ylococcus aureys 2 2 21 4 0
\TCC 6538F)
yilococcus epidermidis " 1 21 4 0
{ATCC 12228)
us subtilis 8 8 10 4 {
-C 6633)

 ocasido do ensajo, através de difusdo em placas,
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Procedimento

Empregar, no ensaio, pelo menos seis placas
de Petri. Dispor as solugbes, em cada placa, de tal
forma que as solugdes do material de referéncia e
as da amostra estejam alternadas na camada
ineculada ¢ que nio estejam adjacentes 4 coneen-
tragio mais alta do padrio ¢ da amostra para
evitar a sobreposi¢do das zonas. Aplicar as solu-
¢Oes nos cilindros por meio de pipeta que libere
volume uniforme de liquido. Quando for usado
o sistemz de pogos, o volume de liquido aplicado
deve ser suficiente para enché-los completamente,
¢ quando forem usados moldes de ago inoxiddvel,
adicionar volume de 0,2 ml.

Incubar as placas na temperatura indicada, que
ndo deverd ter variagfo superior a £ 0,5 °C, duran-
te perfodo de 16 a 18 horas. Em seguida, medir o
didmetro das zonas de inibi¢fo; empregar disposi-
tive adequado para medida, como paquimetro,
régus milimetrada ou projetor dptico.

Para alguns microrganismos, o procedimento
pode ser melhorado se as placas preparadas perma-
necerem 3 temperatura ambiente por petiodo de
30 minutos a 2 horas, durante o qual ocorre a
difusfo do antibiético para o meio.

Célculo da Poténcia

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
substincia que estd sendo examinada e seus limi-
tes de confianga, através de método estatistico
padrio, descrito na se¢do V.5,

V.5.2.17.2. . ENSAIO MICROBIOLGGICO POR
TURBIDIMETRIA

Inocular o meio de cultura recomendado para
0 ensaio com quantidade conhecida do microrga-
nismo sensivel ao antibi6tico, de modo que, apés
incubagfo de aproximadamente quatro horas, a
turbidez bacteriana no meio seja de fdcil medida
¢ mantenha correlagfo entre a dose e a resposta
da substiincia em anilise.

A seguir, descrever-se-8o os antibidticos a serem
ensaiados pelo método turbidimétrico (Tabela IIT),
com microrganismo, meio de cultura, volume de
inéculo padronizado sugerido como referéncia
inicial e temperatura de incubagdo para cada caso.

Preparagio da Soluciio de Trabalho e da Curva
Padrio

Para assegurar a validade do ensaio a ser execu-
tado, empregar pelo menos trés doses* da prepa-
racdo padrio ¢ da substdncia que est sendo exami-
nada, as quais devem ter, presumidamente, a

* Pode ser necessirio realizar o ensaio com nimero
maior de doses do padrio e da amostra ou repeti-lo
¢ combinar os resultados para obter a precisio reque-
rida.

" ENSAIQ MICROBIOLOGICO DE ANTIBIOTICOS

mesma concentragdo que as solu¢des do padrio
de poténcia conhecidas. As doses usadas devem
estar em progressao logaritmica.

A preparagio das amostras dos antibidticos
estd indicada na respectiva monografia.

A Tabela IV, apresentada a seguir, indica, para
cada antibiStico, a preparagio da solugdo padrio
de trabalho e da curva padrdo, compreendendo:

a) condi¢Bes de dessecagdo, conforme Desse-
cagdo de substdncias antibioticas;

b} solvente inicial para dissolugio do anti-
bibtico, caso seja necessdrio, ¢ até qual concen-
tragdo € usado;

c) solugfo para diluigdo do antibidtico até a
concentragdo de trabatho, conforme Solugdes;

d) concentragdo de solugfo de trabalho, expresta
em peso ou Unidades Internacionais por mi de
solugfo;

e) prazo de validade da solugio pedrfo de
trabatho sob refrigeragfo;

f) solugfio empregada para diluigfo da solugdo
de trabalho, na ocasifo da preparago da curva
padrao, conforme Solugdes;

g) faixa de concentragfo, em pesc ou Unidades
Internacionais por ml, dentro da qual as concen-
tragSes adequadas para a curva padrdo podem ser
encontradas.

A concentracfo de referéncia do ensaio ¢ a dose
do meio ou a dose central da curva padrio.

Procedimento

Empregar para cada antibidtico o microrgs-
nismo e o caldo nutritivo j4 relacionados. Deter-
minar experimentalmente o volume de in6culo a
ser adicionado a 100 ml de caldo a partir da quan-
tidade sugerida como referéncia inicial. O meio
inoculado deve ser preparado e utilizado imedia-
tamente.

Distribuir, em tubos idénticos, volume igual de
cada uma das solugBes do padrio e da amostra;
adicionar para cada tubo volume igual de caldo
nutriente inoculado, por exemplo, 1 ml de solugio
com antibidtico e 9 mt do meio (0,1 ml de solugdo
para gramicidina e tirotricina). Pelo menos dezoito
tubos sfo usados para ensaio por retas paralelas
3x3; trés tubos para cada concentragio do
padrfio e da amostra. O nimero de replicagbes por
concentragdo em cada enszio deve ser suficiente
para assegurar a precisdo estatistica, especificada
na monografia. Incubar, em banho-maria, 4 tempe-
ratura adequada, por 3 a 4 horas, tomando a
precaugio de assegurar temperatura uniforme e
tempo de incubacfio idéntico para todos os tubos.
O tempo adequado deve ser verificado pela obser-
vagio do crescimento no tubo contendo a concen-
tragio de referéncia do ensaio. Apés o perfodo de




ENSAIO MICROBIOLOGICO DE ANTIBIGTICOS

incuba¢fo, interromper a multiplicagfo dos
microrganismos pela adigfo de 0,5 ml de solugfio
de formaldefdo, a 12 por cento, em cada tubo.
Determinar a absorvincia para cada tubo em
fotocolorimetro apropriado, no comprimento de
onda de 530 nm. Padronizar o aparelho em absor-
vincia zero através de branco contendo a mesma
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quantidade de caldo nutriente e formaldeido, a
12 por cento, em cada tubo.

Céiculo da Poténcia

A partir dos resultados, calcular a poténcia da
amostra & seus limites de confianga, através de mé-
todo estatistico padrfo descrito na se¢fio VI.5.




Tahela 2 — Preparagio da solugdo padrio de trabalho ¢ da curva padrio

Solugda padrdo de trabalho

b. c d. &,
Concentrags Pra
i;:ﬂ Solvente inicial sozf::?;’f " da salug:;oo val; J;erza
i (irer: 2) de trabalho solugdo sob
{/mi) refrigeragdo
R — Agua estdrit 1mg 7 dias
_ Agua estéril 0,1 mg 7 dias
—_— 2 01mg 14 dias
—_ Dimetilsulféxido 1 mg‘ Usar no mesmo dia
—— HCI 0,01 M 100 U1, Usar no mesmo dia
—_ H 1.000 U.L. 4 dias
—— 8 2Ud. 14 dias
E— 2 1mg 30 dias
——— H 1mg 14 dias
— 7 1mg 7 dias
—_ H 1mg Usar no mesmo dia
—_— H 1 mg 7 dias
—_— H Tmg 5 dias
——— Agua estéril 100 ug 7 dias
—_— f 1mg 5 dias
—_— H 1mg 3 dias
10,000 ug por ml 1 N 1mg 5 dias
na selucio 4
—— ! 1mg Usar no mesmo dia
Agua estélil 1mg 1 dia
—_—— H 1mg 5 dias
_ Agua estéril 1 mg 30 dias
e Agua estéril 1 my 30 dias
10.000 ug por ml H 1 mg 30 dias
oem dicool atflico
1 1mg 7 dias
10.000 ug por ml 4 1mg 14 dias
em dlcool etflico




Tabela 2 — Preparagfio da solugiio padrio de trabalho e da curva padriio (cont.)

Solucho padrfo de trabalho
a b, I3 d 8.
Condicdes de Solugf pars G‘;’;"’;’:,gg" e
t Salvents inicist diluicho de trabsito soluglo sob
fiter: 5} fitern 2) {/ml) refrigeraco
1 10.000 g por ml 2 1mg 80 dias
em Sicool metilico
8 —_— H 1mg 7 dias
na 6 —_ 2 1mg 30 dias
1 10.000 ug por ml 2 1my 14 dias
om dlcool metflico
1 _ 2 1mg 30 dias
8 —_ Agus estérit 1.000 U.). 7 dias
na 8 — ! 100 U.I. 4 dias
3 —_— 2 1 mg 30 dias
8 _ Dimetitformamids 1 mg* 90 dias
8 — 1 1mg 14 dias
1 _— 2 1mg 14 diag
1 _ 2 1mg 14 dias
4 _ Dimetilfarmamida 1,000 U.12 Usar no mesmo
5 10.000 ug por ml 2 1 my 5 dias
em dicool atitico
8 -_— 1 1mg 3 dias
1 — 2 tmy 21 dias
1 Agus estdrit? 4 10.000 U.1, 14 dias
8 —_— Alcool metflico 1mg 1 dia
8 _— 2 1mg 14 dias
1 — Agus estérit 1mg 7 dias

1@ estivil para caca 8 myg de padr8o.

{uclio de trabalho com dimetilsulfoxido, para obter concentraces entre 10 e 40 ug por mi conforme os pontos da curva §
Huco de trabalho com dimetilformamida, pare obter concentragBes entre 10 ¢ 40 unidades por mi conforme os pontos d:

lucEo de trabalho com dimetitformamida, pars obter concantraglies entrs 40 e 200 ug por ml conforme cs pontos da cury

svitromicina sob a forma de estolata, hidrotisar a solugfio de trabalho, em banho-maria, a 60°C, durants 2 horas.

tarmente as solucdes do padriio e amostra.

' trabalho deve permanecer durante uma noite 3 temperstura embiente para completa dissolugfo.

ypica, tomar precaucde: durants a petagem. O padrSo de trabalho deve permanecer a — 20 °C, am atmosfera de nitrogénio.




Tabela 3 - Ensaio microbiolégico por turbidimetris

Caldo nutriente Volume ds
Microrganismo {item 3. Meaips indculo
de cultural mi /100 mi
Staphylococcus saurevs [ATCC 6538P) 3 0,1
Staphylococcus aureus {ATCC 6538P) 3 0,2
Saccharomyces cerevisiaa (ATCC 3763} 13 0,2
Klebsiella pneumoniae [ATCC 10031} 3 0.08
Staphyilococcus aureus (ATCC 6538P) 3 0,4
Escherichia coli {ATCC 10536} 3 0,7
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) k4 0,1
Staphylococcus aureus {ATCC 6538P) 3 0.1
Kiebsiella pneumoniae (ATCC 10031) 3 o1
Staphylococceus aureus (ATCC 6538 P) 3 0.1
Eschorichia coli (ATCC 10536} 2 o1
Klebsielia pneuronise (ATCC 10031) 3 0,1
Streptococcus fascium (ATCC 10541) 3 1,0
Staphylococcus aureus (ATCC 6538 F) 3 0,1
Staphylococcus aureus (ATCC 6538F) 3 0,2
Staphylococcus aureus (ATCC 6538 P) 3 0.1
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) 3 0.1
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) 3 0.1
Streptococcus fascium (ATCC 10541) 32 1,0
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) 2 0,15

pamento estérit em todos os estégios.




Tabela 4 — Preparacio da soluglo paddiio e da curva padriic — Método turbidimétrico

Solugdo Padrdo de Trabatho
b. c. d. 5.

de - Solugho para st validads o

Ko Solvents inicial df!uu:ao de trobaiho solucso sob

/ (item 2) t/mi) refrigaropdo
_— Agua estéril 1mg 14 dias A
Agua estéril 1mg 30 dias A
— Dimstilsulféxido 1 mg Usar no mesmo dis A
- Agua estdril 1mg 7 dias A
—_— Agua estéril 1mg 30 dias A

10.000 ug por mi ! 1 mg 30 dias
em #lcool etilico

—_— HCI 00T M 1 mg 4 dias A
_ HCIOIM 1 mg 4 dias A
— Agura gstérit 1mg 30 dias A
- HCI 01 M 1 mg 5 dias A
- Agua estérit 1t mg 30 dias A
_— Agua estérit 1 mg 30 dias A
—_ Alcool etflico 95% 1mg 30 disas Alco
- Agua estéril 1 mg 30 dias A
- HCIo1mM 1 mg 2 dias A
—_ HCIO.T M 1 mg 4 dias A
—_— Agua estéril 1 mg 1 dia A
—_— HCIO, 1M 1 mg 1 dia A
—_ Alcool atilico 95% 1 mg 30 dias Alco
—_ Agus estéril 1mg 14 dias A

yamento estéril ern todas as etapas.

lugdo padriio de trabatho e a curva dose-resposta da gramicidina.
adrdo e amostras,




VI. PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS
APLICAVEIS AOS ENSAIOS BIOLOGICOS
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VI.1. GLOSSARIO DE SIMBOLOS

Tados os logaritmos desta secgfio sio em base 10.

SIMBOLO
a5 ...24

b

bl

P
P1P:P3

DEFINICAQ
doses das preparacBes ensaiadas
(amostras) 4..... z

estimativa da inclinagZo da linha de
regressfo da resposta em relagdo 2o
logaritmo da dose baseada em todas
as preparacfes do ensaio

namero de blocos (animais) num
ensaio cruzado

constante ussda na avaliago dos
limites de confianga (Tabela 15)
nimero de niveis de doses para cada
preparagdo num ensaio balanceado
graus de liberdade

numero de preparagBes em um ensaio,
incluindo a preparagdio padrio
nimero de tratamentos diferentes
dentro de um ensaio k= dh

ndimero de réplicas para cada tra-
tamento

numero de estimativas individuais da
poténcia

probabilidade

doses menor, média e maior da
preparacfo padrio P, em ensaios
com somente dois niveis de doses, p,
representa a dose maior

estimativa da variincia fornecida pelo
quadrado médio do erro na andlise
da variincia. Também usado com uma

letra ndice; por exemplo, sZ repre-

senta a varidncia do log poténcia M
estimativa do desvio padrdo, ou seja,
a raiz quadrada de s?

estatistico de Student (Tabela 3)
estatfstico de Dunnett (Tabela 12)
variincia para heterogeneidade entre
ensaios

coeficiente de ponderagfo

log dase — também usado com
indice para indicar uma preparagio
particular

média dos log dose

resposta individual ou resposta indivi-
dual transformada

resposta calculada para substituir um
valor perdido
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F,...E,

G, G, Gy

G

—

médias das respostas para as prepa-
ragSes padro ¢ amostra

amostras ensaiadas

soma das respostas para as amostras
A... .2

soma das respostas para as doses
menor, média ¢ maier da amostra A.
Para um ensaio com dois niveis de
doses, A, representa a resposta para
dose maior. Similarmente para outras
amostras ensajadas

soma das respostas para cada sujeito
(1 a 2n) em ensaio duplo cruzado
total incompleto das respostas em
fila ou bloco que tem um valor
perdido.

estatfstico usado no «cdlculo dos
limites de confianga (Férmula 14)
Mede a precisZo da inclinagfo

soma de respostas em cada coluna
(1 a n) em delineamento quadrado
latino

soma incompleta das respostas em
uma coluna de delineamento em
quadrado latino com um valor
perdido

constante estatistica da Tabela 18

constante estatistica para testar ho-
mogeneidade de estimativas indivi-
duais de logaritmo da poténcia

soma de quadrados para regressio
(Tabela 10)

razio de duas estimativas da varidncia
independentes (Tabelas 4 e 5)

soma das respostas na fasel ou
fase I} num ensaio cruzado

soma das respostas em cada uma das
filas. 1 a n em delineamento de
guadrado latine, ou em cada bloco
de um delineamento em blocos ac
acaso

estatistico utilizado no teste de
valores aberrantes

total incompleto das respostas em
um ensaio com exclusio do valor
perdido

intervalo entre log doses consecutivas
termo de corregfo usado na andlise
davariincia K = (Zy)*/N

intervalo de confianga em logaritmos
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Le

Mi, M,

Z

ML, M;

51701

N
Np, Ny

PPy Py

GLOSSARIO DE SIMBOLOS

intervalo de confianga em logaritmos
para média semi-ponderada
contrastes lineares para as prepara.
¢0es padrfo e amostra (Tabelas 8 e
9

estimativa do log da poténcia ou do
log da razdo de poténcia usada com
uma letra fndice em um ensaio
miltiplo, para denotar uma prepa-
ra¢do particular (M = log R)

limites de confianga da estimativa do
log da poténcia

média de vérias estimativas indepen.
dentes de M

estimativa do log da poténcia da
amostra A ou do log da razio de
poténcias antes de corrigit pela
poténcia suposta (M' = log R")
limites superior e inferior da estima-
tiva do log poténcia, antes de corrigir
pela poténcia suposta

ndamerc total de respostas no ensaio
nimero total de respostas para as
preparagbes Pe A

preparagio padrao

soma das respostas para a preparago
padrio

soma das respostas para as doses
inferior, média e superior da prepa-

Q..

RiR,

ragfo padrio P. Para ensaio de
somente dois niveis de dosegem, F;
representa as respostas para a dose
maior

soma de quadrados quadrdtica. A
partir da andlise da varidncia (Tabe-
las 9 ¢ 10)

contraste quadrdtico para as prepa-
ragBes padrdo e amostra (Tabela 9)
estimativa da poténcia da amostra
limites de confianga inferior e supe-
rior da estimativa de poténcia
estimativa da rezdo de poténcias
antes da corrego pela poténcia
suposta (R’ = antilog M")

constante especifica para testar valo-
tes aberrantes (Tabela 2)

poténcia suposta para a amostra 4,
quando se preparam as doses

total incompleto das respostas para
um tratamento excluindo o valor
perdido

varidneia do logaritmo de poténcia
individual

ponderagfo estatistica usada na com-
binagdo de vdrias estimativas, inde-
pendentes do log poténcia
semi-ponderagio de cada logaritmo
de poténcia numa série de ensaios




VI.2. FUNDAMENTOS

Ensaios biolbgicas

Sdo procedimentos destinados 2 avaliar a
poténcia de princfpios ativos contidos nas matérias-
primas e preparagdes farmacopéicas, utilizando
reagentes biolégicos tais como microrganismos,
animais, fluidos ¢ o6rgfos isolados de animais.
A caracteristica dos reativos bioldgicos € sua
variabilidade. Enquanto os reativos fisico-quimicos
podem ser definidos e padronizados para forne.
cerem resultadosidénticos em todos os laboratérios,
é impossivel definir totalmente os reagentes
biolégicos, apesar dos esforcos de entidades
internacionais neste sentido. Essa variabilidade
inerente aos reativos bioldgicos torna imprescin-
divel: 1) o emprego de padrdes de referéncia
adequados para se obter poténcias relativas e
2) o emprego de métodos estatisticos para os
delineamentos experimentais e andlise dos resul-
tados.

Delineamentos experimentais

O delineamento de uwm ensaio compreende:
2) selegio do conjunto de doses do padrdo (P) e
das amostras do desconhecido (4) que serdo
ensaiados; b) especificagfo das unidades experi-
mentais (animais, microrganismos, antj-soros,
sangue etc.); c¢) regras pelas quais se distribuirdo
as doses para as unidades experimentais; d) especi-
ficagbes das medidas ou outros registros que
devam ser procedidos em cada unidade experi-
mental. O melhor delineamento experimental é
aquele que produz a informagdo desejada com a
maior eficiéncia.

Por dificuldades préticas, pode ser impossivel
alcangar este objetivo. Portanto, para cada ensaio
podem-se empregar diferentes delineamentos expe-
rimentais, de acordo com a disponibilidade de
pessoal, reagentes e tempo. Todos os delineamen-
tos que fornegam ensaios védlidos e de precisdo
adequada, como resultado final, sZo cientifica.
mente aceitdveis. Além disso, devem compreender
algum sistema que assegure distribuigfio ao acaso
das unidades experimentais para as diversas doses
utilizadas.

Acaso e vicio

Deve-se fazer distribuigfo 2o acaso utilizando
aparclho empregado em jogos de azar ou tabela de
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nimeros aleatérios, Convém assinalar que este
procedimento ndo elimina todos os vicios. Por
exemplo, por efeito do acaso, os animais de
maior peso poderdo ser destinedos a determinada
dose e esta diferenga de pesos viciar os resultados.
Portanto, deverd ser criado o equilibrio, ou seja,
deve-se classificar os animais por faixa de peso ¢
distribuir, 20 acaso, aqueles de mesmo peso para
todas as doses e preparagdes (padrdo e amostra).

Anédlise estatfstica

E procedimento matemdtico aplicado aos
resultados experimentais para estimar a poténcia
da amostra ¢ avaliar a validade e precisdo do
ensaio. Os métodos de andlise se relacionam com
os delineamentos experimentais utilizados.

Resuftados

Expressar os resultados de avaliagZo bioldgica
como estimativa da poténcia relativa (R), que
serd a melhor expressdo da verdadeira poténcia
relativa (p), impossivel de ser calculada com
certeza, devido & variabilidade dos reativos
biolégicos, Tal estimativa da poténcia relativa
deve ser acompanhada por limites de confianca
inferior e superior (Ri, Rs). Estes limites definem
o intervalo de modo que seja pré-determinada a
probabilidade (p) de a verdadeira poténcia relativa
(p) estar fora deste intervalo. As probabilidades
de erro mais utilizadas nos ensaios bioldgicos sdo
p=5%ep = 1%,1ambém expressas comop = 0,05
e p=0,01. As monografias estabelecem especifi-
cagBes para a amplitude aceitdvel desses intervalos
em relagfo 4 poténcia estimada. Estas especifica-
¢Bes levam em conta a dificuldade dos métodos e
a necessidade pratica de se estimar a verdadeira
poténcia com determinada precisfo. Nos casos
nso especificados explicitamente entenderse-d
que a probabilidade de erro utilizada no cdlculo
dos limites é p = 0,05. Para alcangar os limites de
confianga especificados deve-se, ds vezes, realizar
mais de um ensaio. Para se obter uma estimativa
da poténcia com intervalo de confianga reduzido,
deve-se combinar estatisticamente os resultados
destes ensaios independentes.

Os procedimentos de céleulo sfo planejades
para o ensaic de amostra dnica. No caso de serem
ensaiadas vdrias amostras simultaneamente, empre-
gar as modificagfes descritas neste volume.




VI.3. VALORES ABERRANTES

Todas as respostas obtidas sem obedecer estri-
tamente o protocolo pré-estabelecido devem ser
eliminadas. Quando, ap6s tabular as demais
respostas, se observarem valores aparentemente
aberrantes, a decisfo de manté-los ou elimind-los
deve basear-se em critérios estatisticos, como os
descritos a seguir:

10) Critério baseado na variagdo dentro de um
finico grupe de respostas supostamente equiva-
lentes. Em média, para relativamente poucas
respostas idénticas dentro do grupo, serdo despre-
zadas observagBes vdlidas em 2 ou 4% das provas.
Comegando com o valor supostamente aberrante,
* indicar as respostas em ordem de magnitude de
¥: @ YN, onde N representa o nimero de obser-
vagBes ro grupo. Calcular

Gy = (y3-y1)/(yn-¥1),quandoN=327
Gyi= (¥3-y1/(¥n.,~YihquandoN =82 13 ou
Gy= (Y3-¥1H(yn.2¥1).quandoN=14224

Se G,, G, ou G; excedem o valor critico dado
pela Tabela 1 para o valor correspondente de N,
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existe base estatfstica para a eliminagio do valor
suspeito.

20) Critério que contempla a amplitude de uma
série K = 2 ou mais grupos de igual tamanho.
Os grupos podem receber diferentes tratamentos;
porém, todas as n respostas dentro de cada grupo
decorrem do mesmo tratamento. Calcular os
intervalos em cada um dos k grupos, subtraindo
a resposta menor da maior. Dividir o maior dos k
intervalos pela soma de todos eles. Comparar este
valor (R+) com a Tabela 2. Se k for menor ou
igual a 10, usar os valores tabulados na parte
superior da tabela; se maior, multiplicar R+ por
(k +2) e interpolar, se necessdrio, entre 0s valores
tabulados na parte inferior da mesma. Se R+
exceder o valor tabulado ou interpolado, o grupo
com intervalo maior ¢ suspeito {(p = 0,05) e 2
observagfo de seus dados permitird identificar o
valor que, entdo, se considera aberrante. O proce-
dimento pode ser repetido com os demais inter-
valos s¢ houver suspeita de valor aberrante em um

segundo grupo.

B ]




VI.4. ENSAIOS DIRETOS

 Mede-se diretamente as doses de cada prepara-
¢do (padrfo e amostra) necessirias para produzir
respostas  pré-determinadas em cada unidade
experimental de dois grupos equivalentes de
animais ou outros reativos biol6gicos. Exemplo
tipico € o ensaio biologico de digital. Preparar as
solugdes do padro e amostra de modo que conte-
nham aproximadamente a mesma poténcia,
levando em consideragSo a atividade declarada da
amostra ou a estimada em ensaios prévios (S4).
Transformar cada resultado (dose eficaz) em
logaritmes (x) e calcular os valores médios dos
logaritmos das doses eficazes para o padrio (Xp)e
para a amostra (X4). Calcular a poténcia relativa
da amostra (R’), antes de ajustar pela poténcia
suposta, como o antilogaritmo de M', em que:

1)
Calcular a varifincia de M’ como a soma das varidn-
cias das duas médias, a partir da equagfo

M'=)-(p-)-(A

2 _ 21,1
T (NP+NA) @
em que
2.2, T z_(z )2
52_[" *p (PXP)/hP]+[AxA Eal/Na
x = Np + Np - 2 3

Np & N, so os nimeros de animais tratados
com padrfo ¢ amostra; lz,:e § representam soma-

térios dos resultados calculados para as duas
preparagGes. Calcular os limites de confianga
como:

Ry

]

= antilog (M’ 2 tspp)
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Obter o valor apropriado de t na Tabela 3, de
acordo com os graus de liberdade (gl) dados pelo
denominador da equagdo (3).

Caicular a poténcia relativa da amostra e os
limites de confianga, levando em consideragio a
poténcia suposta dz amostra (S,) utilizada para
preparar as dilui¢des:

R =antilogM )
em que
M= M +logSy (5)
com limites de confianga
* = antilog [M £ tspe] M

Rj
Neste ensaio, sy € igual a sy’

Para que o ensaio seja vélido, a varidncia de
xp deve ser a mesma de x4, diferindo somente por
erros de amostragem. Para testar, calcular as
variincias e dividir a maior pela menor. Deste
modo, obtém-se uma relagfo de varidncias (F).

Calcular a varidncia de xp do seguinte modo:

b 2_(2
2 _ PP p"r)'/“l' ®
Sxp Np-1

Calcular analogamente S:A (8a)

A distribuicdo da razfio de varidncias (F) encon-
tra-se nas Tabelas 4 e 5, porém para este teste oS
valores da Tabela4 correspondem a p=0,10 ¢
os da TabelaS a p=0,02. O valor F do ensaio
nio deve ultrapassar o valor da tabela, correspon-
dente aos graus de liberdade do numerador ¢
denominador com que se obteve F. Os graus de
liberdade sio aqueles dos denominadores das
varidncias das equagBes (8) ¢ (8a).




V1.5. ENSAIOS INDIRETOS QUANTITATIVOS

Natureza e vafidade

Em geral nffo é possivel medir diretamente a
dose eficaz. Por essa razdo, a poténcia é determi-
nada indiretamente, comparando as resposias
produzidas em escala quantitativa, por exemplo,
peso, por doses conhecidas do padrfo com aquelas
produzidas por uma ou mais doses de amostra.

Num intervalo restrito de doses, as respostas ou
sua transformagio conveniente (logaritmo, probito
etc.) apresentam relagfo linear com o logaritmo
das doses cormespondentes. Usar dois ou mais
niveis de doses do padrio ou, preferencialmente,
do padrfio e amostra para determinar a posigio e
a inclinagio da reta. Proceder em cada ensaio
desta maneira, pois, dependendo da sensibilidade
dos reativos biol6gicos utilizados, pode varar
tanto a posigio quanto a inclinagfo da reta.

Cada tratamento consiste de uma dose fixa do
padrio (py, P2, pa etc) ou da amostra (ay, a3,
a3 etc.) ¢ é administrado a um certo nimero (r)
de wunidades expetimentais {animais, &rgfios,
culturas, tubos etc.). Registrar 71 respostas, ou
sejs, uma para cada unidade experimental. Para
que os métodos apresentados neste capitulo
sejam vélidos, devem-se cumprir as seguintes
condigBes:

1) a3 unidades experimentais correspondentes a
cada tratamento devem ser selecionadas ao acaso;

2) para cada tratamento, as respostas ou a
transformagfo das mesmas usadas no cdlculo (y)
constituem amostra de distribuigfio normal;

3) o desvio padrio da resposta ou de sua
transformagdo ¢ independente do nivel de res-
posta, ou seja, é igual para todos os tratamentos,
56 diferindo pelos erros de amostragem;

4) a resposta, ou sua transformagfio utilizada
nos célculos (v), tem relagfiolinear com o logaritmo
da dose (x) no intervalo de doses utilizadas;

5)a linha reta correspondente a uma ou mais
amostras deve ser paralela 4 do padriio.

A partir de estudos preliminares do método de
ensaio, € possivel supor o cumprimento das
condigtes 2 e 3. De posse dos resultados de cada
ensaio, pode-se testar as condigdes 4 ¢ 5. A condi-
¢fo 4 (linearidade) s6 pode ser verificada em
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ensaics em que se aplicam pelo menos trés dilui-
¢Bes de cada preparagio. Quando se realiza ensaio
com somente duas diluiches, presume-se que &
linearidade do sistema foi previamente estabelecida.
A condigio 5 (paralelismo) deve ser testada em
cada ensaio. Neste, nunca se devemn utilizar menos
de duas diluigBes de cada preparacio.

Se nfo for cumprida qualquer das condigBes
de 1 a 5, os métodos de cdlculo descritos neste
capitulo nfo sio confidveis ¢ tornam-se neces-
sirios estudos para estabelecer as conclusBes
corretas.

E conveniente que a amostra seja ensaiada com
doses cujas respostas sejam aproximadamente
iguais 2quelas obtidas com as correspondentes
doses do padrfo. Isto auments & precisio do
resultado. Denominar 2 poténcia suposta para a
amostra S4.

Expressio de poténcia e restricdes

Realizados os testes de validade correspondentes
e sendo satisfatorios os resultados, pode-se expres-
sar a poténcia relativa de cada amostra em relagfio
a0 padrfo com uma razfo de poténcias ou conver-
ter em unidades apropriadas paracada amostra, por
exemplo unidades intemacionais, nacionais, uni-
dades de peso etc. Também podem-se calcular o8
limites de confianga a partir do conjunto de dados
obtidos no ensaio.

Para simplificar os cdlculos da anglise estatistica
apresentados reste capftulo, é necessirio impor
as seguintes restrigbes ao delineamento dosensaios:

a) testar cada preparago, padrfo e amostra,
com o mesmo nimeto de diluigSes. Apresentam-se
formulas para ensaios farmacopéicos, utilizando
dois e trés niveis de doses pata cada preparagdo;

b) manter constante em cada ensaio a razfo
de doses consecutivas para todos os tratamentos ¢

c) obter o mesmo namere de respostas para
cada tratamento.

Caso alguma resposta for perdida, esta pode ser
estimada pelos métodos apropriados a cada deli-
neamento apresentado neste capftulo; e se se
perder um tratamento, atender ao especificado na
se¢io de Ensaios parcialmente balanceados.




VI5.1.

VIL.5.1. TIPOS DE DELINEAMENTO

Ao acaso

Quande as unidades experimentais forem, na
sua totalidade, razoavelmente homogéneas e nfo
houver indicagfio de que a variabilidade da res-
posta poderd ser menor em certos subgrupos,
proceder 3 distribui¢fo das unidades experimentais
para os diferentes tratamentos ao acaso.

Havendo possibilidade de alguns subgrupos
como, por exemplo, camadas, posigBes em estantes
ou dias de experimento, serem mais homogéneos
que a totalidade das unidades, a precisio do
ensaio pode ser aumentads introduzindose uma
ou mais restriges no delineemento experimental.

8locos so acaso

Possibilita segregar uma fonte de variagdio tal
como a sensibilidade de diferentes ninhadas de
animais ou 8 variagfo entre as placas de Petri no
ensaio microbiolégico por difusio. Este planeja-
mento obriga que cada tratamento seja aplicado
uma vez em cadz bloco (ninhada, placa etc.) e 56
pode ser realizado quando o bloco for suficiente-
mente grande pera acomodar todos os tratamentos.

Cruzado

Utilizar este planejamento quando o experi-
mento puder ser dividido em blocos. Contudo, s6

- & possivel aplicar dois tratamentos por biocco.

O

Por exemplo, um bloco pode ser um animal
possivel de ser testado em duas ocasiGes diferentes.
Tem como objetivo aumentar a precisdo, elimi-
nando a influéncia da variaggo dos animais, a0
mesmo tempo que se equilibram os efeitos de
quaiquer diferenga entre os niveis gerais de res-
posta, nas duas etapas do ensaio. Denominar
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duplo cruzado o ensaio com duas doses do padric
e da amostra, e triplo cruzado aquele de trés
doses de cada preparagdo. Proceder o ensaio em
duas fases conforme o periodo de tempo definido
no método. Dividir os animais em quatro ou seis
grupos e realizar um tratamento em cada grupo
na primeira fase. Na segunda fase, os animais que
receberam uma preparago receberio outra; 08
animais que receberam doses menores, nesta
etapa receberfo as maiores. Seguir o esquema
da Tabela 6.

Quadrado lstino

Adequado quando a resposta pode ser afetada
por duas fontes de variaglo, cada qual podendo ter
k niveis diferentes. Por exemplo, se se realiza o
experimento em k dias diferentes e por k experi-
mentadores, ou se realiza um ensaio de antibié-
ticos por difusfo em placa, no qual os tratamentos
podem ser aplicados num esquema de k- k, onde
cada tratamento s6 ocorre uma vez em cada fila
e em cada coluna. Utilizar somente quando o
némero de colunas, filas ¢ tratamentos for igual.

As respostas sdo registradas em forma de um
quadrado denominado latino. Existem muitas
possibilidades de quadrados latinos encontradas na
literatura especializada. A partir de um podem-se
confeccionar outros, altemando ao acaso filas
efou colunas. A Tabela 7 apresenta exemplo de
quadrado latino com duas doses do padrio ¢ da
amostra.

Parz quelquer delineamento, a distribuiggo das
unidades experimentais nos blocos deve ser feita
por procedimento ao acaso, sendo as unidades
mantidas o mais uniformemente possivel antes e
durante o experimento.
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VI.5.2. ANALISE DE VARIANCIA

Tem por objetivo estudar a validade do ensaio
¢ calcular o erro residual. Com excegdo do cdlculo
do erro residual, a andlise dos dados de um ensaio
¢ idéntica para os delineamentos ao acaso, blocos
ao acaso e quadrado latino. A seguir, serfo deseri-
tas as férmulas para a andlise de cada tipo de
ensaio. Consultar o glossdrio de simbolos. As
férmulas sfo apropriadas para o caso em que se
esteja comparando uma Gnica amostra (4) contra
o padrio de referéncia (P), como também para o
caso de ensaios miltiplos onde estejam incluidas
h-1 amostras (4...Z). As férmulas para os
ensaios cruzados nfo se enquadram no esquema
geral e serfo apresentadas separadamente.

Se necessdrio, transformar as respostas (y) para
cumprir as condigdes de validade descritas. Somar
todos os valores y para cada tratamento e para
cada preparagio, como se observa nas Tabelas 8 ¢
9. A partir destes dados, obter os contrastes
lincares relacionados com as inclinagBes das
linhas dose-resposta.

Quando s90 ensaiadas trés doses de cada prepa-
ragfo se obtém também contrastes quadriticos,

que representam a curvatura das linhas. Ver
férmulas nas Tabelas 8e 9.

A variagfio total de respostas decorrente dos
diferentes tratamentos pode ser dividida como se¢
mostra na Tabela 10. As somas de quadrados s@o
obtidas a partir dos valores das Tabelas 8 ou 9.
K representa o quadrado da soma de todas as
respostas obtidas no ensaio dividido pelo nimero
total das mesmas:

K = {(Zy)’/N}

Calcular o erro residual do ensaio subtraindo
as variagGes controladas no delineamento da
variagiio total nas respostas (Tabela 11). Nesta
tabela, Zy® representa a soma dos quadrados de
todas as respostas registradas no ensaio. Convém
assinalar que a soma de quadrados reduzida
correspondente ao item tratamentos ¢ igual ao
somatério das somas de quadrados reduzidas da
Tabela 10 e que, para o quadrado latino, o nimero
de respostas replicadas (n) € igual ao niimero de
filas, colunas ou tratamentos (k).
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VI1.5.3. TESTES DE VALIDADE

Para ensaiar a significincia das fontes de variagio
relacionadas na Tabelz 10, cada soma de quadra-
dos reduzida obtida na tabela deve ser dividida
pelo niimero correspondente de graus de liberdade
para s¢ obter os quadrados médios. O quadrado
médio do erro residual (s*) é quociente similar,
obtido da linha apropriada na Tabela 11.

Para obter a razdo conhecida como F, dividir o
quadrado médio de cada fonte de variagdo a ser
testada por s?. Calcular a significincia de cada
fonte, utilizando as Tabelas 4 ¢ 5, em que se
encontram valores de F criticos para probabilidade
de erro de 5% (p=0,05) ¢ 1% (p=001). Os
valores de F criticos séio obtidos na coluna corres-
pondente ao nuimero de graus de liberdade asso-
ciado ao quadrado médic da fonte ensaiada
(gl;) e na fila da tabela correspondente ao nimero
de graus de liberdade associado com s (gly).
Se o valor de F calculado for maior que o valor
tabulado, a fonte de variagdo ensaiada ¢ consi-
derada ‘“significativa™ para o nivel de probabi-
lidade utilizada.

Considerar os ensaios “estatisticamente vilidos”
s¢ 0s testes apresentarem os seguintes resultados:

1) Regressio significativa, ou s¢ja, F calculado
maior que o tabulado para uma probabilidade
p=001. Indica que a inclinagio da linha dose-
resposta € satisfatoria;

2) Termos quadréticos nfo significatives, ou
seja, os valores de F calculados devem ser menores
que aqueles tabulados para p=0,05. Equivale a
satisfazer a condi¢do de linearidade da relagdo
entre a transformagdc da resposta utilizada e o
logaritmo da dose;

3) Paralelismo nio significativo. Caso se estejam
ensaiando vdrias amostras simultaneamente e se
obtenha um desvio significativo do paralelismo,
isto pode ser devido a utilizagdo de alguma prepa-
ragio que forneceu linha dose-resposta com uma
inclinacio diferente em relagdo as outras amostras.
Neste caso, calcular o valor de t' para cada prepa-
ragio 4 . . . Z, usande a equago

Lp-L,
T 2svm

Cada t' calculado deve ser comparado com o
valor da Tabela 12, onde gl; = h-1 e gl, € igual
20 nimero de graus de liberdade asseciado com s
Se encontrar valor de t “significativo” para alguma
amostra, todos os dados relativos a esta preparagdo

:

t 9
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devem ser eliminados do ensaio e 2 anélise repetida
desde o inicio.

Em ensaios com erro residual muito grande,
uma razgo F “significativa” para o termo prepara-
¢Bes pode indicar que a suposigfo de poténcia que
serviu de base para a preparagio das diluigdes
ndo foi correta. Isto ndo & condi¢do de invalidade.
Chegando-se a essa conclusdo, a poténcia estimada
no ensaio pode ser usada como poténcia suposta
em ensaios posteriores.

Nos testes de paralelismo e quadrdticos podem
ocorrer por acaso valores de F muito baixos,
menores que 1. Se isto acontecer repetidamente,
pode ser indicagio de que nfio se cumpriram as
condigbes supostas, o que deve ser investigado
mais profundamente.

No caso de ensaios cruzados, com esquema de
cdlculo especial, as formulas a utilizar encontram-
se nas Tabelas 13 e 14.

Existem trés termos de interagdes devidos s
réplicas dentro de cada grupo: fases x preparagdes,
fases x regressdo e fases x paralelismo.

Como nos delineamentos anteriormente discu-
tidos, cada soma de quadrados reduzida deve ser
dividida pelo nimerc correspondente de graus de
liberdade para se obter os quadrados médios.
No caso do delineamento duplo cruzado, obtém-se
dois quadrados médios correspondentes aos erros

1 e II, que s¢ denominam sf e slzl. Dividir o

quadrado médio de cada fonte de variagdo pelo
s? apropriado para se obter a razdo F.
Para as fontes paralelismo, fases x preparagdes,

fases x regressdo, utiliza-se s%.

fontes, utiliza-se s ]21.

Calcular a significincia da fonte utilizando as
Tabelas 4 e 5. Se o F calculado for major que o
valor tabulado, para os graus de liberdade da fonte
ensaiada (gl,) ¢ do s? correspondente (gl,), a
fonte de variagio ¢ considerada ‘‘significativa”
para o nivel de probabilidade utilizada (p = 0,05
oup=0,01).

Para qué o ensaio seja vélido, a regressdo deve
ser significativa e o paralelismo e as trés interagdes
nfo devem ser significativas.

No ensaio cruzado, o teste de paralelismo nfo
é muito sensivel, pois depende da variagZo entre
blocos (animais).

Estabelecida a validade estatistica dos ensaios
feitos com qualquer delineamento, calcular a
poténcia e os limites de confianga pelos métodos
descritos a seguir.

Para as outras
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VL.5.4. ESTIMATIVA DA POTENCIA E LIMITES DE CONFIANCA

Calcular primeiro a resposta média para cada
preparagfo (e, ¥a . - . ¥z)
- _ P
» 'N?;
e analogamente para outras preparagdes.
Chamando 1 o intervalo entre log dose conse-
cutiva de cada preparagio nos ensaios com duas
doses de cada preparagio obtém-se a inclinacdo
comum (b), a partir da equagio

b= LP+LA +"‘LZ
- Inh

(10)

an

Para ensaios com trés doses de cada preparagio,
o denominador Irh deve ser substituido por
2 Inh.

0 logaritmo da razfio de poténcias da amostra 4
(M), antes de corrigir pelo valor de 84, €

M-S o

A poténcia calculada € estimativa da verdadeira
poténcia de cada amostra. Os limites de confianga
(com 5% de probabilidade de excluir a verdadeira
poténcia) podem ser calculados como o antilo-
garitmo da férmula

Maq_ o  VC /1 1 Op-Yaf
Ma - MAt T VRN, T Eoee . P
em que

C E/NE-s*t?) (14)

Obter E da Tabela 10. O s? € o erro residual da
Tabela 11 dividido por seus graus de liberdade e t
se encontra na Tabela 3 de acordo com os graus de
liberdade de 52.

Para e¢nsaios balanceados de 2 e 3 doses por
preparagio, a férmula para os limites da equagdo 13
pode simplificar-se:

N (c-1)(c1.r; + 1) 45

em que ¢ ¢é coeficiente obtido na Tabela 15 e
C, medida da significincia da regressio. Em
ensaio com inclinagio bem definida o valor de C
estard muito préximo da unidade.

Obter a razfo de poténcia (Ry) e os limites de
confianga (R, R;) tomando os antilogaritmos dos
valores obtidos a partir das férmulas 12 ¢ 15, apds
somar log S5 a ambos:

CMy +
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My = M) +logSy (16)
Ra = antilog Ma ($\)]
Ma, = Ma, + logSa a8)
Ma; = Maj + logSa (19
Rag = antilog MAS Ry; = antilog Ma;
Valores perdidos:

Em ensaio balanceado requerse o mesmo
nimero de observagGes em cada total. Se aiguma
resposta for perdida por causa nfo relacionada
com os tratamentos aplicados, como a morte de
um animal ou a quebra de algum tubo de ensaio, a
andlise estatistica torna-s¢ muito mais complexa,
Pode-se restabelecer o equilibrio de dois modos:

1) Reduzir o ndmero de observagGes nos grupos
maiores até que o namero de respostas scja o
mesmo para cada tratamento. B¢ o delineamento
for totalmente ao acaso, pode-se subtrair a média
de cada grupo maior, tantas vezes quantas forem
necessdrias, ou eliminar uma ou mais respostas
de cada grupo maior, selecionando-as ac acaso.
Para ensaio de blocos ao acaso, conservar somente
os blocos completos;

2) Alternativamente, um grupo casualmente
menor pode ser recomposto no tamanho original,
quando o nimero de respostas perdidas nfo for
maior que um em qualquer tratamento ou 5% no
total do ensaio. Neste caso, calcular a substituigio
do valor perdido. Perde-se um grau de liberdade
na varidncia do erro s* para cada valor substituido.

2) Se o delineamento ¢ totalmente ao acaso,
substituir o valor perdido pela média das respostas
restantes do grupo incompleto;

b) Se o delineamento € de blocos a0 acaso,
substituir o valor perdido aplicando a formula

, _nB +kT' -G
Y =T m-1)k-1)

em que B’ € o total incompleto das respostas no
bloco que contém o valor perdido, T' € o corres-
pondente total incompleto do tratamento que tem
o valor perdido, G’ é a soma de todas as respostas
registradas no ensaio. Como se definiu anterior-
mente, n é o nimero de bloces e k é o nimero
de tratamentos ou doses;

¢} Se o ensaio estiver baseado em delineamento
de quadrado latino, o valor perdido (y") se obtém
dz equagio

,_ k(B'+C' +Th-2G
Y= DY)

(20

(2n
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em que B’ e C' 540 as somas das respostas nas filas
¢ colunas, respectivamente, que contém o valor
perdido. Neste caso, k =n.

Se houver perda de mais do que um valor,
substituir temporariamente, pela média do trata-
mento respectivo, todos os lugares vazios, exceto
um. Completar este lugar com o valor y’, calculado
pela equaghio 21. Substituir um por um os valores
que haviam sido colocados temporariamente;
usando o valor calculado com a equagio 21.
O processo se repete desde o inicio (29 ciclo) e
assim sucessivamente, até se obter, em dois ciclos
consecutivos de cdlculo, conjunto estdve] de valo-
res y' para todas as observagGes perdidas.

Se o nimero de valores substituidos for pequeno
em relagio ao numero total de observagSes do
ensaio {menor que 5%), a aproximagfo decorrente
das substituicoes descritas e da redugdo dos graus
de liberdade, equivalente ao niimero de valores
substituidos, ¢ geralmente satisfatéria. Porém, a
anilise deve ser interpretada com cuidado, sobre-
tudo se existe predomindncia de valores perdidos
em um tratamento ou bloco particular. O mesmo
¢ vilido para o caso de valores perdides nos
planejamentos cruzados.

Ensaios parcialmente balanceados

Se a poténcia presumida das amostras (usada
para calcular as doses de ensaio) for muito dife-
rente da verdadeira poténcia, ¢ possivel que a
dose maior fornega resposta mdxima ou que a
dose menor fornega resposta muito baixa ou nula,
Estas respostas estario fora da zona linear da
curva log doseresposta e os testes de validade
indicardo curvatura efou desvio de paralelismo
“significativo’.

Neste caso, as respostas 3 dose maior ou menor
d2 amostra podem ser desprezadas, calculando-se
um valor de poténcia relativa a partir dos dados
remanescentes. Esta poténcia pode ser tomada
como poténcia suposta para selecionar doses de
amostra para outro ensaio, com o objetivo de se
obterem respostas similares ac padrfo e, deste

ESTIMATIVA DA POTENCIA E LIMITES DE CONFIANGCA

modo, aumentar a precisfo do resultado. A equa-
¢80 que se emprega para calcular a poténcia é:

M, = "A;yl’ + If2 (22)

Esta formula ¢ similar 2 férmula 12, porém
subtrai-se a metade do intervalo log-dose quando
s¢ omitirem as respostas da dose menor e adiciona-
s¢ 0 mesmo intervalo quando se desprezar a
dose maior.

As respostas médias ¥4 e ¥p sdo obtidas da
mesma forma que nos ensaios totalmente balar-
ceados (formula 10), porém deve-se intreduzir
modificagfo no célculo da inclinagfo (b) de
acordo com o delineamento do ensaio.

Para ensaios multiplos, que originariamente
teriam duas doses de cada preparagfio, os contras-
tes lineares (Lp . . . Lz) devem se formar excluindo
Ly (como as respostas parz a, ou a; foram
eliminadas, ndo ¢ possivel formar um contraste
La). Calcular a inclinago a partir da média dos

valores de L dividida por In:
Lp +... L,
b= e (23)
Para ensaic simples com uma amostra:
b= 4

In

Para enszios multiplos com trés doses de cada
preparagio, obter Lp da Tabela8 e todos os
outros contrastes da Tabela9. A equagio para a
inclinagio é:

y o 20pt. tlg) Ly

In@h-3) (%)

Se existir uma tnica amestra, a equagio se
reduz a:

2Ly + Ly

STn (26)

~—




VI.6. MEDIAS MOVEIS

No caso particular do ensaio biolégico da
heparina, o intervalo entre a dose que permite a
coagulagfo e aquela que a inibe é tdo pequeno que
a curva dose-resposta nfo pode ser determinada
explicitamente. Para interpolar o logaritmo da
dose correspondente a 50% da coagulagio, tanto
para o padrfio quanto para a amostra, utilizam-se
as médias méveis.

Cdlculo da poténcia

Transformar em legaritmo os volumes da prepa-
ragfo padrio usados em 5 ou 6 tubos que consti-
tuem a série, de modo que 2 ou 3 tubos apresen-
tem graus de coagulagfo iguais ou menores que
0,5 e 2 ou 3 tubos tenham graus iguais ou maiores
que 0,5.

Confeccionar tabela correlacionando os tubos
numerados consecutivamente com o grau de
cozgulagdo observado.

Denominar x os logaritmos dos volumes utili-
2ados e y os graus de coagulagdo correspondentes.
Calcular as médias emparelhadas x; ¢ y; dos tubos
1,2e3,dostubos 2,3 ¢ 4, dos tubos 3,4 e Se,
quando a série consistir de 6 tubos, dos tubos 4,
5 e 6, respectivamente. Se para um destes pares
de médias o grau de coagulagfo médio y; & exata-
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mente 0,50, o correspondente x; ¢ a mediana do
logaritmo do volume da preparagfio padriio x.
Casc isto nfo ocorra, interpolar o Xp a partir dos
valores emparelhados de y;, xj € Y1, Xy que
ocorram imediatamente abaixo e acima do grau
0,5, como:

Xp = % + 0 - 05){Xjag =)/ = %ier)  (27)

A partir dos dados emparelhados obtidos nos
tubos da amostra, calcular do mesmo modo a
mediana do logaritmo do volume x, . O logaritmo
da poténcia da amostra é:

(28)

em que Sa ¢ a suposi¢io da poténcia da amostra
feita na preparagio da solugfo correspondente
dos tubos da amostra.

Repetir o ensaio independentemente e calcular
a média de dois ou mais valores de M para obter
M. Caso a segunda determinagio de M difira da
primeira mais que 0,05, continuar realizando
ensaios até que o logaritmo do intervalo de con-
fianga, calculado conforme final da segfo Combi-
nagdo de estimativas de poténcia, ndo exceda 0,20.

A poténcia da heparina sodica é:

R = antilogde M

My =xp-x, +logS,




VI.7. ENSAIOS INDIRETOS “TUDO OU NADA”

Em alguns ensaios nfo é possivel nem conve-
niente medir o efeito em cada unidade experimental
(por exemplo, animal} em escala quantitativa.
Neste caso, podem-se medir efeitos de tudo ou
nada, como morte ou ocorréncia de sintoma
préestabelecido. A proporgfo de unidades experi-
mentais que apresentam o sintoma constitui o
resultado. Esses ensaios s50 chamados quantais.
Neste capitulo serd apresentado célculo aproxi-
mado. No caso de dispor de facilidades de compu-
tagfo, pode-se recorrer ao cdlculo tedrico exato.
Deve-se registrar, para cada dose, a porcentagem
de animais com efeito positivo. Exemplo: percen-
tagem de camundongos em convuisfo. Transformae
as porcentagens em probitos, utilizando a Tabela
16. Cada probito serd considerado como o valor
da resposta transformada (y). O método a seguir ¢
utilizade quando nfo ocorrem respostas equiva-
lentes a porcentagens zero ou 100. Nesse caso,
empregar  métodos estatisticos completos de
mdxima probabilidade (logito cu probito). Para
cada valor de y, deve-se obter um valor de coefi-
ciente de ponderagfio (w) na Tabela 17.

As formulas das somas de quadrados para os
testes de validade sfo as mesmas utilizadas nos
ensaios indiretos quantitativos (Tabela 10), to-
mando n = 1, com excegdo do termo erro (52),
que tem graus de liberdade iguais a infinito, ¢ se
calcula como:

: .k
s nIw

(29)
€

em que kK = ndmero de tratamentos, n = ndmero
de animais utilizados em cada tratamento.

Calcular a poténcia e os limites de confianga
usando as formulas 12 e 19. Este método aproxi-
mado ¢ itil quando o ensaio ¢ delineado de modo
que as respostas em porcentagem correspondentes
as doses menores e maiores estejam uniforme-
mente espacadas ao redor de 50%. Se uma das
doses testadas fornecer respostas zero ou 100%,
estas podem ser desprezadas. Neste caso, obter a
estimativa de poténcia pelos métodos descritos na
secio Ensaios parcialmente balenceados.

E; "y F.BRAS.IV, 1988 '




VI.8. COMBINACAO DE ESTIMATIVAS DE POTENCIA

Quando se realizam n' ensaios independentes
para cada amostra, os resultados podem ser combi-
nados a fim de se obter uma poténcia estimada
com intervalo de confianga reduzido, que cumpra
os limites estabelecidos em cada monografia.
Existem virios métodos para combinar ensaios
repetidos.

F.BRAS.IV, 1988

Adotar simplifica¢Ses, levandose em conta
dois aspectos:

a) corrigir estimativas do log da poténcia
(M’) pela poténcia suposta (S4) antes de realizar
as combinagBes (M =M"+log Sp);

b) as estimativas devem ser independentes, ou
seja, obtidas em ensaios separados.




VI18.1.

V1.8.1. POTENCIA MEDIA PONDERADA
E LIMITES DE CONFIANCA

Supor que foram analisados resultados de n'
ensaios para se fornecerem n' valores de M com
limites de confianga (em logaritmos) associados a
cada valor de M, obtidos segundo as equagdes
13 a 19. Para cada ensaio, obter o intervalo de
confianga logaritmico (L), subtraindo o limite
inferior do superior. Calcular também uma ponde-
ragio (W) para cada valor de M a partir da equagio
30, onde t é o mesmo valor empregado no cdlculo
do intervalo de confianga:

= *2 (30)

Para cada ensaio, calcular o produtc WM ¢
dividir seu somatdrio pelo somatério de todas as
ponderagles a fim de se obter o logaritmo da
poténcia média ponderada (M), conforme a
equacgdo 31:

M=zwWM/ZW 31)
n n

O erro padrio da poténcia média (sg) ¢ a raiz

quadrada da rec{proca da ponderagfo total:

n (32)

Calcular os limites de confianga aproximados
{p =0,05), a partir do antilogaritmo dos valores
obtidos através da férmula 33:

Mt tsy (33}

Obtém-se o valor de t na Tabela 3, com graus
de liberdade equivalentes 3 soma dos graus de
liberdade da varidncia do erro dos ensaios indi-
viduais.

Este método aproximado de combinagfio dd
resultados satisfatérios quando: a) C for menor
que 1,1 para cada um dos n’ ensaios ¢ b) as esti-
mativas individuais da poténcia formarem um
conjunto homogéneo de acorde com o teste de
homogeneidade realizado, aplicando a estatistica
X*. Esta ¢ calculada elevandose 20 quadrado a
diferenga entre cada valor de M em relagfo 4 média
ponderada (M), multiplicando-se este quadrado
pela ponderagfo correspondente (W) e somando-se
os valores para todos os ensaios:

X = I wm-My (34)

Se o valor de Xhzq calculado for menor que ¢
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correspondente na Tabela 18 para {n’ - 1) graus
de liberdade, considerase que nfio hd elementos
para suspeitar da heterogeneidade de poténcias.
Neste caso, a poténcia média e os limites calcu-
lados sdo corretos.

Se ¢ valor de x,ﬁ for maior que o da Tabela 18,

considera-se que as poténcias sio heterogéneas, ou
seja, que a dispersfo dos valores individuais de M
¢é maior que a esperada, de acordo com os respecti-
vos limites de confianga. Neste caso, nfo aplicar
as formulas 31 e 33, averiguar a origem desta
heterogeneidade e, caso se considerar adequado,
calcular M usando semi-ponderages W':

W= 1/(V+V) (35)
em que
L2
V=IWes 2y (36)

¢ v ¢ a variincia da heterogeneidade entre ensaios e
se calcula pela equacfo:
_ M -(ZMfln'_ v
v= 1 Py 37
Quando V varia de tal maneira que v calculado €
nimero negativo, podese calcular v aproximado,
omitindo-se o termo ap6s ¢ sinal negativo na
equagdo 37. _
Para calcular a média semi-ponderada (M),
substituir na equagdo 31 os valores de W e ZW
pelos respectivos valores de W'e ZW':

M = ZWM)/ZW (38)
n
Pode-se considerar este valor de M préximo ao

centro de um intervalo de confianca de tamanho
aproximado L, que ¢ a raiz quadrada de:

L2 = 4%/IW (39)

em que t, da Tabela 3, tem graus de lLiberdade
iguais ao somatério de graus de liberdade da
varidncia do erro dos n' ensaios individuais.

No caso especial do ensaio de heparina, todos
os logaritmos de poténcia (M) tém a mesma pon-
deragfo e o intervalo de confianga de logaritmo
da estimativa da potfncia M se determina como
segue:

Célculo da varidncia do erro com nr'-] graus
de liberdade:

s? = (ZIM? -(ZM)/n'Yn'-1 (40)




V18.1.2 PGTENCIA MEDIA PONDERADA E LIMITES DE CONFIANCA

Determinar o intervalo de confianga em loga- n'
ritmos (L)
L=2sth/W @1)
em que

s = /5, t (Tabela 3) com n'-1 graus de Liber-
dade,

R, =
R

= nimero de estimativas individuais da po-
téncia.

Calcular os limites de confianga:

M, =
M; =

i

M+12L
M-1/2L
antilog M,
antilog M;

@n
43)
(44)
(4#5)




VI.9. TABELAS ESTATISTICAS

Tabela [ — Teste de valores aberrantes

Em amostras de uma populagic normal, valores iguais ou maiores que G, G; e G3 ocorrem com probabilidade
p = 0,02 quando podem existir dados aberrantes s6 num extremo, ou com p = 0,04, quanda ccorrerem em qualquer
extremao.

N 3 4 5 6 7
G, 4976 845 729 644 58

N 8 9 10 1 12 13
G, 80 7725 678 638 605 578

N 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Gy 602 579 588 542 ,527 614 ,502 43 ,481 472 464

Tabela 2 — Teste para grupos contendo valores aberrantes

NO ds Valores de R, criticos pera intervalos de n observagdes cade um
intervalos
k 2 3 4 § & 7 8 8 10
2 0,962 0,862 0,803 0,764 0,736 0.7117 0,702 0,691 0,682
3 813 667 601 563 639 621 507 498 /489
4 681 538 479 ,446 A28 410 398 ,389 ,382
5 ,581 451 ,398 369 ,351 .338 ,328 , 320 314
6 ,508 ,389 ,342 316 ,300 ,288 280 273 ,267
7 451 342 ,300 278 ,263 253 ,245 ,239 ,234
8 407 305 ,267 ,248 ,234 225 218 , 213 ,208
9 ,369 ,276 241 224 2N 203 L1197 192 188
10 339 ,253 220 ,204 193 ,185 179 174 712
NP de Valores de [k + 2/ R, criticos para intervalos de n observagdes cade um
intervalos
2 3 4 5 ) 7 8 9 10
10 4,06 3,04 2,65 244 2,30 2,21 2,14 2,09 2,08
12 4,06 3,03 2,63 242 2,29 2,20 2,13 2,07 2,04
15 4,06 3,02 2,62 2,41 2,28 2,18 212 2,06 2,02
20 413 3,c3 2,62 241 2,28 218 FAR 2,05 2,01
80 4,26 3,11 2,67 2,44 2,29 2,19 2,1 2,06 2,01
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V1.9.2 TABELAS ESTATISTICAS
Tabela 3 — Distribuigio de t
Probabilidade

o |9 & 72 6 5 4 3 .2 ) .05 .02 .01 001
11.158 325 510 ,727 1,000 1,376 1963 3.078 6314 12706 31,821 63657 636,619
2).142 289 445 617 816 1,061 1386 1,886 2920 4303 6965 9925 31598
3{.137 277 424 584 765 978 1280 1638 2,353 3182 4541 5841 12924
4,134 271 414 569 741 941 1190 1,533 2,132 2776 3,747 4604 8610
5,132 ,267 ,408 559 727 820 1,156 1476 2,015 2571 3365 4,032 6,869
6,131 265 404 553 T8 906 1,134 1,440 1,543 2447 343 3707 5959
7(.030 263 402 549 711 896 1,119 1415 1,895 2,365 2998 3499 5408
81.130 262 ,399 646 706 .889 1,108 1,397 1,860 2,306 2,896 3355 5041
9,029 261 ,398 543 703 ,883 1,100 1383 1,833 2,262 2,821 3250 4,78
10,129 260 397 542 700 879 1,003 1372 1812 2228 2764 3169 4,587
11,129 260 ,396 540 697 876 1088 1,363 1,796 2,201 2718 3106 4437
12 | .t28 259 395 539 695 873 1,083 135 1,782 2179 2681 3055 4,318
13,128 259 ,394 538 694 870 1079 1,350 1,771 2160 2650 3012 4221
14,128 268 393 537 692 868 1,076 1,345 1,761 2,145 2,624 2977 4,140
15,128 258 393 536 691 866 1074 1341 1753 2131 2602 2947 4013
16 |,128 258 392 535 ,690 865 1,071 1,337 1,746 2120 2,583 2921 4,015
17| ,128 257 ,392 534 689 ,863 1069 1333 1740 2110 2,567 2898 3965
181,127 257 392 534 688 862 1,067 1330 1,734 2,101 2652 2878 3822
191,127 257 331 533 688 861 1,066 1328 1,729 2093 2539 2861 3,883
20 | .27 257 391 533 687 860 1,084 1,325 1,725 2086 2528 2845 3,850
21,127 257 ,391 532 686 853 1,063 1,323 1,721 2080 2518 2831 3819
22 | 127 256 390 532 686 858 1,061 1321 1,717 2074 2508 2819 3702
23 |,127 256 ,390 532 685 858 1,060 1,319 1714 2,069 2500 2807 3767
24,127 256 380 631 685 857 1,059 1,318 1,711 2,084 24892 2797 3,746
25 [ 127 256 330 531 684 856 1,088 1,316 1,708 20680 2485 2787 375
26 |27 256 390 531 684 856 1,058 1315 1,706 2,056 2479 2779 3707
271,127 256 389 531 684 8556 1,057 1314 1,703 2,052 26473 2771 36%
281,127 256 ,389 530 683 .856 1,056 1,313 1,701 2048 2467 2,763 3674
29 | 127 256 ,389 630 683 854 1,055 1311 1699 2,045 2462 27% 3659
30,127 256 ,389 630 683 854 1,055 1,310 1,697 2,042 2457 2750 3646
40 | 126 256 ,388 529 681 .B51 1,050 1,303 1,684 2021 2423 2704 354
60 | 126 254 387 527 679 /848 1,046 1296 1671 2,000 23% 2660 3460
120 [ 126 264 386 526 677 845 1,041 1289 1,658 1980 2358 2617 3373
o {126 253 385 624 674 842 1,036 1,282 1,645 1860 2326 2676 329




TABELAS ESTATISTICAS V1.9.-3

Q Tabels 4 - Razfio de varidncias (F) — Pontos de p = 0,05
\ \l/l
1 2 3 4 5 6 8 12 24 =
g

1t | 1614 1995 2157 2246 2302 2340 2389 2435 2490 2543
2 18517 19,00 19,16 1925 1930 19,33 19,37 1841 1946 18,50
3 10,13 9,58 9,28 9,12 9,01 8.94 8,54 8,74 8,64 8,53
4 L7 6,94 6,59 6,39 6,26 6,16 6,04 591 577 5,63
5 6.61 5,79 541 5,19 6,05 4,95 4,82 4,68 4,63 4,36
- 5,14 3 @Q 4,39 4,28 4,15 4,00 3,84 3,67
59 474 438 @12) 3% 3,87 373 3,57 341 323
] 532 4,46 467 3,84 3,69 358 3,44 328 3,12 2,93

s | 512 4,26 3,86 3,63 348 3,37 323 3,07 2,90 2,n
10 4,96 4,10 an 348 3,33 3,22 307 281 2,74 2,54
1 4,84 398 3,59 3,36 3,20 3,09 295 2,78 2,61 2,40
12 475 388 349 3,26 311 3,00 285 2.69 2,50 2,30
13 4,67 3,80 341 3,18 3,02 2,92 2,77 2,60 2,42 2,21
14 4,60 3,74 3,34 3.1 2,96 2,85 2.70 2,53 2,35 213
185 4,54 368 3,29 3,06 2,90 2,79 2,64 2,48 2,29 2,07
. 16 4,49 363 324 30 2,85 2,74 253 2,42 2,24 2,01
17 445 3,59 3,20 2,96 2,81 2,70 2,55 2,38 219 1,96
18 4,41 3,55 3,16 2,93 2,77 2,66 2,51 2,34 2,15 1,92
19 4,38 352 3,13 2.90 2,74 2,63 2,48 2,31 2,1 1,88
20 4,35 349 3,10 2,87 2.7 2,60 2,45 2,28 2,08 1,84
2 4,32 347 3,07 2,84 2,68 2,57 2,42 2,26 2,05 1,81
22 4,30 344 3.05 2,82 2,66 2,55 2,40 223 2,03 1,78
23 4,28 342 3,03 2,80 2,64 2,53 2,38 220 2,00 1,76
24 426 3.40 301 2,78 2,62 2,51 2,36 218 1,98 1,73
25 4,24 3,38 299 2,76 2,60 2,49 2,34 216 1,96 1,71
26 4,22 3,37 2,98 2,74 2,59 2,47 2,32 2,15 1.95 1.69
27 4,21 3,35 2,96 2,73 2,57 2,46 2,30 2,13 1,93 1,67
28 4,20 3,34 2,95 2,71 2,56 2,44 2.29 212 1.91 1,65
29 4,18 3,33 2,93 2,70 2,54 2,43 2,28 2,10 1.90 1,64
30 417 3,32 2,92 2,69 2,53 2,42 227 2,09 1,89 1.62
40 ( i4,os) 323 2,84 fz’;'e) 2,45 2,34 2,18 2,00 1,78 1,51
; 315 @16 252 2,37 2.25 2,10 1,92 1,70 1,38
0 3,92 3,07 268 2,45 2,29 2,17 2,02 1,83 1,61 125
o 3,84 2,99 2,60 2,37 2,21 2,10 1.94 1,75 1,52 1,00
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Vig9.4 TABELAS ESTATISTICAS
Tabeln 5 — Razdo de varidncias {F) — Pontos de p = 0,01
N gh Q
1 2 0] 5 P ] 12 2 w0
[
1 4052 4999 5403 5625 5764 5850 5982 6106 6234 6366
2 98,50 99,00 99,17 99,26 99,30 99,33 99,37 99,42 99,46 99,50
3 3412 30,82 2946 2871 2824 2791 2748 2705 2660 26,12
4 21,20 1800 1669 1598 1552 1521 1480 1437 1393 1346
5 1626 1327 1208 1133 1097 1067 10,29 989 947 8,02
6. 13,74 10,92 9,78 9, 8,75 847 8,10 7,72 7.3 6,88
CZ) 275 9,55 @ 7,8; 7,46 7,19 6,84 6,47 6.07 5,65
11,28 8,65 59 ; 6,63 6,37 6,03 587 528 4,88
9 10,56 8,02 699 6,42 6,06 5,80 5,47 5,11 473 43
10 10,04 7.56 6,55 5,99 5,64 5,39 5,06 an 4,33 3,81
" 9,65 7,20 6,22 5,67 5,32 5,07 4,74 4,40 4,02 3,60
12 9,33 6,93 5,95 5,41 5,06 4,82 4,50 416 378 3,%
13 9,07 6,70 5,74 5,20 4,86 4,62 4,30 3,98 3,59 3,16
14 8.86 6,51 5,56 5.03 4,68 4,45 4,14 3,80 343 3,00
18 8,68 6,36 542 4,89 456 432 4,00 367 329 2,87
16 8,53 6,23 5,29 4,77 4,44 4,20 3,89 3,65 318 2,76
17 8,40 6,11 5,18 4,67 4,34 4,10 3,79 345 3,08 2,65
18 8,28 6,01 5,09 4,58 4,25 4,01 3 3,37 3,00 2,57
19 8,18 5,93 501 4,50 417 394 363 3,30 2,92 2,49
20 8,10 5,85 4,94 4,43 410 3.87 3,56 3,23 2,86 2,42
21 8,02 5,78 4,87 4,37 4,04 3,8 35 317 2,80 2,36
22 7.94 5,72 4,82 431 3,99 378 3,45 312 2,75 2,3
23 7,88 5,66 476 4,26 394 3N 3,41 3,07 2,20 2,26
24 7,82 5,61 4,72 422 3,90 3,67 3,36 3,03 2,66 2,21
26 7,77 5,57 4,68 4,18 3,86 3,63 332 2,99 2,62 217
26 1712 553 4,64 414 382 3,58 3,28 2,96 2,58 2,13
27 7,68 549 4,60 4n 378 3,56 3,26 2,93 2,56 2,10
28 7,64 5,45 4,57 407 375 353 3,23 2,90 2,52 2,06
28 7,60 542 4,54 4,04 3,73 3,60 3,20 287 249 2,03
30 7,56 5,39 4,51 4,02 3,70 3,47 317 2,84 247 201
a0 | @3 sie (3P 38z 35 329 299 266 229 180
0 7,08 4,98 ax 3,65 3,34 312 2,82 2,50 212 1.60
120 6.85 4,79 395 348 317 296 2,66 2,31 1,95 1,38
oo 6,64 4,60 378 3,32 3,02 2,80 2,51 218 179 1,00

Tabela 6 ~ Ordem de doses nos ensaios cruzados

Tabela 7 — Exemplo de ardem de doses
no quadrado latino

Duplo cruzedo Tripto cruzado
Grupo Fase Fase Fase Fase

! H 1) "

¥ 21 a2 P1 83

2 ] a) P2 a

3 a [ P3 a8y

4 8y ] 81 P3

5 - = 82 ]

6 - - 83 P1

a7 (5] a3 P2
”m 2 41 ]
8 82 m L4}
Py o] 82 81




TABELAS ESTATISTICAS

Tabela 8 — Férmulas para ensaios com duas doses de cada preparagio

V1.9..§

(soma de respostas)

Por preparaclo
{soma de respostas}

Contraste linesr

Conitraste quadrético

PL+Py +P3=P
P3-Py=Lp

Py -2P; +P3=Qp

Aj+tAgt+tAz=A

Az~ Ay =1Lp

Ay - 2A3 + A3 =Qp

Padréo 12 Amastra Amastra h-1
(P (A) z)
Dose menor P A
{soma de respostas) ! ! %1
Dose maior
(soma de respostas) P2 Az 2
Por preparaglio - _ _
(soma de respostas) P +Py;=P Aj+A;=A Z,+2;=2
Contreste linear Py-Pi=Lp Ay~ Ap= Ly Z3-21=1Lp
Tabela 9 — Formulas para ensaios com trés doses de cads preparagio
Pgdrdo 18 Amostra Amostra h-1
(P} {a) (2)
Dase menor
{soma de respostas) Fi Ay Z
Dose média
(soma dea respostas) Pa Az %
Dose maior P A3 Z;

Zy+Za+23=2
Z3-Z1=42

Zy -22;+Z3=Qz2

Tabela 10 — Testes de validade (andlise de variincia)

Graus de Soma de quadrados reduzida
Fonte da variscio liberdade
gt} Ensaio de duas doses Ensaio de trés doses
2 a2 2 2, a2 2
PP+A S+ .+ 2 PP+A s +2Z
Preparaces h=1 ——e— -K R AL B ¥
2n 3n
Lp+bp+..+Lz? fLp+ LA~4-...+LZD2
R 1 —_—_—— = —————— =
egressio P T
L+ L3+ +L3 e+ +Ld
Paralelismo h-1 ——— - —_— .
28 2n
Qp + Qq + ... + Qz)°
Quadrético 1 pTAT T2
6nh
2 2 2
Diferenca de he Qp + Qp +...+Q3z _
Quadriéticos &n
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v1.9.6 TABELAS ESTATISTICAS
Tabels 11 ~ Esti do erro residual
Graus de Soma de quadrados reduzids
Fontes Ge liberdads
variaglo gl Dealineamanto 8o acaso Blocos 8o acaso Quadrado latino
2,52 2 2, o2 2 2, o2 2
Pl+Pi+...+2 Py +Pj+...+2 Pi+Pr+..+2Z
Tratamentcs | k-1 d . d K S _k
n n n
2 1 2 2 2 2
Fi+Fy+...+F Fi+Fy+...+F
Blocos (filas) | n-1 — —21(-—2 - K z- K
2 2 2
8locos 1 _ L Ci+Cyt+...+C, —x
{colunas) k
Erro residual Por diferenca | * * M
TOTAL N-1 Ey: - K By? - K Iyl - K

* Obtida subtraindo, da soma de quadrades reduzida total, todas as outras somas de quadrados reduzidas calculadis
para o delineamento correspondente.

Tabela 12 - Tabela de 1’ para comparagiio bicaudal entre (7 -~ 1) amostras e um padrdo para um
coeficiente de confianga conjunto de p = 0,95

g1 = (h - 1] = ntimero de amostras fexcluindo pedro)

[
H 2 3 4 5 [ 7 8 9
5 267 3.03 3,29 3,48 3,62 373 382 390 397
6 2,45 2,86 3,10 3,26 3,329 3,49 3,57 3,64 an
7 236 275 297 312 3,24 333 341 347 353
8 2,31 267 288 3,02 313 322 320 335 34
g 2,26 261 281 205 3,05 314 320 326 332
10 223 2,57 2,76 2,89 2,99 3,07 314 313 324
1 2320 253 272 284 Zo4 302 308 314 319
12 218 250 268 281 300 288 304 309 314
13 216 248 265 278 287 2Zea 300 306 310
13 214 2,46 263 275 284 291 2,97 302 3,07 .
15 213 244 2,61 2,73 2,82 2,89 2,95 3,00 3,04
16 212 242 259 Z7 2.80 287 202 287 302
17 211 2.41 2,58 269 2.78 2.85 2,90 2,95 3,00
18 210 240 256 268 276 783 289 294 298
19 209 233 2,55 2,66 2,75 281 287 292 49
20 2,09 2,38 2,54 2,65 2.7 280 286 290 2,95
2 2,06 235 251 261 270 276 281 286 29
30 Z04 Z32 2,47 2,58 2,66 272 277 282 286
0 2.02 229 2,44 254 262 268 273 217 281
60 2,00 277 241 251 2,58 264 288 273 217
120 1,68 2,24 2,38 247 2,55 260 265 280 213
w 196 221 235 244 251 257 261 268 269




Tabeta 13 — Totais e contrasies em ensaio com delineamento duplo cruzado

Fases X preparacdes

Fases X regressio

2 2 2
pf+ Pli+ Al A

n
Fases-Preparages

L|2 + Ll“'I
2n -

Padréo P Amostra A Toral

FASE 1
D

058 Menor Pat Ay _
{soma de respostas)
Dose maior

P A -
{sama de respostas) 2 21
Total P A P+ A =F)
FASE i
Dose menor e A _
(soma de respostas) L l
Dose maior -
{soma de respostas) P21t A
Total Pi Al Py + Ay = Fyy
Por preparagio p A Ty
(soma de respostas)
Contraste linsar
FASE | P21 - Py) = Lp, Agi—Aq =La Lp tLal =Ly
FASE I P2y - P11 = Ly, Agyy = Ay = Lan Le+ Lan =Lus
TOTAL P;+Py = Lp Az t+Ar=La Lp+la =EL
Tabela 14 — Testes de validade em ensaio duplo-cruzado
F . Graus de .
ontes de variagdo liberdsade (gl) Soma de quadrados reduzida
L; + L f\

Paralelismo 1 T 3

Blocos — Paraletismo — {Fases X Preparages) —

Erro | Diferengs {Fases X Regressio)
Bl +B] +...+ B,
Blocos {animais) bl -1 — -
. P+ A2 K
Preparagdes 2n
{Lp+ LAl2
Regressio 1 ——N—-— =E
Fi v Fl)
F 1 —_—
ases Zn
2 2 2 2
Loy + Lpj+Lagt L
Fases X paralatismo 1 A Pi Al Al e _
n
Paralslisma — {Fases X RegressSo)
. Total — Blocos — Preparegtes — Regresséo —
Erro Il Diferenca Fases — {Fases X Paralelismo)
TOTAL N-1 £y} - K
K = (Ep)2N

N = numero total de respostas
n = nimero de réplicas por dose inclufdas as duas fases

bl = nimera de blocos {animais)
B = soma das duas respostas para cada bloco {anima)
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Tabela 15 ~ Constante usada na formula pars os limites de confianga

Dose de cada praparago (d) Nimero de amostras enseisdas (h - 1) c’
2 1 1
2 3
3 2
4 5/2
5 3
3 1 8/3
2 4
3 16/3
4 20/3
[ 8
Tabela 16 ~ Probitos correspondentes i porcentagem
% [ ! 2 3 4 5 6 7 8 9
4} - 2,67 2,95 3,12 3,25 3,36 345 3,62 3,59 3,66
10 372 3,77 3,82 387 3,92 3,86 4,01 4,05 4,08 4,12
20 4,16 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45
30 4,48 4,50 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72
40 4,75 4,77 4,80 4,82 4,85 4,87 4,90 4,92 4,95 4,97
50 5,00 5,03 5,05 5,08 5,10 6,13 5,15 5,18 5,20 523
60 5,256 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 5,41 5.4 547 5,50
70 5,62 5,55 5,58 5,61 5,64 5,67 571 5,74 577 5,81
80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 6,08 6,13 6,18 6,23
90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 1,33
% 0,0 ar 02 0,3 0.4 o5 06 07 [+X] o9
97 6,88 6.90 6,91 6,93 6,94 6,96 6,98 7,00 .01 7,03
a8 7,05 7,07 7,10 7,12 7.14 717 7,20 7.23 71.26 7,29
99 7,33 7.37 7.41 7.46 7.51 7,68 1.65 1,75 7,88 8,09
Tabela 17 — Coeficientes de ponderagio para probitos (w)
Probitos 0.0 ar a2 0.3 a4 0.5 0,6 07 a8 09
1 0,001 0,001 0,001 0002 0002 0003 0005 0006 0008 0,01
2 0,015 0,019 0,025 0,031 0,040 0,050 0,062 0,076 0,092 0,110
3 0,11 0,154 0,180 0,208 0,238 0.269 0,302 0,336 0,370 0,405
4 0,438 0,471 0,503 0,532 0,558 0,581 0,601 0,616 0,627 0,634
5 0,637 0,634 0,627 0616 0601 0,581 0558 0532 0503 047!
6 0,439 0,405 0370 0,336 0,302 0,269 0,238 0,208 0,180 0,154
7 0,131 0,110 0,092 0,076 0,062 0,050 0,040 0,031 0,025 0.019
8 0,015 0,011 0,008 0,006 0,005 0,003 0,002 0,002 0,001 0,001
Tabela 18 — Valores de X2 (p = 0,05)
g x? gt x?
1 384 2] 16,92
2 5,99 10 18,3
3 7.81 11 19,67
4 9,49 12 21,03
5 11,07 13 22,36
6 12,59 14 23,69
7 14,07 15 26,00
8 15,51 20 e
25 37,65




V1.10.1

VI.10. EXEMPLOS DE ENSAIOS ESTATISTICOS

V1.10.1. EXEMPLO DE ENSAIO DIRETO

Exemplo 1: Ensaio direto com uma Amostra Da equacfio 3:

si = 1/22[(1,44041 + .. .+ 1,33042 -%ﬁ‘“—:

)+
Ensaio de digital pelo método da
parada cardiaca em cobaia
, + Q537 4+ 1072 - 2080

A solugio do padrdo foi usada na concentragio 1
de 0,0658 UI/ml. Uma diluigdo equivalente de
amostra foi preparada a partir da poténcia suposta
deSp = 1,3 UI/100mg.

As cobaias foram perfundidas aleatoriamente D2 equagZo 2 )
com solugfio padrfo ou amostra, registrando-se 0 2 _ — 4 1. _
volume justamente necessirio para produzir a Sy = 0,003691 ( 12*10) = 0.000632

1/22 [27.3829 - 27,3396 + 19,8879 - 19,8500)
0,003691

parada cardfaca em cada animal.
As respostas encontram-se na Tabela 19. SM= Vv 0,000632 = 0,0251
Para p = 0,05 com 22 gl, t = 2,07 (Tabela 3)
Cilcufo da estimativa de poténcia e Da equagio 7:
lirmites de confianca R
R = antilog [0,1024 £ (2,07 x0,0251)]
Da equagio 1 R.= antilog [0,1024 + (2,07 x 0,0251)] = 143
M= 13974 - 1,4089 = -0,0115 s ' ’ ’ )
R; = anti 4 - 7 x 0,02 = 1,12
Da equagtio 6: ; = antilog [0,1024 - (2,07 x 0,0251)]

= = A estimativa média da poténcia da amostra de
M =-00I15+log13 = 0,1024 digital é 1,27 UI/100 mg. Os limites de confianga
Da equagfo 5: (p =005) para a verdadeira poténcia sfo 1,12
R = antilog 0,1024 = 1,27 UI/100 mg e 1,43 U1/100 mg.

Tabels 19 - Exemplo 1: Doses eficazes para produzir pareda cardiaca

Padrio P Armostra A
Dose latal L og doss istal Dosa tetal Log dose letal
mi/kg Xp mi/kg X4
21,57 1,4404 34,02 1,6317
25,97 14145 21,90 1,3404
27,74 1,440 28,33 14523
30,94 1,4906 24,87 1,3957
28,31 14518 27,56 1,4403
27,28 1,4360 24,73 1,3932
22,13 1,3450 21,67 1,3359
23,63 1,3735 21,30 1.3284
21,39 1,3302 29,10 1,4639
2233 1,3450 25,54 1,4072
20,97 1,3216
29,23 1,4658
23,78 13762
21,40 1,3304
Ix 19,5641 14,0890
X 1,3974 1,4089
Ex? 27,3829 19,8879
s? 0,003331 0,004211
N 14 10
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VIL.10.2. EXEMPLOS DE ENSAIOS INDIRETOS QUANTITATIVOS

Exemplo 2: Ensaio com trés doses, delineamento equivalentes da amostra foram preparadas a partir

completamente ao acaso

Ensaio de gonadotrofina coribnica humana
pelo método do aumento de peso de
vesiculas serminais

As doses utilizadas do padrdo foram: py = 1,0
Ul/ml, p, =2,0 Uml ¢ p; = 4,0 Ul/ml. Doses

da poténcia suposta S, = 3000 Ul/mg.

Os ratos foram injetados subcutaneamente com
0,20 ml da solugfo respectiva, durante trés dias
consecutivos, num total de 0,6 mifrato.

Os pesos das vesiculas seminais encontram-se
na Tabela 20.

Tabeia 20 — Exemplo 2: Pesos de vesiculas seminais {mg)

L P, o, a, a, &,

85 12,5 14,8 105 16,8 16,7
104 131 141 10,5 14,3 169
1m4 8.3 14,9 8.1 149 18,8
116 13,1 138 99 12,3 16,7
10,2 8,0 146 10,5 154 12,7
9,1 14.4 16,2 84 14,9 16,2
95 11,7 123 103 12,8 173
1.7 11,72% 15,5 101 100 128

* Valor perdido substitu/do pela médie do tratamento.

Tabela 21 — Exemplo 2: Totais ¢ contrastes

Padric P Amostrs A
Dose menor P, = 7840 A, = 78,10
Dose média P, = 9382 A, = 111,40
Dose maior P, = 11520 A, = 128,10
Prepara¢iio P = 28742 A = 31860
Contraste lingar L= 3680 LA = 4900
Contraste quadrétice O‘; = 6596 Q, =- 16,60

Resultados obtidos com as férmulas da Tabela 9.

Tabels 22 — Exemplo 2; Anilise de varifincia

Fonte de Soma de Quadrado F o
varisgéo gf quadrados médio

Preparagdes 1 20,26 20,26

Regressio 1 23005 230,08 79,05 <0,01
Paralelismo 1 4,65 465 1.60 >0,06
Quedrético 1 097 0,97 0,33 >0,05
Diferenca de quadraticos 1 4,84 4,84 1,66 >0,08
Tratamentos 5 260,77 52,18

Erro a1° 119,18 $1=291

TOTAL 47 37985

* Retirado um grau de liberdade por ter sido substitu{do um valor perdido.
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As somas de quadrados foram obtidas empre-
gando-se as formulas das Tabelas 9, 10 ¢ 11,

N =48
n = 8
K = (ZyP/N = 7,65125
Ty? = 803121
PreparagBes =
2 I
SBTAV 231860 566125 = 2026
24
Regressio =
v
_B68+H0) _ 05 = E
32
Paralelismo =
2 2
=3087 +49.0° 1*649=° - 230,05 = 4,65
Quadritico =
_[596+(-156F _ -
=22 =097 = Q
Diferenga de quadrdticos =
_ 596 +(-15,6) = ‘
=2 -097= 484
Tratamentos =
2 2 ?
_7840% +9383 ;---”23»‘0 - 765125 =
= 260,77

Total = 8031,21 -7651,25 = 379,95
Erro = 379,95-260,77 = 119,18.

Validade do ensaio
O ensaio cumpre com as condigGes de validade:

a) regresso significativa, F calculado 79,05 ¢
maior que o valor critico da Tabela 5 para p=0,01,
Bll = ]egl; =41,

b) desvio de paralelismo nfo significativo, F
calculado 1,60 é menor que o valor critico da
Tabela 4 parap =0,05,gl, =legl, =41e

c} desvio de linearidade nfio significativo,
F=033¢ 1,66,

EXEMPLOS DE ENSAIOS INDIRETOS QUANTITATIVOS

Célculo da estimativa de poténcia e
limites de confianga

Utilizar férmulas 10a 15.

-
I

= log 2,0=10,3010

t = 2,02com4lgdaTabela3
_ 368 +490 _
® = 030mea - B0
31860
fa = 2% 13,27
o _ 28742
Jo =t = 1197
;o 1327-1197 _
M = 25 = 01460
Sa = 3000 logSs = 34771
M = 0,1460+ 34771 = 36231
R = Antilog3,6231 = 4 198,56 Ul/mg
230,05
= ——— =
C = m05-201 2027 =~ V95
C' = 8/3,da Tabela 15
M,
2 = 1,05 x 0,146
M X *
+V/(1,05-1){1,05 (0,146)* + 8/3 (0,3010)*]
M, = 02679
M, = 00381

Logaritmo dos limites de confianga da poténcia
M; = 0,2679 +34771 = 3,7449
M; = 0,0381 +34771 = 3,5151

Limites de confianca da poténcia
Ry = antilog 3,7445 = 5552,64 Ul/mg
R; antilog 3,5151 = 3274,16 Ul/mg

Exemplo 3: Ensaio com trés doses, delineamento
blocos ao acaso

Ensaio de antibiético usando placas de Petri

As doses utilizadas do padrio foram:

Py = 0,25 Ul/ml, p; = 0,50 Ul/mle
p3 = 1,00 Uifml.

Doses equivalentes da amostra foram prepa-
radas com base na poténcia suposta Sy = 1650
Ulfmg.

Os didmetros dos halos de inibigfo encontram-
se ng Tabela 23.




EXEMPLOS DE ENSAIOS INDIRETOS QUANTITATIVOS VL10.2-3
Tabela 23 — Exemplo 3: Diimetro de halos de inibigiio
Padrio P Amostra A
Placas Total
(Blocos) Py Py P 81 o s Bloco
1 170 204 240 17,4 20,7 244 1239
2 149 19,7 22,7 14,8 19,3 22,2 113,7
3 15,0 18,6 22,0 15,0 18,0 22,3 1109
4 14,6 183 224 14,8 19,0 22,2 1113
5 147 180 223 144 17.8 2286 1088
6 144 191 233 145 19,3 230 1138
7 149 18,0 225 150 194 224 113,2
Tabela 24 — Exemplo 3: Totais e contrastes
Padrio P Amostra A
Dose menor P, = 1058 A, = 1060
Dose média P, = 1331 A, = 1335
Dose maior P, = 1692 A, = 1591
Preparacfo P = 3978 A = 2086
Contraste linear Lp = 53.7 Ly = 53,1
Contraste quadratico QP = -15 QA = -19
Resultades obtidos com as férmulas da Tebela 9.
Tabela 25 — Exemplo 3: Andlise de varidncia
Fonte de veriagfio o Soma de quadradi Quadrado médio F I}
Praperagdes 1 0,0150 0,0180 0,09 > 0,08
Regresséo 1 407,3657 407,3657 2396 <001
Parglelismo 1 0,0129 0,0129 c,08 > 0,05
Quadrético 1 0,1376 0,1376 0,81 >0,05
Diferenca d 1 0,0019 0,0019 0,01 > 0,08
quadréticos
Tratamentos 5 15101,26 3020,25
Placas (blocos) 6 22,18 3,70 0.8 < 0,01
Erro 30 4,99 =017

As somas de quadrados foram obtidas empregando-se as férmulas das Tabelas 9, 10 e 11.

N =42

n= 7

K = {zy)?/N = 15 101,26
zy? = 15535,9

Preparagles =

3978 + 398,62

2 - 15101,2610 =0,0152

Regresstio =
_ (53,7 + 531
- 28
Paralelismo =
_53,7% + 53,12
-

Quadritico =

15+ (1P
- 84 T~ =101376=Q

= 4073657 = E

- 407,3657 = 0,0129

F.BRAS. IV, 1988

Diferenca de quadréticos =
2 2
LI 1376 = 0,0019

42
Tratamentos =
_ 1055 +133,1% +...+ 159,17
- 7
- 15101,261 = 407,53
Blocos (Placas) =

12397 +113,7% +... +113,2?

6

15101,261 = 22,18
1553596 - 15101,261 = 434,7
4347 - 22,18 - 407,53 = 4,99

Total
Erro
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Velidade de ensaio
O ensaio cumpre com as condigdes de validade:

a) regressdo significativa, F calculado 2390 ¢
maior que o valor critico da Tabela 5 para p = 0,01,
gh =Tlegl, =30;

b) desvio de paralelismo nfo significativo, F
calculado 0,08 ¢ menor que o valor critico da
Tabela 4 para p=0,05,gl; = 1egl, =30,¢

c) desvio de linearidade nfo significativo, F
caiculados = 0,81 ¢ 0,01,

Cdleulo da estimativa de poténcis e limites
de confianga

Utilizar f6rmulas 102 15.

EXEMPLOS DE ENSAIOS INDIRETOS QUANTITATIVOS

R = antilog 3,2206 = 1662
C = 4073657/[4073657-0,17(2,04)*] =
= 10017
¢ = 8/3,daTabelals
1]
Mf = 1,0017 x 0,003157 ¢
Mj
t \/(1,00!1—1) [1,0017x¢0,003157)* + 8/3 (0,301)*]
My = 0,0235
M; =-00171

Logaritmo dos /imites de confianca d2 poténcia
M; = 00235 + 32175 = 3,410

M; = -0,0171 + 32175 = 3,2004
Limites de confianga da poténcia

= antilog 3,2410 = 1742 Ul
I =log1,00-10g0,50 = 0301 :s  antileg 32004 - 1586 Ul}’:s
t = 2,04 com30gl da Tabela 3. i g 2 ¢
Exemplo 4: Ensaio com duas doses, delineamento
53,7 + 531 »
b = e = i
28 x 0,301 12,67 quadrado latino
s = 3986 _ . _ 3978 Ensaio de oxitocina —~ médtedo da contragio
Ya 21 1898 = 31 = 1894 g stero isolado de rata
M = 1898 - 1894 _ 0.003157 As doses administradas do padrfo foram:
12,672 % p1=0,2ml e p; =0,25ml de solugfo contendo
0,02 Ul/ml.
Sa = 1650 Ul/mg Doses equivalentes da amostra foram prepa-
M = M +log 1650 = 0,003157 +3,217480 = radas com base na poténcia suposta de 10 Ul/ml
= 3,2206 diluida 1:500.
‘Tabela 26 — Exemplo 4: Ordem de adigSo das doses
Colunas
Files
1 2 3 4
1 P ] 8, 8,
2 P, Py 8 a,
3 & LAY Py Py
4 a, a, P, Py
Tabela 27 — E 4: Registros de contracOes em mm
Fites Colunas Total
7 H 3 4 Filas
1 38 43 35 4 |F, =156
2 38 30 44 38 |(F, =150
3 39 45 37 40 |F, =161
4 a5 38 45 37 |F, =165
TOTAL ;=160 C; =156 C3 =161 Ca=185
COLUNA
TOTAL Py =142 Py =166 A; =150 A =174
DAS DCSES
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Tabela 28 - Exemplo 4: Totais e contrastes

Padrlo Amostre
Dose menar p,o= 142 A, = 150
Dose maijor P, = 166 A, = 174
Preparagio P = 308 A = 324
Contraste linear LP = 24 L, = 24
A
Resultados obtides com as férmulas da Tabela 8.
Tabela 29 — Exernplo 4: Andlise de varifincla
Fonte de o Soma dos Quadrado F
variagdo quadrados médio p
PreparagGes 1 16,0 16,0 1,65 >0,08
Regressio 1 1440 1440 14,89 <0,01
Paralelismo ] 0,0 0,0 0,00 >0,05
Tratamento 3 160,0
Filas 3 N5 10,5 1,08 >0,05
Colunas 3 8,5 2,2 0,23 >0,05
Erro ] 58,0 s* = 967
TOTAL 15 256,0

As somas de quadrados foram obtidas empre-

gando-se as férmulas das Tabelas 8, 10e 11.

N =16
n =4
K = (Zy)}/N = 63216 = 24964
Preparagdes =
2 e
=&_g_32i_ - 249640 = 160
Regressio =
(24 + 24»)2 _ _
=gxaxa - (0= E
Paralelismo =
24 + 24° _
=—7xa " 1#4=0
Tratamentos =
2 2 2 2
1422 + 166 1150 +174 -24964 = 1600
Filas =
2 2 2 2
=]56 + 150 1161 + 165 -24964 = 315
Colunas =
2 2 bl 2
160% + 156 :161 + 155 -24964 = 6,5

Total = 25220 - 24964 = 2560
Erro= 256,0 - 1600 - 31,5 - 6,5 = 580

F.BRAS.IV, 1988

A andlise nfo apresentou diferengas significa-
tivas (p>>0,05) entre filas e entre colunas.

Validade do ensaio
O ensaio cumpre com as condigdes de validade:

a) regressfo significativa, F calculado 14,9 €
maior que o valor critico da Tabela S para p= 0,01,
gi=legh =6,

b) desvio de paralelismo nfo significativo, F
calculado 0,0 é menor que o valor critico da
Tabela 4 para p= 0,05, g, =1legh =6.

Cdleulo da estimativa de poténcia e limites
de confianca

Utilizar formulas 10a 15

| = log 0,25 - log 0,20 = 0,0969
t = 2,45 com 6 gl da Tabela 3
_ 24+24 _
® = meexax: ol
yA = 3_:4= 40,5 iP =.£8_ = 38,5
o _ 405 - 385
M = — 6191 - 0,0323
Sa =10 log Sa =1
M =00323+1=10323

antilog 1,0323 = 10,8 Ul/ml =
= Poténcia estimada
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C 144 0 = 167 Exemplo 5: Ensaio duplo cruzade
1440-967x245° ~—

¢ =1, daTabelal5

g:j = 1,67x0,0323 ¢

t V(1.67-1 0)[1,67(0,03 23)* +1(0,0969 1? ] Ensaio de insulina em camundongos

M, = 0,1402 N -
M = _00324 As doses utilizadas do padrio foram p, = 60

1 ’ mUl/m! e p;, = 120mUI/ml. Foram preparadas
Logaritmo dos limites de confianca da poténcia doses equivalentes da amostra, a, = 60 mUl/ml ¢
Mg = 01402 1 1 = 1,1402 2; =120 mUl/m! a partir da poténcia suposta
M; =-00324+ 1 = 09676 $4 =274 Ul/ml.

- , Os camundongos foram injetados com 0,1 ml
Limites de confianga da poténcia da solugio respectiva para cada 10g de peso
R; = antilog 1,1402 = 13,81 Ul/ml médio, de acordo com a Tabela 6.

R; = antilog 09676 = 9,28 Ul/ml As respostas encontram-se na Tabela 30.

Tabela 30 — Exemplo §: Concentragiio de glicose sangilinea (mg/100 ml), quarenta minutos apbs a injegio

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Py a, tatal P2 ay total ay P2 total ay £1 tots!
371 16,6 53,7 32,4 48,4 80,8 368 | 17,0 63,8 309 | 521 83,0
35,2 40,1 75,3 35,2 73,8 109,0 632 | 24,9 781 278 | 594 87,2
43,1 33,9 77,0 35,3 31 108,4 71,2 | 582 129,4 354 | 391 74,5
413 16,2 57,5 32,9 45,2 781 kYA 24,8 61,8 498 | 79,0 | 1288
54,2 33,2 874 31,8 331 65.0 459 | 22,7 68,6 28,2 | 373 65,5
41,4 131 54,5 51,2 62,4 13,6 82,2 | 427 | 1249 49,9 | 51,1 101,0
48,6 32,7 81,3 38,2 76,2 114,4 64,8 | 339 98,7 28,3 | 89,56 87,8
57.8 50,4 108,2 39,7 50,1 89,8 49,1 37.6 86,7 396 | 558 95,4
ni 47,3 1184 37,0 738 110,8 4.1 10,4 84,5 32,2 | 406 72,8
60,8 26,1 86,9 38,9 64,6 103,5 64,7 | 347 99,4 651 | 682 | 1233
78,2 50,9 1291 426 54,6 97.2 880 | 61,6 149,6 406 | 61,4 { 1020
76,1 54,4 130,56 304 48,6 80,0 80,1 | 60,3 | 150,4 435 | 62,8 96,3

Tabela 31 — Exemplo 5: Totais e contrastes

Podrlo P Amostra A Tote!
Fase |
Dose menor Py = 644.9 A|I = 727,2
Dose maior le = 445]7 AZI = 4613
Total Py = 10906 Al = 11885 FI = 22791
Fase Il
Dose menor P1 no- 656,3 A1 = 7089
Deose maior P2” = 4288 Azll = 4149
Total P, = 10851 Ay = 11198 Fy = 22049
Preparacio [ 4 = 21757 A = 23083 Iy = 44840
Contraste linear
Fase | LPl = =-199,2 LA| = -2659 LI = -4851
Fase 1l LP- = -2275 LA“ = -2900 L = -517156
Total Lo = -a267 L' - -Bs59 2= _es2

Resultados obtidos com as férmulas da Tabela 13
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Tabela 32 - Exemplo 5: Anilise de variincia

Fonte de variegdo o Soma de quadrados Quadrado médio F P
Paralelismo 1 173,88 173,68 GB35 | >008
Fases X Preparagbes 1 41,61 41,61 0,13 > 0,05
Fases X Regresséio 1 28,60 28,60 0,09 > 0,05

oy a4 14 545,64 330,58
Biocos {camundongos) 47 14 789,73 314,67
Preparagdes 1 183,15 183,15 3,01 > 0,06
Regressfo (&P 10 057,32 10 057,32 6652 )| <001
Fases 1 67,35 57,35 54 > 0,05
Fases X Paralelismo c,19 0,19 0,00 > 0,08
Erro tl 267339 60,76
TOTAL 95 27 761,13
-As somas de quadrados foram obtidas empregando  Fases x preparagles =
as férmulas das Tabelas 13 ¢ 14, _ ]0?0,61 + 1085,12 + 1188,51 +1 119,82 _
N =096 24
n =24 B -209 440,17 -57,35-183,15 = 41,61
bl = 48 Erro I = 14789,73-173,88-41,61-2860=
K = (Sy)*/N=4484,01/96 = 209 440,17 = 1454564
Erroll = = 27 761,13 - 14 789,73 - 183,15 -

Iy* = 23720130

Total = 237201,30 - 209 440,17 =27 761,13

Blocos = ﬂ;—sﬁ -209440,17 =
= 14 789,73
Preparagles =
2 2
~2175,7° +23083% 209 440,17 = 183,15
48
2 +22 2
Fases = M -205 440,17 =
48
= 57,35
Regressfio =
- i 2
I 26N 555 _ 1005732 = E
Paralelismo =

=_(:426,7'{)82+__(-555,9)_’ -1005732 = 173,88
Fases x regressiio =
=(-4L):8+(.—5L5)2 -10057,32 = 28,60
Fases x paralelismo =

:(-199,2)’ + (-22;,‘5)2 +(-2659) +(-290,0*

-10057,32 - 173,88 - 28,60 = 0,19

-10057,32-57,35-0,19=2673,3%

Validade do ensaio
O ensaio cumpre as condigbes de validade:

a) regressfo significativa, E-calculado 165,52 ¢

maior que 0 valom%itico daTabela 5) parap = 0,01,
gh=1legl =44 coro ‘Lag\;:_j

b) paralelismo nfio significativo, F-calculado
0,53 ¢ menor que o valor critico d(‘l_‘a%d, para

p =005, '_‘;?glz@e o
¢) nenhufa das trés interagdes foi significa

— os trés valores de F calculados: 0,13, 0,09 ¢
0,00 foram menores que o valor critico da Tabela 4
parap=005,gl, = legl, = 44,

Célculo da estimativa de poténcia e limites
de confianga

Utilizar f6rmulas 10 a 15.

1 = log 120 -log 60 =2,0792 - 1,7782 = 0,301
t = 2,01 com44 glda Tabela 3
_ {-426,7)+ (-555,9)
p = 4267+ (5559)
24 x 2x 0,301 68,01
- _ 21757
= 555 = 4533
o 23083
Ya %24 - 48,09
1 48,09 -4533
M=mm =
- 6801 0,0406
Sa= 274 logS, = 14377
M = -0,0406 + 1,4377 = 13971
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Poténcia estimada : R = antilog 1,3971 = 24,95

Ulfml 1005732

C = =
(1005732 - 60,76 (01)7] — 1025

¢’ = 1daTabela 15

i

yi= 1,025 (- 0,0406)

£/ (1,035-1) [1,035(-0,0406) + 1(0301)"]
M,= 00064 M = -0,0896

Logaritme dos limites de conflanga

M;= 0,0064 + 14377 = 14441

M;= -0,0896+ 14377 = 13481

Limites de confianga da poténcia

Ry = antilog 14441 = 2780 Ul/ml

R; = antilog 13481 = 22,29 Ulfml

Exemplo 6: médias mbveis

Ensaio de heparina pelo método de inibigio da
coagulagdo de plasma ovino citratado

As doses utilizadas do padrdo, em ml, foram:
p1 =0,78; p, =0,76; p;=0,74; py =0,72; ps =
0,70 ¢ pe= 0,68. Doses equivalentes (a) da
amostra foram preparadas a partir da poténcia
suposta S4 = 140,6 Ul/mg.

O ensaio foi desenvolvido conforme estd
descrito no método de avaliagio de heparina
neste volume,

Foram realizados trés ensaics. A titulo de
exemplo do cdlculo de M, somente se desenvolverd
oensaio N9 1.

Os graus de coagulagio encontram-se na Ta-
bela 33.

Tabeta 33 — Exemplo 6: Graus de coagulagio = y

EXEMPLOS DE ENSAIOS INDIRETOS QUANTITATIVOS

Célculo da estimativa de poténcia e
limites de canfianca

Utilizar férmulas 27, 28 ¢ 40 a 45.

Xjp = 0,8691
XKHDP = 0.8572

yip = 0,417
Yeuyd = 0,750

w - onmneur-on -0
xp = 08661

*ia = 08807 yia = 0,333

*gpnpa = 08691 y@pa = 0,667

Xa = 08807 +(0,333-0,5) %ﬁg;ﬂ
Xa = 0,8749

Sa = 1406 Ul/mg

M; = 0,8661-0,8749 + log 140,6

M; = 21392

Supondo que outros dois ensaios realizados
com a mesma amostra forneceram as estimativas:

M: = 2,1995 e M; =2,1805, calcular M
M = (2,1392 +2,1995 + 2,1805)/3 = 2,173!
R = antilogM = 149,0 Ul/mg

Calcular a varidncia do erro:

s* = {14,1686 - 42,4999/3}/2
s = 0001 s= /0,001 = 00316
n =3

t 4,3 (Tabela 3 gl=2)

Calcular ¢ intervalo de confianga:

Padréo P Amostra A
Tubo ? P L =2x00316x43 _ o
mi ¥ m v 1,7321 =
1 0,78 0,00 0,78 0,00 L/2 = 0,0784
2 0,76 0.00 0,76 0,25 - =
3 074 0,50 0,74 075 M, 2,1731+0,0784 = 2,2515
4 0,72 0,75 0,72 1,00 M; = 21731-00784 = 2,0947
5 0,70 1,00 0,70 1,00 =
6 0,68 1,00 0.68 1,00 R, 1784
Ry = 1244
Tzbela 34 — Exemplo 6: Médias emparelhadas
Podréo P Amostra A
Tubo log dose médias médias ltog dose médias médias
fmi X 10) fog dose grau cosgulagio {mt X 10) log dose grau coagulagho
xp xiP viP xa Xia YiA

1 0,8521 - - 0,8921 - -
2 0,8808 0,8807 0,167 0,8808 0,8807 0,333
3 0,8692 0,8691 0,417 0,8692 0,8691 0,667
4 0.8573 0,8572 0,750 0,8573 0,8572 0,917
5 0,8451 0,8450 0.817 0,8451 0,8450 1,000
6 0,8325 - - 0,8325 - -
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Exemplo 7: Ensaio dicotdmico de duas doses,
método de probitos simplificado

Ensaio de insulina pelo método de
convulsdo em camundongos

As doses utilizadas do padrio foram p; = 18
mUI/camundongo e p; = 30 mUl/camundongo.

Doses equivalentes da amostra (a, = 18 mUI/
camundongo e a; = 30 mUl/camundongo) foram
preparadas com base na poténcia suposta Sy = 40
Ul/ml.

Os camundongos foram injetados subcutanea-
mente com 0,25 ml/camundongo da solugdo
respectiva. Previamente foram divididos ao acaso

Y1103,

INDIRETO “TUDO OU NADA"

cada dose do ensaic conforme estd descrite no
ensaio de insulina, neste volume.

2
k=CF+A7 2015
X 4 = 101,506
Preparagbes =
() 2
=3’£;—“L4— -101,5056 = 0,1056
Regressio =

2
_©79 : 094 _ 07482 = E

em quatro grupos, que receberam, respectivamente, Faralelismo =
2 2
- 9_’2_;_% - 0,748 = 0,0056
52 = -—-—k =
Tabela 35 — Exemplo 7: Respostas Xwn
(% de camundongos em convulsio) 4
Podrfo P | Amostrs A " 30(0,576) + 28(0,619) + 28(0,619) + 24(0,540)
= 00616
P P2 2 4
nimero de camundongos Validade do ensaio
injetados (n} 30 28 28 24
i QO ensaio cumpre as condigdes de validade:
nimero de eamundongos 9 17 1 18
I13:f
om convuikRe a) ‘regressdo significativa, F calculado 12,15 ¢
porcentagam de 30,0 | 60,7 | 39,3 | 750 | maiorque o valor critico da Tabela §, parap = 0,01,
respostas (%) . .
gl; = 1 e gl; = infinito; e

Tabela 36 — Exemplo 7: Transformagdo em probitos, totais e contrastes

Padréo P Amostra A
P P2 ay 82
Probito {Tabela 16) ’ P, =448 P, =527 A =473 Az = 5,67
Ponderagdo w (Tabela 17) 0,576 0,619 0,618 0,540
Preparacéio P=9,75 A=104 Iy = 20,15
Contrasteé linear Lp =079 La =094 IL=173
Resultados obtidos com as formulas da Tabela 8.
Tabela 37 — Exemplo 7: Anilise da varifincia
Fontg da variec8o gl Soma de quadrados Quadrado média F F]
PreparagBes 1 0,106 0,1056 1M > 0,05
Regresséio 1 0,7482 0,7482 12,15 < 0,01
Paratelismo 1 0,0056 0,0056 0,09 > 0,05
Erro Infinito 52 = 0,0616

As somas de quadrados foram obtidas empregando-se as 6rmulas da Tabela 10, temando 7 =1,

F. BRAS. IV, 1988
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b) desvio de paralelismo nfo significativo, F
calculado 0,09 ¢ menor que o valor critico da
Tabela 4, para p= 0,05; gl, =1 e gl, =infinito.

Céleulo da estimativa de poténcia e
limites de confianga

Utilizar férmulas 10 a 15.

I = log30-log18=1477t-1,2553=0,2219
t = 196 com gl= infinito ¢ p=005 {(da
Tabela 3)
- 079+094 _
b '—2’(0—’22—1’9—}‘ = 39318
gp= 2 = ag7
. _ 104 _
A= 5 = 5,20
_ 520-487 _
M= 39318 0,0839
Sa= 400 logSy = 1,6021

M = 0,0839 +1,6021 = 1,6860

EXEMPLO DE ENSAIO INDIRETO “TUDO QU NADA™

R, = antilog 1,6860 = 48,53 Uljml =
= Poténcia estimada
C 0,7482 = 14625

~ [0,7282-0,0616(1.96)7]
¢’ = 1 (daTabela 15)

M,
M= 14625 0,0839 £
t /04625 [1,4625 (0,0839)7 + (0,2219)7]

M!
M= 01227 £ 0,1658
1

M= 0,2885 M = -0,0431
Logaritmo dos limites de confianga
M;= 0,2885 +1,6021 = 1,8906
M;= 0,0431 +1,6021 = 1,5590
Limites de confianga da poténcia
R, = 77,73 Ul/mi

Rj = 36,22 Ulfml

Usando o método completo de andlise de pro-
bitos, obteve-se uma estimativa de poténcia de
48,48 com limites de 35,9 e 75,92 Ul/mi.
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VI.10.4. EXEMPLO DE COMBINAGCAO DE
ESTIMATIVAS DE POTENCIA

Exemplo 8: Combinagdo de estimativas de poténcia

Combinagdo de ensaios de corticotrofina pelo
métado de deplecdo de dcido ascdrbico
supra-renal em ratas hipofisectomizadas

Trés ensaios independentes da mesma amostra
foram realizados conforme procedimento descrito
neste volume (VI.8). Os resultados dos ensaios
encontram-se na Tabela 38.

Tabels 38 - Exemplo 8: Dados para
combinagiio de poténcias

Ensaio 1 Enssio 2 Ensaio 3

M 1,24797 1,25164 1,42193
L 0,29097 0,80082 0,11555
¢ 4,1209 4,1209 4,2025
gl 34 33 27

Gilculo da poténcia média ponderada

— w

Moo= IMW 20586174 = 13966

IW 14740148
antilog 1,3966 = 24,9

F.BRAS.IV, 1988

Teste de homogeneidade dos log das estimativas
de poténcia,

EW(M-MP = 55
2 p =005 (Tabela18) = 59

2
xM

2
xgl

Como X* calculado é menor que o valor
ctftico, nfo se tem elementos para suspeitar
de heterogeneidade.

Cilculo dos limites de confianga

sg = V1JEW= /1/1474,0198 = 0,0260

My

M, = Mt 1,98x0,0260
1

M, = 14226

M; = 13700

R, = 265

Ri =235
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VII. RADIOFARMACOS

Radiofdrmacos sdo preparagdes contendo um
ou mais radionuclideos. Além de atender as
especificagSes farmacopéicas, os radiofdrmacos
tém a sua produgfio, suprimento, estocagem, uso e
despejo regulamentados por outras normas gover-
namentais pertinerntes em vigor,

Nuclideo — Espécie de dtomo caracterizado
pelo namero de protons e néutrons contidos em
seu nacleo (ou seja, pelo seu namero atdmico e
pela massa atomica).

Isétopos — Nuclideos do mesmo elemento
quimico, isto €, com © mesmo nimero atdmico
¢ massa atomica diferente.

Radioisbtopos — Isotopos radiativos.

Radionuclideo — Nuclideo radiativo.

Radiztividade (ou atividade) — propriedade que
certos nuclideos tém de emitirem radiagdo por
transformagBes espontaneas de seus nicleos.
A radiatividade de uma preparagio € o numero
de transformagies nucleares por unidade de
tempo que ocorrem numa determinada quantidade
da preparagio. FEstas transformagGes podem
envolver a emissfo de particulas carregadas,
captura de elétrons ou transigdo isomérica. As
particulas carregadas emitidas do nicleo podem
ser particulas alfa (nucleos de hélio, de nimero
de massa 4) ou particulas beta (elétrons de carga
negativa ou positiva, respectivamente 8”-négatron
ou B*-pésitron). A emissdo de particulas carregadas
pode ser acompanhada de raios gama, os quais
também sdo emitidos no processo de transigio
isomérica. Esta emissdo de raios gama pode ser
parcialmente substituida pela ejegdo de elétrons,
conhecidos como ¢létrons de conversio interna.
Este fendmeno, assim como © processo de captura
de elétrons, causa emissdo secunddtia de raios X,
devido & reorganizagdo de elétrons no dtomo.
Esta emissdo secunddria pode, por si mesma, ser
substituida parcialmente pela ejegio de elétrons
conhecidos como elétrons Auger. Raios X, even-
tualmente acompanhados pelos raios gama, sdo
emitidos no processo de captura de elétrons.
Particulas §* sfo aniquiladas em contato com a
matéria; este processa ¢ acompanhado pela emissao
de raios gama com energia de 0,511 MeV.

Desintegragio — Transformagio na qual o
nicleo emite uma ou mais particulas.

Tempo de meia-vidla — Tempo no qual a
quantidade de radionuclideos decai & metade do
valor inicial. A meia-vida é relacionada 4 constante
de decaimento (M) pela equagdo:

0,693
Ty = 2222-
# )

F.BRAS. IV, 1988

Decaimento radiativo — A radiatividade decai
em razdo exponencizl, que é caracteristica para
cada radionuclidec. A atividade em qualquer
tempo pode ser calculada pela expressao

A= AgeM

em que

A = atividade no temport,

A,= atividade inicial,

A = constante de decaimento — (também deno-
minada de constante de desintegragio ou
constante de transformag¢do, i.c., a fragio
de dtomos radiativos que sofrem transfor-
magBes na unidade de tempo, desde que
este tempo seja curto em comparagio com
a meia-vida),

= tempo decorrido,

= base de logaritmos neperianos.

m

Atividade especifica (ou radiatividade especi-
fica) — Radiatividade do radionuclideo relacionada
4 massa unitdria do elemento ou composto; ¢
comumente referida 4 atividade de 1 g da substén-
cia especificada na monografia:

N x 0,693

S = mdesmtegragﬁes/s/ 4

em que

radiatividade especifica,
namero de Advogrado,
= peso atdmico,

peso molecular.

ZEZ®w
o

Concentracdo radiativa — A concentragio radia-
tiva da solugdo é a radiatividade do radionuclideo
contida no volume unitdrio e geralmente referida
como atividade por 1 ml.

Como ocorre com todas as especificagdes
envolvendo radionuclideos, € necessdrio declarar
a data e, no caso de radionuclideos com meia-vida
curta, a hora na qual a concentragio radiativa
foi determinada.

Carreador — Isétopo estdvel do radionuclideo
em questdo adicionado a preparagdo radiativa na
forma quimica idéntica dquela na qual o radionu-
clideo estd presente.

Pureza radiativa — Razdo, cxpressa em porcen-
tagem, da radiatividade do radionuclideo relacio-
nada com o total da radiatividade da fonte.

Pureza radioquimica — Razdo, expressa em
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porcentagern, da radiatividade do radionuclideo
em questio presente na fonte na forma quimica
declarada, relacionada ao total da radiatividade
do radionuclideo presente na fonte.

Pureza quimica — Razdio, em porcentagem, da
massa da substdncia presente na forma guimica
declarada e o total da massa contida na fonte,
desprezados excipientes ou solventes.

Identificagio de radionuclideos — Um radio-
nuclideo € identificado pelo tempo de meia-vida,
pela natureza e energia da sua radiagfo, conforme
descrito na monografia.

Medida do tempo de meia-vida — A meia-vida é
medida com auxilio de aparelhos de detecgdo, tais
como c¢amara de ionizagfo, contador Geiger-
Mueller cu contador de cintilagBes. Os radiofdr-
macos podem ser utilizados diretamente, secos,
ou apds diluicdo conveniente. A quantidade de
radiatividade, consideradas as condi¢Bes experi-
mentais, deve sersuficientemente alta para permitir
a detecglo durante vdrias meias-vidas presumiveis,
porém ndo alta demais, para evitar o fenémeno
de “perda de contagens” devida, por exemplo,
ao tempo morto do tubo Geiger-Mueller.

A fonte radiativa ¢ preparada de modo a evitar
perdas durante sua manipulagfo. Amostras liqui-
das devem ser examinadas e contidas em frascos
ou tubos selados. Produtos sélidos devem ser
protegidos por capa de folha adesiva de acetato
de celulose, ou outro material cuja massa por
unidade de drea seja suficientemente pequena para
ndo atenuar quantidade significativa da radiagio
em estudo. A mesma fonte € medida em condiges
geométricas idénticas e em intervalos que corres-
pondem usualmente & metade da meia-vida ¢ pelo
tempo correspondente a, aproximadamente, trés
meias-vidas. O funcionamento correto do equipa-
mento € verificado através do uso de uma fonte
permanente ¢ as variagBes da contagem s§o corri-
gidas, se necessdrio, conforme descrito em Medida
da radiatividade. Traga-se uma curva, langando-se
0 tempo no eixo das abcissas €, no eixo das orde-
nadas, o logaritmo do nimero de impulsos conta-
dos por unidade de tempo, ou a corrente elétrica,
conforme o tipo do equipamento usado. A meia-
vida calculada a partir desta curva ndo deve diferir
por mais de 5% do especificado na respectiva
monografia,

Determinagio da natureza e da energia da
radiagio — A natureza e a energia da radiagdo
emitida podem ser determinadas por diversos
procedimentos, que incluem a elaboragdo da curva
de atenuagdo e o uso de espectrometria. A curva
de atenuagfo é usada geralmente para a determi-
nagdo da energia da radiagdo beta; a espectrome-
tria ¢ usada, principalmente, para determinagio
da energia da radiagdo gama.

Curva de atenuagdo — Elaborada para emissores
beta puros ou para emissores beta-gama, quando
ndo hd disponibilidade de espectrdmetro de raios
gama. Este método de determinagfo de energia
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méxima da radiagio beta fornece apenas valores
aproximados.

A fonte, montada convenientemente para
proporcionar condigBes geométricas constantes, &
colocada em frente 4 janela delgada do contador
Geiger-Mueller e protegida conforme descrito em
Medida do tempo de meig-vida. A contagem da
fonte ¢, entdo, medida. Entre a fonte e o contador
s30 colocados, nesta ordem, pelo menos seis
telas de aluminio, de massa crescente por unidade
de 4rea, dentro de limites tais que para o absorve-
dor de maior massa por unidade de 4rea seja obtida
velocidade constante de contagem. Com emissores
beta puros a velocidade de contagem ndo ¢ afetada
pelo acréscimo de absorvedores adicionais.

Os absorvedores sZo inseridos de modo tal que as
condigdes geométricas sejam mantidas constantes.

Constréi-se uma curva colocando em abcissas
a massa por unidade de drea do absorvedor expressa
em mg/em? e, em ordenadas, o logaritmo do
numero de impulsos contados por unidade de
tempo para cada um dos absorvedores utilizados.
Curva idéntica ¢ elaborada utilizando-se o padrdo.
O resultado ¢ calculade em relagfo & parte me-
diana, praticamente retilinea, das curvas.

Célculo do coeficiente de atenuagio da massa —
O coeficiente de atenuagdo da massa ppy,, €Xpresso
em cm’® por mg, depende da energia da emissfo
beta e das propriedades fisicas e quimicas do
absorvedor. Isto permite a identificagdo de emissio
beta e o coeficiente ¢ calculado, a partir de curvas
construfdas como descrito anteriormente, pela
expressgo

2303

Fm = o Tm (log A; -log A;)

m, = massa, por unidade de 4rea, do absorvedor
mais leve,

m, = massa, por unidade de drea, do absorvedor
mais pesado (medir m; e m, dentro da
parte retilinea da curva),

A, = welocidade de contagem para massa por
unidade de dream,,

A; = welocidade de contagem para massa por
unidade de drea m,.

O coeficiente de atenuagfo assim calculado
nio deve diferir por mais de 10% do coeficiente
obtido em condigbes idénticas com o padriio do
mesmo radionuclideo.

Espectrometria gama — Baseia-se na propriedade
que certas substancias (cintiladores) tém de emiti-
rem luz quando bombardeadas por raios gama. O
nimero de fotons produzido é proporcional 2
energia absorvida pelo cintilador. A luz ¢ transfor-
mada em impulsos elétricos de amplitude aproxi-
madamente proporcional 2 energia dissipada pelos
fétons gama. A andlise dos impulsos de saida for-
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nece, com auxilio do analisador de pulsos, o espec-
tro de energia da fonte. Os espectros de cintilagdo
de raios gama mostram um ou mais picos caracte-
risticos correspendentes ds energias da radiagio
gama na fonte. Estes picos s3o acompanhados por
outros, mais ou menos largos, devidos a efeitos
secunddrios da radiagfo no cintilador ou a0
material em torno do mesmo. A forma do espectro
varia de acordo com o equipamento utilizado,
tornando-se necessdrio calibrdlo com auxilio de
padréo do radionucl{deo em questdo.

O espectro de raios gama do radionuclideo
que os emite € proprio do mesmo, sendo caracte-
rizado pelo ndmero de raios gama de energia
individualizada produzida por transformagdo.
Esta propriedade pode ser utilizada para identificar
quais radionuclideos estfo presentes na fonte e
as quantidades de cada um deles. Possibilita,
também, avaliar o grau de impurezas presentes,
pela detecgiio dos picos estranhos dqueles espe-
rados.

O detector preferido para a espectrometria de
raios gama é um detector semicondutor de ger-
minio ativado com litio. Tais equipamentos
podem ter resolugd (largura total) do pico & meia
altura mdxima de 2,0 a 2,5 KeV em 1,3 MeV,
possibilitando a identificagio dos picos que se
distanciam por 5 KeV no espectro de raios gama,
Os detectores de cintilagfo de iodeto de sodio
ativados com tdlio também podem ser usados,
porém, com resolugdo menor (50 KeV, aproxi-
madamente). A saida de cada um destes detectores
ocorre na forma de pulsos elétricos, cuja amplitude
é proporcional 2 energia dos raios gama detectados.
Ap6s amplificacio, estes pulsos sdo analisados em
analisador multicanal, que fomnece o espectro de
energia gama da fonte, A relagio entre energia
gama e o nimero do canal pode ser facilmente
estabelecida utilizando-se fontes de raios gama de
energia conhecida. O sistema de detecgdo deve ser
calibrado, pois a eficiéncia do detector é fungfo
da energia da radiagfo gama, da forma da fonte e
da distancia da fonte ao detector. A eficiéncia da
detecgdo pode ser medida com auxilio de fonte
calibrada do radionuclideo em questfo ou, para
trabalho mais genérico, pode ser construida uma
curva de eficiéncia versus energia gama a partir
de uma série de fontes calibradas de vdrios
radionuclideos.

A utilizagfo de detector de baixa resolugfo
poderd trazer alguma dificuldade em identificar
as impurezas, pois 0s picos no espectro podem
nfo estar bem resolvidos. Neste caso, € recomen-
ddvel a determinagfo da meia-vida por medidas
repetitivas na amostra.

E possivel estabelecer a razio do decaimento
da radiatividade no espectro desde que os picos
diminuam em amplitude em fungfo da meia-vida.
Se, nurna fonte, a impureza radiativa de meia-vida
mais longa estiver presente, a mesma ¢ facilmente
detectdvel pelo isolamento ¢ identificagio de
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picos caracteristicos, cujas amplitudes decrescem
em wvelocidades diferentes daquelas do radionu-
clideo esperado. A determinagio da meia-vida de
picos interferentes por medidas repetitivas na
amostra ajudard na identificagdo da impureza.

Medida da radiatividade — A medida absoluta
da radiatividade de uma amostra somente pode
ser efetuada se o esquema de decaimento do
nuclideo € conhecido e estd baseado no método
de coincidéncia, no qual a emiss3o beta e a emisséo
gama sfo contadas em separado ¢ em coincidéncia,
com auxilio de equipamento apropriado. Trés
medidas s3o suficientes para determinar a eficiéncia
dos contadores e as velocidades absolutas de
desintegra¢do. Na prética, muitas corregbes podem
ser necessdrias para obter resuitados precisos.

E mais comum utilizar medidas comparativas de
soluges contra fonte padrfo, utilizando contador
Geiger-Mueller, contador proporcional, contador
de cintilagfo ou cdmara de ionizagfo. O contador
Geiger-Mueller ¢ utilizado para medir ernissores
beta e beta-gama. Contadores de cintilagfo e
semicondutores sfo utilizados para medir raios
gama; emissores beta de baixa energia necessitam
de contador de cintilagfio liquido. Alternativa.
mente, pode ser usado um instrumento calibrado
pela referéncia a uma fonte padrio.

Qualquer que seja o equipamento usado, €
essencial que se trabalhe em condiges geométricas
extremamente bem definidas, de modo que a
fonte radiativa esteja sempre na mesma posi¢io
no aparelho e, conseqilentemente, sua distincia
do dispositivo de medigfo seja constante e perma-
ne¢a a mesma, enquanto a amostra € substituida
pelo padrdo.

Solugtes de radiofdrmacos contendo emissores
de raios gama podem ser medidas diretamente com
auxilio de aparelhos como a cimara de ionizagdo
ou detector de cintilagio de pogo. Entretanto,
para emissores beta de energia alta e moderada
podem ser empregados o contador Geiger-Mueller
¢ o contador de cintilador de cristal plano, sendo
também comum a contagem no residuo apods
evaporagfo. Recomenda-se cobrir o residuo seco
com fita adesiva de acetato de celulose, cuja
massa por unidade de drea seja inferior a 10 mg
por ¢m?, de modo que a absor¢io da radiati-
vidade seja desprezivel.

O residuo de evaporagio da solugfo padrfo
deve ser tanto quanto possivel idéntico 2o da solu-
¢lo em exame, isto &, as duas solugSes devem con-
ter 08 mesmos sais nas mesmas concentrag0es e a
evaporagio deve ser conduzida nas mesmas condi-
¢Oes, idénticas dimensbes de superficie e de mes-
mo material. Quando estas precaugSes sfo tomadas
os resultados obtidos sfo satisfat6rios, qualquer
que seja o equipamento. E necessdrio assegurar que
a eficiéncia do equipamento de medigfo perma-
nega constante durante o tempo de medigfo,
verificada pelo uso de fonte secunddria, ou seja,
radionuclideo de vida longa.
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Emissores beta de baixa energia podem ser
medidos por um detector liquido de cintilagtes
A amostra ¢ dissolvida na solugdo de uma ou
mais (geralmente duas) substdncias orginicas
fluorescentes (cintiladores primirios ¢ secundd-
rios), que convertem parte da energia de desinte-
gragio em fé6tons de luz, os quais sdo detectados
e convertidos em impulsos elétricos no fotomul-
tiplicador. Quando se utiliza o contador de cinti-
lagio liquida, medidas comparativas devem ser
corrigidas devido aos efeitos de interferéncia da
luz. Medidas diretas devem ser feitas em condigdes
que assegurem que as condiges geométricas
sejam constantes (volumes idénticos dos reci-
pientes ¢ solugdes).

Todas as medidas de radiatividade devem ser
corrigidas pela subtragdo da atividade da radiagdo
de fundo, devida 2 radiatividade do meio ¢ aos
sinais espurios gerados no proprio aparetho.
Em certos equipamentos, nos quais a contagem ¢
feita em altos niveis de atividade, a corregdo pode
ser necessdria, em razdio das perdas por coinci-
déncias, devidas ao tempo de resolugfo do detec-
tor ¢ do equipamento eletronico associado.

Para sistema com tempo de paralisago fixo
(7). 2pds cada contagem a corregfo é dada pela
equagio

No
1-Ng7
N = contagem de velocidade por segundo,
No= contagem por segundo medido,
7 = tempo de paralisagio em segundos.

N =

em que

E evidente que esta corregdo serd aceitavelmente
pequena somente se 0 produto Ng7 for muito
pequeno, Com equipamentos mais modernos a
corregdo € feita antomaticamente. Corregles da
perda por coincidéncia devem ser feitas antes das
corregbes para radiagfo de fundo,

Determinagies de radiatividade mostram varia-
¢les estatisticas porque estdo relacionadas 4
probabilidade de desintegragfio nuclear. Nimero
suficiente de contapens deve ser feito para com-
pensar varia¢Ses no nimero de desintegragdes por
unidade de tempo. Pelo menos 10000 registros
540 necessdrios para obter desvio padrio de nfo
mais de 1%.

Teor de radiatividade

As quaniidades de radiatividade no Sistema
Internacionat (SI) sfo medidas em unidades
becquerel (Bq), que ¢ igual a 1 transformagio
nuclear por segundo (equivalente a aproxima-
damente 2,7 x 107! curies).

A atividade decai em razdo exponencial, que ¢
caracteristica de cada radionuctideo. A determi-
naclo da atividade somente é verdadeira no
tempo de referéncia especificado. A radiatividade
em outros tempos pode ser calculada a partir da
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equagio exponencial ou pela tabela ou, ainda,
pode ser obtida graficamente da curva estabelecida
para cada radionuclideo. Todas as determinacgBes
do teor de radiatividade devem ser acompanhadas
de declaragfo da data e, se necessdrio, da hora em
que as medidas foram feitas. A medida da radiati-
vidade de amostra em solugio é calculada em
relagfo ao volume original da mesma e expressa
por unidade de volume — concentragfo radiativa.

Pureza radionuclidica

Para estabelecer a pureza radionuclidica da
preparagfo, a radiatividade ¢ a identidade de cada
radionuclideo presente devem ser conhecidas.
0O método mais comumente utilizado para exami-
nar a pureza radionuclidica é o da espectrometria
gama. Nio é método totalmente preciso porque
as impurezas beta-emissoras geralmente nfo sfio
detectdveis e, quando sdo empregados detectores
de iodeto de s6dio, os picos devidos s impurezas
sio freqiientemente encobertos pelo espectro
do radionuctideo principal.

A monografia estabelece as exigéncias gerais
para a pureza radionuclidica (por exemplo, o
espectro de raios gama ndo deve diferir significa-
tivamente daquele da fonte padrio) e pode esta-
belecer limites para impurezas radionuclidicas
especificas (por exemplo, cobalto - 60 em cobalto
- 57). Estas exigéncias sfo necessdrias, embora
elas por si 56 nfo sejam suficientes para assegurar
que a pureza radionuclidica da preparagio ¢
suficiente para uso humano. O fabricante deve
examinar seus produtos em pormenores e, espe-
cialmente, as preparagBes de radionuclideos de
vida curta devem ser analisadas quanto 2 presenga
de impurezas de vida longa, ap6s periodo conve-
niente de decaimento. Desta maneira, podem ser
obtidas informagbes sobre a conveniéncia dos
processos de fabricagio e a adequagfo dos proce-
dimentos de controle.

Pureza radioquimica

A determinagfo da pureza radioquintica consiste
na separagio de substincias quimicas diferentes
que o radionuclideo contém e a medida da radiati-
vidade ligada a substincia quimica declarada.

Conseqiientemente, na determinagio da pureza
radioquimica podem ser usados todos os métodos
de separagdo analftica. Entretanto, consideragdes
sobre presteza e simplicidade levaram a preferir
a cromatografia em papel ou em camada delgada
e, em certos casos, a eletroforese em papel ou
filme de acetato de celulose. Devido 4 radiativi-
dade devem ser tomadas precaugSes adicionais.

Na cromatografia, na linha de partida deve ser
depositado volume igual a 10 pl ou menor, como
descrito em procedimentos gerais.

E preferivel nfo diluir a preparagdo em exame,
mas € importante evitar depositar quantidade de
radiatividade tal que perdas de contagem por
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coincidéncia venham a ocorrer durante a medida
da radiatividade.

Considerando as massas muito pequenas do
material radiativo aplicado aos cromatogramas, ©
uso de carreadores €, As vezes, necessdrio e 0s
mesmos podem ser adicionados quando a mono-
grafia assim o prescrever.

Ap6s o desenvolvimento, o suporte ¢ seco e
as posiges das dreas radiativas s3o detectadas ou
pela auto-radiografia ou pela medida da radiati-
vidade a0 longo do cromatograma, com auxilio
de contadores devidamente colimados, pelo corte
das faixas e contagem de cada uma delas ou por
qualquer outro método adequado.

As posigdes das manchas ou dreas permitem
identificagfo quimica por comparagio com
solugdes das mesmas substincias quimicas (nio
radiativas), visualizadas por reagdo de cor ou
exame sob luz ultravioleta. A visualizagio pela
reagio de cor direta da amostra radiativa nem
sempre ¢ possivel ou desejdvel, j¢ que o borrifa-
mento com reagente de visualizagio pode causar
difusfo da substincia radiativa para além das
manchas ou dreas identificadas.

Medidas de radiatividade podem ser feitas
por integragfo, utilizando-se equipamento automd-
tico ou contador digital. As proporgdes das dreas
abaixo dos picos fonecem as relagdes das concen-
tragles radiativas das substincias quimicas. Quando
as tiras s%o cortadas em porgBes, as razes das
quantidades de radiatividade medidas fomecem as
proporglies das concentragBes de espécles qui-
micas radiativas.

Atividade especifica

A atividade especifica ¢ calculada relacionando-
se o concentragio radiativa (radiatividade por
unidade de volume) com a concentragfo da
substéncia quimica em exame, ap6s verificagio de
que a radiatividade é somente atribuivel 20 radio-
nuclideo (pureza radionuclidica) e 2 espécie
qufmica (pureza radioqufmics) em questfo.

Esterilidade

Radiofdrmacos para administragio parenteral
devem ser preparados com precaugdes que visem
a excluir contaminagfo bacteriana e assegurar
esterilidade, devendo corresponder ao Teste para
Esterilidade da Farmacopéia. (V.5.1.1) Entre-
tanto, dificuldades especiais podem surgir no
caso de radiofirmacos que sfo preparados em
pequenos lotes ¢ para os quais a execugdo do
teste de esterilidade apresenta certo grau de risco
radiolégico; esta consideragio especial deve ser
levada em conta pelo fabricante na determinagio
do nimero de recipientes a serem testados. Por
causa das caracteristicas radiativas das prepa-
ragBes nem sempre ¢ possivel aguardar o resultado
do teste de esterilidade para liberar o lote para
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uso. O teste constitui controle de qualidade
da produgdo.

Pirogénios

Algumas preparagdes devem corresponder ao
teste de pirogénio, tomando-se as precaugdes
necessirias para evitar irradiagdo do pessoal
envolvido no teste. Entretanto, por causa da
meia-vida usualmente curta do radionuclideo
presente na preparagio e da radiatividade relati-
vamente alta que estas podem conter, € dificil
realizar o teste antes da liberagfo do lote ao
consumo. Para evitar hipertermia, que pode ndo
ser causada pelos pirogénios, mas pela radiativi-
dade da preparagdo, 2s vezes é necessdrio esperar
até que a radiatividade tenha decaido a niveis
previstos na monografia. Conduzido nestas condi-
¢bes, o teste constitui controle de qualidade
da produ¢do.

Recomendase ao produter verificar previa-
mente a auséncia de pirogénios nas solugGes que
serfio utilizadas como matéria-prima na preparagao.

O teste oficial pode ndo ser adequado para
alguns radiofirmacos; por exemplo, pode ndo ser
suficientemente sensivel para aqueles destinados
4 administragfo por qualquer via que dd acesso
20 fluido cerebroespinal. Neste caso o teste, apds
liberagdo a0 uso, pode ser inaceitdvel. Nestas
circunstincias, pode ser utilizado o teste que
emprega o lisado de limulus do amebdcito.

ESTABILIDADE E ARMAZENAGEM

Protegdo

Os radioffrmacos devem ser mantidos em
recipientes bem vedados e em local suficiente-
mente protegido para evitar irradiagio do pessoal
por emissOes primdrias ou secunddrias, de acordo
com regulamentos nacionais e internacionais
sobre manuseio de substancias radiativas.

O poder penetrante de cada radiagfo varia
consideravelmente de acordo com sua natureza
¢ energia. Particulas alfa sfo completamente
absorvidas por espessuras de sélidos ou liquidos
que variam de alguns a dezenas de micrometros;
partfculas beta s§o absorvidas completamente na
espessura de alguns mm 2 vdrios cm. Raios gama
nfio sdo completamente absorvidos, mas somente
atenuados, e uma redugio de 10 vezes pode
requerer, por exemplo, alguns cm de chumbo.
Quanto mais denso ¢ o absorvente, menor é o
alcance de particulas alfa e beta ¢ maior a ate-
nuagio de raios gama.

Decomposicio induzida pela radiagdo — As
preparagdes de radioférmacos tendem a ser menos
estdveis do que os seus correspondentes inativos,
ocorrendo a sua decomposigio por auto-irradiagio
¢, por isto, devem ser utilizadas dentro de prazo
curto. Os efeitos da radiagio primdria incluem a
desintegragio do 4tomo radiativo ¢ a decom-
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posi¢io de moléculas quando a frago de energia
de particula emitida ou do rajo gama é absorvida
por estas mesmas moléculas (efeito externo).
Muitos fatores estfo envolvidos, incluindo a
energia e a natureza da radiagio, a atividade
especifica e 0 tempo de armazenagem.

Os efeitos de radiagfio primdria podem induzir
efeitos secunddrios devidos A formagio de espécies
excitadas, que podem degradar outras moléculas
presentes; por exemplo, as dos solventes ou
conservantes.

Também deve ser considerada a susceptibilidade
3 oxidagio e redugfio de pequena quantidade de
espécies quimicas presentes. A exclusdo inicial de
todos os tragos de agentes de oxidagdo e redugfo
nem sempre € suficiente porque tais agentes
podem formar-se continuamente, por efeitos da
radiagfo. Por isto, o tiossulfato de sodio ¢ incluido
na solugio de iodeto de sédio (**'1) para manter
o iodeto na forma reduzida.

Durante o armazenamento, recipientes e
solugbes podem escurecer devido 4 radiatividade
emitida. Tal fato nfo determina, necessariamente,
a deterioragdo da preparagfo.

Conservantes

Nio & obrigatéria a adigfo de conservantes a
preparagSes radiofarmacéuticas apresentadas em
recipientes de doses multiplas, exceto quando
especificada na monografia respectiva. Variag3es
nas dosagens, alteragtes da dose com o tempo,
em virtude do_decaimento de radiatividade, ¢ a
necessidade de reter, dentro de recipiente préprio,
qualquer material para uso futuro, requerem
recipientes de doses miultiplas para muitas prepa-
ragGes radiofermacéuticas. Os conservantes antimi-
crobianos sofrem decomposiglio pela influéncia da
radiagdo e isto elimina seu uso para radiofdrmacos
injetdveis. Pode ser necessdric distribuir tais
preparagSes em frascos de doses maltiplas, sem
incorporagiio de conservantes antimicrebianos.
Nestes casos, a nfio ser que parte do centeido
seja usada e a retirada de doses subseqiientes seja
necessiriz, o recipiente deveri ser submetido a
processo de esterilizagfo posterior, tdo logo
quanto possivel, ap6s o uso inicial e em seguida 2
cada um dos usos subseqilentes. O importante ¢
verificar se as caracteristicas do material nfo
foram adversamente afetadas.

DiluigBes

No caso em que sejam necessdrias diluigdes é
preferivel utilizar veiculos de mesma composi¢do
que 05 presentes na preparagdo.

Tais veiculos ¢ todo o equipamento usado
devem estar isentos de poeiras e tragos de matéria

orgénica.

RADIOFARMACOS

A quantidade de material radiativo presente
na preparagio €, freqlientemente, muito pequena
para ser medida pelos métodos quimicos ou
fisicos normais. Considerando a férmula

_ 1,16x10®Bqg!

Smax = Wxt,
em que
Smay = atividade especifica mdxima,
W = peso atdmico,
ty; = tempo de meia-vida em horas.

Verificase que, por exemplo, para solugio de
pertecnetato de sédio (®MT;) com a concentra-
¢do radiativa de 37 MBq (1 mC) por ml, a concen-
tragfo do pertecnetato pode ser tfo baixa quanto
3x 107 g/ml.

O comportamento de massas tio pequenas em
solugdes muito diluidas pode requerer conside-
ragbes especiais. As vezes, a adigdo de carreador
inerte pode ser necessdria para limitar a absorgdo
das superficies do recipiente. Por esta razfo, 2
injecdo de fosfato de sédio (*?P) requer adi¢do
de fosfato.

Rotulagem

O rotulo de radiofirmacos deve conter as
seguintes declaragdes:

1) nome sob o qual ¢ descrite na monografia
ou sinonimia aprovada;

2) indicagdo de que o produto ¢ radiativo; a
radiatividade total existente na data e hora indi-
cadas;

3) para preparagles liquidas, a radiatividade
total do recipiente ou a concentragio da radiati-
vidade por ml, na data e hora declaradas e o
volume do liquido no recipiente; para sdlidos, tais
como liofilizados, & radiatividade total; para
cdpsulas, a radiatividade de cada cdpsula ¢ o
total de cdpsulas por recipiente;

4) nome ¢ enderego do fabricante;

5) referéncia que consiste em figuras ou letras
ou ainda uma combinagfo de letras e figuras pela
qual pode ser acompanhado o histérico da pre-
paragdo;

6) data limite ¢ o periodo de utilizagfo do
produto;

7) referéncia de que se trata de produto para
uso médico;

8) via de administragio;

9) nome e concentragio de estabilizadores ou
conservantes antimicrobianos e

10) condigBes de armazenamento.

O




VIII. PRODUCAO DE DISCOS E
METODOLOGIA PARA TESTE DE
SENSIBILIDADE AOS ANTIBACTERIANOS

Os discos de sensibilidade aos antibacterianos
sfo redondos, achatados, de papel absorvente,
tendo didgmetro de 6,35 mm e espessura uniforme;
contém antibacterianos distribuidos uniforme-
mente ¢ destinam-se a medir o nivel de sensibi-
lidade de microrganismos.

Quando outro material ou sistema (por exem-
plo, multidisco) for utilizado na confec¢o de
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discos, este deverd apresentar as mesmas caracte-
risticas e resultados daqueles oferecidos pelos
discos de papel.

Para identificar o antibacteriano contido no
disco s&o recomendados vérios processos anal iticos,
tais como: cromatografia, eletroforese, espectro-
fotomettia e inativagdo enzimética.




VIII.1. PRODUCAO DE DISCOS

Papel absorvente

A espessura do papel deve ser suficiente para
assegurar certa rigidez ao disco e permitir completa
absorgfo de volume de 4gua entre 2,5 a 4 vezes o
seu peso. O papel deve ser isento de substancias
inibidoras tanto para os microrganismos quanto
para os antibacterianos. A codificagfo dos discos
deve ser feita por trés letras coincidentes entre
os fabricantes ¢ que identifiquem os antibacte-
rianos neles contidos, e a tinta usada nfo deve
interferir com a atividade dos mesmos.

A impresso da conceniragdo do antibacteriano
no disco & facultativa.

Concentragies dos antibacterianos nos discos

Para a impregnag¢fo dos discos recomendam-se
as concentragdes especificadas na Tabela 1.

A recomendagfo da concentragdo do antibacte-
riano no disco deve ser comprovada por trabalho
cientffico publicado sobre o assunto. No estabe-
lecimento da concentragfo, os discos impregnados
devem apresentar zonas de inibi¢fo com micror-
ganismos, inclusive contra os quais se espera que
o antibacteriano seja clinicamente eficaz.

A concentragfo inibitéria minima (C.LM.)
deve ficar dentro de uma faixa de concentracfo
possfvel de ser obtida nos fluidos e tecidos corpo-
rais durante o tratamento.

Com o5 microrganismos altamente sensiveis
encontrados na clinica prdtica, os didmetros das
zonas de inibigfo ndo devem exceder 40 mm, mas
de preferéncia nffo devem ultrapassar 30 mm.

Qs discos devem ter concentragio unica;
contudo, serfo perrhitidas duas concentrag¥es, se
comprovada cientificamente sua necessidade. Neste
caso, as concentragdes deverdo vir gravadas nos
respectivos discos.

Antibacterianos

A qualidade dos antibacterianos usados no
preparo dos discos deve corresponder 4 qualidade
usada na fabricago farmacéutica ¢ deve satisfazer
os requisitos da Farmacopéia Brasileira.

Solventes

Os solventes aquosos ou orgdnicos usados
para dissolver os antibacterianos ou que agem
como veiculo para impregnar o papel devem
estar isentos de componentes de atividade inibi-
dora ou que possam inativar os antibacterianos,
bem como afetar suas propriedades de difusfo.

Preparagso dos discos

Os antibacterianos usados na preparagio dos
discos devem ser pesados analiticamente, levando
em consideragfo suas poténcias em unidades
internacicnais ou microgramas.

As solugBes alterdveis por luz e calor devem ser
protegidas. A secagem dos discos deve ser feita
de maneira a eliminar o solvente sem prejudicar
a distribuigfo uniforme do antibacteriano e
sem provocar perda excessiva da poténcia. Cada
fabricante, conforme estudo de estabilidade,
deverd especificar seu prazo de validade.
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VIIL.2, CONTROLE DOS DISCOS

DISCOS-PADRAO

Cada lote de discos produzido deve ser contro-
lado quanto A suz poténcia, frente a discos-padrgo.
Os discos-padrio sfo preparados com discos
virgens marcados de P1 a P3, correspondentes as
cinco concentragdes da reta padrdo (TabelaI).
Ndo precisam ser estéreis, mas sim isentos de con-
taminagdo. Os discos-padrdo para a impregnagio
analftica devem ser colocados em tela de aluminio,
ago inoxiddvel ou ndilon, separadamente, de modo
a facilitar a circulagdio de ar entre eles. A secagem
¢ feita em ar circulante ou sob pressio reduzida.
Apos a secagem eles devem ser guardados por até
4 semanas, em dessecador, sob pressfo reduzida.

MEIOS DE CULTURA

Na preparaglo das placas para a dosagem dos
discos, podem ser usados meios de cultura prepa-
rados a partir de componentes individuais ou
mejos desidratados; neste caso, ap6s a suspensio
em dgua destilada, sua composigfo deve ser a
mesma daquele preparado com os componentes
individuais.

Nas dosagens sdo usados os seguintes meios:

Meio de cultura A

Peptona . . . ...... v, 60¢g
Caseina de digestdo pancredtica .. ... .. 40g
Extratodelevedura . ..., ., ....... 30g
Extratodecarne . ............... 1.5g
Dextrose. .................... 10g
Agar . . 150¢g
Agua .. ... . ... 1.000 ml

PH 6,5 a 6,6 apos a esterilizagdo

Meio de cultura B

Idéntico ao meio A, porém acrescido de 300 mg
por litro de sulfato de manganés hidratado.

Meio de cultura C
Idéntico ac meio A4, exceto que o pH final deve

ser ajustado entre 7,9 e 8,1 apés a esterilizago.

Meio de cultura D

Peptona .. ................... 50 ¢
Extratodelevedura ... ........... 1.5 g
Extratodecarne ................ 1,5 g
Cloretodesddio . ............... 35 g
Dextrose . . . ........couvuuun., 10 g
Fosfato de potdssio dibdsico . .. ... .., 3.68g
Fosfato de potdssio monobdsico . . .. ... 1,32g
Agua ..o 1.000 ml
PH 7,0 apds a esterilizagdo
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Meio de cultura €

Peptona . . . ........covvee.nn 60¢g
Extrato deleveduwra . . .. ... ..... .. 3,0g
Extratodecame . .............., 1,5¢g
Agar .. ... 150¢
AGUa .. i 1.000 mi
PH 6,5 a 6,6 apés a esterilizagdo

Meio de cultura F

Casefna de digestdo pancredtica . ... ... 1708
Soja de digestiio papa(nica‘ .......... 308
Cloretodesédio . ............... 50g
Fosfato de potdssio dibdsico . ... .. ... 25g
Dextrose. . . . ... v v i ii e 25g
Agar ... .. e 200
Agua . ... 1.000 ml
PH 7,3 apés a esterilizapio

Meio de cultura G

Idéntico ao meio F, exceto:

BT . L e e e 1208
Polissorbato 80 (estérily . . . ... ..., .. 100g
Adicionar o polissorbato 80 apés a fervura
Meio de cultura H
Peptona . .................... 6,0g
Extratodelevedura . ............. 30¢g
Extratodecarne .. .............. 1.5g
Dextrose . . « . oo vv vt it i 10g
Agar ... . 1508
Agus . ... 1.000 ml
PH 6,6 apds a esterilizagio
Meio de culturs /

Caselne de digestdo pancredtica . ........ 150g
Soja de digestio papafnica . ... ... ..... 50g
Cloretodesddio . .. ... .. .......... 50g
......................... 1508
Agua . ... ... 1.000 ml
PH 7,3 apbs a esterilizagdo
Mejo de cuftura J
Case{na de digestdo pancredtica ... ...... 1708
Soja de digestdo papafnica . ........... 30g
Cloretodesédio .. ................ 50g
Fosfato de potdssio dibdsico . .. . ....... 25¢g
DeXIIOSE . - o v v e h e et 25¢g
AgUa . ... 1.000 m|
pH 7,3 apds g estertlizapdo

SUSPENSOES DOS MICRORGANISMOS
PARA TESTE

Os microrganismos utilizados nas metodologias
de dosagem dos discos sfio aqueles recomendados
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pelo ATCC, INCQS, NCTC e NCYC, cujos ende-
regos constam em “Ensaio Microbiolégico de
Antibi6ticos”. Como referéncia bdsica foram
listados os microrganismos da ATCC (American
Type Culture Collection dos EUA).

Suspenséo n 1
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)

Manter o microrganismo em meio de cultura A
inclinado repicando-o, semanalmente. Antes da
preparagio da suspensio estoque, inocular um
tubo com meio de cultura A inclinado e incubar
a 32-35 °C por 24 horas. Colher o crescimento de
superficie do meio inclinado com 3 ml de solugio
fisiol6gica estéril, espalhando este volume sobre a
superficie de 250 ml de meio de cultura A, contido
em garrafa de Roux. Incubar por 24 horas a
32-35°C. Colher o crescimento da superficie da
garrafa com 50 ml de solugdo fisiolégica e contas
de vidro estéreis. Padronizar esta suspensdo estoque
de modo a obter 20% de transmitincia em compri-
mento de onda de 580 nm. Guardar a suspensio
estoque em refrigerador por uma semana.

Suspensio n? 2

Seguir o mesmo procedimento da suspensdc
n? 1, exceto que a padronizacio da suspensio
estoque ¢ feita indiretamente, através de diluigdo
de 1:10 com solugdo fisiologica estéril que venha
a fornecer 20% de transmitdncia em 580 nm.
Ajustar a suspensfo estoque se for o caso, baseando-
se na diluigfo de 1:10. Como inéculo nfo usar esta
diluico e sim a suspensfo estoque ajustada indi-
retamente.

Suspensdo n? 3
Staphylococcus aureus (ATCC 13150)

Seguir 0 mesmo procedimento da suspensdo
n? 1, exceto que a padronizagic da suspensdo
inéculo preparada diariamente a partir de suspen-
sdo estoque ¢ feita de modo a obter 80% de
transmitancia em 580 nm.

Suspensdo n? 4
Micrococcus luteus (ATCC 9341)

Manter o microrganismo em meio de cultura A
inclinado, repicando-o quinzenalmente. Antes da
preparagio da suspensio estoque, inocular em
tubo com meio de cultura A inclinado e incubar
a 26 °C por 24 horas. Colher o crescimento de
superficie do meio inclinado com 3 a 4ml de
meio de cultura D, espalhando este volume sobre a
superficie de 250 ml de meio de cultura A, con-
tido em garrafa de Roux. Incubar a 26 °C por
24 horas. Colher o crescimento de superficie da
garrafa com 15 ml de meio de cultura D e contas
de vidro estéreis. Diluir em 1:10 uma aliquota da
suspensdo estoque com meio de cultura D para
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fornecer 10% de transmitédncia em 580 nm. Quando
isto ocorrer, a suspensfo estoque é considerada
satisfatdria para o uso; caso contrdrio, gjustar a
suspensdo estoque e proceder 4 nova diluigfo de
1:10. Obtida a transmitdncia recomendada, usar
como inéculo a suspensdo estoque e nfo a sus-
pensio de 1:10. Renovar a suspensio estoque
quinzenalmente, se guardada em refrigerador.

Suspensdo n® 5
Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Manter o microrganismo em meio de cultura A
inclinado, repicando-o semanalmente. Preparar a
suspensdo de esporos inoculando um tubo com
meio inclinado A e incubando-0a 37°C por 162 24
horas. Cother o crescimento de superficie do meio
inclinado com 3 ml de solugfo fisiolégica estéril,
espalhando este volume sobre a superficie de
250 ml de meio de cultura B, contido em garrafa
de Roux. Incubar por 5 dias a 37 °C. Colher o
crescimento de superficie com SO mi de solugio
fisiolégica e contas de vidro estéreis. Centrifugar
e decantar o liquido sobrenadante. Reconstituir
o sedimento e aplicar choque térmico na suspensgo,
aquecendo-z por 30 minutos a 70 °C. Guardar a
suspensfo de esporos em refrigerador por tris
meses. No hd necessidade de acerto de transmi.
tdncia,

Suspensdo n? 6
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)

Manter o microrganismo em meio de cuitura 4
inclinado, repicando-o semanalmente. Inocular um
tubo com meio de cultura A inclinado recém-pre-
rado, e incubar a 32-35 °C por 24 horas. Colher o
crescimento de superficie do meio inclinado com
3 ml de soluggo fisioldgica estéril, espathando este
volume sobre a superficie de 250 m! de meio de
cultura A, contido em garrafa de Roux. Incubar
por 24 horas a 32-35 °C. Cother o crescimento de
superficie da garrafa com 50 ml de soluggo fisiol¢-
gica e contas de vidro estéreis. Padronizar a suspen-
s3o estoque de modo a obter 80% de transmitincia
em 580nm ¢ manté-la em refrigeragio por uma
semana.

suspensdon? 7
Bordetella bronchiseptica (ATCC 4617)

Manter o microrganismo em meio de culture F
inclinado, repicando-o quinzenalmente. Inocular
um tubo com melo de cultura F inclinado, recém-
preparado ¢ incubar a 37 °C por 16-24 horas.
Colher o crescimento de superficie do meio incli-
nado com 3 ml de dgua estéril, espathando este
volume sobre a superficie de 250 ml de meio de
cultura F, contido em garrafa de Roux. Incubar
por 24 horas a 37 °C. Celher o crescimento de
superficie com 50ml de dgua e contas de vidro
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estéreis. Padronizar a suspensfo estoque de modo a
fornecer 50% de transmitincia em 580nm e
manté-la em reftigerador por quinze dias.

Suspenséo n? 8

Seguir 0 mesmo procedimento da suspensdo
n? I, exceto que a padronizago da suspensio
estoque ¢ feita para obter 80% de transmiténcia
em 580 nm.

Suspensso n® 9
Klebsielia pneumoniae (ATCC 10031)

Manter o microrganismo nfo capsulado em
meio de culturs A inclinado, repicando-o semanal-
mente. [nocular um tubo com meio de cuitura A
inclinado, recém-preparado, e incubar a 32-35 °C
por 24 horas. Colher o crescimento de superficie do
meio inclinado com 3 ml de solugiio fisiologica
estéril, espalhando este volume sobre a superficie de
250 ml de meio de cuitura A, contido em garrafa
de Roux. Incubar por 24 horas a 32-35 °C. Cother
o crescimento de superficie com 50 ml de solugdo
fisiolégica e contas de vidro estéreis. Diluir em
1:10, também em solugdo fisioldgica estéril, alf-
quota da suspensio estoque de modo a fornecer
40% de transmitincia em 580 nm. Quando esta
transmitancia for obtida, usar como in6culo a sus-
pensfo estoque ajustada e ndo a diluigio de 1:10.
Guardar a suspensfio estoque em refrigerador
Ppor ndo mais que uma semana.

- Suspensdo n? 10
Streptococcus faecalis (ATCC 14506)

Manter ¢ microrganismo em meio de cultura E
inclinado, repicando-o semanalmente, Inocular um
tubo com meio inclinado, recém-preparado, ¢ incu-
bar a 37 °C durante 24 horas. Colher o crescimento
do tubo inclinado com 3 ml de meioJ e completar
o volume para 10 ml com o mesmo meio J, Incubar
o caldo por 16-18 horas a 37 °C e, em seguida,
conservar ¢m refrigerador por nfo mais que uma
semana. A suspensio indculo serd obtida acer-
tando 2 transmitincia do caldo para 80% em
650 nm, tendo como controle o propric meio.

Suspensdo n9 11
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619)

Manter o microrganismo em meio de cultura [
inclinado, repicando-o semanalmente. Inocular um
tubo com meio de eultura ! inclinado, recém-prepa-
rado, e incubar a 37 °C por 24 horas. Colher o
crescimento de superficie do meio inclinado com
3 ml de solugfo fisiolégica estéril, espalhando este
volume sobre a superficie de 250 ml de meio de
cultura I, contido em garrafa de Roux. Incubar por
24 horas a 37 °C. Colher o crescimento de superfi-
cie com 30 ml de meio de cultura J e contas de
vidro estéreis. Ndo h4 necessidade de padronizar

F.BRAS. IV, 1988

vin.2.-3

esta suspensfo estoque. Guardar em refrigerador
por 2 semanas.

Suspension® 12
Escherichia coli (ATCC 25922)
Seguir o mesmo procedimento da suspensdo

n 8.
Suspension® 13
Staphylococeus aureus (ATCC 13150)

Seguir o mesmo procedimento da suspensdo
n? 3, exceto que a padronizagio de suspensio
estoque ¢ feita para fomecer 20% de transmi-
tincia.

Suspensao n? 14
Bacillus pumilus (ATCC 14884)

Seguir 0 mesmo procedimento da suspensdo
n? I, exceto que a padronizagio da suspensio
estoque é feita para fornecer 40% de transmi-
tancia.

Suspension? 15
Escherichin coli (ATCC 11105)

Seguir 0 mesmo procedimento da suspensdo
n? 8

Suspenséo n? 16
Escherichia coli (ATCC 25922)

Seguir o mesmo procedimento da suspensdo
n? 1

PREPARAGAO DAS PLACAS

a) Camada Base
A cada placa de Petri (20 x 150 mm),
adicionar 42ml de meio de cultura fundido
conforme especificado na Tabela 2. Deixar o meio
solidificar em superficie plana, mantendo as
tampas das placas de um lado, com pequena
abertura para a evaporagio da dgua de conden-
sagio.
b) Camada de Superffcie
Fundir, esfriar a 48 °C e inocular o meio
de cultura de superficie especificado na Tabela 2.
Homogeneizar o meio de cultura inoculado e
distribuir 8 m! sobre o meio base, mantendo as
placas em superficie plana. Evitar as goticulas de
dgua de condensagfo sobre a superficie do meio.
¢) Deposi¢do dos Discos
Depositar sobre a superficie do meio de
cultura, com o auxilio de pinga, os discos do
padrio e da amostra, fazendo leve pressdo sobre
eles para melhor aderéncia. Usar trés placas,
depositando, alternadamente, em cada uma
delas, os cinco discos referentes ao padrdo e os
dois discos referentes ao lote sob teste.
Incubar as placas por uma noite a 32-37°C.
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Ap6s a incubagin, proceder as lelturas dos halos
de inibicfo com o auxilio de projetor éptico,
régua milimetrada ou paquimetro. O cdlculo
¢ feito tirando-se a média das trés leituras de
cada concentragfo do padrio e a média das seis
leituras da amostra sob teste. Marcam-se os resul-
tados na escala aritmética do papel semiloga-
ritmico, sendo que as concentragBes dos anti-
bacterianos s§o anotadas em escala logaritmica.

Usar a seguinte equagfo para calcular a melhor
reta:

B = (3a+2b+c-¢€)/S
A= (Be+Utc-a)/5
em que

B

Média da mais baixa concentragfo da *“‘reta”
padrio,

Média da mais alta concentragfo da “reta”
padrio,

a,b,c,d,e, = Média das zonas de inibigSo de cada
concentragfo, sendo que @ corres-
ponde 2 menor concentragfoee i
maior concentragio da *‘reta” pa-
drffo, respectivamente.

A

Marcar os dois pontos B e A no papel semi-
logaritmico ¢ uni-los com uma reta.

A média das 6 leituras da amostra lida na
“reta” padrfo. corresponderd & concentragio do
antibacteriano contido nos discos sob teste.
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LIMITES

Os discos sfo considerados satisfatérios quando
os resultados obtidos se encontrarem dentro dos
limites de 75 a 150% da poténcia assinalada no
rétulo. A homogeneidade do lote & considerada
satisfatéria se em seis discos do primeiro ou
segundo teste da amostra a diferenga entre a maior
¢ a menor zona de inibig¥o obtida nfo ultrapassar
o limite de 2,5 mm, ou se 0 mesmo nimero de
zonas fora do limite em trés ou mais testes conse-
cutivos nfo for mais que 10% do total de discos
testados.

AMOSTRAS

De cada lote fabricado retirar quantidade de
amostras, necessdrias ao controle de qualidade e
ao controle de referéncia. Estas permanecerio
armazenadas durante o periodo de validade
do produto.

ROTULAGEM

Todos os produtos devemn estar nitidamente
identificados por rotulos. Na etiqueta afixada
embalagem dos discos devem constar os seguintes
dados: nome do produto, quantidade de discos
em cada embalagem, concentracio do antibacte-
riano por disco, nome e enderego do fabricante,
responsdvel técnico, nimero ¢ validade do lot?,
condigbes de armazenagem e os dizeres “para
uso exclusivo em laboratério”.
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Tabela I — Concentracdo de antibacterianos em discos, solventes

utilizados e reta padriio para controle

VIL2.$

Antibacteriancs Cod. / Conc. Soiventes Rets Padrdio — Canc./Disos
ugou UL
Amicacina, sulfeto AMI-30 dgue 33 63 122 234 4504
Amoxicilina AMO-10 égua 1,3 24 44 81 150ug
Ampicilina AMP-10 4gua 1.3 24 44 8,1 150ug
Bacitracina BAC-10 dgus 1,3 24 44 81 150U.L
Becanamicina BEC-30 dgua 33 63 122 234 450ug
Benzilpenicilina PEN-10 agua 1,3 24 44 81 150U
Canamicina, sulfato CAN-30 agua 33 63 122 234 450nmg
Carbenicilina CAR-100 &lcool metflica 12,8 23,7 438 81,1 150,0u9
Cefaclor CFC-30 &lcool metilico 50% 150 21,2 30,3 424 60,0ug
Cefadroxila CFD-20 &cool metilico 50% 15,0 21,2 30,3 424 60,0ug
Cetalexina CFE-30 &lcool metilico 50% 15,0 21,2 30,3 424 60,0ug
Cefaloridina CFA-30 4icool metflico 50% 15,0 21,2 30,3 42,4 60,0ug
Cefalotina CFL-30 &lcool metflico 50% 150 21,2 30,3 424 6€0,0ug
Cefapirina CFP-30 &lcool metilico 50% 150 21,2 30,3 424 60.0ug
. Cefazalina CF2-30 8lcool metllico 50% | 15,0 21,2 303 424 60,0ug
Cefotaxima CTX-30 4lcool metflico 50% 15,0 21,2 30,3 42,4 60,0ug
Cafoxitina CFO-20 Slcoo! metflico 50% 15,0 21,2 303 424 60,0ng
Cefradina CFI-30 4lcoo! metflico 50% 150 21,2 30,3 424 60,0up
Cefuroxima CRX-30 &lcool metftico 50% 15,0 21,2 30,3 424 60.0ug
Clindamicina cLl-2 &lcool metflico 50% 1,0 141 20 282 40ug
Cloranfenico! CLO-30 lcool metflico 50% 33 63 12,2 234 450ug
Colistina, sulfato CcOL-10 agua 1,3 24 44 B1 150ug
Dicloxacilina DIC-1 fgua 071 1,0 141 20 282ug
Doxiciclina DOX-30 4lcool metflico 33 63 12,2 234 450ug
Eritromicina ERI-15 4lcool metflico 3 2,7 54 11,0 225ug
Espiramicina ESP-100 &lcool metflico 12,8 23,7 43,8 81,1 150,0ng
Estreptomicina, sulfato EST-10 &gua 1,3 24 44 81 1504
Fosfomicina® FOS-50 fgua 25,0 355 50,0 70,7 100,0ug
Gentamicina, sulfato GEN-10 fgua 50 2,1 10,0 14,1 200x9
Hetacilina HET-10 égua 1,3 24 44 81 150u
Lincomicina LIN-2 élcool metilico 50% 1,0 141 20 282 40ug
Minociclina MIN-30 Sicool metilico 33 63 12,2 234 4504z¢
Nalid{xico, dcida NAL-30 égua 33 63 122 234 450k
Neamicina, sulfato NEO-30 fgus 33 63 122 234 450ug
Netilmicina NET-20 alcoot metflico 50% 33 63 12,2 234 450pg
Nitrofurantaina NIT-300 N, N-dimetilformamida | 33,0 63,0 122,0 234,0 450,09
Novobiocina sédica NOV-30 sgua 33 63 122 234 450pg
Oxacilina sddica OXA-1 &gua 07t 1,0 1,41 20 282ug
. Pipemidico, 4cido PIP-20 slcool met(lico 50% 15,0 21,2 30,3 424 600gxg
Piromidico, &cido” PIR-50 slcoal metflico 50% 25,0 355 500 70,7 100,0ug
Polimixina B, sulfato POL-300 égua 33,0 63,0 122,0 234,0 450,0U.1.
Ribostamicing RIB-50 &gua 250 355 500 707 100,0ug
Rifamicina B RFM-30 4tcool metflico 30 60 120 240 4804ug
Rifampicina® RIF-30 alcool metllico 30 60 120 24,0 48,0x9
Rifampicina RIF-5 aleool metitico 30 60 120 24C 480ug
Rifampicina + Trimetoprima® RIT-35 slcool metflico 15,0 21,2 30,3 424 600ug
Sisomicina 518-10 &gua 33 63 122 234 45049
Sultametoxazol + Trimetoprima® SUT-25 acetona 50% 15,0 21,2 303 424 600ug
Sulfonamidas SUL-300 aiceol meatflico 50% 33,0 63,0 122,0 234,0 450,09
Tetraciclina TET-30 Slcool metllico 33 63 122 234 45049
Tobramicina TOB-10 &gua 50 7,1 100 14,1 200ug
Trimegtoprima TRI-5 alcool metilico 30 60 120 240 480ug
Vancomicina VAN-30 4gua 33 63 12,2 234 45049

FOS5-50 : Adicionado de 50 ug de glicose-6-fosfato

PIR-60 : Acido piromidico 25 ug + 4cido beta-hidroxipirom(dico 25 ug
RIF-30 : Outros microrganismos que ndo N. meningitidis

RIT-35 : Rifampicina 30 ug + trimetoprima 5 ug

SUT-25 : Sulfametoxazol 23,75 pg + trimetaprima 1,25 ug

SUL-300 : Sulfonamidas — disco preparado com sulfadiazina

L
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Tabela 2 — Meios de cultura, suspensbes bactedanas e
indcnlos recomendados no controle de discos antibacterienos

Antibacterianos mi da su:pens?’o NP da Camada &mada'
p/100 mi fmeio suspensgo base superticie
Amicacina, suifato 02-07 13 9 c
Amoxicilina 55—6,5 13 E A
Ampicilina 05-15 3 E A
Bacitracina 05—15 3 E A
Becanamicina 02-07 1 E A
Benzilpenicilina 05-156 3 E A
Canamicina, sulfato 05-15 8 E A
Carbenicilina 25-35 1 F G
Cefaclor 05—-15 9 E A
Cefadroxila 05-15 9 E A
Cefalexina 05—-15 9 E A
Cefaloridina 05-15 9 E A
Cefslotina 05-15 9 E A
Cefapirina 05-15 g € A
Cefazolina 05-15 9 E A
Cefotaxima 05-158 9 E A
Cefoxitina 05—-15 9 E A
Cefradina 05-15 9 E A
Cefuroxima 05-~15 16 E A
Clindamicina 02-07 3 ¢ c
Clarantenicol 35-45 4 E A
Colistina, sulfato - 05-15 7 F G
Dicloxacilina 25-~35 13 E A
Doxiciclina 1,0-20 1 E A
Eritromicina 1,6-25 10 [o4 [
Espiramicina 16-25 s c [
Estreptomicina, sulfato 25-35 1 C C
Fosfomicina 45-55 12 C c
Gentamicina, sulfato 02-07 13 o) c
Hetacilina 45—-5,5 3 E A
Lincormicina 0,2-0.7 3 [+ C
Minorciclina 1,020 1 E A
Nalidfxico, écido 25-35 12 C c
Neomicina, sulfato 2,0-30 6 [ o]
Netilmicina 02-0,7 13 C o
Nitrofurantofna 0,2-07 13 C Cc
Novobiocina sédica 35-45 5 E A
Oxacilina sddica 16-28 13 E A
Pipemidico, dcido 02~-0,7 3 c oS
Piromrdico, &cido 2,6—-35 12 [+ C
Polimixina B, sulfato 05—-15 7 F G
Ribostamicina 25-35 6 [+ c
Rifamicina B 05-1,5 5 E A
Rifampicina® 05-15 5 E A
Rifampicina + Trimetoprima 35—456 5 E A
Sisomicina 02-07 13 [ C
Sulfametoxazol + Trimetoprima 25-35 14 c [
Sulfenamidas* * 25-35 15 F G
Tetracicling 1,0-20 1 E A
Tobramicina 02-07 3 [ c
Trimetoprima 25-35% 14 [ C
Vancomicina 0,5—-1,5 6 [ [

* Rifampicina 30 mcg e 5 mcg
** Teste com sulfadiazina
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IX.1. MATERIAIS EMPREGADOS NA
FABRICACAO DE RECIPIENTES

Os materiais descritos a seguir sdo empregados
na fabricagdo de recipientes destinados a uso
farmacéutico.

IX.1.1. MATERIAL PLASTICO

METODOS GERAIS DE ANALISE DE
MATERIAL PLASTICO

LIMPIDEZ E GRAU DE OPALESCENCIA DE
SOLUQOES

Existem dois procedimentos para esta deter-
minagfo.

Método A

Em tubos de ensaio de vidro neutro com
didmetro intetno de 12 mm, comparar 2,0 ml do
liquido em andlise e 2,0 ml de liquido padrio
recém-preparado como descrito a seguir. Cinco
minutos apds a preparagfo do mesmo, a compa-
rago ¢ efetuada em ambiente escuro sob feixe
luminoso lateral, proveniente de limpada elétrica
que fornega claridade de 1000 1uz a 1 m de distdncia.

Mdtodo B

Em tubos de ensaio de vidro neutro com
diagmetro interno de 16 mm de fundo chato,
comparar 10 mi do liquide em andlise com 10 ml
de solugfo padrio recém-preparada como des-
crito a seguir. Cinco minutos apds a preparagio
da mesma efetuar a comparagfo sobre fundo
negro observando na dire¢fo do eixo no tubo.

Expressdo dos resultados

Um liquido é considerado:

Limpido, se a limpidez corresponde & da dgua
ou do solvente usado nas condigBes de operagio.

Muito fracamente opalescente, se sua opales-
céncia nfo ¢ mais pronunciada que a da solugio
A; ou B,.

Fracamente opalescente, se sua opalescéncia
ndo for mais intensa que a da solugdo A; ou B;.

Opalescente, se sua opalescéncia ndo for mais
intensa que a da solug@o A; ou B,.

Muito opalescente, se sua opalescéncia nfo for
mais intensa que a da soluggo A4 ou Bs.

Reativos

Solugfo de cloreto de sédio 0,2 M; dissolver
11,78 de cloreto de sddic em dgua e comple-
tar para 1000 mi.

Diluigdo I de cloreto: 10 ml de solugdo 0,2 M
de cloreto de sodio e completar para 100 ml com
gua (7,10 mg de CI11).

Diluigio Il de cloreto: 20 ml de dilui¢do 1 ¢
completar para 100mi com 4gua (14,2 mg de
Q1.

Diluigiic 11 de cloreto: 1,0ml de diluigioTe
completar para 100ml com dgua (0,71 mg de
Cliji).

Solugdo padrdo

Preparar as solugbes padrio de acordo com o
quadro que segue, evitando agitagio.

Ay a8, Az -7 Az 83 As 84
mi mi mi mit mi mi mi mi
Diluiglo 11 0,05 0,25 0,75 3,76
Diluigdo (1 0,15 0,75 0,25 1.26
Acido nitrico diluido (R) 1,0 5,0 1.0 50 1,0 5,0 1.0 5,0
Agua 0,75 3,76 0,05 0,25 0,65 326 0,55 2,75
Solugéio de nitrato de prata {R;) 0,2 1,0 0,2 1,0 0,2 1,0 Q,2 1,0
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IX.1.1.2

ENSAIO POR COMBUSTAO EM
ATMOSFERA DE OXIGENIO (Br,Q1,F,1,5)

Reduzir a amostra a pequenes fragmentos a
partir da tomada de ensaio (p) indicada na mono-
grafia. Colocar este material no centro de papel
de filtro de 10 a 15 cm?, que foi previamente
embebido, em sua parte mediana, com solugio
saturada de carbonato de litio e seco em estufa.
Embalar a amostra ¢ colocar no porta-amostra de
platina existente na haste da tampa do baldo de
Schéniger de 500 ml. Colocar no balfo dgua ou
solugdio absorvente, conforme indicado na mono-
grafia. Substituir o ar do frasco por oxigénio e
tampd-lo. Acender pequena chama na borda da
embalagem da amostra ¢ rapidamente trocar as
tampas, ou seja, colocar a tampa com haste e
porta-amostra ¢ manter o frasco firmemente
fechado durante a combustfo, Deixar que a emba-
lagem caia no mejo absorvente para que sz tenha a
totalidade dos produtos de combustfo. Resfriar
e lavar as paredes do frasco com dgua. Em se tra-
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tando de doseamento de cloro, tomar a amostra
indicada na monografia e usar 20 ml de hidréxido
de sédio M. Como meio de abosrgio adicionar
2,5 ml de 4cido nitrico SR, 2,5 ml de dgua, 10 m!
de nitrato de prata 0,1 &, 5 ml de solugfo de sul-
fato férrico amoniacal 10% (p/V) e 1 ml de nitro-
benzeno. Titular pelo tiocianate de aménio
0,05 M até coloragfo amarelo-avermelhada. Fazer
ensaio em branco nas mesmas condigBes. A por-
centagem de cloro presente ma amostra é dada
pela equagio.
%Cl=(n’ -m,) 01773
p

em que
p = massa, em mg, da tomada de ensaio,

0,1773 = equivalente de cloreto.
n, = ml gastos na titulagdo da tomada de ensaio,
n, = ml gastos na titulagdo do branco
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IX.1.1.1.

IX. 1.1.1 — MATERIAIS PLASTICOS A BASE DE CLORETO DE POLIVINILA (PVC)

Os materiais plastificados 4 base de cloreto de
polivinila sfo constituides de polimeros obtidos
por policondensagfo em massa ou polimerizagzo
em suspensio do cloreto de vinila em presenga
de adjuvantes diversos com propriedades plastifi-
cantes, estabilizantes, lubrificantes, antioxidantes e
assim por diante. Suas caracteristicas s3o varidveis,
dependendo da composigdo qualitativa e quanti-
tativa das misturas utilizadas e das condigtes de
fabricagfio e usinagem.

Os materiais 3 base de PVC para uso farma-
céutico e médico sZo definidos pela natureza dos
seus componentes, dentro de especificaglies que
variam em fungfo de sua utilizagio. Eles devem
encerrar de 35 a 75% de cloreto de polivinila.

Nio devem conter outros adjuvantes além de
. ésteres dos dcidos citrico, adipico ou ftdlico com
o 4lcool até 50%. Contudo, o material usado em
recipientes para coleta, conservagdo, tratamento e
administragio de sangue e seus derivades deve
atender s especificagGes da monografia.

Pequenas quantidades de octanoato de zinco,
fosfito de dinonil-24-fenila e de nonil-4-fenila,
oleo de vaselina e estearato de zinco e de cdlcio
(cada um em proporgo inferior a 1%) sdo permi-
tidas, bem como até 6% de dlec de soja epoxi-
dado, correspondendo de 6 a 8% em epdxido e
com indice de iodo inferior ou igual a 6.

Caracteristicas

P6, esferas, granulos, folhas translucidas de
espessura varidvel ou objetos manufaturados
incolores; por combustfo libera vapores negros
espessos com odor 4cido picante,

Identificacdo

Preparacio das solugdes para testes — As amos-
tras a serem analisadas devem, se necessdrio, ser
divididas em pedagos medindo 1 x 1 ¢m, aproxi-
madamente.

Extragio pelo tetraidrofurane — Pesar 5g de
material e transferir para baldo com junta esme-
rilhada, juntar 50 ml de tetraidrofurano e conectar
condensador para refrigeragdo. Manter sob agita-
¢do constante até dissolugo. A solugdo pode ficar
ligeiramente opalescente. Resfriar com banho de
gelo e juntar, sob agitago, 100 ml de etanol.
Deixar decantar, filtrar ou centrifugar o liquido
sobrenadante. Recolher o precipitado (A) e o
filtrado (B).

Solugdo A

Purificar cerca de 0,5 g do precipitado (A) por
dissolugdo em 5 ml de tetraidrofurano e preci-
pitagio por adigdo sucessiva de 20 ml de etanol
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sob agitagdo. Recolher o precipitado (A) por
filtragdo e dissolvé-lo em 5 ml de tetraidrofurano.
Evaporar o filtrado (B), cuidadosamente, ou em
evaporador rotativo, até consisténcia xaroposa
(1 a 3ml). Retomar o residuo com 10ml de
cloreto de metileno.

Teste

1) Em cela de cloreto de sodio para espectro-
fotometria no infravermelho (V.2.14) colocar
algumas gotas da solugdo A, evaporar até secura
em estufa a 105 °C e.tragar o espectro infraver-
metho. O espectro deve corresponder zo do
cloreto de polivinila padrdo;

2) Com a solugio B proceder nas condigdes
do item 1 e tragar o espectro de absorgio no
infravermelho, comparando o espectre obtido
com ftalato, adipato ou citrato de dioctila. O
espectro deve corresponder ao do padrdo utilizado;

3) Introduzir 5l da solugfo B em coluna
cromatogrifica de 20 mm de didmetro contendo
60 g de silica-gel. Eluir com 750 ml de cloreto de
metileno, seguido de 250 mi de acetona. Recother
o eluato acetdnico, evaporar até secura e transferir
a amostra para cela de cloreto de sédio com o
fim de determinar o espectro de absorgdo no
infravermelho. O espectro obtido deve corres-
ponder ao do 6leo de soja epaxidado.

ENSAIO

SOLUCAO §;
Aquecer sob refluxo, durante 5 horas, 25g

do material em 500 ml de 4gua. Resfriar e decantar
para eliminar a massa residual do material,

Aspecto da solucdo
A solugdo S, deve ser limpida e incolor sem

apresentar odor de dlcool graxo (IX.1.1-Método
B).

Absor¢do no ultravioleta

Evaporar até secura 100ml da solugdo §, e
retomar este residuo com 5 ml de hexano. Tragar
o espectro de absorgfio entre 250 ¢ 310nm. A
extingdo no mdximo de absorgdo ndo deve ser
superior a 0,25.

Pader tampédo

Utilizar a solugdo S, e proceder como indicado
na monografia do polietileno de baixa densidade

(IX.1.1.2.1.).




IX.1.1.1.-2

Substéncias redutoras

Utilizar a solugo S, e proceder como indicado
na monografia do polietileno de baixa densidade.
Deve-se gastar, no miximo, 3ml de KMnO,
0,01 M por g de material.

SOLUCAO S,

Mineralizar 2,5 g do material, utilizando 15 ml
de dcido sulfarico e aquecer até obtengdo de
massa xaroposa negra. Apés resfriamento, adi-
cionar, com cautela, 5 ml de solu¢o concentrada
de peréxido de hidrogénio. Aquecer modera-
damente ¢ alternar evaporagio e adigdo de perd-
xido até obtengdo-de liquido incolor. Concentrar
até volume aproximado de § ml, resfriar ¢ trans-
ferir para balfo volumétrico de 25 ml, comple-
tando o volume com 4gua.

Estanho

A 10ml da solugfo S, adicionar 0,3 ml de
4cide tioglicdlico e 30 ml de dgua. Homogeneizar
e adicionar 2 ml de solugfo de laurilsulfato de
sédio SR, 1 ml de reativo de ‘“ditiol” (tolueno-
34.ditiol) ¢ completar a 50 ml com dgua. Apds
15 minutos a coloragdo ndo deve ser mais intensa
que a de um padrio preparado a partir de 10 ml
de dcido sulfirico diluido a 1:5 (V/V) adicionado
de 10ml de solugdo de estanho de 5 ppm (50
ppm).

Metais pesados

A 10ml de solugio S, adicionar 2 gotas de
fenolftalcina SI e solugio de hidréxido de sodio
concentrado = SR até fraca coloragdo rosea.
Completar o volume para 20 ml com dgua. Adici-
onar 2 ml de solugido tampfio pH 3,5 SR e 1,2 m]
de reative de tioacetamida SR. Agitar e deixar
repousar por 2 minutos. A coloragfo castanha ndo
deve ser mais intensa que a obtida com 5 ml de
solugio de chumbo de 10 ppm adicionada a 15 ml
de 4gua (50 ppm). A coloragfo amarela da solugfo
n#o deve ser mais intensa do que a obtida com
2 ml de solugfo com 5 ppm de cédmio adicionada
de 18 ml de dgua (10 ppm).

Zinco

Tomar 10ml da solugfo S, diluida a 1:200
(V/V) em agua e adicionar 5 m! de solugfio tampdo
de acetato pH 4,4, I ml de solugdo de tiossulfato
de s6dio 0,05 M SV e 50 ml, exatamente medidos,
de solugdo diluida de ditizona (0,0008%) SR.
Agitar e examinar ap6s 2 minutos a coloragio
da fase orginica. Simultaneamente, efetuar o
ensaic com padrdo preparado a partir de ! ml de
solugio 2 10 ppm de zinco SR e 9 mi dc 4pua
€ outro ensaio em branco com 10 ml de dgua. Se
a fase orginica tomarse levemente violeta, a
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intensidade da coloragdo deve ser inferior 4 do
padrao.

84rio

Em cadinho de silicio, calcinar 2 g de material,
e retomar o residuo com 10 m! de dcido clori-
drico, evaporando até secura ¢m banho-maria. Por
duas vezes este residuo é retomado cada vez com
1 mt de dgua. Filtrar e adicionar 3 ml de solugio
de sulfato de cilcio SR. Preparar um padrio a
partir de 1,2 ml de solu¢fo de bdrio com 50 ppm
(SP), adicionado de 0,8ml de dgua e 3 ml de
solugio saturada de sulfato de cdlcio SR (30
ppm). A turvagdo obtida na amostra ndo deve ser
superior a do padrdo.

Fdsforo total

Calcinar em cadinho de platina 025g de
material em presenca de 0,5g de carbonato de
sddio anidro. Deixar resfriar e retomar o residuo
com dgua. Transferir para baldo volumétrico de
50 ml, lavando o cadinho. Acidificar com 4cido
sulfirico 2 60%, até que ndo ocorra mais eferves-
céncia. Completar o volume para 50 ml com dgua.
A 20ml desta solugdo adicionar 25 ml de reativo
molibdovanddico SR e completar a 50 ml com
dgua. Preparar padrio a partir de 1 ml de solugfo
de fosfato monopotdssico a 0,0219% (p/V) adicio-
nado de 10 ml de 4dgua e 25 ml de reative molib-
dovanddico. Completar para 50 m! com dgua. Se
a solugio em andlise tomar coloragdo amarela,
esta nfo deve ser mais intensa que a obtida com o
padrao (500 ppm).

Cloreto de vinila {menémero)

Determinar por cromatografia a gés (V.2.17.5),
utilizando heptano como padréo interno.

Preparagfio das solugbes da amastra

Utilizar 2 frascos de 7 ml e para cada um deles
transferir tomada de amostra compreendida entre
0950 ¢ 1,050g. Adicionar em um dos frascos
Sml de solugfo de heptano a 0,003% (p/V)
em acetato de etila e, no segundo frasco, 5 ml
de solug3io de heptano a 0,0003% (p/V) em ace-
tato de etila. Fechar os frascos e deixar em
repouso durante 16 horas 3 temperatura am-
biente.

Prepsracfo das solupBes padrio

a) Solugdo de cloreto de vinila a 1,200 g/1000
ml (efetuar esta manipulagio em capela com
exaustio):

Pesar frasco de 50 ml, com tampa, contendo
50ml de acetato de etila. Encher seringa plds-
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tica (polietileno ou polipropileno) com cloreto
de vinila e deixar permanecer em contacto
durante alguns minutos. Esvazidla, colocando a
seguir mais 50 m] do mesmo g4s. Adaptar agulha
hipodérmica ¢ acertar o volume para 25 ml
Injetar lentamente este volume no frasco previa-
mente pesado, agitando para facilitar a dissolugdo
e evitando contacto entre o liquido e a agulha.
Pesar o frasco e calcular o teor de cloreto de vinila
da solugdo obtida, expresso em g do mondmero
cloreto de vinila por mi (p/V) (50 ml da solugdo
obtida contém, aproximadamente, 0,06g de
cloreto de vinila).

b) Solugdo padrdo, diluigio n? 1

Utilizar 4 frascos de 7 ml contendo cada um
5ml de heptano a 0,003% (p/V) em acetato de
etila. Tomar trés deles e injetar respectivamente
25, 100 ¢ 200  da solugdo a 1,2 g/1000.

c) Solugdo padrio, dilui¢io n® 2

Utilizar cinco frascos de 7ml contendo cada
um 5 mi de solugio de heptano a §,0003% (p/V)
em acetato de etila. A cada quatro deles injetar,
respectivamente, 2, 5, 10 e 25l da solugfo
a 1,2 g/1000.

Injetar sucessivamente 2ml de cada uma das
solugBes padrio de diluigBes 1 e 2. O teor de
cloreto de vinila da amostra examinada deve ser
inferiora 1 ppm.
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Condi¢des de oparagcio

Coluna em ago inoxiddvel de 3 m de compri-
mente e 3 mm de didmetro externo cheia com
polietilenoglicol* 20M a 10% p/p em suporte de
terra de diatomaceas calcinada (80-100 °C).

Temperatura: injetor 200 °C; detector 150 °C;
coluna 60°C durante 2 minutos e subsegiiente
elevagio de 15 °C por minuto até 110 °C. Manter
a 100 °C durante 4 minutos.

Gis de arraste; nitrogénio (40 ml/min).

Detector de ionizagfo de chama.

Ensaio

Pesar exatamente cerca de 0,05 g de material
em andlise para determinagfo do cloro total,
segundo o método de combustio em atmosfera
de oxigénio (V.3.4.3). Cada ml de solugio de
tiocianato de aménio 0,05 M SV corresponde a
0,003125 g de cloreto de polivinila.

(n, -n;) 03125

PVC =

% P

p = massa da amostra, ou tomada de ensaio
n; = volume gasto na titulagFo da amostra
n; = volume gasto na titulagfo do branco
0,3125 = equivalente de cloreto de polivinila

* macrogol
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POLIOLEFINAS

IX.1.1.2,

IX. 1.1.2. POLIOLEFINAS

[X.1.1.2.1 - POLIETILENO DE BAIXA DENSIDADE

Obtido a partir de reagdo de polimerizagdo do
etileno com oxigénio ativo como catalisador, o
polictileno contém, ne mdximo, 0,02% (p/p)} de
hidroxitolueno butilado (BHT) ou, no mdximo,
0,05% (p/p) de lrganox 1076 como estabilizante.
Este tipo de polietileno ¢ também designado
como “polietileno de alta pressio”.

Caracteristicas

P6, esferas, grinulos, folhas translicidas de
espessura  variada ou ebjetos manufaturados.
Soltvel em tolueno a quente ¢ insoldvel na dgua,
metanol e etanol. Insolivel no hexanc que, no
entanto, dissolve os baixos polimeros residuais.
Os materiais 3 base de polietileno de baixa densi-
dade amolecem a partir de 100 °C e queimam
com chama azulada desprendendo odor de vela.
Densidade: 0,910a 0,930,

{dentificacdo

Levar a refluxo durante 15 minutos 0,5 g de
material em 10ml de clorobenzeno, Da solugio
obtida gotejar sobre cela de NaCl para procedi-
mento em espectroscopia na faixa do infraverme-
Tho; sccar o solvente a 80 °C ¢ tragar o espectro.
Caso o material esteja sob forma de folhas, a
identificagdo é procedida diretamente.

ENSAJO
Preparo da amostra

As amostras, quando necessdric, devem ser
cortadas em pedagos de 1 x 1 cm.

SOLUGAQ §,
Introduzir em baldo 25 g de material e adicionar

500ml de 4gua. Aquecer sob refluxo durante
§ horas. Deixar resfriar e decantar.

Aspecto da solugdo S,

A solugiio S, deve ser incolor e limpida X.
1.1. Método B), nfo devendo apresentar odor
de dlcool graxo.

Poder tampéo

Tomar 100 ml da solugdo 8, e adicionar 0,15 ml
de corante BRP SI. A viragem do indicador para
azul nfo deve necessitar mais do que 1.5 ml de
hidréxido de sédio 0,01 M SV. A 100 ml da solu-
¢do S, adicionar 0,2 m! de solugfo de alaranjado
de metila SI. O inicio da viragem do indicador ndo
deve gastar mais do que 1 ml de 4cido cloridrico
0,01 MSV.
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Substéncias redutoras

A 20ml de solugdo S, adicionar 2ml de
dcido sulfirico 0,5 M SV e 20 m! de permanga-
nato de potassio 0,01 M SV. Deixar em ebuligio
durante 3 minutos. Resfriar 2 temperatura ambien-
te ¢ adicionar 1 g de iodeto de potdssio. Titular
com tiossulfato de sédio 0,005 M SV em presenga
de goma de amido. Efetuar ensaio em branco a
partir de 20 ml de dgua. Sejam n e n’ 0 nimero
de ml de tiossulfato 0,005 M utilizado respecti-
vamente para amostra e branco; n — n' deve ser
inferior 2 0,5 ml.

SOLUCAO S,

Introduzir em balfo 10 g do material e 50 mi de
hexano. Adaptar condensador e aquecer sob
refluxo durante 4 horas. Resfriar em 4gua gelada
¢ filtrar rapidamente por cadinho de vidro de
porosidade fina (10-16 um). Recolher o filtrado e
fechar o recipiente para evitar evaporago.

Absorgdo no ultravioleta

Tragar o espectro de absorgfio da solugdo S,
entre 220 e 340 nm. Utilizar cubetas de 1cm.
Comparar com o espectro obtido com solugdo de
BHT a 0,004% (p/V) em hexano, que apresenta
mdximos situados a 227 e 283 nm (¢ 3 nm), ou
com o espectro de uma solugdo de Irganox 1076 a
0,01% (p/V) no hexano que apresenta méximo
de absorgdo 2 283 nm ( 3 nm).

O valor de extingdo no méximo de absorgdo do
estabilizante identificado nfo deve ser superior ao
obtido com a solugo padrdo correspondente.

Substincias sollvels no hexano

Evaperar 10 ml da solugfo S, em banho-maria
fazendo uso de cdpsula de vidro tarada. Secar em
estufa durante uma hora 2 temperatura de 100-
105 °C. O peso do residuo nfo deve ser superiof
a3%.

Cromategrafia em camada delgada

Utilizar placa de silica-gel GF 254. Aplicar
solugdo padrio em hexano contendo 0,002%
(p/V) de BHT ¢ 0,005% (p/V) de lrganox 1076.
Efetuar uma primeira corrida & altura de 17 ¢cm
com o hexano.

Secar a placa naturalmente e entfio efetuar uma
segunda corrida 4 altura de 15 cmem cloroférmio.
Secar a placa ao ar e pulverizar com solugio
cloroférmica de iodo até aparigio das manchas.
A solugdo S, pode apresentar manchas corres-
pondentes a um dos padrdes ¢ acs polimeros de
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baixo peso molecular que tenham migrade com
o hexano.

Cinzas suffatadas

Proceder como descrito em V.2.10 utilizando
amostra de 10g e 2 ml de dcido sulfirico 0,1 M.
O teor de cinzas sulfatadas ndo deve ser superior
20,02%.

[X.1.1.2.2 - POLIETILENO DE ALTA DENSIDADE

Obtido a partir de reagdo de polimerizagio de
etileno sob baixa pressdo ¢ em presenga de catali-
sadores, que conferem ao produto tragos de
silicio ¢ cromo ou aluminio e titinio. Como
estabilizante encontra-se o hidroxitclueno buti-
lado, correspondente a 2,6-bis(l,1-dimetiletil)-
-4-metilfenol (BHT).

Caracteristicas

P6, esferas, grinulos, folhas tra;lslﬁcidas de
espessura  variada ou  objetos manufaturados.
O polictileno de alta densidade & sohivel em
tolueno a quente, insolivel em &gua, hexano,
metanol e etanol. Esses materiais amolecern a
partir de 140 °C queimando com chama azulada
e desprendendo odor de vela. Densidade: 0,991
20,965.

Identificagdo

a) Como indicado na monografia do polieti-
leno de baixa densidade.

b) O produto responde, no minimo, a uma
dessas reages:

Cromo — A metade do residuo obtido no
ensaio de cinzas sulfatadas, adicionar 0,25 ml de
dgua ¢ 0,3 ml de bidroxido de sodio 2 M. Juntar
10mg de persulfato de sddio e levar 4 ebuligio
por 30 segundos. Resfriar e adicionar, gota a gota,
icido cloridrico 2 M, até viragem em papel tor-
nassol. Resfriar ¢ adicionar 2 gotas de solugdo
alcodlica de difenilcarbazida SR. Obtém-se
coloragdo violeta na presenca de cromo.

Titdnio — A metade de residuo obtido no
ensaio de cinzas sulfatadas acrescentar 5 ml de
dcido sulfirico e 10 ml de 4cido fluoridrico.
Homogeneizar e aquecer até que se desprenda
fumaga branca. Retomar este residuo com 30 ml
de dgua e levar A ebuligdo até dissolver. Resfriar e
transferir para bal%o volumétrico de 50 ml, com-
pletar o volume com 4gua. A 10 mi desta solugio
adicionar 1 ml de solugdo concentrada de per6xido
de hidrogénio. Obtém-se coloragdo amarela
na presenca de titdnio.

POLIOLEFINAS

ENSAIO

Preparo da amostra

Quando possivel, cortar as amostras em pedagos
de aproximadamente 1 x 1 cm.

SOLUCAO §,

Como indicado na monografia do polietileno
de baixa densidade.

Aspecto da solugdo S

A solugdo deve ser limpida e incolor (IX.1.1
— Método B).

Poder tampao

Como indicado na monografia do polietileno
de baixa densidade (IX.1.1.2.1).

Substéncias redutoras

Come indicado na monografia do polietileno
de baixa densidade (IX.1.1.2.1.).

SOLUGAO S,

Introduzir em balZo munido de agitador 10 g
do material e adicionar 40ml de hexano (R).
Adaptar em condensador e aquecer sob refluxo
durante 4 horas. Resfriar em dgua gelada e filtrar
através de cadinho de vidro de porosidade fina
(10-16 um). Transferir quantitativamente o fil-
trado para balfo volumétrico de 50 m!. Completar
o volume com hexano.

Absorgdo no ultravioleta

Tragar o espectro de absor¢do no UV entre 220
€ 340 nm, utilizando a sclugdo S; em cubetas de
quartzo de 1 cm. Comparar o espectro obtido com
o de uma solugdo de BHT a 0,002% (p/V} em hz-
xano. Os espectros da solugfo em andlise ¢ do
padrdo devem apresentar mdximos a 227 ¢ 283 nm
(* 3 nm). Medir a extinggo num destes maximos
de absor¢@o. O teor em BHT ndo deve ser superior
20,02%.

Cromatografis em camada delgada

Utilizar placa de silica-gel GF 254 e aplicar
25 ! de solugdo S, e 25 ul de solugo padrio de
BGT a 0,002% (p/V) em hexano. Utilizar como
fase movel mistura de 95 volumes de hexano e 5
volumes de acetato de etila. Revelar com lém-
pada UV 2 254 nm e por pulverizagio de solu-
¢do de suifato férrico-ferricianeto de potassio.
O cromatograma deve apresentar, apOs pulveri-
zagdo daguela solugdo, mancha azul de mesmo Rf
€ de mesma superficie e intensidade que a obtida
no cromatograma padrio.




POLIOLEFINAS

Cinzas sulfatadas

Determinar como indicado na monografia de
polietileno de baixa densidade, a partir de 5 g de
material. O teor de cinzas sulfatadas no deve ser
superior 2 0,1% (IX.1.1.2.1).

1X.1.1.23 - POLIPROPILENO

Obtido a partir da polimerizagdo do propileno,
este composto contém tragos de aluminio e de
titdnio provenientes dos catalisadores, assim como
produtos de estabilizagio como estearato de
célcio.

Caracter/isticas

P6, esferas, grinulos, folhas translicidas de
espessura variada ou objetos manufaturados nio
coloridos. E pouco soliivel em tolueno, xileno e
em decalina a frio. Insolivel em 4gua, metanol,
etanol e hexano que, no entanto, dissolve baixos
polimeros residuais. Os materiais em polipropi-
leno amolecem a partir de 150 °C e queimam
com chama azulada, desprendendo odor de vela ¢
de dlcool octilico. Densidade: 0,900 a0,910.

Identificagdo

a) Como indicado na monografia de polieti-
leno de baixa densidade (IX.1.1.2.1).

b) Ao residuo obtido no ensaio de cinzas
sulfatadas adicionar 5ml de dcido sulfirico
e !0g de sulfato monopotdssico. Homoge-
neizar e aquecer até desprendimento de fumaga
branca. Retomar com 30ml de 4gua e levar
até ebulicfo para solubilizar. Resfriar ¢ transferir
para balfio volumétrico de 50 ml e completar o
volume com dgua. A 10 ml desta solugdo adicionar
I ml de solugdo concentrada de perdxido de
hidrogénio SR quando entio se obtém coloragio
amarela.

ENSAIO

Preparo da amostra

Como indicado na monografia de polietileno
de baixa densidade (IX.1.1.2.1).
SOLUGAQ S,

Como indicade na monografia de polietileno
de baixa densidade (IX.1.1.2.1).

Aspecto da solugdo

A solugdo S, deve ser limpida ou. no mdximo
fracamente opalescente (IX.1.1 — Método B).

Poder tampéo

Como indicado na monografia do polietileno
de baixa densidade (IX.1.1.2.1).
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1IX.1.1.2.3

Substéncias redutoras

Como indicado na monografia de polietileno
de baixa densidade (1X.1.1.2.1).

SGLUCAQ S,

Como indicado na monografia de polietileno
de baixa densidade (IX.1.1.2.1).

Absorgdo no ultraviolets

Diluir a solugdo S, a 1:20 em hexano ¢ tragar
o espectro de absorgdo entre 220 ¢ 340nm,
utilizando cubetas de quartzo de 1 cm. As extin-
¢Ges observadas nos mdximos de absorgdo entre
250 e 300 nm ndo devem ser superiores a 0,2.

Substéncias soliveis enr hexano

Evaporar em banho-maria e em cépsula de
vidro tarada 10 ml de solugfo S,. Secar em estufa
a 100-105 °C. O peso de residuo ndo deve ser
superior a 3%.

Cromatografia em camada delgada

Utilizar placa de silica-gel GF 254. Fazer
aplicagdes de SO ul da sclugdo S; e SO ul de uma
solugio que contenha 0,1% (pfV) em hexano,
de cada uma das seguintes substincias:

1) Acido este4rico,

b) Irganox PS 800,

c) Irganox 1076,
_d) Irganox 1010.

Desenvolver o cromatograma 4 altura de 15 cm
com hexano, secar a placa naturaimente e entdo
proceder a novo desenvolvimento 3 altura de
15 ¢m com clorof6érmio lavado com dgua e filtrado.
Secar a placa ao ar. Revelar 4 luz ultravioleta a
254
iodo até aparecimento das manchas. O croma-
tograma da amostra deve apresentar quatro man-
chas com valores de Rf idénticos aos do croma-
tograma padrfo e, perto da linha do eluente,
mancha correspondendo aos polimeros de baixo
peso molecular.

men mas mnleacions 1y2 T,
il Gu pulvcuuu SG1ugad cloroférmica de

Cloretos

Efetuar a mineralizagio do cloro por combustio
no oxigénio com amostra de 0,05 g de polipro-
pileno. Os produtos de combustfo sio absorvidos
em 10 ml de hidréxido de sédio 0,1 M SV. Adi-
cionar 0,5 m! de 4cido nitrico e completar o
volume a 15 ml com 4gua. A solugfo deve satis-
fazer 20 ensaic-limite de cloretos. Simultanea
mente preparar um padrzo a partir de 10 ml de
hidroxido de sédio 0,1 M SV. Adicionar 0,5 ml
de 4cido nitrico SR a 5 ml de solugio de cloreto
a5 ppm.
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Cinzas sulfatadas

Como indicado na monografia do Polietileno de
baixa densidade (IX.1.1.2.1), 2 partir de 10g de
material. A taxa de cinzas sulfatadas nfo deve
ser superior a 0,1%.

1X.1.1.2.4 - POLIESTIRENO

Obtido a partir de reagdo de polimerizagio do
estireno com peréxidos orginicos como catali-
sadores, o poliestireno contém Irganox 1076 como
estabilizante, 6leo de parafina como plastificante ¢
tragos de lubrificantes, que sio utilizados durante
a elaboragdo dos objetos, tais como 4cido estedrico,
estearato de zinco e NV, N -diesteariletilenodiamina,

Caracteristicas

P, esferas, grinulos, folhas translicidas de
espessura variada ou objetos manufaturados ndo
coloridos. Soltivel em tolueno, xileno, estireno,
cloroférmic e cloreto de metileno. Insolivel em
metanol que, no entanto, dissolve os baixos
polimeros.

Identfficagdo

Colocar algumas gotas da solugfio S, {ver em
Poliestireno-Ensaio) sobre cubeta de cloreto de
sédio para espectrofotometria no infravermelho
e evaporar o solvente a 70 °C. Tragar o espectro
¢ fazer comparagdo com espectro padrio do polies-
tireno. Caso o material se encontre sob forma de
folhas, a identificagdo € efetuada diretamente.

ENSAIO

Preparo da amostra

Como indicado na monografia do polietileno
de baixa densidade (1X.1.1.2.1).

SOLUGAO §,

Como indicado na monografia do polipropileno
(IX.1.1.2.3).
Aspecto da solugdo

Como indicado na monografia do polipropileno
(IX.1.1.2.3).

Acidez

Tomar 100 m! da solugdo 8, (IX.1.1.2.3), adi-
cionar 0,15 ml de corante BRP SI. A viragem do
indicador para azul nao deve necessitar mais do
que 1,5 ml de hidréxido de sodio 0,01 M SV.

Substancias redutoras

Como indicado na monografia do polietileno
de baixa densidade (1X.1.1.2.1).

POLIOLEFINAS

SOLUGAO S,

Dissolver 5g de poliestireno em clorof6rmic
utilizando agitador mecénico. Completar a 50 ml
com 0 mesmo solvente,

Masterial soldvel no metanol

Tomar 5ml da solugdo S, ¢ adicionar 15 ml
de cloroformio. Adicionar lentamente ¢ sob
agitagio 50ml de metanol. Deixar repoussr
durante 2 horas na geladeira. Filtrar e lavar o
precipitado com 10 ml de metanol. Evaporar em
banho-maria em cépsula de vidro tarada e seca
em estufa (100-105 °C) até peso constante.
O peso do residuo ndo deve ser superior a 25 mg.

Estireno

Cromatografia a gds (V.2.17.5) utilizando o
xileno como padrdo interno.

A solugdo exame ¢ formada a partir de 10 ml
da solugdo S; 4 qual se adiciona, lentamente e
com agitagdo, 10 ml de solugio de xileno a 0,02%
(p/V) e etanol. Resfriar por 2 horas e depois
filtrar.

Solugdes padrio

a) Solug@o 0,1% de estireno (p/V) em cloro-
formio.
b) Sclugdes diluidas

Em série de seis frascos introduzir 10 ml de
solugdo de xileno a 0,02% (p/V) em metanci.
Em cinco deles adicionar, respectivamente, 1, 2, 3,
4 e 5ml da solugdo de estirenc em cloroférmio
(0,1% (p/V). Completar os volumes a 20 ml com
cloroférmio. Os teores em estireno sfio, respecti-
vamente, iguais a 0, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 ¢
0,25 mg/ml. Injetar, sucessivamente, 2ul de
cada uma das solugBes diluidas e 1 a Sul da
solugdo em andlise. Calcular o teor em estireno
da amostra examinada, que nfo deve ser superior
20,2%.

Condigdes de operagéo

Colura de ago inoxiddvel de 3 m de compri-
mento ¢ 3,175 mm de didmetro cheia de polieti-
lenoglicol® 20 M a 20% (p/p) em suporte de Chro-
mosorb (malha 30 a 60).

Temperatura: injetor = 200 °C
detector = 200°C
coluna = 110°C

Gds de arraste: nitrogénio (30 ml/min)
Detector de ionizagio de chama.

Compostos insaturados

Transferir para frasco cbnico, munido de
tampa, quantidade da amostra (p) de aproxima-
* macrogol




PGLIOLEFINAS

damente 0,50 g de poliestireno. Adicionar 50 ml
de cloroférmio ¢ agitar. Adicionar 10ml de
solugdo acética de bromo 0,2 M. Molhar a tampa
com uma gota de dgua, tampar ¢ agitar. Deixar em
contato durante uma hora, ao abrigo da luz.
Adicionar 10 ml de solugiio de iodeto de potdssio
1M e 100 ml de 4gua. Titular com tiossulfato de
s6dio 0,05 M SV. Efetuar ensaio em branco. Sejam
n e n' o nimero de ml gastos para amostra e
para o branco, respectivamente. Cada ml de tios-
sulfato de sodic 0,05 M SV corresponde a
0,00799 g de bromo.

% compostos insaturados = w

O teor deve ser inferior a 0,5%.

Peréxidos residuais

Pesar 5 g de material cortado em pedagos de
1x1lcm e colocar em baldo conico. Adicionar
150 m! de cloreto de metileno, tampar o frasco e
agitar com agitador mecinico até completa disso-
lugio. Borbulhar nitrogénio na solugio para
eliminar todo o ar, adicienar 1 ml de solu¢io de
iodeto de sodio a 20% em dcido acético anidro.
Tampar, agitar e deixar repousar durante 30 mi-
nutos ao abrigo da luz. Adicionar 50 ml de dguae
titular com tiossulfato de sédio 0,05 M SV em pre-
senga de goma de amido. Efetuar ensaio em
branco a partir de 150 ml de cloreto de metileno.
Sejam n e n' o nimero de ml de tiossulfato 0,05
M SV empregado, respectivamente, para amostra
e para o branco; n — n’ deve ser inferior a 0,2 ml.

Cinzas sulfatadas

Como indicado na monografia de polietileno
de baixa densidade (IX.1.1.2.1). O teor de cinzas
sulfatadas nfo deve ser superior a 0,1%.

Metais pesados e zinco

Retomar o residuo do ensaio de cinzas sulfa-
tadas com 2mi de 4cido cloridrico, e evaporar
lentamente em banho-maria. Adicionar ao resfduo
005 ml de dcide cloridrico, 10 ml de 4dgua em
ebuli¢do e aquecer durante 10 minutos em banho-
-maria. Resfriar e adicionar hidréxido de aménio,
gota a gota, até que a solugdo se torne fracamente
alcalina ao papel de tornassol e ajustar o pH entre
3,0 ¢ 4,0 com 4cido nftrico diluido. Filtrar e com-
pletar a 1000t com dgua. Utilizar 12 m] desta
solugdo para o ensaio-limite de metais pesados
(10 ppm). Preparar o padrio com solugfo de
chumbo a 1 ppm.
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O ensaio para zinco é feito a partir de 0,5 ml
da solugfio adicionada de 9,4 ml de 4gua. Adicio-
nar 5ml de solugdo tampfo de acetato pH 4.4,
1 ml de solugdo de tiossulfato de sédio ¢ 5 ml
exatamente medidos de solugfo diluida de diti-
zona. Agitar. Preparar, paralelamente, nas mesmas
condi¢des, ensaio a partir de padrio de 1ml
de solugdo de zinco a 10ppm ¢ 9 ml de dgua.
Apds 2 minutos, a coloragfo da fase orginica nfo
deve ser mais intensa do que a obtida com o
padrio (0,2%).

[X.1.1.2.5 - POLIESTIRENO OPACO

Certos materiais 4 base de poliestireno sdo
adicionados de 6xido de titdnio com a finalidade
de tornd-los opacos.

Caracteristicas

Sio as mesmas descritas na monografia de
poliestireno (IX.1.1.2.4) com excegdo de:

— Coloragio — material branco opaco.
— Solubilidade — as solugdes obtidas deste
solvente so opalescentes ou turvas.

ldentificacdo

a) O poliestireno opaco di as reagles de
identificagio da monografia de poliestireno
(IX.1.1.2.4).

b) Adicionar 5ml de fcido sulfiirico e 10g
de sulfato monopotdssico aos residuos obtidos
no ensaio de cinzas sulfatadas. Homogeneizar ¢
aquecer até que se desprenda fumaca branca.
Retomar com 30 ml de dgua e levar & ebuligio
para solubilizar. Apb6s resfriamento, tramsferir
para baldo volumétrico de S0 ml e completar o
volume com d#gua. A 10m! desta solugdo, adi-
cionar 1 ml de solugio concentrada de peréxido
de hidrogénio, quando se evidencia coloragdo
amarela.

Ensaio

O poliestireno opaco responde aos ensaios da
monografia do poliestireno (IX.1.1.2.4), salvo que:

— A solugdo ensaio S; permancce opalescente
mesmo apGs centrifugagio ou filtragdo.
A dissolugio do material ¢ lenta.

— O teor obtido no ensaio de cinzas sulfa-
tadas ndo deve ser superior a 3%.
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IX.2. RECIPIENTES
IX.2.1. RECIPIENTES DE VIDRO

CondigBes de acondicionamento

Os frascos de vidro devem ser acondicionados
pelo fabricante em caixas de papeldo, de cabega
para baixo, com divisérias separando as camadas.
Podem ser igualmente acondicionados com mate-
rial adequado, com a finalidade de melhorar o
acondicionamento, a protegio contra quebra e
o atrito entre os frascos, e de assegurar a limpeza
dos mesmos.

O fornecedor deve identificar as caixas, através
da gravagfo, carimbo ou etiqueta com os seguintes
itens:

— Nome do fornecedor

— Contetido (tipo e capacidade do frasco)

— Quantidade por caixa

— Cédige do material

— Lote de fabricagdo

— Data de fabricagfo

— Sinalizagfo para posicionamento (seta ou
simbolo)

Tipos de vidro

De acordo com os valores obtidos no teste de
resisténcia hidrolitica, os vidros sfo classificados
em:

Tipo I — Vidro de borossilicato de resisténcia
hidrolitica elevada, ou seja, vidro neutro;

Tipo Il — Vidro sddico-cdlcico de resisténcia
hidrolitica elevada, resultante de tratamento
apropriado de superficie (pelo 50:);

Tipo Il — Vidro sédico-célcico de resisténcia
hidrolitica média, porém, com grande resisténcia
mecdnica, sem qualquer tratamento de superficie;

Tipe NP — Vidro sédico-cdlcico de resisténcia
hidrolitica baixa (nfo parenteral).

O vidro Tipol é o mais indicado para
envasamento de todas as preparagGes para uso
parenteral.

O vidro Tipo il, convenientemente desalcali-
nizado, é geralmente usado para solugdes paren-
terais neutras e dcidas. Para preparagSes parenterais
alcalinas, poderd ser utilizado o vidro do tipo il
desde que comprovada sua estabilidade em relagdo
4 solugfio envasada.

O vidro Tipo {ll é indicado para preparagdes
contendo veiculos ndo-aquosos. Sua utilizagio
para preparagBes parenterais aquosas ser aprovada
apenas mediante o teste de estabilidade em relagdo
4 solugdo a ser envasada.

O tipo NP é indicado para qualquer tipo de
produtos ndo parenterais, isto €, para use tépico
ou oral.

Classificagdo dos defeitos para fins analiticos

Defeitos criticos — Sdo aqueles capazes de por
em risco a saide ou a vida dos usudrios.

Defeitos maiores — S3o os que impedem a
utiliza¢@o funcional do frasco, provocam falta de
seguranga para as pessoas que os manuseiam efou
comprometem o processo de envasamento,

Defeitos menores — Ndo impedem 2 utilizagio
normal dos frascos, mas podem comprometer 2
boa apresentagfio do produto.

Avalisgho Visual
A — Plano de amostragem ¢ de qualidade

Tabela 1 — Plano de amostragem e de qualidade pars avalisgiio visual

Defeitos
Quantidade Amostragen Criticos Maiores Menores
do lote {frascosi LaAa =004 LOA = 1.0 LOA =25
Ac. Re, Ac Aé. Ac. Re.
501 a 1.200 32 [+] 1 1 2 2 3
1,201 a 3.200 50 0 1 1 2 3 4
3201 « 10.000 80 1) 1 2 3 5 6
10,001 « 35.000 125 1) 1 3 4 7 8
35.001 s 150.000 200 [} 1 5 6 10 n
150.001 & 500.000 315 o] 1 7 8 14 15
500.001 ou mais 500 0 1 10 1 21 22
L.QA = Limite de Qualidade Aceitével
Ac.: Aceitar
Re.: Rejeitar
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As amostras deverfo ser coletadas segundo os
principios de arnostragem ao acaso, ou seja, néo
deverdo ser retiradas em sua totalidade da mesma
caixa, do mesmo ponto de pilha, carregamento
ou palete,

A determinagdo do nimero de caixas aleatérias
para a amostragem do nimero de frascos indicado
pela quantidade total do lote (Tabela 1) deverd
obedecer ao critériode v/ n + 1.

B — Inspegdo visual

Defeitos criticos

— Mistura de tipos de frascos;

— Texto impresso ou escala volumétrica ndo
correspondente ao padrio ou totalmente
ilegivel

— “Fagulha” ou “rebarba” de massa de vidro
localizada no interior do frasco ou aderida
i parede ou gargalo do mesmo;

— Fio de vidro que se estende internamente de
um lado ao outro dz parede (“gaiola” ou
“telefone™);

— Contaminagdo por presenga de fungos no
interior do frasco;

— Mancha ou pinta preta localizada na parede
interna, irremovivel nas condigSes normais
de limpeza, mas sendo liberada para o
produto nas condigcdes do processamento.

Defeitos maiores

— “Faguiha” ou ‘‘rebarba” na parede externa
do frasco;

— Irregularidade de espessura do frasco (m4
distribuicdo de massa vitrea na parede ou
no fundo do frasco);

— Deformagfo no corpo ou fundo do frasco
(irregularidade na superficie do vidro para
dentro — chupado, estufado, debra ou ruga);

— Inclusdo de material ndo fundido ou conta-
minagdo da forma, com rachadurz ao seu
redor (pedras);

— Estrangulamento da boca (ovalizagdo) ou
boca n3o formada totalmente;

— Fissura na superficie do frasco (trincado
atravessando toda a massa de vidro, podende
ser no corpo, no fundo, na jun¢io do corpo
com pescogo ou no ombro do frasco);

— Rosca, anel ou planura do gargalo incom-
pleto ou deformado, comprometendo a
vedagdo;

— Inclusgo de pequena bolha de ar (acima de
2 mm) na parede do frasco;

— Gargalo torto (falta de perpendicularidade
em relagdo ao corpo), deformado ou incom-
pleto (md distribuigdo ou falta de massa
vitrea);

— Superficic do gargalo ndo plana compro-
metendo 2 vedagio,

RECIPIENTES DE VIDRO

— Texto impresso ou escala volumétrica
comprometidos por falha ou erro de im-
pressdo.

Defeitos menaores

- Mancha ou pinta preta localizada na parede
externa ou interna do frasco, sem possibili-
dade de trocas com o produto;

— Risco ou estria na superficie do frasco;

— Sulco na parede externa do frasco;

— Inclusiio de pequenas bothas de ar na parede
do frasco (até 2 mm);

— Faita de perpendicularidade da parede em
relagdo ao fundo.

Avaliagdo fisica e Quimica
A — Plano de amostragem e qualidade

Tabelz 2 — Plano de amostragem ¢ de qualidade para
avaliagfio fisica e quimica

3:‘;:‘;‘::5 . A mos'r.rag em Ma iarfse “ tc:len ores
LA =10|LAA =65
32 ] 0 1 1 2
50 5 0 1 1 2
80 5 0 1 1 2
125 8 [ . 1 2
200 13 0 1 2 3
315 20 0 1 3 4
500 20 0 1 3 4

* Obtido no Plano de Amostragem para Inspegéc Visual
** Para cada teste

B — Testes fisicos
Defeitos mafores
Dimensbes: fora das especificagbes do desenho

padrio:
Vohume: fora da tolerdncia, conforme Tabela 3.

Tabela 3 — Limite de volume

Volume solugbo Imi) | Liguwide | Liquido viscose
a5 0,10 ml 0,12 ml
1,0 0,10ml 0,15 mi
2,0 0,15 ml 0,25 ml
5,0 0,30 mi 0,50 mi
10,0 0,50 ml 0,70 ml
20,0 0,60 ml 0,90 m
30,0 0,80 ml 1,20 ml
50,0 ou mais 2% 3%
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Choque térmico — quando ndo suportar a
temperatura diferencial minima de 42 °C, segundo
o procedimento que segue:

[mergir completamente os frascos em banho de
dgua 2 21 °C, mantendo-os imersos até que a
temperatura se estabilize (21 + 1,1 °C). Transferi-
los, imediatamente, para banho com temperatura
mais alta, conforme o diferencial estabelecido,
deixando-os completamente imersos por 3 minutos.
Retornd-los imediatamente ao banho mais frio,
imergindo-os por 30 segundos.

A capacidade de cada tanque deverd ser, no
minimo, de 4,2 litros para cada 500 g do vidro a
ser testado.

Defeitos menores

Peso: Fora das tolerdncias estabelecidas.

C — Teste de resisténcia quimica ou hidrolitica

Determina a resisténcia do frasco de vidro novo
a0 ataque pela dgua. O grau de ataque € determi-
nado pela alcalinidade liberada do frasco para o
meio nas condigBes especificadas; é extremamente
pequeno nos frascos de maior resisténcia. O teste
deve ser realizado em ambiente isento de fumagas
¢ poeiras.

A amostragem para teste deve seguir o Plano
de Amostragem e Qualidade do item Avaliagdo
fisica e quimica.

Teste no vidre pulverizado

Preparagdio da amostra: Lavar, com dgua quimi-
camente pura (condutividade nfo maior que
0,15 umhojcm a 25 °C), os frascos selecionados,
aleatoriamente, em nimero correspondente ao
estabelecido pelo Plano de Amostragem. Secé-los
em comente de ar seco. Quebrar os frascos em
fragmentos de, aproximadamente, 25mm e

dividilnc am trds norcBes de carca de 100 2
GAVEGL=0S S0 LSS POIpOCS G2 O0I8a G Vv B

Em almofariz especial, de ago inoxiddvel duro
ou de bronze, triturar cada por¢lio, separadamente,
e passi-la por peneiras nos 20, 40 e 50. Espalhar
a por¢do retida na penecira ne 50 em folha de
papel e, com ajuda de im3, remover as particulas
de ferro eventualmente introduzidas durante a
pulverizagdo. Transferir o p6 para erlenmeyer de
250 ml de vidro resistente com seis porgdes
sucessivas de 30ml de acetona, agitando cada
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vez durante 30 segundos ¢ decantando cuidado-
samente. Secar o frasco e ¢ conteido por 20
minutos a 140 °C e resfriar em dessecador. Q pé
deverd ser usado para teste, no midximo; até
48 horas ap6s a secagem.

Procedimento

Transferir 10 g de p6 de vidro, cuidadosamente
pesado, para erlenmeyer com tampa e que tenha
sido previamente submetido 2 digestfo com dgua
quimicamente pura a 90°C, por 24 horas, ou
a 121 °C, por 1 hora.

Adicionar 50 ml de 4gua quimicamente pura ¢
preparar um frasco para teste em branco. Auto-
clavar os frascos a 121 °C & 2 °C durante 30 mi-
nutos.

Resfriar em 4gua corrente e decantar o sobrena-
dante para erlenmeyer, lavando o tesiduo com
quatro por¢Ses de 15 ml cada de dgua quimica-
mente pura. Estas serfo adicionadas ao extrato
principal. Acrescentar 5 gotas de solugio de verme-
lho de metila SI e titular, imediatamente, com
solugdo de 4cido sulfirico 0,01 M SV. O volume
de icido gasto na titulagio nio deve exceder ao
indicado na tabela de Tipos de Vidros e Limites
de Testes (Tabela 4).

Teste no extrato aquoso

Lavar, com 4gua quimicamente pura (conduti-
vidade nfio maior que 0,15 umho/cm a 25 °C), os
frascos selecionados, aleatoriamente, em nimero
correspondente a0 estabelecido pelo Plano de
Amostragem.

Encher os frascos com dgua quimicamente pura
até 90% de sua capacidade e tampd-los com
papel de aluminio. Proceder i autoclavagio a
121°C * 2°C por 60 minutos. Retirar uma
aliquota de cada frasco, transferindo-as para pro-
veta graduada, de modo a se obter 100 ml do

extrato aquoso. Transferir tal extrato para erlen-
meyer de 250 ml, adicionar 5 gotas de solugio de
alaranjado de metila e titular, ainda aquecido, com
soluggo de dcido sulftrico 0,01 M. O tempo entre
a retirada do material da autoclave ¢ a titulagio
nio deve ultrapassar 60 minutos. Proceder parale-
lamente a ensaio em branco.

O volume de 4cido gasto na titulagfo nfo deve
ultrapassar ao indicado nz tabela de Tipos de

Vidros e Limites de Testes (Tabela 4).




IX.2.1.4

RECIPIENTES DE VIDRO

Tabela 4 - Tipos de vidros e limites de testes

Limites
Tipo de s "
vidro Descrigho Tipo de teite Copscidade (myj | VOlUme (mil do écido
paci m sulfirico 0,01 M

1 Vidro borossilicato Vidre pulverizado todos 1,0
" Vidro sbdico-céicico Extrato < 100 07
(tretado) Aquoso > 100 02

IH Vidro sbdico-clcico . .
{sem tratamento) Vidro pulverizado todos 856

NP Vidro sédico-célcico .

{uso gera) Vidro putverizado todos 15,0




I1X.2.2. RECIPIENTES DE MATERIAL PLASTICO

Os materiais constituintes dos recipientes
pldsticos para uso farmacéutico sfio constituidos
principalmente de um ou mais polimeros ¢, even-
tualmente, de certos aditivos, Esses materiais nio
devem apresentar, em sua composigfo, substancias
que podem ser extraidas pelo conteddo do reci-
piente em proporgles que levem & alteraglio de
sua eficdcia ou da sua estabilidade, ou ao aumen-
to de sua toxicidade.

Quando os recipientes apresentam partes
constitufdas de diferentes materiais, estes devem
atender As especificagles das respectivas mono-
grafias.
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A natureza e quantidade dos aditivos sio
fungdo do tipode polimero utilizado, da tecnologia
de transtormagfio do polimero em recipiente e
do uso a que se destina. Os aditivos aceitdveis
sgo indicados nos tipos de formulagfo de cada
material descrito na Farmacopeia.

Poderfo ser wtilizados outros materiais, nfio
descrtos na Farmacopéia, desde que a composigfo
destes seja previamente aprovada pelas autoridades
competentes do Ministério da Saide e os recipien-
tes fabricados com tais materiais atendam, também,
is especiticagbes desta monografia de acordo com
o fim a que se destinam.
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1X.22.1 — RECIPIENTES DE MATERTAL PLASTICO PARA SOLUCOES INJETAVEIS AQUOSAS

Apresentam-se sob forma de bolsas plisticas
flexiveis ou ampolas plésticas, constituidos
geralmente de polietileno ou de materiais 4 base de
cloreto de polivinila. Sfo transparentes, de forma
a possibilitar a verificagdo do aspecto ¢ limpidez
das solugBes neles contidas.

ENSAIQ

O enszio deve ser efetuado com recipientes
tratados de maneira usual para sua utilizaggo, ou
seja, nas mesmas condigdes de lavagem e esteri-
lizagio. Em se tratando de recipientes cuja fabri-
caghio, envasamento e fechamento sfo efetuados
em processo continuo, abrir, esvaziar e lavar os
recipientes com duas porgles de dgua para inje-
téveis, usando volume equivalente a um quarte de
sua capacidade total, antes de proceder ao ensaio.

Preparagéo da solugdo §

Encher o recipiente com volume de 4gua para
injetdveis correspondente i sua capacidade nomi-
nal; fechélo cuidadosamente. Em se tratando de
recipientes fabricados, envasados e fechades em
processo contfnuo fazer o fechamento com folha
revestida de alumfnio. Aquecer o material em
autoclave a 110 °C durante 30 minutos. No caso
de recipientes 2 base de cloreto de polivinila,
aquecer em autoclave a 110°C durante 1 hora.
Utilizar nimero suficiente para obter volume total
de solugfo S de 750 ml. Recolher, assepticamente,
fragfo de solugfo S necesséria para o ensaio de
toleréncia em coelhos.

Aspecto da solugéo S
A soluglio é limpida e incolor.

Acidez ou Alcalinidade

A 100 ml de solugdo S adicionar 0,15 ml de
corante BRP SI. O indicador vira para azul, nio
necessitando mais que 1,5ml de hidroxido de
sédio 0,01 M SV. A 100 ml de solugfo S adicionar
0,2 ml de solu¢fio de alaranjado de metila. O inicio
da viragem nfo necessita mais que 1 ml de 4cido
cloridrico 0,01 M (SV).

Absorgdo no ultravioleta

Evaporar 4 secura 100 ml de solugdo S  retomar
o resfduo com 5 ml de hexano. Tragar o espectro
de absorgio no ultravioleta entre 250 e 320 nm.
A absorvancia no mdximo de absorgdo ndo deve
superar a 0,25.

Substéncias redutoras
A 20 ml de solugdo S adicionar 2 ml de dcido
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sulfiarico 0,5 M SV e 20ml de permanganato de
potéssio 0,01 M SV. Deixar em repouso durante
15 minutos 4 temperatura ambiente. Adicionar
1 g de iodeto de potéssio e titular com tiossulfato
de sodio 0,005 M SV, em presenga de solugio de
amido. Efetuar ensaio em branco em 10ml de
4gua. A diferenga entre as duas titulagdes n3o deve
ultrapassar 3 ml.

Transmissgo da luz

Cortar segBes circulares de duas ou mais dreas
do recipiente em andlise. Lavar e secar as pegas
cuidadosamente, de modo a nfo arranhar suas
superficies. Fazer a montagem da pega no suporte
para leitura no espectrofotdmetro. Medir a trans-
mitdncia, em relagio ao ar, na regido espectral
entre 290 e 450nm, com intervalos de 2nm.
No comprimento de onda de transmitdncia mdxi-
ma, tirar a média dos valores obtidos para as
duas ou trés amostras. A transmissdo de luz média
observada nfo deve exceder aos porcentuais
méximos de 15% no caso de recipientes fechados
com chama e 10% para os demais casos.

Tolerdncia em coelhos

Preparar trés coelhos como indicado no ensaio
de pirogénio (V.5.1.2). Isotonizar assepticamente
a solugfo S com adigio de cloreto de sodio estéril
e apirogénico ¢ aquecé-la a 37 £ 2 °C. Injetar na
veia marginal de cada coelho volume de solugfio
§ isoténica na propor¢io de 20 mifkg de massa
corporal. Medir as temperaturas retais a cada
30 minutos, durante 3 horas, A soma das elevagdes
térmicas deve ser inferior a 1,15 °C. Observar as
reagdes e comportamento dos animais durante a
injegdio, 15 minutos apés estas e durante as 48
horas seguintes. Os coelhos ndo devem apresentar
sinal algum de intolerdncia local ou geral.

Esterilidade

Os recipientes devem atender 2o teste de este-
rilidade. Introduzir, assepticamente, no recipiente
100 ml de solugfio estéril de cloreto de sédio a
0,9%. Agitar o recipiente para garantir o contacto
da solugio com toda a parede interna. Filtrar o
contetido em membrana de 0,45 um e colecd-la
no meio de cultura adequado, como descrito no
teste de esterilidade (V.5.1.1).

1X.2.2.1.1. RECIPIENTE A BASE DE CLORETO DE
POLIVINILA

Estes materiais seguem a monografia para
Recipientes de Material Plistico para SolugBes
Injetiveis Aquosas (IX.2.2.1), satisfazendo ainda
ao0s ensaios descritos a seguir.




X.2.21.2

Resisténcia 8 tragio

Encher o recipiente com 4gua acidificada com
1ml de 4cido cloridrico diluide SR. Suspender
o recipiente pela alga existente na sua parte
inferior e aplicar forga de 20 N (2,05kgf) no
bico do mesmo. Manter a tra¢do durante 5 segun-
dos. Repetir o ensaio aplicando a forga a cada uma
das linhas de solda. Nfo deve ocorrer ruptura,
nem estiramento.

Impermeabilidade

Colocar o recipiente utilizado no ensaio de
resisténcia 4 tragfo entre duas placas recobertas
com papel absorvente impregnade de solugio de
azu]l de bromofenol diluido (1:5) SI e seco. Exer-
cer, progressivamente, forga sobre as placas a fim
de comprimir o recipiente de modo a que a pressio
interna (diferenga entre a pressio aplicada e a
pressfio atmosférica) atinja 67 kPa (50 mmHg) em
um minuto. Manter esta pressio durante 10
minutos. O papel indicador ndo deve revelar
escape do liquido do interior do recipiente.

Impermeabilidade ao vapor

Envasar um recipiente com solugdio de cloreto
de sodio a 0,9%. Fechar e pesar o recipiente,
conservando-o em estufa 2 37 °C durante 7 dias,
apds o que deixar esfriar 4 temperatura ambiente
e pesar. Calcular a perda sofrida referente a 365
dias. O valor encontrado ndo deve ser superior
a2,5%.

RECIPIENTES DE MATERIAL PLASTICO PARA SOLUGOES INJETAVEIS AQUOSAS

Cloreto

Proceder ao ensaio-limite para cloreto com
15 ml de solugio S (IX.1.1.2.2). Preparar um
padrio com 1,2 ml de salugfo a 5 ppm de cloreto
€ completar a 15 ml com 4gua (0,4 ppm).

Aménia
A 5 ml de solugfio S adicionar 4gua até perfazer

velume de 14ml. A solugdo deve satisfazer an
ensaio-limite para amdnia. (V.3.2.6.)

Estanho

Em cépsula de vidro de borossilicato colocar
25ml de solugfo S e 2ml de 4cido sulfiirico
concentrado. Evaporar até volume proximo de
3 ml. Resfriar e adicionar com precaugdo 1 ml de
solugdo concentrada de per6xido de hidrogénio.
Aquecer moderadamente até descoramento da
solugfo. Caso ndo ocorra descoramento, alternar
adi¢do de peroxido de hidrogénio e aquecimento.
Resfriar e transferir para tubo graduado de 50 mL.
Lavar a cdpsula com 4gua e completar o volume
para 20 ml, Adicionar 0,3 ml de 4cido tioglicolico
e 20ml de dgua. Misturar ¢ adicienar 2 ml de
solugdo de laurilsulfato de sédio SR, 1 ml de
reativo de “ditiol” (tolueno-3,4-ditiol) SR ¢ com-
pletar a 50 ml com 4gua. Apbs 15 minutos acolo-
12680 ndo deve ser mais intensa que a do padrio
preparado nas mesmas condigdes a partir de mis-
tura de 10ml de 4cido sulfiirico diluido a um
quinto ¢ de 10 ml de solugZo a 5 ppm de estanho

(2 ppm).
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IX.2.2,2, RECIPIENTES DE MATERIAL PLASTICG PARA
SANGUE E PRODUTOS DO SANGUE

Os recipientes (ou bolsas) em material pldstico
para a coleta, a conservagfio, o tratamento e a
administragfo do sangue e dos seus componentes
s2o fabricados 2 partir de um ou vérios polimeros
com certos aditivos.

A composigdo, bem como as condi¢des de
fabricagio dos recipientes, devem ser registradas
no érgio competente do Ministério da Saide,
segundo a legislagdo nacional e os acordos inter-
nacionais que regem 2 matéria.

Além de obedecer is exigéncias normais para
recipientes de material plistico para solugfo
injetdvel aquosa (IX.2.2.1)), os materiais, nas
condiges normais de utilizagfo, nio devem
ceder mondmeros ou outras substéincias em
quantidade nociva, ou que acarretem meodifica-
¢Oes do sangue.

Os recipeintes, fornecidos em condigbes esté-
reis, podem conter solugdes anticoagulantes
segundo o uso previsto. Devem ser suficiente-
mente transparentes para permitir a inspegdo visual
do seu conteiide, antes do enchimento com o
sangue e apbs esta operagfo e suficientemente
elsticos para oferecer o minimo de resisténcia
ao enchimento e esvaziamentc nas condigBes
normais de utilizago. Os recipientes nfo devem
conter mais que 5 ml de ar.

Cada recipiente ¢ munido de dispositivo de
acordo com o uso previsto. Pode apresentar um
ou mais compartimentos; neste iltimo caso, o
recipiente de coleta ¢ ligado por um ou mais tubos
a uma ou mais bolsas secunddrias, para permitir
a separagfo dos componentes do sangue em sis-
tema fechado.

As pegas sfo de forma e tamanho apropriados
para permitir a adaptacfio conveniente dos disposi-
tivos de transferéncia.

Os protetores das agulhas e dos conectores
devem assegurar a esterilidade interna do mate-
rial e devem ser de fécil remogdo.

A capacidade dos recipientes € expressa por sua
capacidade nominal, que se¢ entende pelo volume
de sangue a ser envasado no recipiente, e de acordo
com o volume envasado de solugfo anticoagulante.
Sua forma deve permitir a centrifugagdo, quando
cheios.

Os recipientes devem possuir dispositivos ade-
quados para sustentagio em posigfo que ndo
prejudique o enchimento, a conservagfo, a mani-
pulagdo ou a administragffo de sangue.

F.BRAS.IV,1988

Ensaio

O ensaio deve ser efetuado com recipientes nas
mesmas condigdes de lavagem e esterilizagio.
Em se tratando de recipiente contendo solugfo
anticoagulante, desprezar a solugfo, lavar o reci-
piente com 250 ml de 4gua para injetdveis a 20
+1 °C e desprezar a 4gua de lavagem.

Preparagso da solugdo S;

Encher o recipiente com 100 mi de solugfo
estéril e apirogénica de cloreto de sbdio a 0,9%.
Feché-lo e aquecé-lo em autoclave de modo que
a temperatura do liquido seja mantida a 110 °C
durante 30 minutos.

Preparacdo da solugcdo S

Introduzir no recipiente um volume de 4gua
para injetdveis correspondente 4 sua capacidade
nominal. Fechar o recipiente e aquecé-lo em auto-
clave de modo que a temperatura do liquido seja
mantida a 110 °C durante 30 minutos.

Resisténcia as variagGes de temperaturs

Colocar o recipiente em local apropriado 2
temperatura inicial de 20 a 23 °C. Resfrid-lo
rapidamente no congelador, mantendc-o ali
durante 24 h. Elevar a temperatura a 50 °C, man-
tendo-o assim durante 12h. Deixar resfriar &
temperatura ambiente.

O recipiente deve satisfazer acs seguintes testes:
resisténcia 3 centrifugagfo, resisténcia A tragdo,
impermeabilidade, impermeabilidade ao vapor,
esvaziamento sob pressfio e enchimento,

Resisténcia & centrifugagio

Encher o recipiente com dgua acidificada por
adigfo de 1 ml de 4cido doridico diluido SR.
Envolver o recipiente em papel absorvente impreg-
nado de azul de bromofeno! diluido (1:5) Sl cu
de outro indicador apropriado ¢ seco. Centrifugar
a 5000 rpm por 10 minutos. Ndo deve ocorrer
qualquer fuga sobre o papel indicador, nem qual-
quer distor¢io permanente.

Resisténcia & tracio

Proceder como indicado na monografia para
Recipientes de Material Plistico para Solugfo
Injetével Aquosa (IX.2.2.1).
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Impermeabilidade

Proceder como indicado na monografia para
Recipientes de Material Plastico para Solugio
Injetével Aquosa (IX.2.2.1).

Impermeabilidade ao vapor

Proceder como indicado na monografia para
Recipientes de Material Pldstico para Solugio
Injetdvel Aquosa (1X.2.2.1).

Esvaziamento sob pressio

Encher o recipiente com quantidade de dgua
igual A capacidade nominal, a § +1°C, e fixar a
uma das conexdes do tubo para transfusdo sem
agulha. Comprimir o recipiente de modo a manter
durante todo o esvaziamento pressio interna
(diferenga entre a pressfo aplicada e a pressdo
atmosférica) de 4,0 kPa (30 mmHg). O recipiente
deve esvaziar-se em menos de 2 minutos.

Velocidade de enchimento

Ligar o recipiente, por meio de tubo previa-
mente munido de agulha de pungdo, a reserva-
torio contendo solugdo de mesma viscosidade que
o sangue, tal como, solugdo de sacarose a 33.5%
p/V a 37°C, mantendo diferenga de 9.6 kPa
{70 mmHg) entre pressio atmosférica e pressio
intema, com a base do recipiente e a parte superior
da bolsa no mesmo nivel, O volume doliquido que
flui para a bolsa em 8 minutos néc deve ser menor
que a capacidade nominal da bolsa.

Esterilidade

Proceder como indicado na monografia para
Recipientes de Material Pldstico para Solugio
Injetével Aquosa (IX.2.2.1).

Pirogénio

A solugdo S, deve satisfazer ao teste de piro-
génio (V.5.1.2). Injetar em cada animal 10 ml da
solugdo por quilograma de peso corporal.

Toxicidade

A solugfo 8, satisfaz ao teste de toxicidade.
Injetar em cada rato 0,5 ml da solugfo.

Efeito hemolitico no sisterna tamponado
Solugdo tampdo concentrada

Dissolver 90,0 g de cloreto de sodio, 346 g
de fosfato dissodico e 2,43 g de fosfato monosso-
dico em dgua ¢ completar a 1000 ml.

Solucdo tampéo A,

A 30,0 ml da solugio tampdo concentrada jun-
tar 10,0 ml de dgua.

Solugdo tampdo B,

A 30,0 ml da solugdo tampdo concentrada jun-
tar 20,0 ml de dgua.

Solugdo tampdo C,

A 15ml da sclugdo tampdo concentrada jun-
tar 85,0 ml de dgua.

A cada um de trés tubos de centrifuga introdu-
zir 1,4 m] de solugZo S,. No tubo I juntar 0,1 ml
de solugfio tampdo A,; no tubo I, 0,1 ml de
solugdo tampZo B, ¢, no tubo 111, 0,1 ml da solu-
¢do tampdo C .

A cada tubo juntar 0,02 ml de sangue humano,
fresco e heparinizado, misturar bem ¢ aquecer em
banho maria a 30 + 1 °C durante 40 minutos.

Preparar 3 solug@es contendo, respectivamente:
1) 3,0 ml de solugZo tampido A ¢ 12,0 ml de dgua
(Solugio A,), 2) 4,0 ml de solugfo tampdo B,
e 11 ml de dgua (Solugdo B, ); 3) 4,75 ml de solu-
¢Zo tampo B_ e 10,25 ml de dgua (Solugdo C,).

Nos tubos 1, II ¢ III juntar, respectivamente,
1,5 ml das solugBes A, B, e C,. Preparar simul-
taneamente tré€s outros tubos de modo andlogo,
substituindo a solugdo S, pela dgua.

Centrifugar simultaneamente os tubos a serem
examinados e os tubos de referéncia (padrdo) a,
exatamente, 2500 rpm durante 5 minutos.

Apos a centrifugagfo, medir as absorvincias dos
liquidos a 540 nm, utilizando a solugfo tampfo
concentrada como liquido de compensagio e
calcular a porcentagem do indice hemolitico:

Aexp
x 100
Ao
emque: Ao = absorvincia de tubo III,
Agxp = absorvinciaz do tubo I e N,

respectivamente, e dos tubos
de referéncia.

A solugSo do tubo I fornece indice hemolitico
que nfio deve ultrapassar 10% e o indice hemoli-
tico da solugo do tuboll nio deve desviar mais de
10% do tubo de referéncia.

Utilizar 10,0 ml de sangue fresco com 0,1 ml
de heparina 5.000 Ul por ml sem agente conser-
vante.
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IX.2.2.2.1. RECIPIENTE A BASE DE CLORETO DE
POLIVINILA PARA SANGUE E PRODUTOS DO
SANGUE, CONTENDO OU NAO SOLUGAOQ ANTE-
COAGULANTE.

Estes recipientes (bolsas) seguem as monogra-
fias de Recipiente Pldstico para Sangue e Produtos
do Sangue (IX.2.2.2) satisfazendo ainda os ensaios
descritos a seguir.

Solugéo de referéncia

Utilizar como soluggo de referéncia a dgua
para preparagio de injetdveis contida em vidro de
borossilicato ¢ esterilizada em autoclave a 110 °C
por 30 minutos.

Substancias redutoras

Imediatamente apds a preparagio da solugio
S, (IX.2.2.2.), transferir para o frasco de vidro
borossilicato velume correspondente a 8% da capa-
cidade nominal do recipiente (bolsa). Juntar
20 ml de permanganato de potissio 0,002M e
1,0 ml de 4cido sulfiirico diluido SR e deixar em
repouso ao abrigo da luz durante 15 minutos.
Simultaneamente, tomar volume igual da selugdo
de referéncia, recém-preparada, em outro frasco
de vidro borossilicato.

Juntar em cada uma das duas solugdes 0,1 g
de iodeto de potdssio. Deixar repousar zo abrigo
da luz durante 5 minutos e titular, imediatamente,
com solugdo de tiossulfato de sédio 0,01 M em
presenga de 0,25 m! de solugfo de goma de amido.
A diferenga entre as duas titulagbes ndo deve eXxce-
der 2 ml.

Acidez ou slcalinidade

Tomar volume da solugdo S, correspondente
a 4% do volume nominal de recipiente (bolsa).
Adicionar 0,1 ml de solugfio de fenolftaleina SI:
a solugfo permanece incolor. Adicionar 0,4 ml
de solugdo de hidréxido de sédio 0,1 M e 0,1 ml
de vermelho de metila SI: a solugTo fica corada em
vermelho alaranjado ou vermelho.

Cloretos

Quinze ml da solugfio S, devem satisfazer ao
ensaio limite de cloretos (0,4 ppm) (V.3.2.1).
Preparar padriio com mistura de 1,2 ml de solugdo
a5 ppme de 13,8 ml de dgua.
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Amobnia
Tomar 5,0 ml da solugdo S; e completar 14 ml

com 4gua. A solugfo deve satisfazer ao ensaio-
limite de aménia (2 ppm) (V.3.2.6).

Residuo por evaporacdo

Em béquer de vidro de borossilicato de cag:a-
cidade apropriada, previamente aquecido a 103
evaporar 100ml da solugdo §;. Nas mesmas
condigbes, evaporar 100 ml da solugfo de refe-
réncia (ensaio em branco). Secar os residuos em
estufa a 100-105 °C até peso constante. O residuo
da solugio S; nfo deve ser superior a 3 mg do
ensaio em branco.

Absorgio no uitravioleta

Medir a absorvancia da solugdo S; em 230 a
360 n, utilizando como liquido de compensagio
a solugdo de referéncia. Entre 230 e 250 nm ndo
deve ocorrer absorvéncia superior a 0,30; entre
251 e 360 nm ela ndo deve ser superior a 0,10,

Ftalato extrafvel

Solugéo padrio: Dissolver 10g de ftalato de
dioctila (DEHP) em etanol com densidade relativa
entre 0,9373 e 0,9378 (solvente de extragfo).

Sofugles padrdo difuidas: A partir da solugdo
padrfo, preparar diluigBes correspondentes a 20,
10, §, 2, 1 mg do DEHP/100 m} usando o mesmo
solvente de extragio.

Preparagio da amostra; Por intermédio de tubo,
agulha ou adaptadorcs, introduzir o solvente de
extragio previamente aquecido a 37 °C, em balde
de vidro bem fechado, no recipiente (bolsa) em
quantidade correspondente & metade de sua capa-
cidade nominal. Eliminar todo o ar do recipiente
e fechar o tubo. Imergir o recipiente, em posigio
horizontal, no banho de 4gua mantido a 37 #
1°C durante 60 minutos sem agitar. Retirar do
banho, agitar suavemente cerca de 10 vezes e
transferir o conteiido para frasco de vidro.

Determinagéo espectrofotomdtrica: Determinar a
absor¢do das solugdes padréo dilufda e da amostra
a 272nm, usando como branco o sclvente de
extragfo. Determinar a concentragio de ftalato
em DEHP, emmg por 100ml de extrato. A
concentragio nfo deve ser superior a 10 mg por
100 ml.
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X.1. METODOS DE ESTERILIZACAO

Um método de esterilizagio tem por finalidade
remover ou destruir todas as formas de vida,
animal ou vegetal, macroscopicas ou microscéd-
picas, saprofitas ou ndo, presentes no produte
considerado, sem garantir a inativagdo completa
de toxinas ou enzimas celulares. O procedimento
selecionado para atingir o nivel de esterilizago
estabelecido depende sobremaneira da natureza
do material ¢ das dificuldades impostas por grande
diversidade de produtos. O conhecimente do
tipo, do teor e da fonte dos contaminantes nos
produtos, antes da esterilizagfio, e a aplicagio de
métodos para minimizar tal contaminagio e
preveni-la pés-processamento contribuem para
assegurar o éxito da esterilizagio.
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METODOS DE ESTERILIZACAO
METODOS FISICOS:

— Calor: imido
seco

— Radiagdo: ionizante
ndo ionizante

— Filtragdo
METODOS QUIMICOS

— Oxido de etileno
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X.1.1. METODOS FISICOS

X.1.1.1 — ESTERILIZACAO PELO CALOR

Proporgdo constante de popula¢do microbiana €
inativada por unidade de tempo considerado.
O valor D, ou tempo de redugdo decimal do
microrganismo, é o intervalo de tempo,  tempe-
ratura constante de tratamento, necessdrio para
reduzir de 90% a populagfo microbiana.

0 valor z do microrganismo ¢ definido como o
incremento de temperatura necessdrio para reduzir
de 90%, ou variar de fator 10, por exemplo, o
valor D. Admitem-se valores de z genéricos; para
o calor imido z=10"C ¢ para o calor seco
z=20°C. O valor F do tratamento térmico &
o intervalo de tempo de aquecimento necessdrio, 2
temperatura de referéncia constante, para se obter
o nivel de destruigdo pré-stabelecido. Para caler
imido em produtas termoldbeis, o valor F total,
que depende do nimero e da resisténcia dos
microrganismos  existentes no produto, deve
assegurar probabilidade menor que 107° sobrevi-
ventes microbianos. Para materiais termoestdveis,
a valor F ¢ calculado para promover probabilidade
de falha de pelo menos 10°° sobreviventes,
independentemente do nidmero inicial e da resis-
téncia dos microrganismos no produto, e garantir
redugfo de, no minimo, 12 ciclos logaritmicos de
microrganismos, apresentando valor Dy °c 2
1 minuto. O calor é o agente esterilizante mais
simples, econdmico e seguro de que se dispJe.
A sensibilidade dos diversos microrganismos i
agio do calor é bem variada, sendo as formas
esporuladas as mais resistentes. A esterilizagio
pelo calor dmido causa a coagulagdo da proteina
celular dos microrganismos, enquanto a esterili-
zagdo pelo calor seco é, principalmente, processo
de oxidagdo.

CALGR UMIDO

Os processos de esterilizagdo pele calor dmido
podem ser conduzidos 3 pressio normal, 3 tempe-
ratura de 90 a 100 °C; ou sob pressfo elevada,
sempre actma de 100 °C.

ESTERILIZACAO PELO VAPOR FLUENTE

Esta técnica consiste em expor por 30 minutos,
no minimo, o material 4 agdo do vapor fluente, no
interior de autoclave fechada, com torneira de
purga aberta, d¢ modo que a temperatura nio
ultrapasse 100 °C.

ESTE:RILIZACKO POR AQUECIMENTO A
100 °C COM ADIGAO DE BACTERICIDA

Esta técnica ¢ indicada para preparages medi-
camentosas instdveis a temperaturas superiores.
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Apresenta menor margem de seguranga do que a
esterilizagdo em autoclaves, sob pressdes elevadas.
Para atingir as concentra¢des limites do produto
final, dissolve-se ou suspende-se o medicamento
em solugdo adequada de um dos seguintes bacte-
ricidas:

Para Infetdvefls

................... 0,2% (®/V)
..... 0,002% (pfV)

Clorocresol
Acetato ou nitrato de fenilmercirio

Para colfrios

Solugdo de cloreto de benzalconio, suficiente para
fornecer concentragio final de 0,1% (p/V) de
cloreto de benzalcdnio.

Acetato ou nitrato de fenilmercirio . . . . . 0,002% (p/V)
Acetato de clorexidina . . . . ... ... ... 0,1% (p/V)
Tiomersal . . . .. i e s 0,01% (p/V)

A preparacdo farmacéutica € entdo distribuida
em recipientes adequados e mantida em tempera-
tura entre 98 e 100°C, durante 30 minutos.
Bactericidas ndo devem ser adicionados a certas
preparagdes injetdveis como:

a) solugdes de medicamentos administrados por
vias que permitam acesso 20 liquido cerebrospinal;

b) prepara¢des injetdveis administradas por via
intracardfaca ou intraocular;

¢) preparagdes injetdveis administradas em doses
anicas, superiores a 15 ml, a menos que a mono-
grafia espec{fica permita a presenga do bactericida.

ESTERILIZAGAO PELO CALOR
UMIDO SOB PRESSAO

De todos os métodos de esterilizagfo utilizados,
o calor Umido, na forma de vapor saturado sob
pressdo, ¢ considerado o melhor ¢ mais eficiente.
Neste método, o agente responsdvel pele aqueci-
mento € o vapor de 4gua saturado, ao qual corres-
ponde um valor de temperatura ¢ pressdo de vapor
definida, muitas vezes utilizada para controlar a
temperatura nas autoclaves apés completa remog3o
do ar. O intervalo de tempo necessirio para que se
estabeleca o equilibrio térmico entre o produto
¢ o vapor circulante depende da natureza do
material, dos recipientes, embalagens e respectivos
volumes e dimensdes, € do momento e¢m que a
esterilizagfo, propriamente dita, se inicia. O
superaquecimento e redugo do teor de umidade
da céimara devem ser evitados, pois sdo prejudiciais
a4 esterilizacfo. Indica-se esta técnica. principal-
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mente para preparagSes aquosas, vestudrio e
material cirdrgico.

Esterilizador continuo por vapor sob pressio

De aplicagdo pratica na esterilizag@io de solugbes
injetdveis de grandes volumes, apresenta algumas
vantagens sobre a autoclave cldssica: (a) frascos
cheios podem ser esterilizados 3 medida que vio
sendo envasados, diminuindo o risco da formagac
de pirogénios; (b) todos os frascos s3o submetidos
as mesmas condigBes de esterilizago.

Condigdes a respeitar na esterilizagao
pelo vapor

A programagdo de um ciclo de esterilizago
deve ser validada com o auxilio de termopares bem
localizados e de indicadores bioi6gicos que
conduzam i escolha da temperatura mais elevada
compativel com o produto e do tempo de expo-
sigBo deste ao vapor, necessiric para garantir o
nivel de uestruigdo estabelecido e assegurar o
éxito da esterilizagio. Este tempo depende da
natureza, distribuicdo e volume da carga. Sdc
propostas combinagGes temperatura-tempo apro-
priadas para tal finalidade, combinages estas que
devem ser avaliadas para cada caso.

Temperatura (°C)  Tempo minimo (minuto)

115 a 118 30

121 a 124 15

126 a 129 10

134 a 138 3
Quaisquer outros pares temperatura-tempo

podem ser empregados desde que sua eficiéncia
s¢ja estabelecida através da avaliagdo do ciclo de
esterilizagfo. A distribuic@o da carga na cimara é
de suma importancia, devendo todas as embalagens
ou unidades dos produtos ser espagadas suficiente-
mente umas das outras, permitindo a penetragdo
do vapor até as regiGes mais profundas. Para
pequenos volumes e frascos de paredes relativa-
mente finas, de até 250 ml, o tempo necessirio
para atingir o equilibrio térmico é curto € o
processamento 2 121 °C por um minimo de
15 minutos serd satisfatdrio. Para volumes maiores
de liquido por recié)iente, a duragao total deo
aquecimento a 121 “C serd certamente maior e
deverd ser programada através de validagdo do
ciclo. Para a maioria das roupas e vestimentas,
o vapor usado na esterilizacho nfo deve conter
mais do que 5% de umidade relativa e o processo
deve ser conduzido 4 temperatura de 134-138 °C,
por periodo minimo de 3 minutos.

ESTERILIZAGAO PELO CALOR SECO

A esterilizagdo pelo calor seco é aplicada a obje-
tos de vidro e de metal, pds, vaselinas, gorduras, ce-
ras, solugGes e suspensdes oleosas ¢ tecidos especiais.

ESTERILIZACAO PELO CALOR

Esterilizagdo em estufa de ar quente

O processo pelo calor seco em estufas é apli-
cado, principalmente, para materiais cujo contacto
direto com o vapor sob pressio é danoso ou
indesejdvel. Tem igualmente o objetivo de despi-
rogenar. Nas estufas de convecgdo forgada, o
tempo necessdrio para que seja atingido o equili-
brio térmicc entre o produto e¢ o ambiente &
reduzido; e as diferengas de temperatura em vdrios
pontos das prateleiras podem limitar-se a * 1 °C;
em estufas de convecgdo normal, tais diferengas
podem atingir até + 20 °C.

Condigdes a respeitar na esterilizagdo
pelo calor seco .

A esterilizacfo pelo calor seco é geralments
realizada no intervalo de temperatura de 200 °C a
220 °C, por perfodo de tempo nfo inferior a
duas horas objetivando inclusive a despirogenagso.
Pares de temperaturas mais elevadas e por tempos
menores podem ser aplicados a produtos termoes-
tdveis, enquanto pares de temperaturas menores ¢
por periodos mais lengos s3o usados para materiais
termoldbeis. O bindrio tempo-temperatura &
determinado por estudos de validagdo fisica «
biologica do ciclo de esterilizagdo. Por exemplo:
os pos devem ser esterilizados a 160 °C durante
duas horas ou a 170 °C por uma hora, em emba-
lagens contendo, no méximo, 30 g, espalhados em
camada delgada. Substincias que ndo suportam
aquecimento a 160 °C, como as sulfonamidas,
sdo esterilizadas em porgGes de 4 a S g, acondi-
cionadas em invélucro duplo de papel, no inter-
valo de 140 °C a 150 °C durante duas horas, no
minimo. A esterilizagfo de glicerol, parafina e
diversos Oleos ¢ realizada  temperatura de 160 °C
durante duas horas ou de 170 °C por uma hora,
em fragdes de 30 ml, acondicionadas em frascos
de 200 ml.

VALIDAGAO DE PROCESSOS DE
ESTERILIZACAQ POR CALOR

Validar € assegurar que um processo cumpra o
fins para os quais foi programado. Com esta finali-
dade sfo definidos os pardmetros do ciclo de
esterilizagdo e das cargas-padrdo, e a natureza do
material, termoldbil ou termoestdvel.

Sempre que possivel, a escolha da temperatura
é feita em fungio da estabilidade térmica do
produto ¢ do tempo de esterilizagio, de acordo
com as caracteristicas de penetragfo de calor na
carga. A carga deve ser bastante homogénea, nfo
devendo ser misturados materiais termolébeis com
termoestdveis, ou de diversos volumes. Devem
também ser definidas e respeitadas as condigGes
de entrada do material na carga, como temperatura,
umidade e distribuigdo. Para produtos termoes-
tdveis define-se apenas a carga méxima, enquanto
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a carga minima tem grande importdncia para
material termoldbil, pois se a carga for muito
pequena haverd maior degradagdo do material.
Inicia-se a fase de validagdo determinando-se o
niimero e a resisténcia térmica dos microrganismos
associados ao produto e calibrando-se os indica-
dores biolégicos no laboratério. Os estudos de
resisténcia térmica objetivam a determinagdo dos
valores D e z. O tempo de redugio decimal pode
ser calculado; diretamente da curva de sobrevi-
ventes, construida colocando-se em ordenadas o
logaritmo dos esporos vidveis sobreviventes e em
abcissas, os tempos correspondentes de exposi¢do
4 temperatura do processo: indirctamente, pelo
método do Nimero Mais Provivel, através da
equagio

Dy = —O

F T e ®
Og Ni

tempo de redugfo decimal & temperatura
de referéncia,

6 = tempo de exposi¢do das amostras inocu-
ladas 4 temperatura de referéncia,

N, = populagfo microbiana inicial,

N; = nlimero de sobreviventes nas amostras,
calculado pela equagio de Halvorson e
Ziegler:

A —-—2’203 log-% 2)
em que

N; = nimero mais provével de esporos sobrevi-
ventes por ml de material aquecido,

a = volume em mi de cada amostra aquecida,

n = namero total de amostras aquecidas
quela combinagfo temperatura (T,) —
tempo (@),

q = nimero de amostras aquecidas a esta

combinagdo, em que nfo se presencia
crescimento positivo em subcultura,

Em seguida, iniciase a fase de validagdo do
ciclo de esterilizagfo, a nivel dos equipamentos:
autoclaves ¢ estufas, A validagfo fisica utiliza
termopares para estudar a distribuigdo de calor
na cimara de esterilizagio vazia, a distribui¢io do
calor na cdmara carregada, a penctragfo do calor
nos componentes individuais da carga (pontos
frios) e a penetragdo de calor na carga (ponto frio
da carga). Os termopares sfo acop]ados ao poten-
cibmetro, que deve ter precisdo de 1 °C.Paraa
calibragdo dos termopares, os terminais dos
sensores ¢ o bulbo do termdmetro de referéncia
si0 amarrados e imersos em banho de dleo para
esterilizagfo em autoclaves {calor imido) e de
areia para esterilizagfo em estufas (calor seco). Os
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termopares devem registrar temperaturas que,
quando comparadas Aquelas do termometro
padro, apresentem variagio méxlma de + 1°C
para esterilizagio em autoclaves e t 2 °C para
esterilizaglo em estufas. As leituras indicadas
pelo potencidmetro sfo ajustadas 3quelas do
termémetro  de referéncia para intervalo de
+ 0,5 °C. Por norma, a diferenca de tempera-
tura entre o ponto mais frio ¢ o mais quente, para
autoclaves, ndo deve superar a 2,5 °C. A validagio
biologica utiliza os indicadores biolégicos para
verificar se o valor F minimo obtido, por medidas
fisicas, garante o nivel de letalidade pré-estabe.
lecido. Para isto, sdo desenvolvidos estudos de
distribuigio ¢ penetragio de calor, com um mini-
mo de 10 unidades, contendo o indicador biolé-
gico, colocadas nas dreas mais frias, previamente
determinadas por meédidas fisicas. E, finalmente,
avalia-se a reprodutividade do processo. As tempe-
raturas obtidas durante o ciclo de esterilizago
podem ser convertidas em velocidades letais, a
intervalos de tempo especificos, pela equagdo

L = 10TT)/2 3)
em que
L = velocidade letal,
T = temperatura do produto ou ponto estu-
dado,
T, = temperatura do processo,
z = incrementc de temperatura necessirio

para variar o valor D de fator 10,

O tempo letal de esterilizagio de cada ponto,
onde foi inserido o termopar, é calculado pela
integragdo das velocidades letais do processo
de aquecimento:

8 -
F= 10T Tl

1G]
em que § € o intervalo de tempo entre medidas
sucessivas de temperaturas. Hié vdrios métodos
pelos quais as velocidades letais podem ser inte-
gradas, sendo o método trapezoidal de Patashnik
o mais simples:

=a9(L, +L, +Ls ...+ L) &)
A validagiio na estufa (calor seco) deve ser
realizada objetivando destruir todos os microrga-
nismos vidveis, assim como despirogenar. Com
respeito 2 validago de despirogenagdo, nio foram
fixados limites de inativagdo das toxinas. O proce-
dimento aconselhdvel ¢ impregnar elementos com
concentragdes crescentes de endotoxinas, com a
finalidade de conhecer a concentragio mdixima
destruida no processo de esterilizagio, em condi-
¢bes operacionais definidas. Os termopares, os
indicadores biol6gicos ¢ as endotoxinas devem ser
colocados muite préximos uns dos outros, no
mesmo ponto frio escolhido para ser avaliado.
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X.1.1.2 — ESTERILIZACAQ POR RADIACAC

As radiagbes podem ser classificadas em dois
grandes grupos: radiagBes ionizantes e radiagdes
nio-ionizantes. As radiacBes ionizantes eletro-
magnéticas s3o: raios X, raios ¥ e radiagdes cor-
pusculares, representadas pelos raios § (elétrons),
protons, néutrons ¢ raios . Os raios ultravioletas
sio considerados radiag@es eletromagnéticas, po-
rém nfo ionizantes. Na prdtica, as radiagGes
utilizadas como agentes esterilizantes limitam-se
a0s raios y e raios f.

As radiagdes ionizantes s¥o aplicadas a pro-
dutes altamente alterdveis pelo calor seco ou
GUmido, produtos estes que podem oOu ndo ser
acondicionados na embalagem final.

As preparagdes farmacéuticas apresentam maior
estabilidade 2 radiagio no estado sélido que na
forma liquida. A radiagfo causa a destruigiio de
certas substdncias, como insulina, heparina,
tetraciclinas e vitamina C. A esterilizagdo por
radiagfo aplica-se a vdrios produtos, tais como os
seguintes: vitaminas, pos, antibiéticos, esterdides,
horménios, vacinas, pomadas, 0ssos, transplantes
de tecidos, seringas descartdveis, agulhas, banda-
gens, tubos de plastico, sondas, placas de Petr,
suturas e equipamento cirdrgico, oftdlmico e
farmacéutico. Os raios 7y s&o radiagdes de elevada
energia, emitidas por isotopos radiativos: cobalto
60, césio 137 e tantalo 182. O cobalto ¢ o mais
utilizado na inddstria farmacéutica. O elevado
poder de penetragio dos raiosy toma dificil
centrddos sobre o objeto ¢ evitar a irradiagio do
ambiente circunvizinho. Os locais de trabalho
devem ser protegidos com vidro contendo chumbo.
As radiagdes ndo podem ser interrompidas e as
operagBes de exposigo s#o controladas 4 disténcia.
Para evitar o escurecimento do vidro pelos raios ¥,
incorpora-se-lhe cério.

Os raios 8, ou raios catédicos, sdo elétro
acelerados, originados ao se estabelecer elevada
diferenga de potencial entre o citodo e um ou
mais 4nodos, em tubo de vécuo elevado. Devido
A carga das radiagBes corpusculares, os raiosf
apresentam menor penetrabilidade, comparativa-
mente, aos raios a, de energias equivalentes. Na
pritica a esterilizagfo ¢ realizada com raios f
acelerados a 7 MeV, nunca excedendo a 15 MeV.
Quando a energia equivalente a 7 MeV ndo € sufi-
ciente para que a penetragdo se dé em certas emba-
lagens, tecorrese A técnica de fogo cruzado, bom-
bardeando o material, simultaneamente, em senti-
dos opostos. O tempo de exposigao ¢ de 1 segundo,
no maximo, em locais protegidos com paredes de
2,5m de espessura. As radiagdes catédicas, orienta-
das por campo elétrico, sobre determinado ponto,
ndo sio dissipadas para o ambiente circunvizinho,
apresentando maior seguranga na operagdo ¢ sio
menos onerosas que as radiagGes a.
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Escolha da dose esterilizante

As unidades utilizadas para medir as radiagBes
ionizantes s¥o o Roentgen, o rad, o rep ¢ 0 gray.

“ROENTGEN" quantidade de radiagio X ou v
aplicada a um material, acima
de 3 MeV, que, atravessando 1 g
de ar, libera energia de 86 ergs
(8,6 x 10°°T), que corresponde
a 97ergs (9,7x 10°°N)/p de
dgua.

quantidade de radiagdo de qual-
quer tipo que produz 0s mesmos
efeitos que 1 “Roentgen” de
raios X ou 7.

dose absorvida de qualquer radia-
¢do equivalente a 100 erg/g ou
102 J/kg de material absor-
vente.

dose absorvida de qualquer radia-
¢fo equivalente a 10* erg/g ou
1 J/kg de material absorvente
(1 GY = 100rad).

“REP”

“RAD"

“GRAY” ou
“«GY"

A unidade de radiagio mais empregada ¢ o rad,
expresso em kilorad (krad) ou Megarad (Mrad).

Cada espécie microbiana apresenta sensibilidade
diferente para as radiagGes, sendo que a resisténcia
cresce na seguinte ordem: formas vegetativas
bacterianas, fungos, leveduras, esporos e virus.
Dose de radiagfo ou dose de inativagfo de cerca
de 2,5 Mrad ¢ suficiente para garantir redu¢do do
nimero inicial de esporos vidveis termorresistentes
de 6 a 10 ciclos logarftmicos ¢ de 15 ciclos
logarftmicos para as formas vegetativas bacterianas
mais resistentes. Os esporos de Bacillus pumilus
sao geralmente os mais resistentes s radiagbes
jonizantes ¢ considerados como indicadores
biolégicos. A dose letal da radiagio depende dos
seguintes fatores: numero inicial de microrga-
nismos, natureza do material a esterilizar, pré-
tratamento 3 irradiagfo, tensfo de oxigénio no
meio, valor de pH, temperatura, umidade relativa
intrinseca ¢ composigfo do meio. A eficiéncia do
ciclo de radiagfo deve ser avaliada, periodica-
mente, por série de estudos experimentais, pela
determinagfo do numero inicial e fina] de micror-
ganismos presentes no material, pelo emprego
parslelo de indicador biolégico e pelo uso de
dosimetros adequados.

ESTERILIZACAO POR RADIAGCOES
NAO-IONIZANTES

A luz ultravioleta apresenta intervalo de compri-
mento de onda entre 210 e 328nm (2100 e
3280 R). As radiagSes compreendidas entre 2400
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e 2800 A sio as mais eficazes do ponto de vista

microbicida, As radiages ultravioletas mais uti- ’
lizadas sfo as produzidas em limpadas de quartzo °

com vapor de mercirio de comprimento de
onda de 2537 A. Estas radiagBes tém poder
penetrante muito pequeno e, praticamente, a
aplicagdio fica limitada 4 esterilizagfo de superfi-
cies, em laboratbrios farmacéuticos, na manu-
tengfo de ambientes assépticos, na fabricagio e
acondicionamento de produtos medicamentosos
{como antibioticos), em dreas destinadas ao
enchimenfo e capsulagem, cdmaras assépticas ¢
ar de circulagfo. O pessoal que trabalha em 4reas
em que foram instaladas Kimpadas de luz ultra-
violeta deve estar protegido da agfo dos raios
diretos ou refietidos. Bastonetes de bactérias
gram-negativas sfo os microrganismos mais facil-
mente destruidos por luz ultravioleta, enquanto
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estafilococos e estreptococos exigem cerca de 5 a
10 vezes a dose de energia radiante; esporos
bacterianos, 10 vezes; e esporos de fungos, 50
vezes ou mais para garantir o mesmo nivel de
destruigdo estabelecido. Calibrar, periodicamente,
o rendimento da transformagfo de energia elétrica
em luminosa, emitida pelas idmpadas UV de baixa
pressdo de vapor de mercirio, que apresenta o
comprimento de onda de 2537 A. O rendimento
da transformagfio de energia elétrica em luminosa
¢ da ordem de 60%, sendo que 90% do total da
emitida tém o comprimento de onda de 2537A.
A energia radiante € inversamente proporcional
a distincia entre a fonte geradora e a supeficie
irradiada, quando esta distincia é menor que trés
vezes o comprimento da fonte UV; quando for
maior, a encrgia radiante serd inversamente propor-
cional ao quadrado da disténcia.
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X.1.1.3 ~ ESTERILIZACAO POR FILTRACAO

A técnica de esterilizagfio por filtraghio tem por
objetive eliminar, mecanicamente, microrganismos
de liquidos termoldbeis ao calor em autoclave
ou ao aquecimento com bactericida. Embora
existam filtros capazes de reter alguns virus, a
esterilizagdo por filtragfo € considerada técnica
falivel, sendo recomenddvel apenas quando nfo
& possivel aplicar métodos mais eficazes. O éxito
da esterilizagfo por filtragdo depende do em-
prege de elementos filtrantes com poros de
dimensdes adequadas e das condigGes de assepsia
observadas durante o procedimento. O filtro,
incluindo o elemento filtrante propriamente
dito, o respectivo suporte ¢ todo o material que
venha a entrar em contacto com o liquido filtrado
devem ser previamente esterilizados. A natureza
do elemento filtrante, responsdvel pela rewogdo
fisica das bactérias do liquido que o atravessa,
pode ser: derivado de celulose, plastico, cerdmica
porosa, estrutura sintética apropriada, ou combi-
nagGes adequadas destes. Fibras de amianto ndo
podem pertencer 4 estrutura do elemento fil-
trante, pois se comprovou que elas sfo cance-
rigenas e afetam indesejavelmente o produto
filtrado, quando arrastadas com ele. Para acelerar
a filtragfo pode-se aplicar pressfo positiva do
lado ndo estéril do sistema, ou pressfo reduzida do
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lado estéril, desde que ndo provoque a ruptura do
elemento filtrante; este procedimento nfo se
deve aplicar, porém, aos filtros de vidre poroso.
Filtragdo prolongada €, igualmente, danosa e deve
ser evitada, pois pode permitir o crescimento de
contaminante, através do meio filtrante, que
recontamina o liquido ji esterilizado, A dimensdo
efetiva dos poros dos filtros esterilizantes deve
ser conferida antes do uso ¢ a integridade dos
mesmos, confirmada ao findar a filtragdo. O
procedimento de ponto de bolha, ou o teste de
velocidade de difusdo, deve ser realizado de
acordo com as recomendagdes do fabricante para
filtros tipe membrana. O nimero inicial de micror-
ganismos das solugGes deve ser determinado como
parte da validagio do procedimento, uma vez
que o é&xito do método de filtragio depende,
sobremaneira, da carga microbiana na solugio
a ser filtrada. A eficiéncia da operagdo é avaliada,
experimentalmente, utilizando-se suspensGes de
determinadas espécies microbianas, como Serratia
marcescens ou Chromobacterium prodigiosum,
que depois de filtradas, através do elemento
filtrante em ensaio, sdo incubadas a 37 °C per
sete dias ou mais, para certificar s¢ estfo isentas
de microrganismos.
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X.1.2. METODO QUIMICO

%.1.2.1 — ESTERILIZACAQ PELO OXIDO DE ETILENO

O emprego de substincias quimicas em estado
gasoso, na esterilizacio de material solido, ¢
processo em que s toma necessdrio estabelecer
condigBes bem determinadas de temperatura,
concentragio, umidade, tempo de atuagio e
namero inicial de microrganismos. O gds esterili-
zante ideal deve apresentar atividade intensa e
rdpida contra bactérias, esporos ¢ virus, se possivel
A pressfo atmosférica; ter inércia total quanto 2o
material a esterilizar; possuir bom coeficiente de
difusio, que confira penetragfo ficil e completa
eliminagdo apés a esterilizagio; ser indcuo ao
homem e aos animais; nfo ser inflamdvel; ser
facilmente armazenado e manipulado; ser ativo na
auséncia de umidade; ser econdmico e de fécil
cbtengfo. Apenas o oxido de etileno aproxima-se
das condigGes ideais: facilmente obtido, liberado
em estado puro; nfo se polimeriza sobre as super-
ficies de contacto e é rapidamente eliminado por
simples a¢ra¢do.

A aplicagdo de vapores de 6xido de etileno é
procedimento alternativo ao uso de agentes
fisicos que, comparativamente, sio microbicidas
mais eficientes. O oxido de etileno € utilizado na
esterilizagio de material oftdlmico (material anes-
tésico), marcapassos e maquinas de coragio e pul-
mio, seringas descartéveis, vestudrio hospitalar,
material pldstico, borrachas, equipamento de ago
inoxidével e material de papel. Os vapores de dxido
de etileno no ar ao atingirem aproximadamente 3%
entram em combustfic, seguida de explosdo caso o
ar esteja confinado. Utilizam-se misturas de éxido
de etileno com gases inertes, didxido de carbono
ou hidrocarbonetos fluorados, de tensdes superfi-
ciais muito préximas, sem o risco de alteragGes das
proporgdes dos respectivos componentes, ou de
explosfo. A toxicidade do Géxido de etileno,
quando inalado, assemelha-se Aquela produzida
pelo amoniaco, € irritante aos olhos e causa dores
de cabeca, nduseas e vomitos. Efeitos téxicos
imediatos ocomem 2 exposiggo de 12500 ppm.
As solugbes aquosas e produtos apresentando
teores residuais de 6xido de etileno produzem
queimaduras na pele ¢ nas mucosas. Na presenga
de fons clore, o 6xido de etileno pode formar
produtos tdxicos. Apresenta penetragio fécil ¢
rdpide em materiais de diferentes naturezas: papel,
papeldo, celofane, artigos de couro, alguns plds-
ticos (cloreto de polivinila), fibras sintéticas e
tecidos em geral. O 6xido de etileno ndo penetra
em substincias cristalizadas. Tem ag¢lo bactericida,
esporocida, virucida ¢ fungicida, agindo por
alquilagfo nfo especifica de grupos como -OH;
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-NH, e - SH, com perda do H ¢ forma¢fo do
grupo alquilhidroxila. O efeito da umidade,
durante- a esterilizagio com vapores de 6xido
de etileno, ¢é critico e complexo. Umidade em
excesso (>60%) provoca a hidrélise do agente
quimico a etilenoglicol e, em quantidade insufi
ciente (<30%), impede a agfo de alquilagfo. A
esterilizagdo de produtos farmacéuticos ¢ limitada
quase que exclusivamente a pos de substdncias que
sio estiveis A exposicio de o6xido de etileno.
A penicilina nfo reage com o gds, mas a estrepto-
micina perde parte da atividade; 2 tiamina, ribo-
flavina, nicotinamida, piridoxina, dcido félico ¢
vitaminas em geral sfo destruidas. H4 necessidade
de se determinar a estabilidade dos produtos
farmacéuticos, antes de submeté-los 4 esterilizacdo
gasosa por 6xido de etileno. Para s efetuar o ciclo
de esterilizagio, a autoclave adaptada é previa-
mente aquecida a 55 °C. Coloca-se a amostra,
Reduzse a pressio na cimara de aproximada-
mente 2,3 a 7,3 kPa (20 2 55 mm Hg). A umidade
na cimara de esterilizagfo £ equilibrada entre 50
a 60%, em 60 minutos. Introduz-se a mistura gaso-
sa, que pode atingr a pressfo da ordem de 100,
200 ou 300 kPa (1, 2 ou 3 atmosferas). A exposi-
¢fo do material ¢ realizada em periodo de 32 8
horas, dependendo do gds, do nimero inicial de
microrganismos presentes no material € da penetra-
bilidade do produto ao agente quimico. Finda a
operagio a autoclave ¢ evacuada; em seguida, ¢
introduzido ar filtrado, até que se atinja a pressfo
atmosférica, proporcionando a dissipagic do éxido
de etileno dos materiais. Certos pldsticos, borra-
chas e couros apresentam forte afinidade pelo
6xido de etileno, necessitando de periodo de 12a
24 horas de aeragdo, antes do emprego.

0 6xido de etileno liquido, que pode substituir
a mistura gasosa na esterilizagio de produtos, €
vaporizado na cdmara de esterilizagio colocada sob
pressio de 5,3 kPa (40 mm Hg); a temperatura
do processo ¢ mantida ao redor de 25°C,
durante 4 horas a 200kPa (2 atmosferas de
pressdo) ou 1 hora a 600kPa (6 atmosferas de
pressdo). Apos a esterilizaco, deve ser respeitado
intervale de tempo para que haja dissipagio
completa do éxido de etileno e de resfduos vold-
teis do produto.

A comprovagdo do processo € feita avaliando-se
o efeito letal que provoca no indicador biolégico.
Dez tiras de papel de aluminio, no minimo, im-
pregnadas com cerca de 1 milhdo de esporos vidveis
secos de Bacillus subtilis, devem ser distribuidas
por toda a carga.




X.2. INDICADORES BIOLOGICOS

A eficdcia de um ciclo de esterilizagio € descrita
em termos de valor F, que é determinado utili-
zando-se termopares; e a certeza da esterilidade do
processo, conferida por esse intervalo de tempo de
esterilizagfo, ¢ validada, biologicamente, pelo
emprego de indicadores biolGgicos. O indicador
biolégico, suspensfo de esporos resistentes ao
processo de esterilizagdo especifico, € adicionado
diretamente as unidades representativas da carga a
ser esterilizada; ou embebido por tiras de papel de
filtro, de aluminio ou metal, pérolas de vidro ou
pldstico, que s&o secas 4 temperatura ambiénte.

0O tipo de veiculo do indicador bioldgico deve
ser tio semelhante quanto possivel 4s embalagens
ou aos itens sob esterilizagfo ¢ nfo interferir na
resisténcia do microrganicmo. Por isso, € empre-
gado nas determinag@es dos vatores D e z doindi-
cador biolégico, nos estudos preliminares & vali-
dagio do ciclo de esterilizagdo. Esporos vidveis
de microrganismos — considerados indicadores
adequados 3 validagfo do sistema em autoclaves —
devem sobreviver 2o tratamento de 100 °C durante
10 horas, processc este em que se¢ eliminam os
esporos formadores de mesofilos.

Um indicador biolégico satisfatorio deve
apresentar maior termorresisténcia ao processo
de esterilizagio do que os microrganismos origi-
nalmente existentes no material a esterilizar. Apds
a operagfio de esterilizagdo, os indicadores biol6-
gicos sfo semeados e incubados, durante vdrios
dias, em meios de cultura apropriados para se
determinar sua sobrevivéncia. O nimero de espo-
ros para avaliar o ciclo de esterilizagdo depende
da letalidade esperada, conferida pelo valor F, ¢
da resisténcia térmica do microrganismo. Esta rela-
¢do é descrita pela equagio

F = D(logA - logB) ©)

em que
(logA - logB) ¢ a redugdo logaritmica de esporos.

Indicadores biolégicos podem ser designados
para avaliar s o valor F do ciclo de esterilizagdo ¢
suficiente para garantir probabilidade de falha de
10" microrganismos sobreviventes no produto.
Para atender a este objetivo, o nimero inicial de
organismos no indicador biologico é determinado
pela equagio

D; (log N; + 6) = Dy; (log No + 1)

em que

o

N; = camga de microrganismos no produto
a ser esterilizado,

D; = valor do tempo de redugio decimal
do microrganismo mais resistente,

N, = nimero de organismos no indicader
bioldgico,

Dy = valor do tempo de redugo decimal
do indicador bioldgico.

Para produtos termoestdveis, quando o valor F
deve ser suficiente para assegurar redugdo de
12 ci¢los logaritmicos ¢ hé probabilidade de falha
de pelo menos 10-® sobreviventes, independente-
mente do niimero inicial e da resisténcia térmica
dos microrganismos que ocorrem naturalmente no
produto, o nimero de esporos, no indicador
biclégico, ¢ da ordem de 10° por tira de papel ou
qualquer outro veiculo.

As preparagBes comerciais de
devem inchuir:

indicadores

— namero de esporos pot vefculo,

— numero do lote,

— data da expiragdo,

— condigdes adequadas de armazenagem,

— valores de D e de z caracteristicos e as con-
digBes da determinagio dos perimetros da
resisténcia térmica,

— indicages de uso, incluindo o meio de
subcuitura e condigdes de incubagao.

Resisténcia térmica de esporos de micromganismos empregados como indicadores biolégicos em
diferentes processos de esterilizacio.

Cutturs Processo de asterifizaciio Vaior D aproximado
Esporos de Bacilius stearotharmaphilus Vapor saturado a 121 °C 1.5 minutos
Esporos de Clostridium sporogenss Vapor saturado 8 112°C 3,2 minutos
121 °C 0,7 minutos
Esporos de Baciffus subtilis Calor secoa 121 °C 60 minutos
170°C 1 minuto

Esporos de Bacillus pumilus Radiacdo gama:

— preparaces umidas 0,2 Mrad

— preparagOes secas 0,15 Mrad
Esporos de Baciflus subtilis Oxido de etileno

{umidade relativa de 50%;

temperatura de 54 °C)

- 600 mg/l 3 minutos

— 1200 mg/l 1,7 minutos
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Substéncia corante ¢ qualquer composto orgi-
nico ou inorgénico, natural, sintétice ou idéntico
ao natyral reproduzido por sintese que, indepen-
dente de possuir ou nfo atividade farmacolégica, é
adicionado s formas farmacéuticas com a finali-
dade Unica de cordlas ou de alterar a sua cor
original.

Aos medicamentos destinados 3 aplicagdo por

via oral, retal, vaginal ou cutinea podem ser
adicionadas substdncias corantes constantes da
relagio abaixo ou da mistura destas substincias
nos ¢asos e em quantidades compativeis com as
boas priticas de fabricagio farmaciutica. As
substincias corantes empregadas devem satisfa-
2er as exigéncias descritas nas respectivas mono-
grafias.

Relagiio de corantes permitidos

Descriggo

Cor Nome Oficial N CL
Branca Carbonato de célcic 72.220
Branca Diéxido de titdnio 77.891
Amarela Curcumina 75.300
Amarela Riboflavina -
Amarela Fosfato de riboflavina -
Amarela Amarelo creplsculo 15,985
Laranja Beta-caroteno 40.800
Laranja Apo-8-carotenal 40.820
Laranja Cantaxantina 40.850
Laranja Urueum 75.120
Vermelho 77.491
Amarelo  Oxidos de ferro 77.492
Prato 77.499
Vermatha  Cochonilha 75.470
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Carbonato de célcio CaCO,

Ditxido de titdnio TiD, obtido por sintese

1,7-Bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadienc-3,5-diona

7,8-Dimetil-10-{D-ribo-2,3 .4 ,5tetraidroxipentil}isoalo-
X2zing

Riboflavina-5'-fosfato

Sal dissddico do dcido
sulfdnico

1-p-sulfofenilazo-2-nafto|-6-

B-Caroteno obtido por sintese ou extrafdo de fontes
naturais

p-Apo-8-carotenal obtido por sintese ou extrafdo de
fontes naturais

g.g-Carotenc-4,4-dlons obtida por sintese ou extralda
de fontes naturais

Extrato obtido pelo tratamento de Bixa oreffana L. por
solventas orgénicos, bleos & gorduras vegetais comest(-
wois, mono ¢ digliceridens obtidos por hidrélise destes
6leos ou por solugdes aquosas, alcotlicas ou propile-
noglictlicas de dlcalis, ou seus componentes principais,
bixina (éster monometflico do dcido 6,6'-diapo-¥ ¥-
carotenodindico) e norbixina (dcide 6,6'-diapo-¥ ¥
carotenodidico} isolados ou reproduzidos por sintese e
seus sais sédicos ou potdssicos

Oxidos de ferro obtidos por sintese, inclusive suas formas
hidratadas ou combinagdes de mais de um destes
dxidos

Extrato aguoso ou aquoso-alcodlico concentrado até
eliminagdo do #tcoal de cochonilha, Dactylogus cacti
Costa (Coccus cacti L). O componente corante principal
do extrato de cochonilha ¢ o dcido carm{nico




SUBSTANCIAS CORANTES

Relagio de corantes permitidos (continuacio)

Cor

Nome Oficigl

NOCA.

Descricao

Vermelha

Vermelha

Verde

Verde
Azul

Marrom

Preta

Carmim da cochonilha

Eritrosina

Clarofila

Clorofitina cupro-sédica

Azul brilhante

Caramelo

Carvio ativo

75470

45430

75.810

75.810
42.090

Laca de aluminio ou de cdlcio e aluminio, em substrato
de hidréxido de aluminio, de acido carminico & outrcs
componentes obtidos pela extragdo aquosa da cocho-
nilha, Dactylopus cacti Costa {Coccus cacri L)

Sal dissédico monoidratado de 3’6 diidroxi-2' 4°56',7"-
-tetraiodospirolisobenzofuran-1{341,9'-(9 H Ixantenl-3-
-ona

Mistura de ctorofilasa € b, Clorofila a: Cy H,y MgN,O,,
éster fitilico do complexo magnesiano de [{1,3,58-
-tetrametil- 4-etil-2-vinil-9-oxo0-10-metoxicarbonil}for-
bini!]-7-propionato. Clorofila b: CssHooMaN, O, éster
fitilico do complexo magnesiano de 1{1,5,8trimetil-3-
-formil-4-e1il-2-vinil-9-oxo-1 C-metoxicarbonil} farbinil]-
-7-propionato

Sa! sddico do complexo cuprico da clorofila

Sal dissddico do sal interno de hidroxido de N-atilV-
-{4-[14-{etil[{3-sutfotenil)metitlamincfenil] (2 sulfofe-
nil)metileno]-2,5-cicloexadien-1-ilidena]-3-sulfobenze-
normetanarn inio

Produto obtido pelo aguecimento de sacarose ou outros
a¢icares de uso alimentar ou por tratamento controlado
de glicfdeos de qualidade alimentar com um ou mais de
um dos seguintes reagentes: dcidos acético, citrico,
fesforico, sulforico e sulfuroso, dibxide de enxdfre,
hidréxidos de sédio e de potdssio, carbonatos, fosfatos,
sulfatos e sulfitos de saddio e de potassio

Carvao vegetal farmacopeico

Observacdo: Além dos corantes referidos na rela-
20, permanccemn em uso os seguinies:

Relagio de corantes permitidos (continuagio)

Cor Nome Oficial NOeC.1 Descrigao

Amarela Amarelo dcido 13.015 Sal dissodico do A4cido 5-(4-sulfofenilazo).2-naftolsul-
fénico

Amarela Tartrazina 19.140 Sal trissndico do dcido 1-p-sulfofenil-4-p-sulfofenilaze-
S-hidroxipirazol-3-carbox ilico

Azul Azul de indantreno 69.800 N, N-diidro-1’,2"-antraquinonazina

Azul {ndigotina 73.015 Sal dissddico do dcido indigotin-5.5-dissulfénico

Laranja Laranja GGN 15.980 Sal dissddico do acido 1-{3-sulfofenilazo)-2-naftolsul-
fonico

Marrom Cacau Extraido das cascas pulverizadas do frute de Theabroma
cacao L.

Vermelha  Azorubina 14720 Sal dissédico do acido 2-(4'-sulfo-1"-naftilazo}-1-naftol.
4-sulfénico

Vermetha  Escarlate GN 14818 Sal dissadico .do acido 2-{6"-sulfo-2'-4'-dimetilfenilazo)-
1-naftol-b"-sulfénico

Vermetha  Ponceau 4R 16.255 Sal trissédico do acido 1-(4'-sulfo-1'-naftilaze}-2-naftol-
6 8-dissulfénico

Vermelha  Vermetho 40 16.035 Sal dissodice do dcide B-hidroxi-5-(2-metoxi-5-metil-4-
sutfofenillazo-2-naftalenossul f6nico

Vermslha Vermalho sélido E 16.045 Sal dissddico do acide 1-{4-suifonaftilazo)-2-naftol 6-

sulfénico
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XIIL.1. INDICADORES

S30 corantes empregados para indicar o ponto final
de uma anilisc volumétrica ou para avaliar o pH de
solugdes néo coradas.

Qs indicadores de uso muais freqiiente estdo listados
no quadro a seguir, em ordem crescente do limite infe-
rior de sua faixa de agdo de pH:

INDICADORES FAIXAS DE pH
Vermelho cresol 0,2-18 ¢ 7,2-88
Pirpura de metacresol 0,5-2,5 ¢ 7,592
Tropeclina 00 1,0 -28
Azul de timol 1,2-2,8 ¢ 8,0:9,6
Amarelo naftol 20 .32
Amareto de dimetila 28 -4%6
Azul de bromofenol 28 -446
Alaranjado de metila 29 -40
Vermetho de metila 30 -44
Vermelho de congo 30 -50
Verde de bromocresol 36 -52
Resazurina 50 -70
Tornassol 50 - 80
Plrpura de bromocresol 52 -638
Vermelho de fengl 68 -84
Azul de bromotimol 60 -70
Fenolftaleina 83 -10,0
Azul do Nilo A 90 -13,0
Timolftaleina 9.3 105
Amarelo de alizarina GG 10,0 -12,0
Tropeolina 0 1,0 12,7
Amarelo titan 12,0 -130

ALARANJADO DE METILA (Cy4H;4N3NaO3S)
(Cl 13025)

Fornece coloragdo vermetha em meio moderada-
mente dcido (faixa de pH: 2,94,0) e coloragio amarela
em meijo fra te dcido e alcalino

— Solugdo de alaranfado de metila a 0,1%.
Solugic a 0,1% (p/V) em etanol a 20%.

— Ensgio de sensibilidade
A mistura de 0,1 ml de solugdo indicadora com
100 ml de 4gua isenta de didxido de carbono
apresenta cor amarela. S3o necessdrios nio mais
que 0,1 ml de dcido cloridrico 0,1 M para determi-
nar a mudanga de cor para vermelho.

— Solugio de alaranjado de metila
Dissolver 20 mg de alaranjado de metila ¢ 0,1 g
de verde de bromocresol em 1 mi de hidréxido
de sodio 0,2 M e dgua até o volume de 100 ml
Esta solugdo fornece coloragdo laranja em solu-
¢oes moderadamente acidas (faixa de pH: 3,04,0)
¢ coloragio verde-oliva em solugbes fracamente
dcidas ¢ alealinas,

ALARANJADO DE XILENOL (C,, H,,N,Na,0,,S)

Em meio dcido apresenta cor amarela-pilida. Reagindo
com certos metais (tais como chumbo e zinco), forma
complexo de cor vermelha intensa. Em presenga de
excesso de EDTA dissddico adquire cor amarela.
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— Solugéo de alaranjadoe de xilenol
Solugde a 0,1% {p/V) em etanol.

ALIZARINA {(C,,H,Na0,SH, 0}

PG amarelo-laranja, facilmente solivel em dgua e
dlcool,

— Solugdo de elizaring
Solugfo aquosa a 0,1% (p/V).

AMARELO DE ALIZARINA GG (C,,H, N, NaO,)
(€I 14025)

Fornece coloragiio amarelo-pilida em solugdes fraca-
mente alcalinas e coloragfo marrom em solugdes forte-
mente alcalinas (faixa de pH: 10,0-12,0).

— Solugdo de amarelo de alizarina GG
Solugfo aquosa na concentragio de 0,1% (pfV).

AMARELO DE DIMETILA (C, H,,N,)
(€1 11020

Fornece coloragZo vermnelha em solugdes moderada-
mente 4dcidas e coloragio amarela em solugdes fracamen-
te dcidas (faixa de pH: 2,84,6) e alcalinas.

— Solugdo de amarelo de dimetila
Soluggo z 0,2% (p/V) em etanol a 90%.

— Ensaio de homogeneidade
Preparar solugdo 2 0,01% (p/V) em diclorometano
e aplicar 0,01 ml desta solugdo em cromatoplaca
de silica-gel G. Usar como eluenie o diclorome-
tano. O cromatograma deve mostrar uma tdnica
mancha.

— Ensaio de sensibilidade
Prepagar solu¢io de 2g de cloreto de amdnio
em 25 ml de 4gua isenta de didxido de carbono.
Esta solugdo, adicionada de 0,1 ml da solugio
de amarelo de dimetila, deve apresentar cor ama-
rela. A coloragdo passa a vermelha pela adigdo
de ndo mais que 0,1 ml de dcido cloridrico 0,1 M,

AMARELO DE METANILA (C,,H,,N,Na0,$)
(CI 13065)

Em titulegGes desenvolvidas em meio ndc-aquose
muda & ¢oloragdo de amarela (meio bisico) para carmim
(meio 4cido),

— Solugéo de amarelo de metanila
Solugfic a 0,1% (p/V) em metanol.

— Ensaio de sensibilidade
Dissolver 0,1 ml da solugdo de amarelo de metanila
em 50 ml de dcido acético glacial anidro. Esta
solugio deve apresentar colora¢do vermelho-rosada.
Adicionar 0,05 ml de icido perclorico 0,1 M. A
coloragio deve mudar para violeta,
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AMARELO NAFTOL (C,,H,Na0,)
(Cl 10315)

Fomece solugdo incolor em meio fortemente dcido
¢ coloragdo amarcla em solugdes menos dcidas (faixa
de pH: 2,0-3,2).

AMARELO TITAN (C,,H,,N,Na, 0,S,)
(CI 19540)

Em solugdes dcidas e moderad te alcalinas fornece
coloracao amarela. Em solugdes fortemente alcalinas
(faixa de pH: £2,0-13,0) apresentz cor vermelha.,

— Solugdo de amarelo ritan
Solugio aquosa a 0,05% (p/V).

— Papel de amarelo titan
Impregnar  papel de filtro comum com solugae de
amarelo titan. Secar ao ar i temperatura ambiente.

— Ensgio de sensibilidade
Preparar mistura de 10 ml! de dgua, 0,2 ml de
solucio padrio de sulfato de magnésio (10 ppm de
Mg) ¢ 10 ml de hidréxido de sédio 1 M. Adicionar
0,1 ml de solugio de amarelo titan, Preparar
prova cm branco de maneira andloga, porém
omitindo o padrio de magnésio. Comparar as
duas solugdes: coloraglo rosa intensa desenvolve-se
em comparagdo 4 prova em branco,

AMIDO (Amido solivel)
P6 branco.

— Solugdo de amido:
Preparar solugdo a 2% (pfV) em igua quente, A
solugdo pode apresentar pequena opalescéncia.

— Solugdo de amido iodetado
Misturar 1,0 g de amido em 5 ml de égua, verter
sobre 100 ml de dgua fervente, agitando constan-
temente. Adiciongr 10 mg de iodeto mercirico.

— Ensagio de sensibilidade
Juntar 1 ml de solugdo de amido, 20 mi de dgua,
aproximadamente 50 mg de iodeto de potissio
e, finalmente, 0,05 ml de iodo 0,01 M. Hi desen-
volvimento de cor azul.

— Papel de amido icdetado
Usar a solugdo de amido, recém-preparada, acres-
cida de 0,5 g de iodeto"de potdssio.

AZUL DE BROMOFENOL (C,,H,,Br,0,8)

Fornece cor amarela em solugdes moderadamente
dcidas e cor violeta-azulada em solugdes fracamente
4cidas (faixa de pH: 2,84,6) ¢ alcalinas.

— Solugdo de azul de bromofenol
Dissolver, aquecendo brandamente, 0,2 g de azul
de bromofenol em 3 ml de hidréxido de sddio
0,1 M e 10 ml de etanol a 96%. Deixar esfriar
¢ completar o volume de 10 ml com etanol a
96%.

AZUL DE BROMOTIMOL (C,, H,, Br, 0,5)

Fornece coloragdo amarela em solugSes fracamente
dcidas e coloragdo azul em solugdes fracamente alcalinas.
Em meio neutro (faixa de pH: 6,0-7,0) fornece coloragéio
verde.

INDICADORES

— Solugdo de azul de bromonimol
Aquecer 1 g de indicador com 3.2 ml de solugdo
0,05 M de¢ hidréxido de sbdio ¢ 5 ml de etanol
a 90%. Apds dissolugio completar o volume a
250 ml com etanol a 80%.

— Ensgio de sensibilidade
A mistura de 0,3 ml de solugio de azul de bromo-
timol ¢ 100 ml de dgua isenta de diéxido de
carbono apresenta coloragio amarela, A coloragio
muda para azul pela adi¢do de ndo mais que 0,1
ml de solugio de hidréxido de sédio 0,02 M.

AZUL DE HIDROXINAFTOL (C,,H,,N,0,,5,)

Na faixa de pH entre 12 e 13, sua solugdo possui
cor rosa-avermelhada em presenga de fons cdlcio. Diante
de excesso de EDTA dissodico, apresenta cor azul intensa.

— Solugdo de azul de hidroxinaftol
Solugioa 0,1% (p/V) em etanol.

AZUL DONILO A (C;oH,;,N,0,5)
(I 51180

Confere colaragio azul a solugbes fracamente alcaii-
nas e coloragdo vermelha a solugdes fortemente alcalinas

(faixa de pH: 9,0-13,0).

- Solugdo de azul do Nilo A
Sofugdo a 1% em &cido acético glacial anidro.
— Ensaio de sensibilidade
A mistura de 0,25 mi da solugio de azul do Nilo
A em 50 m} de dcido acético glacial anidro apresen-
ta cor azul. A coloragdo passa a azul-esverdeada
pela adicio de ndo mais que 0,1 mi de deido
percldrico 0,1 M.
— Ensaio de identificagdo
A solugio a 0,0005% (p/V) em etanol a 50%
mostra miximo de absor¢ao erm 640 nm,

AZUL DE ORACET B

Constitui-se em mistura de 1-metilamino-4-anilinan-
traquinona ¢ 1-amino<4-anilinantraquinona. Quando utiki-
zado em titulagdes em meio nZo-aquoso muda de colo-
ragao azul (meio bdsico) para plirpura (meio neutro) e
para rosa (meio dcido),

— Solugdo de azul de oracet B
Solugio a 0,5% (p/V) em dcido acético glacial
anidro.

AZUL DE TIMOL (C;,H,,0,5)

Apresenta coloragZo vermetha em solugdes fortemente
deidas (faixa de pH: 1,2-2.8), coloragdo amarela em
solugGes fracamente 4cidas e alcalinas e coloragdo arul
em solu¢Bes mais alcalinas (faixa de pH: 8,0-9,6).

— Solugdo de azul de timol
Aquecer 0,1 g do indicador com 4,3 ml de hidrd-
xido de sddio a 0,05% ¢ 5 ml de etanol a 90%.
Apds dissolugio completar o volume a 250 ml
com etanol a 20%.

— Ensaio de sensibilidade
A mistura de 0,1 ml da solugdo de azul de timol,




INDICADORES

100 ml de dgua isenta de didxide de carbono e
0,2 ml de hidréxido de sbdio 0,02 M apresenta cor
azul. A coloragdo altera para amarela pela adigio
de nio mais que 0,1 ml de dcido cloridrico 0,2 M.

CALCONA (C,oH,,N,NaQ, S)

P& pardo-negro com nuances violdceas. Bastante
solivel em dgua e facilmente solGvel em etanol e acetona.
Fomnece cor vermelho-pirpura coim ions cdlcio em meio
alcalino. Em presenga de excesso de edetato dissédico, a
solugdio adquire cor azul.

— Solugdo de calcona
Solugdo a 0,1% (p/V) em metanol anidro.

— Mistura composta de calcona
Misturar uma parte de calcona com 99 partes
de sulfato de sddio.

— Ensaio de sensibilidade
Dissolver 0,2 g de mistura composta de calcona
em 5 ml de dgua. Juntar 1 ml da solugdo do coran-
te, 50 mi de dgua, 10 ml de hidréxido de sédic
M e 1 ml de sulfato de magnésio 1% (p/V). A
solugio € azul, tornando-se violeta pela adigdo
de 0,1 ml de cloreto de célcio 0,15% (p/V). A
adigio de 0,1 ml de EDTA dissédico 0,01 M
fornece cor azul intensa.

CLORETO FERRICO (FeCl,.6H,0)

Massa cristalizada amarelo-laranja, deliqiiescente, muito
soliivel em dgua e solivel em etanol e éter etilico. O sal
e suas solugSes, expostos & luz, sofrem redugfio parcial,

— Solugdo de cloreto férrico
Solugdio aquosa a 10,5% (p/V).

CLORETO DE METILROSANILINIO (Cp5HxCINg)
(CI 42555)

Em titulagdes em meio nio-aquoso a colora¢io muda
de violeta (meio basico) para azul-esverdeada (meio
neutro) e pars verde-amarelada (meio dcido).

~ Solugdo de cloreto de metilrosaniltnio
Solugdo a 0,5% (p/V) em dcido acético glacial
anidro.

— Ensaio de sensibilidade
A mistura de 0,1 ml de solugio indicadera com
50 mi de dcido acético glacial anidro mostra
coloragio plrpura-azulada, A adicdo de 0,1 ml
de uma solug@o de dcido perclérico 0,1 M altera
a coloragao para verde.

CORANTE BVF

Constitui-se de indicador misto, obedecendo a formulagio:

azulde bromotimol. . . . .. .. ... .. ... 0,10g
vermethodemetila . . . . ... ...... ... 002g
fenolftalefna. . ... ............... 0,20g
canol @8.p. - ... 100,0 ml
Filtrar,

DIFENILCARBAZIDA (C,,H, ,N,O)
P6 branco cristalino, adquirindo coloragdo résea.

Muito pouco soliivel em dgua; solivel em etanol quente,
acetona ¢ deido acético glacial.
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— Solugdo de difenilcarbazida
Dissolver 1 g de difenilcarbazida em 100 mi de
etanol a quente. Armazenar ao abrige da luz.

DIFENILCARBAZONA (C,,H,,N,Q)

Ctistais de coloracio laranja-avermelhads, Insold-
vel em 4gua e solivel em etanol, cloroférmio e benzeno.

—  Solugdo de difenilcar
Dissolvey 0,1 g do indicador em etanol. Arma-
zenar 30 abrigo da luz.

EQSINA Y (C,,H,Br,Na,O,)
(CI 45.380)

A solugiio a 1,0% (p/V) acidificada com dcidos mine-
rais forma precipitado laranja a laranja avermelhado de
tetrabromofluoresceina.

A adigio de 20 ml de hidréxido de sadio a 40,0%
(p/V) sobre 10,0 mi da solugio dec cosina Y a 1,0%
(p/V) forma precipitado vermelho.

— Solugdo de eosing Y
Solugdo aquosa a 1,0% (pfV).

FENOLFTALEINA (C,.H,,0,)

Fornace solugBes incolores em meio acido ¢ fracamen-
te alcalino. Apresenta coloragio vermelha em solugdes
alcalinas mais fortes (faixa de pH: 8,3-10,0).

— Solugdo de fenolftaleina
Solugio a 0,1% (p/V) em etanol a BO%.

— Ensaio de sensibilidade
A mistura de 0,1 ml de solugio de fenolftaleina
e 1000 sl de 4gua isenta de didéxido de carbono
¢ incolor. 880 necessdrios néo mais que 0,2 ml
de uma sclugdo de hidrdxido de sédio 0,02 M
para o aparecimento de coloragdo résea.

~ Papel de fenolftaleina
Imergir tiras de papel de filtro comum em so-
lugiic de fenolftaleina por alguns minutos e secar
ao ar 3 temperatura ambiente.

MAGNESON (C,,H,N,0,)

Em titulagdes de meio nfo-aquoso muda a coloragio
laranja (meio dcido) para azul (meio bdsico), passando
pela coloragio rosa.

- Solugdo de magneson
SolugTo a 0,2% (p/V) em tolueno.

— Reogente de magneson
Solugdo de magneson a 0,1% (p/V) em hidroxido
de sodio a 1% (p/V).

1-NAFTOLBENZEINA (C;,H,,0,)

Quando utilizade em titulagSes nio-aquosas, muda 4
coloragio azul ou verde-azulada (meio bisico) pana
laranja (meio neutro) e para verde-escura {meio dcido).
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— Solugdo de 1-naftolbenzefna
Solugdo a 0,2% (p/V) em dcido acético placial
anidro.

— Engaio de sensibilidade
Adicionar 0,25 m| de sclugfo de 1-naftolbenzeina
a 50 ml de dcido acético glacial anidro. S3o neces-
sirios nfo mais que 0,05 ml de dcido perclérico
0,1 M para efetuar a mudanca da coloragio ama-
relo-marrorn para verde.

1-NAFTOLFTALEINA (C,,H,,0)

Fornece solugio incolor ou vermeclha pdlida nos
meios dcido ¢ neutro e coloragio azul em solugBes mode-
radamente alcalinas.

—~ Solugio de 1-naftolftaleina
Solugdo 2 0,5% (pfV) em etancl a 96%.

NEGRO DE ERIOCROMO T (CxH N3 NaO45)
(€1 14.645)

Em meio dcido clorfdrico produz precipitado violeta-
marrem; tratado com dcido sulfdrico forma precipitado
azulescuro que, diluide, muda para cor marrom. Em
solugio aguosa de hidréxido de sodio apresenta cor
violeta.

— Solupdo de negro de eriocromo T
Dissolver 0,5g de negro de eriocromo e 4,5g
de cloridrato de hidroxilamina em metanol a
100 ml.
Preparar no momento do uso.

OXALATO DE AMONIO (C,H,N, 0, .2H,0)
Cristais ou grinulos incolores sol{iveis em dgua.

- Solugdo de oxalato de ambnio
SolugZo aquosa a 4% (p/V).

PORPURA DE BROMOCRESOL (C,, H,, Br, 0, )

Fornece coloragdo amarela em solugdes fracamente
dcidas e coloragio azul-violeta em solugdes alcalinas,

neutras e 4cidas muito préximas i neutralidade (faixa
de pH: 5,2-6,8).

— Solugdo de ptrpura de bromocresol
Aquecer 0,1 g de pirpura de bromocresol com
S ml de etanol a 90% até dissolugdc. Adicionar 3,7
ml de hidréxido de sédio 0,05 M ¢ etanol a 20%
para completar o volume de 250 ml.

— Ensaio de sensibilidade
Misturar 0,2 ml da solugdo de piirpura de bromo-
cresol ¢ 100 ml de dgua isenta de didxido de
carbono. Adicionar 0,05 ml de hidréxido de
sodio 0,02 M. Esta solugiio possui a coloragio
azul violicea. Para alterar a coloragio para ama-
rela s30 necessdrios ndo mais que 0,2 ml de dcido
cloridrico 0,02 M.

— Reagente de phrpura de bromocresol
Solugdo “A™: dissolver 38g de fosfato de sédio
monobasico (Nall, PO, ) ¢ 2 g de fosfato de sédio
dibdsico (Na, HPO,) em igua e completar o volu-
me a 1000 ml. AjustaropHa 5,3,
Solugdo “B™: dissolver 0,4 g de piirpura de bromo-

INDICADORES

cresol em 30 ml de 4gua, adicionar 6,3 ml de
hidréxido de sédio 0,1 M e completar o volume
a 500 ml cot 4gua.

Reagente: misturar volumes iguais da solugdo “A",
solugfio “B” e cloroférmio. Agitar durante 5 mi-
nutos, deixar decantar e desprezar a camada
cloroférmica.

PORPURA DE METACRESOL (C,, H,,0,S)

Apresenta coloragio vermelha em solugdes fortemente
dcidas (faixa de pH: 0,5-2,5), coloragio amarela em
solugdes menos dcidas e neutras e coloragio violeta em
solugbes moderadamente alcalinas (faixa de pH: 7,59,2).

— Solugio de plirpura de metacresol
Solugio a 0,1% (p/V) em hidrdxido de sddio
0,001 M.

RESAZURINA (C,,H,NO,)

Fornece coloragio résea em solugdes fracamente
dcidas (faixa de pH: 5,0-7,0) e coloragio violeta em
solugdes fracamente alcalinas,

~ Solugdo de resazurina
Solugio a 0,1% (p/V) em hidroxido de sddio
0,02 M. Esta solugao indicadora deve ser de pro-
paragio recente.

RESORCINOL (C,H,0,)

P6 ou oristais incolores ou ligeiramente rosados.
Soldvel em dgua e dlcool.

— Solugdo de resorcinol
Colocar 0,2 g de resorcino! em 100 ml de benzeno.
Deixar decantar.

TIMOLFTALEINA (C,,H,,0,)

E incolor em meio dcido e fracamente alcalino. For-
nece coloragio azul em solugbes alcalinas mais intensas
(faixa de pH: 9,3-10,5).

— Seluggo de timolftaleina
Solu¢do a 0,1% (p/V) em etenol 8 96%.

— Ensgio de sensibilidede
A mistura de 0,05 ml de solugfo de timolftalei-
na com 100 ml de dgua isenta de didxido de
carbono é incolor. S#o necessdrios nio mdis que
0,05 ml de hidréxido de sédie 0,1 M para mudar
a coloragiio para azul.

TIOCIANATO DE AMONIO (NH, SCN)

Cristais incolores ¢ deligiiescentes. Muito sohivel
em dgua e soliivel em etanol.

— Solupdo de tiocianato de aménio
Solugdo a 7,6% (p/V) em dgua (apreximadamente
1 M).

TORNASSOL
E constituido de pigmento indigo azul preparado a

partir de virias espécies de Rocelle, Lecanosa ou outros
¥iquens. O pigmento possui odor caracter{stico.




INDICADORES

Fornece coloragio vermeiha com os dcidos e azul
com os dlcalis (faixa de pH: 5,0-8,0).

— Solugdo de tornassol
Ferver sob refluxo, durante uma hora, 25 g de
tornassol, finamente pulverizado, com 100 ml
de etanol a 90%. Desprezar o etanol e repetir a
operagio por duss vezes, utilizando em cada
extragio 75 ml de etanol o 90%. Tratar o tomassol
extraido com 250 ml de 4gus. Filtrar,

— Papel de tornassol azul
Ferver 10 partes de tornassol, finamente pulveri-
zado, com 100 partes de etanol a 96%, sob refluxo,
por uma hora. Decantar e desprezar o etanol,
adicionar ao residuo mistura de 45 partes de
etanol ¢ 15 partes de #gua. Deixar macerando
por dois dias. Decantar o sobrenadante ¢ impregnar
tiras de papel de filtro comum com o extrato.
Secar & temperatura ambiente.

— Ensalo de sensibilidade
Merguthar tira de papel de tornassol azul, medindo
10 mm x 60 mm, em 100 ml de mistura de 10 m]
de dcido clorfdrico 0,02 M e 90 ml de dgua. Agitar.
O papel adquire cor vermelha ao fim de 45 se-
gundos.

— Papel de tornassol vermelho
Adicionar dcido cloridrico 2 M ao extrato obtido
no processo de preparagic do papel azul, gota a
gota, até que a solugio apresente coloragdo verme-
tha. Impregnar tiras de papel de filtro com esta
solugio e deixar secar & temperatura ambiente.,

— Ensalo de sensibilidade
Mergulhar tira de papel de tornassol vermelho em
100 m! de solugio de hidréxido de sédio 0,002 M.
Agitar. O papel deve ficar azul ao final de 45
segundos.

TROPEOLINA O
(CI 14270)

Fornece solugdes de coloragio amarela em meio
moderadamente alcalino ¢ coloragfio laranja em solugdes
fortemente alcalinas (faixa de pH: 11,0-12,7).

~ Solugdo de tropeoling O
Solugfio a 0,025% (p/V) em 50 ml de metanol ¢
gua pera completar 100 ml.

— Ensaio de homogeneidade
Aplicar 0,01 ml da soluglo a 0,025% em cromato-
placa de celulose G. Desenvolver 0 cromatograma
com a mistura 1-propancl, szcetato de etila
4gua (5:14). O cromatograma deve mostrar uma
finica ha com Rf aproximad te 0,9.

TROPEOLINA 0O (C,, H,,N, NaO, §)
(CI 13080)

Fornece coloragio vermelha em solugdes fortemente

dcidas (faixa de pH: 1,0-2,8) e coloragio amarela em
solugBes menos dcidas.

VERDE DE BROMOCRESOL (C,, H,,Br,0,8)
Fornece coloragdo amarela em solugdes moderada-

mente 4cidas (faixa de pH: 3,6-5,2) e azul em solugdes
fracamente dcidas e alcalinas.
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— Solupdo de verde de bromocresol
Aquecer 0,1 g do corante com 2,9 m! de hidré-
xido de sédic 0,05 M e § ml de etancl & 90%.
Apbs dissolugio, adicionar etanol a 20% até o
volume de 250 ml,

— Engaio de senstbilidade
A mistura de 0,2 ml da soluglio de verde de bromo-
cresol ¢ 100 ml de dgua isenta de didxido de
carbono apresenta cor azul. SZo necessirios nfo
mais que 0,2 ml de fcido clorfdrico 0,02 M para
alterar a coloragio para amarzla.

VERDE DE METILA (C,,H,,BiCIN,}
(Cl 42.590)

Em solugio de 4cido sulfurico apresenta cor amarela.
Pela diluigdo retorna i coloragio verde.

— Solugdo de verde de metila
Solugio a 0,1% (p/V).

VERMELHO DE CONGO (C,,H,; N,Na0,S,)
(€1 22120

Aptesenta coloragio azul em solugSes moderadamente
dcidas (faixa de pH: 3,0-5,0) e coloragio vermelha em
solugdes fracamente dcidas e alcalinas.

— Solugdo de vermelho de Congo
Dissolver 0,25 g de vermetho de Congo em 50 ml
de etanol a 90% e dgua até completar 250 mi.

— Pgpel de vermelho de Congo
Mergulhar tiras de papel de filtro comum em
solugiio dc vermelho de Congo e deixar secar @
temperatura ambiente.

— Ensgio de sensibilidade
A mistura de 0,2 mi de solugfio indicadora. 100 ml
de 4gua isenta de dibxido de carbono € 0,3 ml de
dcido clorfdrico 0,1 M possui coloracio azul.
S30 necessirios nio mais que 0,3 ml de hided-
sido de sbdio 0,1 M pars alterar a coloragio para
rosesa.

VERMELHO CRESOL (Cy, H,,0,8)

Fomece coloragfio vermelha em solugdes fortemente
dcidas (faixa de pH: 0,2-1,8), coloragfo amarela em
solugdes menos dcidas e neutras; em solugSes modera-
damente alcalinas apresents cor vermelha (faixa de
pH:7,2-8.8). :

— Solugdo de vermelho cresol
Aquecer 50 mg de vermelho cresol com 2,65 ml
de hidréxido de sbdio 0,05 M ¢ § ml de etanol 2
90%. Apés dissolugdo, adicionar etanol a 20%
até completar 250 ml.

— Ensgio de sensibilidade
A mistura de 0,1 mi da solugio de vermelho
cresol e 1000 ml de 4gua, isenta de diéxido de
carbono, adicionada de 0,15 mil de hidréxido de
sédio 0,02 M apresenta coloragio vermelho-
plrpura. A coloragfo muda para amarela pela
adigio de nfio mais que 0,15 ml de dcido clori-
drico 0,02 M.
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VERMELHO DE FENOL (C,,H,,0,5)

Fornece coloraghio amarela em meio neutro ¢ verrnelha
em solucdo fracamente alcalina (faixa de pH: 6,8-8,4).

— Solugdo de vermetho de feno!
Aquecer 0,1 g de vermelho de fenol com 1,42 ml
de hidréxido de sédio 0,2 M ¢ 5 ml de etanol a
90%. Apos dissolugio, adicionar etanol a 20%
para completar 250 m!,

— Ensaio de sensibilidede
A mistura de 0,1 ml de vermelho de fenol ¢ 100
ml de dgua isenta de diéxido de carbono apresenta
cor amarela, 850 necessdrios nfo mais que 0,1 ml
de hidréxido de sddio 0,02 M para alterar a colo-
ra¢do para violeta-avermelhada.

VERMELHO DE METILA (C,;H,;N,0,)
(CI 13020)

Fornece coloragio vermelha et solugBes fracamente
dcidas (faixa de pH: 3,04.4) e colora¢fic amarela em
solugbes muito fr te dcidas e alcali

Solugdo de vermelho de metila

Aquecer 0,1 g de vermelho de metila com 1,85
ml de hidréxido de¢ sddio 0,2 M ¢ S mi de etanol &
90%. Apbs dissolugiio, completar o volume de 250
ml com etanol a 50%.

Ensaio de sensibilidade

A mistura de 0,1 ml da soluglo indicadora, 100
ml de fgua isenta de didxido de carbono ¢ 0,05 mi
de deido clorfdrico 0,02 M apresenta cor vermelha.
S8o necessdrios nfo mais que 0,1 ml de hidréxido
de sédio 0,02 M para mudar a coloragio paia
amarela.

VERMELHO DE QUINALDINA (Cy, H,,IN,)

Utilizado em titulagSes de bases com dcido perclorico,
ocorrendo mudanga de coloragdo carmim para quasc
incolor,

~ Solupdo de vermelho de quinaldine

Solugdio a 0,1% (p/V)em metanol.




XI1.2. REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Reagentes sfo substincias utilizadas, quer como tais quer como constituintes de solugdes, na realizagio dos ensaios

farmacopéicos.

Acetsto de ambnio

Formuls ¢ massa molecuier — C,H,NO, — 77,08
Especificacio — Contém, no minimo, 98,0 por cento
(Dpe/sl::)ric;ﬁo — Cristais incolores, muito deligilescentes, de
fraco odor acético.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da umidade.

Acetato de amonio 2 M
Usar acetato de aménio SR.

Acetato de amonio SR

Especiticacfo — Contém 15,0 g de acctato de aménio
em agua a 100 mt.

Consorvapfo — Recipientes bem fechados.

Estabilidade — Preparar para uso imediato.

Acetato de celulose

Especificoclio — Celulose parcialmente acetilada, com
graus de acetilagfo variados,

DescricBo — S6lido amorfo branco.

Carsctarfsticas fisicas — Nfio apresenta pontos de fusio
definidos.

Categoria — Adsarvente em ¢romatografia em camada
delgada.

Acetato de chumbo(il), trildeatado

Formuls e massa molscuiar — C,H, PbO, - 3H,0 -
379,33

Especificacko — Contém, no minimo, 99,0 por cento
@/

Descrigfo — Cristais incolores, transparentes ou pé cris-
talino branco, de odor acético fraco. Eflorescente.
Carscteristicas ffsicss — Ponto de fusio: 75 °C (aqueci-
mento ripido); d poe-se p te a 200 °C.
Conservagio — Recipientes herméticos.

Seguranga ~ Txico. Poluente,

Acetato de chumbo, papel

Preparacéic — Impregnar papel adequado (geralmente no
tamanho 6x80 mm) com 2 solugiio de acctato de chumbo
SR. Secar o papel reagente a 100 °C, evitando contato
com metal.

Conservachn — Recipientes bem fechados.

Armazonagem — Proteger da luz e dz umidade.

Acetato de chumbo(ll) SR (aproximad te 0,25 M)
Especificacdo — Contém 9,5 g em dgua isenta de didxido
de carbono a 100,0 ml.

ConservacBo ~ Recipientes bem fechados.
Seguranga — Téxico. Poluente.

Acetato de chumbo(H), solugiio saturada
Especiticagso — Contém aproximadamente 35 g em 4dgua
isenta de didxido de carbono a 50,0 ml.
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Consarvagfo — Recipicntes bem fechados.
Segurange — Téxico. Poluente,

Acctato de clorexidinz

Formula e massa moleculsr — Cy Hy, Cl,N O ~
- 62558

Descrig8o — Cristais ou pd cristalino branco a creme
pélido; inodoro.

Caracter/sticas fisicas — Ponto de fusio: 154-155 °C.
ConsarvagSo — Em recipientes bem fechados. Proteger
da luz.

Seguranga — limitante,

Categorise — Antimicrobiano.

Acetsto de clorexidina 0,1 por cento (p/V).
Especificacko — Contém 0,1 g em 4gua a 100 mL
Conservagfio — Recipientes bem fechados.
Saguranca — Tdxico.

Categoris — Antimicrobiano.

Acetato de cortisona

Fo /a @ massa molecular — C;,H,, 0, — 402,49
EspecificacBo — Contém, no minimo, 96,0 por cento
(p/p), calculade sobre a sub ancia d da

Descrigdo — Cristais incolores fracamente amarelados ou
pé cristaline branco ou quase branco. Inodoro; inicial-
mente insipide, depois amargo.

Caracteristicas fisicas — Ponto de fusfo: aproximada-
mente 240 °C. Rotagio dptica: + 209° a +219° (1,0 por
cento (p/V) em dioxana).

Conssrvag8o — Recipientes bem fechadoes.

Armazenasgem — Proteger da luz,

Catagoris — Corticosterdide.

Acetato de cortisona, injetdvel

Descriclo — Consiste de suspensfo em mcio aquoso
adequado, em pHentre 50 e 70.

Espacificscfo -~ Contém, no minimo, 90,0 por cento
(p/p).

ConservagSo — Em ampolas de dose (inica.

Acetato de desoxicortona

Sinoni/mia — Acetato de desoxicorticosterona.

Formuls & masss moleculer — C, H,, 0, — 372,50
Especificagfo — Contém, no minimo, 96,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substéncia dessecada.

Descrigho — Cristais incolores ou pé cristalino branco.
Inodoro. i
Caracterfsticas fisices — Faixa de fusdo: 157-161°C.
Rotagdo Sptica: +171° a +179° (1,0 por cento {p/V)
em dioxana).

Conservagiio — Recipientes bem fechados.

Armazenagerm — Proteger da Juz.

Catagoria — Corticosterdide.
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Acetato de etila

Férmula e masse moleculsr — C,H, 0, — 88,11
Especificacfo — Contém, no minimo, 99,9 por cento
®/v).

Descricdo — Liquido limpido, incolor, voldtil, dc odor
caracteristico.

Caracter/sticas frsicas — Densidade: aproximadamente
0,90. Ponto de ebuligio: aproximadamente 77 °C. Indice
de refragio (np): 1,371 a 1,373,

Canservagfo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem - Proteger do calor.

Seguranca — Inflamivel.

Acetato de fenilmerciirio

Férmule e msesse molecutar — C,H, HgO, - 336,74
Especificagfio — Contém, no minimo, 98,0 por cento
(p/p).

Descricgo — Cristais pequenos ou pd cristalino, branco a
brapco-creme, brilhante,

Coracteristicas {isicas — Faixa de fusio: 149-153°C.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Armsgzenagem — Proteger da luz.

Seguran¢a — Téxico. Poluente.

Acetato de indofenol SR

Singnimis - 2 6-Diclorofenolindofenol
acetato.

Praparagfo — Dissolver 12,0 ml da solugio padrio de
2 6-diclorofenolindofencl em dgua a 100ml. A esta
solugdo juntar 100 ml de tampao acetato pH 7,0.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Estabilidede — Limitada a duas semanas.

Armazenagem — Sob refrigeragio,

em tampdo

Acetato de potdssio

Férmulis a massa moleculsr — C,H,KO, - 98,14
Especificagfo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p), calculade sobre a substincia dessecada.

Deascricfo — Cristais incolores ou pé cristalino branco,
inodoro ou de odor acético fraco, de sabor salino, fraca-
mente alcalino. Deligiiescente.

Carecterfsticss ffsicas - Ponto de fusio: 292 °C.
Conservacho — Recipientes bem fechados.

Acetato de prednisolona

Férmuls e massa molecular — C,,H,, 0y — 402,49
Especificscdio — Contém, no minimo, 96,0 por cento
(p/p) calculado sobre a substincia dessecada.

Descricfo — PG cristalino branco ou quase branco. Ino-
doro. Amargo.

Ceracteristicas flsicas — Rotagdo éptica: +112° a+119°
(1.0 por cento (p/V) em dioxana).

Ponto de fusdio — Aproximadamente 247 °C.

Conssrvagéio — Recipientes bem fechados.

Categoria — Corticosterdide.

Acetato de sédio

Férmula e messss moleculsr — C,H,NaQ,. 3H,0 -
136,08; anidro - 82,03

Especificagio - Contém, no minimo, 99,0 por cento
{p/p).

Descricdo — Cristais incolores ou pé cristalino branco,
inodoro ow de odor acético fraco, de sabor salino, fraca-
mente amargo. Eflorescente.

Conservagdo -~ Recipientes bem fechados.

REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Acetato de Sodio SR {aproximadamente 0,02 M)
Especificacio — Contém 0,272 g de acetato de sodio
triidratado em dgua a 100 ml.

Conssrvagso — Recipientes bem fechados.

Acetato de uranila

Férmulg @ massa molecular — C,H,0,U.2H,0 -
424,15.

Descrighe — Pé cristalino amarelo, de odor acético fraco.
Consarvacho — Recipientes bem fechados.

Segurenca — Substincia radioativa.

Acetato de uranila e zinco SR

Preparapfe — Misturar 10g de acetato de uranila em
50 mt de 4gua quente e 5ml de dcido acético 30 por
cento (p/V). Misturar 30 g de acetato de zinco em 30 m!
de dgus gquente e 3 mi de dcido acético 30 por cento
{p/V). Juntar as preparagSes anteriores. Deixar esfriar.
Filtrar.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

Seguranga — Substincia radioativa.

Acetato de zinco

Férmula & masss molecular — C,H,0,Zn.2H,0 -
219,50

EspecificagBo - Contém, no minimo, 98,0 por cento
(r/p).

Descrigfo — Cristais incolores ou brancos, ou escamas
cristalinas ou grinulos, de odor acético fraco, de sabor
metalico adstringente. Eflorescente,

Caracter(sticas fisicos — Ponto de fusio: 237 °C.
Conservagéo — Recipientes bem fechados.

Seguranca — lrritante.

Acetilacetons

Férmula e massa molecular —~ C;H, 0, — 100,11
Descricfo — Liquido limpido, incolor ou amarelado, de
odor aromatico.

Caracteristicas fisicas — Ponto de ebuligio: aproximada-
mente 139°C. Densidade: aproximadamente 0,97
Indice de refragio (n'): 1,451 1,453.

ConservagBo — Recipientes bem fechados.

Seguranca — Irritante. Inflamével.

Acetona

Formuie & masss moiecular — C,H, 0 — $8,08
Especificscfo — Contém, no minimo, 98,0 por cento (p/V).
Descrigho -~ Liquido limpido, incolor, volitil, de odor
caracteristico.

Caracteristicas ffsicas — Densidade: 0,790 a 0,793.
Indice de refragio (n =]'5): 1,358 a 1,360. Ponto de ebu-
ligo: aproximadamente 56 °C.

Conssrvagio — Recipientes herméticos.

Seguranga — Inflamdvel. Irritante ¢ téxico.

Acetona desidratada
Especiticapdo _  Acetona, desidratada sobre sulfato de
sédio anidro.

Conservagfo — Preparar no momento de uso.

Acido acético diluido

Especificagfo — Contém 12g de dcido acético glacial
em 4gua a 100 ml.

Consarvapéo — Recipientes herméticos.
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Acido acético 5 M

EspecificagBo — Contém 300g de dcido acético glacial
em dgua a 1000 ml.

Conservagdo — Recipientes herméticos.

Acido acético 2 M

Especificago — Contém 116 mi de dcido acético glacial
em dgua a 1000 ml. Ajustar o volume, quando a solugdo
estiver 4 temperatura ambiente.

Conservagdo — Recipientes herméticos.

Acido acético M

Especificacdo — Contém 60g de dcido acético glacial
em dgua a 1000 ml.

Consarvacho — Recipientes herméticos.

Informagso adicional — Ao usar, confirmar o titulo.

Acido acético 0,045 M

EspecificagBo — Contém 2,7g de 4cido acético glecial
em fgua a 1000 ml.

Consarvagfo — Recipientes bem fechados,

Acido acético SR

Espuciticagdo — Contém 30 g de dcido acético glacial
em dgua a 100 ml. Corresponde ao dcido acético 5 M.
Descrigfo — Liquido limpido, incolor, de odor irritante.
Consarvagfo — Recipientes herméticos.

Acido acético glacial

Férmuta e masss molecular — C,H,0, — 60,05
Especificagfo — Contém, no minimo, 98,0 por cento
®/p).

Descriche — Liguido l{impido, incolor, voldtil, de odor
irritante e caracteristico. Apresenta sabor dcido mesmo
em grande diluigdo; cristalizdvel a baixas temperaturas,
Caractéristicas fisicas — Densidade: aproximadamente
1,05. Ebuliggo: aproximadamente 118 °C. Temperatura
de congelamento: aproximadamente 14 °C.

ConservagSo — Recipientes herméticos.

Seguranga — Corrosive. Inflamidvel. Proteger olhos, pele
€ mucosas.

Acido ascorbico

Fdrmuls & messe moleculer — CH, 0, — 176,13
Especificacgo — Contém, no minimo, 99,0 por cento

(p/p)-

Descrigfo — PO cristalino branco ou cristais incolores.
Inodoro e de sabor 4cido.

Caracteristicas fisicas — pH da solugdo a 5,0 por cento
@®V): 2,2 a 2,5. Ponto de fusfo: aproximadamente
190 °C, com decomposigio. Rotagio dptica especifica
(solugdo a 1,0%): entre + 20,5 ¢ +21,5°,

Conservagio — Recipientes bem fechados, ndo metilicos.
Armeranagem — Proteger da luz.

Acido benzéico

Férmuls ¢ massa molecular — C,H,0, = 122,12
Especificagfo — Contém, no minime, 99,0 por cento
(p/p)-

Descricfo — Cristais incolores ou pé cristalino branco, de
odor caracteristico ¢ de sabor icido adocicado a irritante.
Csracteristicas fisicas — Ponto de fusdo: aproximada-
mente 122 °C.

Consarvspdo — Recipientes bem fechados.

Categoria — Conservante.
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Acido bérico

Fdrmula e massa molecular — HyBQ, — 61,83
Especificaciio — Contém, no minimo, 99,5 por cento(p/p).
Desericdo — Cristais incolotes brilhantes ou pd fino
cristaline branco, untuoso ao tato, de sabor fracamente
dcido e amnatgo.

Conservacho — Recipientes bem fechados.

Acido bérico, solugiio saturada

Preparagfo — Dissolver 5,0 g em volume final de dgua a
100,0 ml.

Caracterfsticas fisicas — Solubilidade em dgua 1:20
(20°C).

ConservecBo — Recipientes bem fechados.

Acido bromidrico

Férmula @ masss molecular — HBi — 80,91

Especificagdo — Contém 48,0 por cento (p/V).

Descrigio — Liquido incolor ou fracamente amarelo, de
odor forte e irritante. Escarece lentamente pela exposigio
ao are 2 luz.

Conservagso — Recipicntes bem fechados.

Armazenagam — Proteger do ar ¢ da luz.

Segurangs — lrritante, corrosivo.

Acido calconcarboxilico

Férmuia @ massa molecutar — Cy, H, N, 0,5 — 438,40
Descrigfo — P6 mamom-preto.

Conservecdo — Recipientes bem fechados.

Acido cloridrico

Sinonfmis — cloreto de hidrogénio.

Férmula @ massa molecular - HC1 - 36,46

Especificagfo — Contém, no minimo 35,0 por cento
(p/p) constituido de solugdo de HCl gasoso em 4gua.
Descric§o - Liquido limpide, incolor, fumegante, de
odor immitante.

Carscteristicas fisicos — Densidade: aproximadamente
1,18. Ebuligio: azedtropo com 20,2 por cento de HCI
em dgua (6,1 M):109 °C.

Conservagdo ~ Recipientes herméticos, de material
inerte ao reagente.

Segurangs — Proteger do calor (<20 “C). Corrosivo. Evi-
tar contato externo, olhos e pele, inalagio e ingestdo.

Acido cloridrico diluido
Especificaplo — Usar dcido clorfdrico SR.

Acido cloridrico 2 M

Especificaglo — Contém 206,0 g de dcido cleridrico em
dgua a 1000 mL

Conservag§o — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger do calor.

Segurange — Corrosivo.

Acido cloridrico M

Especificecdo — Contém 103 g de dcido cloridrico em
dgua a 1000 mL

ConservagBo — Recipientes bem fechados.

Estabilidade — Proteger do calor.

Segurenga — Corrosivo.

Informagdo adicional — Ao usar, confirme o titulo.

Acido cloridrico 0,5 M

Especificagfo — Contém 43 mi de dcido cloridrico om
dgua a 1000 ml.

Conservagcdo — Recipientes herméticas.

Armazenagern — Proteger do calor.
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Acido clorfdrico SR

Sinonimia — Acido cloridrico 10 por cento (p/V).
Especificagfe — Contém 274 g de dcido cloridrico em
dgua a 100 ml.

Caracteristices ffsicas — Densidade;
1,05.

Conservacio — Recipientes bem fechados.
Estabilidade — Proteger do calor.
Seguranga — Corrosivo.

aproximadamente

Acido crémico
Onde constar, usar tridxido de crome {Cr0,).

Acido edético

Sinontmia — Acido etilenodiaminotetracético.

Férmulg e messa molecular — C o H, N, 0, — 292,24
Especificacfis - Contém, no minimo, 98,0 por cento
®/p).

Descrigho — Cristais incolores.

Carsctar(sticas fisicas — Decompde-se ao redor de 220 °C,
podendo descarboxilar a 150 °C.

Conssrvagho — Recipientes bem fechados.

Acido fenoldissuifénico SR

Descrigfo — Liquido [{impido a marrom claro.

Preparagfo ~ Dissolver 2,5g de fenol em 15,0 ml de
dcido sulftrico. Juntar 7,5 ml de dcido sulfirico fume-
gante. Aquecer a 100°C por duas horas. Transferir o
produto fluido para recipiente adequado. Para uso,
liquefazer em banho de 4gua.

ConssrvagBo — Recipiente de vidro com tampa esme-
rilhada.

Seguranca — lmitante e corrosivo.

Acido férmico

Sinonimig — Acido metanéico.

Formule & masse moleculer — CH, 0, — 46,03
Especificocfo — A forma anidra contém, no minimo,
98,0 por cento (p/p). O comercial contém em torno de
90,0 por cento (p/p).

Descricdo — Liquido incolor, muito cdustico, de odor
picante.

Caracterfsticas fisicas — Ponto de ebuligio: 100,5 °C.
Densidade: aproximadamente 1,22. Indice de refracio
(n'p):1,374. Solidificaa 70 °C.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Seguranga — Caustico.

Acido fosfomolibdico

Sinonimia — Acido molibdofosférico.

Férmuis & massa moleculsr — Aproximadamente 20 MoQ,
+P,0, .51H,0 - 3.939,48

Dascriglio — Cristais fracamente amarelados.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Acido fosfomolibdico 3,5 por cento (p/V) em a-propilico.
Especificagfo — Contém 3,5 g de dcido fosfomolibdico
em | -propanola 100 ml.

Conservagho — Recipientes bem fechados.

Seguranga — Inflamavel.

Acido fosforico

Sinonimia — Acido ortofosforico

Férmula & massa molecular — H,PO, — 98,00
Especificagfo — Contém, no minimo, 85,0 por cento
{p/p).

REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Desscrico — Liquido limpido, incolot, inodoro. Higros
odpico; consisténcia xaroposa.

Caracteristicas ffsicas — Densidade: aproximadamente
1,7

Conservagfo — Em recipientes herméticos. Armazenar
cuidadosamente.

Segurange — Corrosivo! Evitar contato com pele, muco-
sas, membranas.

Acido fosforico 6 M
Preparagdo — Misturar quantidade correspondente a
5880 g de dcido fosforico concentrado com dgua até
completar 1000 m].

Acido fosforico SR

Preparacdo ~ Misturar quantidade correspondente a
150g de dcido fosférico concentrado com gdgus até
perfazer 100 ml.
Caracterfsticas fisices — D
1,15.
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Acido p-hidroxibenzbico

Formula ¢ massa moleculer — C,H, 0, - 138,13
Descrigfo — Cristais incolores.

Caracter/sticas fisicas — Ponto de fusfo: 213-214 °C.
Conssrvagfo — Recipientes bem fechados.

Acido metafosfdrico

Férmuls & masse molecular — (HPO, ) :monbmero-79,93,
EspacificacBio — Contém certa proporgio de metafosfato
de sédio.

Descric8o — Sélido oumassa vitrea, incolor. Higroscbpico.
Em solugio aquosa, transforma-se lentamente em dcido
fosforico (H,PO, ).

Coracterfsticas fisicas ~ Volatiliza sob aquecimento
intenso.

Conssrvac8o — Recipientes herméticos.

Acido metafosférico-acético SR

Especificac¥o — Contém 3,0 g de dcido metafosférico &
8,0 ml de dcido acético glacial em dgua a 100 ml.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Estabilidade — Limitada.

Armazanagern — Manter sob refrigeraciio,

Acido nitrico

Férmula e masss moleculer — HNO, - 63,01
EspacificagBo - Contém, no minfmo, 63,0 por cento
(p/p).

Descrigfo — Solugdo limpida, praticamente incolor, de
odor caracteristico.

Caracteristicas ffsicas — Densidade: 1,384 a 1,416
Conservagdo — Recipientes herméticos, ao abrigo da luz.
Seguranga — Corrosivo.

Acido nitrico fumegante

EspecificagBo — Contém, no minimo, 95,0 por cento
®/p).

DescricBo - Liquido 1impido, levemente amarelado,
fumegante no ar.

Acido nitrico M

Preparsgfo — Diluir 9,66 g de dcido nitrico em dgua
até 100 mi.

Acido nitrico SR

Especificacdo — Contém 12,6 pot cento (p/V) de HNGQ,.




REAGENTES E SOLUGOES REAGENTES

Carsctoristicas fisicas —
te 1,5,

Densidade : aproximadamen-

Acido oxdlico

Sinonfmia — Acido etanodidico.

Férmuia e massa molecular - C,H,0,. 2H,0 — 126,07
Especificacio — Contém, no minimo, 99 por cento (p/p).
Descriglo — Cristais incolores ou pé cristaline brance.
Cosracteristicas fisicas — Ponto de fusio: aptoximada-
mente 101 °C.

Segurenga — Veneno!

Acido oxilico SR
EspecificacB —Solugio a 6,3 por cento (p/V) (aproxi
madamente 0,5 AM).

Acido pexclorico

Férmuls e massa tar — HCI0 — 100,46
EspecificacBo — Contém, no minimo, 70,0 por cento
(p/p) ¢, no méxime, 72,0 por cento de HCIO,.

DescricBe — Liquido limpido, incolor, volitil ¢ de odor
picante. Higroscdpico.

Caracteristicas fisicas — Densidade: aproximadamente
17,

Conservaclo — decompde-se espont te, ped
explodir especialmente em contato com substincias
oxiddveis.

Segurangs — lrritante, Corrosivo!

do

Acido perclérico M

Especificagho — Contém 85ml de HCIO4 em dgua,
perfazendo 100 mi.

Estabilidade — Usar solugfo recém-preparada.

Acido perclérico SR
Usar 4cido perclérico M.

Acido performico

Sinon{mia — Acido peroxiférmico.

Férmula e massa molecular — CH, 0, — 62,03

Prepersgso — Misturar 1,0 ml de perdxido de hidrogénio
30,0 por cento (V/V), ou 50 por cento (p/p), com
90 mi de icido férmico.

Conservec®o — Preparar no momento de uso. Proteger
do calor.

Seguranga — liitante. Pode explodir em contato com
metais, seus dxidos, substdncias redutoras, ou na des-
tilagdo.

Acido salicilico

Sinonimia — Acido 2-hidroxibenzéico.

Férmuls & massa mofeculsr — C,H, 0O, — 138,12
EspecificagBo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p), calculado sobre base seca.

Descrigfo — P6 cristalino branco ou agulhas cristalinas
incolores. Inodoro e sabor dcido adocicado e irritante.
Caracteristicas flsicas — Faixa de fusdo: 156-160 °C.
Conservagfo — Em frascos bem fechados.

Acido sulfanilico

Sinonimia — Acido 4-aminobenzenossulfonico.

Férmula e massa molecular — CH,NO,S.H, 0 — 191,20;
anidro — 173,84.

Especificepfo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(o/p).
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DescrigBo — Cristais incolores ou pd branco.
Carscteristicas fisicas — O dcide monoidratado decom-
pde-se sem fundir a aproximadamente 288 °C.

Acido suifanilico SR

Especiticecho — Contém 0,50 g de 4cido sulfanilico fina-
mente pulverizado, adicionados de 60 ml de dcido
cloridrico 6 M. Completar com dgua até 100 ml.

Acido sulfirico

Férmula ¢ mssss molecular — H,50, — 9807
EspacificagBio — Contém, no minimo 950 por cento
(®/p)-

Descrigo — Liquido incolor, cdustico, de consisténcia
oleosa, muijto higroscépico.

Csracteristicas fisicas — Densidade: 1,834 a 1,839,

Conservaglo — Recipientes bem fechados.
Seguranga - lrritante. Corrosivo.

Acido sulfirico M

EspacificacBo — Contém 110,4 g de dcide sulfiitico em
dgua n 1000 mL

Conservaglo ~ Recipientes bem fechados.

Acido sulfuroso

Férmula e massa - H,80, —82,07
Especificacho — Contém 50 a 60 por cento (p/p) de
dibxido de enxofre puro. Preparar de acordo com o
consumo.

Descrigfo — Liquido cido, Wimpido, incolor, de odor
sufocante de didxido de enxofre. Ao ar oxida-se paula-
tinamente a dcido sulféarico.

Conssrvaglo — Recipientes quase cheios, bem fechados,
em local frio.

1 4

Acido tioglicolico

Sinon/mia ~ Acido mercaptoacético.

Férmuls e massa mofecular — C,H, 0,5 — 92,11
Espacificagho — Contém, no minimo, 79,0 por cento
(p/p).

DescricBo — Liquide incolor ou proximo a incolor, de
odor forte desagradivel.

Caracteristicas flsicas — Densidade; aproximadamente
1,33

ConservagBo — Proteger do ar.

Seguranga — Pode causar graves queimaduras na pele.
Informaglo sdicions! — Sua decomposigio libera géis
sulfidrico.

Acido tricloroacético

Férmuia e massa molecular — CoHCI30, — 163,39
Especificagho — Contém, no minimo, 98,0 por cento
(p/p).

Descricfo — Cristais incolores ou massa cristalina, deli-
gitescente, de odor caracteristico fracamente pungente,
irritante.

Caracteristice fisice — Faixa de fusdo: 55 a 61 °C.
Conservagfo — Em recipientes herméticos. Proteger do
calor e da umidade.

Segurangs — Acido muito corrosivo.
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Agar
Sinonimia — Agar-agar, gelose.

Especificacho — Polissacarideo extraido de Gelidium
cartilagineum (L) Gaillon (Gelidiaceae), Gracilaria
confervoides (L) Greville (Sphaerococcaceae) ¢ algas
vermelhas afins (Rhodophycege).

Descrigfo — Pd fino, incalor ou ligeiramente amarelado,
seco, hidrofilico.

Conssrvacdo — Recipientes herméticos.

Agua de bromo SR

Preparagdo — Misturar 3,0 ml de brome com 100 ml de
dgua até saturagfio. Agitar antes do uso. Apés decantagio,
usar a solugdo sobrenadante limpida.

Conservagbo — Recipientes herméticos.

Armazensgem — Conservar com excesso de bromo e ao
abrigo da luz.

Seguranga — Toxico.

Agua isenta de dibxido de carbono

Especificago — Agua fervida vigorosamente por 5 minu-
tos ou mais ¢ protegida da atmosfera, durante resfria-
mento e conservagao.

Conservagdo — Proteger do ar (da absorgio de CO, ).

Alcool isopropilico

Sinonimia — Isopropanol, 2-propanol.

Férmula ¢ massa mofecular — C,Hy O — 60,10
Especificapfo — Contém, no minimo, 99,0 por cento.
Descrico — Liquido incolor, de odor caracter(stico.
Caracteristicas fisicas — Ebuligio: zproximadamente
82°C. Densidade: aproximadamente 0,785.

Indice ae refragio (n3): 1,376 1,378,

Conservagho — Recipientes bern fechados.

Seguranga — Inflamével.

Alcool n-propilico
Sinon/mia — 1-Propanol.
Férmula ¢ messa moleculer — C,H, O — 60,10
- Desericfp — Liquido limpido, incolor, de fraco odor
alcodlico.
Caracteristicas f/sicas — Ebuligio: aproximadamente
97 °C. Densidade:0,803 a 0,805.
Conservacho — Recipicntes bem fechados.
Seguranga — Inflamavel.

Amaranto — C.L. 16.185

Férmula e masss molecular ~ C,oH,,N,Na,0,,S, ~
604,06

Deascrigdo — P6 fino, facilmente solivel ¢cm dgua, prati-
camente insolGvel em dlcool, acetona, éter e clorofdrmia.

Conservagho — Recipientes bem fechados.

Amido SR

Praparagdo — Dissalver 2,0 g em 4gua quente. Completar
& 100 ml com 4gua. Se necessdrio, filtrar.

Conservagéic — Recipientes bem fechados,

Estabiiidade — Limitada: trés dias.

Armazgnagem — Sob refrigeragio.

Amido solivel
Sinonimis — Amilodextrina, amilogénio,
Deserigfo — P6 branco, fino, inodoro, insipide.

REAGENTES E SOLUGOES REAGENTES

Conservag#io — Recipientes bem fechados.
Armazensger — Proteger da umidade,

Amidos

Descric§o — Extraidos de cariopses maduras de Zea mays
L., Tritictem gestivum L. ou Oryza sative L, (fam. Gra-
miniae). P6 branco, fino, inodoro, insipido ¢ que produz
ligeira crepitagdo quando comprimido.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da umidade.

Informaclo adicionsl - A rotulagem deve indicar a
origem botinica.

Aminofenazona

Sinonimis — Aminoantipirina.

Férmuls & masss molgcular — C,  H,, N, 0 — 203,24
Gescrigfo — Cristais ou p6 cristalino, amarelo-claro.
Caracteristicss fsicas — Ponto de fusfo: aproximada-
mente 109 °C.

Conservagfo — Recipientes bem fechados,

Ambnia SR

Descrigfo — Contém 37,5 ml da solugio concentrada de
amdniz em 100 m] de solugiio aquosa. Esta contém, no
minimo, 10,0 por cento (p/V) de hidréxido de amdnio
(aproximadamente 6 M).

Ambénia 6 M
Usar ambnia SR.

Amdnia, solu¢io concentrada

Sinonimia — Hidréxido de amonio.

Férmula e massa molecular — NH, — 17,03

Especificagfe — Contém, ne minimo, 28,0 por cento
(p/p) e, no médximo, 30,0 por cento (p/p).

Descrigfo — Liquido 1fmpido, incolor, de odor caracte-
tistico e asfixiante.

Ar gem — Em recipi herméticos, ndc comple-
tamente cheios. Proteger do ar e da luz.

Seguranga — Cdustico.

Anidrido acético

Férmula e massa melecular — C,H, 0, — 102,09
Especificacfo — Contém, no minimo, 97,0 por cento
®/p)-

Descricfo — Liquido mével, incolor, odor acético intenso
¢ irritante.

Caracter/sticas fisicas — Densidade: aproximadamente
1.075. Faixa de ebuli¢gio: 1362 142°C,

Conservacéo — Recipientes herméticos.

Seguranca — Facilmente combustivel. Irritante forte.

Anidrido acético-piridina SR

Descricfo — 25g (ou 23ml) de anidrido acético em
50 ml de piridina anidra.

Armazenagem — Proteger do ar ¢ da luz.

Segurange — Téxico.

Anisaidesdo

Sinonimis — Alde{do anisico.

Fdrmula e massa molecular — CyH,0, — 136,14
Descricfo — Liquido oleoso, incolor e amarelado, de odor
aromético,

Caracterfsticas frsicas — Densidade: aproximadamente
1,12. Ponto de ebuligio: aproximadamente 248 °C,




REAGENTES E SOLUQOES REAGENTES

Conservagfo — Recipientes bem fechados.
Armazenagern — Proteger da luz.

Anisaldeido, solucio

Preparagfo — Misturar, na erdem, 0,5 ml de anisaldeido,
10,0 ml de acido acético glacial, 85,0 m! de metanol e
5,0 ml de 4cido sulftirico.

Asparagina

Formula @ massa moteculsr — C,H N, 0, . H,0 ~ 150,13
Descrigdo — Cristais incolores, inodoros.

Caracteristicas fisicas —
234-235°C. Isomero D: Ponto de fusdo: 215 °C.

Barbital

Fdrmula e massa molecular - C,H ;N,0, — 184,19
Especificagfo — Contém, no minimo, 990 por cento
(p/p), calculado em relagio 4 substincia dessecada.
Descrigho — Cristais incolores ou pd cristalino branco,
inodoro, de sabor fracamente amargo.

Caracteristica fisicas — Ponto de fusdo: aproximadamente
190 °C.

Barbital sédico

Férmuls e masss molecular — C,H, | N, NaO, — 206,18
Especificagfo — Contém, no minimo, 990 por cento
(p/p), calculado em relagdo i substincia d d

Isdmero L: Ponto de fusdo:
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Fdérmuls e messs moleculer — C,H, KO, — 204,22
Especificagho — Contém, no minimo, 99,9 por cento ¢,
no miximo, 100,3 por cento (p/p), calculado em relagfo a
substincia dessecada a 120 °C durante duas horas.
Descric8o — Cristais incolotes ou pé cristalino branco.
Conservaglio — Recipientes bem fechados.

Biftalato de potissio 0,05 M
Prepsragfo — Dissolver 10,21 g em dgua a 1000 mL
Consarvagfo — Recipientes bem fechados.

Bissulfato de potdssio

Sinonimia: Hidrogenossulfato de potdssio; sulfato dcido
de potéssio.

Férmula e massa molecular ~ KHSO4 — 136,16,
Especificagfo. Contém, no minimo, 98,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substiincia dessecada.

Descrigfo:. Cristais incolores ou massa branca; higros-
cbpico.

Caracteristicas flsicas: Solugdo aguosa com cardter for-
temente dcido. Ponto de fusio; 197 °C.

Conservaco: Recipientes bem fechados.

Bissulfito de sédio

Sinonimia — Hidrogenossulfito de s6dio, sulfito dcido de
sédio.

Férmuia e masse molecuiar — NaHSO, — 104,06
Especificagfo — Usar metabissulfite sbdico Na, 5,0,

DescrigBo — Cristais incolores ou pé cristalizado branco,
inodoro, de sabor amargo e fracamente cdustico.
Conservagbe — Recipientes bem fechados.

Birio SRA — 1 mg/ml

Especificago — Contém 1,775 g de cloreto de birio em
4gua a 1000 mL

Conservagio — Recipientes bemn fechados, inertes (tipo
polietileno).

Benzeno

Singnimia — Benzol,

Formuls e masss molecular — C,H, — 78,11

Descripfo — Liquido limpido, incolor, refrativo, volitil,
de odor caracteristico.

Coracteristicas flsicas — Faixa de ebuligio: 79-81°C.
Densidade: 0,878 a 0,880. Indice de refragio: 1,5016.
Caonservagdo — Recipientes bem fechados.

Armazenagern — Proteger do calor.

Segurangs — Altamente inflamdvel. Cancerigeno.
Informag§o adicional — Sempre que possivel usar to-
lueno.

Bicarhonato de sodio

Singnimia — Carbonato dcido de sédio, hidrogenocarbo-
nato de sédio.

Férmula e massa molecular — NaHCO, — 84,01
Especificacso — Contém, no mfnimo, 99,0 por cento e,
no miximo 101,0 por cento (p/p), calculado em base
seca.

Descrigho — Pé cristatine branco, inodoro, de sabor sal-
gado e fracamente alcalino. Pelo aquecimento, transfor-
ma-se ¢m carbonato de sédio.

Biftalato de potéssio
Sinonimis — Ftalato dcido de potdssio, hidrogenoftalato
de potdssio, diftalato de potdssio.
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(PM 190,10), onde for indicado ¢ emprego de bissulfito
sédico.

Brometo de iodo SR

PraparacSo — Dissolver 13,2 g de jodo em édcido acético
glacial a 1000 ml. Determinar o teor de iode em 20,0 m}
desta solucdo, mediante titulagio com tiossulfato de
sadio 0,1 M SV. Ao restante da solugdo de iodo (980 ml),
adicionar quentidade de bromo cquivalente a0 iodo
determinado.

Conservagdo — Recipientes de vidro bem fechados.
Armazenagam — Proteger da luz.

Brometo de potdssio

Férmula e massa molecular — KBr — 119,00
Especificacfo — Contém, no minimo, 98,0 por cento
(p/p), calculado em refagfio i substincia dessecada.
Descricfio — Cristais incolores ou pé cristalino branco, de
sabor acentuadamente salgade.

Conservagdio — Recipientes bem fechados.

Bromo ,

Fdrmula & massa molecular — Br, — 159,80

Descrifo — Liquido vermelho-marrom, irritante, sufo-
cante e fumegante.
Caracteristicas fisicas — Der
3.1

Conservacfo — Recipientes herméticos ou ampolas.
Seguranga — Téxico.

q "
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Bromo 0,2 M em dcido acético glacial

PrepsragBo — Juntar 150 g de brometo de potdssio e
5,5ml de bromo em dcido acético glacial a 1000 ml
Agitar e deixar em repouso por 24 horas. Titular antes
do uso.

Conservago — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger do calor.

Seguranga — Toxico.
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1- Butanol

Sinonimia — Alcool butilico normal ou primdrio, #-buta-
nol, flcool n-butilico.

Férmula @ massa motecular — C,H,,0 — 74,12

DescricBo — Liquido limpido, incolor, refrativo, de odor
caracteristico.

Caracterfsticas fisices — Ponto de ebuligio: 117-118 °C.
Densidade: 0,810. Indice de refragio (n’): 1,3993.
Conservegéo — Recipientes bem fechados.

Segurange — Irritante. Inflamdvel,

Calciferol

Sinonfmia — Ergocalciferol, vitamina D, .

Férmula e massa moieculer — CyaH,,0 ~ 396,65
Especiticagdo — Um grama corresponde em atividade
anti-raquitica a 40 milh&es de U.I.

Descriggo — Cristais incolores ou pé cristalino branco.
Conssrvacfo — Recipientes herméticos, sob gis inerte.
Armazsnagsm — Proteget do calor e da luz.,

Célcio SRA — 400 ug/ml

Especificacio — Contém 1,001 g de carbonato de cdlcio R
em 25 ml de dcido cloridrico M. Ferver. Completar com
dguaa 1000,0 ml.

Conservagiio — Recipientes bem fechados, inertes (tipo
polietileno).

Carbonato de aménio

Férmula e masss moleculer - (NH, ), CO, - 96,09
Especificagio —~ Mistura em proporgdes varidveis de bicar-
bonato de amdnio (NH,HCO, — 79,06} e carbamato de
amdnio (H,NCOONH, — 78,07). Contém, no minimo,
30,0 por cento de NH, (MM — 17,3) (p/p).

Dascricfo — Massas cristalinas brancas, translicidas, de
odor ameniacal forte.

Conservagio — Recipientes bern fechados.

Armarensgemn — Proteger da luz ¢ do calor,

Carbonato de amdnio SR

Especificagfo — Contém 15,8 g de carbonato de aménio
(p/¥) em dgua a 100 ml (aproximadamente 2 M).
Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz e do calor.

Carbonato de cilcio

Fdrmuls ¢ massa moleculsr — CaCO, - 100,09
Especificapfo — Contém, no minimo, 98,5 por cento
(p/p), calculado em substincia seca.

Dascrieflo — P56 branco, inodoro e insipido.

Conssrvacdo — Recipientes bem fechados.

Carbonato de estroncio

Férmuls & masss molecular — S1CO, — 147,64
Descrico — P6 branco, inodoro e sem sabor.
Consarvag®o — Recipientes bem fechados.

Carbonato de Litio

Férmuls e massa molsculer — Li, CO, — 73,89
Especificacdo —~ Contém, no minimo, 98,5 por cento,
calculado em base seca.

Descrigip — Pé branco, leve, inodoro.

Conservapfo — Recipientes bem fechados.

Carbonato de sédio anidro
Férmuls e masss moiscular — Na, CO, — 105,99

REAGENTES E SOLUGOES REAGENTES

Especificacfo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
{p/p), calculado em base seca.

Deserigda — P branco, higroscdpico.

ConservacBo — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger da umidade.

Carbonato de sédio decaidratado

Férmuls & massa molecutsr — Na, CO,. 10H,0 - 286,09
Especificaclo — Comtém, no minimo, 36,7 por cento
(o/p).

Dsscrigfo — Cristais transparentes, incolores, eflorescen-
tes, ou po cristalino branco; inodoro, de sabor alcalino

e salgado.
Conservagio — Recipientes bem fechados.
Carbonato de sodio idratado

Férmuia & massa moieculer - Na,CO, .H,0 — 124,00
Especificagfo — Contém, no minimo, 83,0 pot cento
(/)

Dascriclp — Cristais incolores ou pd cristaline branco;
inodoro, de sabor alcaline ¢ salgado.

Consgrvagfo — Recipientes bem fechados.

Informagfo adicions! — Quando prescrito carbonato de
s6dio para mistura em pd, usar Na,CO, «H, 0.

Cefalinas

Especificagfo — Consiste em ésteres de dcido plicerofos-
férico com 4cidos graxos de cadeia longa, sendo o grupo
fosfato esferificado com etanolamina.

Descripfo — Substincia amorfa amarelada, de odor e
sabor caracter{sticos.

Categoria — Hemostdtico local e reagente laboratorial em
testes de funglo hepdtica,

Chumbo SRA — 100 pgfml

Especificagfo — Contém 0,160 g de nitrato de chumbo(lI)
em 50ml de dcido nitrico. Completar com dgua a
1000 ml.

Consarvagio — Recipientes bem fechados, inertes (tipo
polietileno). ’

Cianeto de potdssio

Férmula 8 masse malgcular — KCN — 65,12

Especificagfo — Contém, no minimo, 96,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substfncia dessecada.

Descrigdo — PG cristalino, massas ou grinulos brancos;
deligiiescente.

Caracteristicas f/sicas — Ponto de fusdo: 634 °C.
Conssrvecdo — Recipientes herméticos.

Armazensgem — Proteger da luz.

Estabilidede — Decompde-se gradualmente por exposigio
20 ar, didxido de carbono e umidade,

Segurangca — Veneno violento!

Cicloexano

Férmuls e masse mofecular — C,H,, — 84,16

Descrigdo - Liquido limpido, incolor, volitil, de odor
caracteristico (s¢melhante ao da gasolina).

Caracter/stices fisicas — Ponto de ebuligio: aproximada-
mente 80 °C. Densidade: aproximadamente 0,78.
Indice de refragfo (nfj): 1,426 2 1427.

Conservegfio — Recipientes bem fechados,

Segurenga — Inflamdvel.

Citrato de sédio
Sinonimig — Citrato trissédico.




REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Férmula 8 massa moleculsr - C,H Na,0,+2H,0 —
294,10

Especificagfo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substincia dessecada.

Descric8e — Cristais ou po cristalino branco, inodoro, de
sabor salgado, refrescante. Deligiiescente.

Conservago — Recipientes bem fechados.

Cloreto cobaltoso

Fdrmula e massa mofecular — CoCl, «6H,0 - 237,93
Especificagdo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(o/p).

Descricfe — PS cristalino ou cristais vermelho-violdccos.
Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Cloreto cobaltoso SR

Especificagdo — Contém 6,5 g, adicionados de 70 ml de
dcido cloridrico SR, em dgua a 100 ml,

Conservacho — Recipientes bem fechados.

Cloreto de ambnio

Férmula e massa moleculsr — NH,Cl - 53,49
Especificapo — Contém, no minimo, 99,5 por cento
(p/p), caleulado sobre a substinciz dessecada.

DascricBo — Cristais incolores ou pd cristalino branco,
inodoro, de sabor salgado. Higroscapico.

Caracteristices fisicas — Sublima sem fundir a 338 °C.
Conservacfo — Recipientes herméticos.

Armszenagem — Proteger da umidade.

Cloreto de aménio SR {aproximad te 2 M)
Especificago ~ Contém 10,7g em dgua a 100 ml.
Conssrvacdo — Recipientes bem fechados.

Cloreta de birio

Férmuls 8 massa molacuiar — BaCl, *2H,0 - 244,27.
Especificagfo — Contém, no minimeo, 99,0 por cento
/7).

Descric§o — Cristais incolotes ou pé cristalino branco.
Conservagéo — Recipientes bem {echados.

Seguranga — Toxico.

—

_ Cloreto de bdric SR R
“Especificagio — Contém 10,0 g em dgua a 100 ml.
Consarvagho — Recipicntes bem fechados.

Cloreto de benzalconio
Fdrmula e massa molecular =

[C,H,CH,N(CH,), R}* C1 — 360 (média)
Composicdo guimice — Mistura de cloretos de alquildi-
metilbenzilam&nic, em que R rep 1ta alquila, & partir de
n-C,H,, ¢ homdlogos superiores: m-C,,Hyy, n-Cy H,y
e nC, H,,, em maior propor¢io.
Especificac8o - Contém, no minimo, 95,0 por cento em
relagdo 3 mistura dessecada. Conteiido dos homélogos
alquilados presentes, em relagdo ao total calculado sobre
base seca: n-C,,H,,: no minimo 40,0 por cento (p/p);
< 4 Hyy: no minimo 10,0 por cento (p/p); a soma dos
dois homélogos acima: no minimo 70,0 por cento
(p/p).
DescricBio — P6 amorfo ou massa gelatinosa branca ou
branco-amarelada, de odor aromético e de sabor amargo.
Consarvagfo — Recipientes bem fechados.
Armazenagem — Proteger da luz e do ar.
Categoris — Desinfetante. Detergente. Conservante.
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Qloreto de cdlcio

Férmula e massa molecular — CaCl, .2H,0 — 147,02
Especificacfo ~ Contém, no minimo, 96,0 por cento
(p/p).

Descricdo — PO cristalino ou grinulos brancos, inodoro,
de sabor salgado e fortemente amargo. Higroscdpico.
Conservaco — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da umidade.

Cloreto de cdlcio, anidro

Fdrmula e massa molecuter — CaCl, ~ 110,99
Especificecfo — Contém, no minimo, 98,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substincia dessccada.

Descrigso — Grinulos brancos, secos. Deligfiescente.
Conservagdo — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger da umidade.

Categoria — Dessccante,

Cloreto de cilcio SR (aproximadamente 0,5 M)
Especificagfo — Contém 7,35 g de cloreto de cdicio em
aguaa 100,0 ml.

Conservagfo —~ Recipientes bem fechados.

Cloreto de cilcio, soluciio 0,025 M

Especificacfo — Contém 0,367 g de cloreto de cilcio
em dguaa 100 mi.

Conservagso — Recipientes bem fechados.

Cloreto de magnésio

F6rmula @ massa motecular — MgCl, +6H,0 ~ 203,30
Especificacfo — Contém, no minimo, 98,0 por cento
(p/p)-

Descrigo — Cristais incolores, de sabor amargo. Higros-
cbpico.

Censervagio — Recipientes bem fechados.

Armegzensagerm — Proteger da umidade.

Cloreto de mercirio(ll)

Sinonimia - Cloreto merciirico.

Formuia @ messa molecular ~ HgCl, ~ 271,50
Especificacho — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substincia dessecada.

Descrigdo — Cristais incolores ou pé cristaline branco ou
quase branco, ou massa cristalizada; inodero,
Caracteristicas ffsicas — Ponto de fusio: 277 °C (volati-
liza como tal a aproximadamente 300 °C).

Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Armazenagemn — Proteger da luz.

Segurangs — lrritante. Clustico. Toxico, Poluente.
InformacSo adicional — Antidoto: dimercaprol.

Cloreto de metileno

Sinonimia — Diclorometano.

Férmuls e massa molecuter — CH,Cl, — 84,94

Descricdo — Liquido l{mpido, incolor, wolitil, de odor
semelhante ao do clorofdrmio.

Caracteristicas fisicas — Ponto de ebuligdo: aproxima-
damente 40°C. Densidade: aprc d 1,32
Indice de refrago (nD):1,424.

Conservacio — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

Segurangs — [rritante. Téxico.

Qloreto de palidio

Férmula e massa molecuier — PACl, — 177,31
Especificacfo — Contém, no minimo, 59,0 por cento
(p/p) em palddio.
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Descrigdo — P cristalino marrom.

Caracteristicas frsicas — A altas temperaturas decompde-
se em palddio e cloro.

Conservagho — Recipientes bem fechados.

Seguranga — Tdxico.

CQloreto de potdssio

Férmula e massa moleculer — XCl — 74,55

Especificagfo — Contém, ne mipimo, 99,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substancia dessecada.

Descricso — Cristais incolores ou pd cristalino brance,
inodoro, de sabor salino, fracamente amargo.

Conservegfo — Recipientes bem fechados.

Qloreto de potissio, solu¢io saturada
Especificacio — Contém 17,0 g em dgua a 50 ml.
Conssrvagfo — Recipientes bem fechados,

Cloreto de sédio

Férmula e massa molecular — NaCl — 58,44

Especificacio — Contém, no minimo, 99,0 por cento
{p/p) calculado sobre a substincia dessecada.

Descrigfo — Cristais incolores ou pd cristalino branco,
inodoro, de saboz salino.

Conservacio — Recipientes bem fechados.

informac8o sdicionsl — Sal isento de aditivo.

CQloreto de sédio 0,9 pot cento (p/V}

Sinoni/mia — Cloreto de s6dio aproximadamente 0,15 M,
solugdo de cloreto de sodio isotdnica, solugio fisioldgica,
solugdo salina.

Descrigfo — Contém 9,0 g de cloreto de sédio em dgua
2 1000 ml.

Conservacio — Recipientes bem fechados.

Qloreto estanoso

Férmuls & masss molecular — SnCl, - 2H, 0 - 225,63
Especificaglio — Contém, no minimo, 97,0 por cento
(p/p)-

Descricdo — Cristais incolores ou quase incolores.
Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger do ar e do calor.

Cloreto estanoso SR (fortemente dcido)

Especificaco — Contém 10,0g em dcido cloridrico
a 100 mL

Conservagho — Preparar no momento de uso.
Armeszenagem — Proteger da luz.

Cloreto férrico

Férmula e massa molecuiar — FeCl, .6H,0 — 270,30
Especificacdo — Contém 99,0 por cento (p/p) calculado
sobre a substincia dessecada.

Descricfo — Massa cristalizada, amarelo-alaranjada ou
marron. Deligliescente.

Coarscteristicas fisicas — Ponto de fusdo: aproximada-
mente 37 °C.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

Cloreto férrico SR (aproximadamente 0,4 M)
Especificaglo — Contém 10,5 g em dgua a 100 ml.
Conssrvagio — Recipientes bem fechados.
Armazenagem — Proteger da luz.

REAGENTES E SOLUGOES REAGENTES

Cloreto mercurico SR (aproximadamente 0,2 M)
Especificapfo — Contém 5,4 g em dgua a 100 ml.
Conservagéo — Recipientes bem fechados.
Seguranga — Toxico. Poluente.

Cloridrato de hidroxilamina
Férmuls e massa molecular — NH, ClO - 69,49
Especificagfo — Contém, no minimo, 96,0 por cento

(p/p).
DescricBo — Cristais incolores ou pé cristaline branco.
Caracteristicas frsicas — Ponto de fusio: aproxima-

damente 151 °C.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.
Armazenagem — Proteger da umidade.

Qloridmto d¢ hidroxilamina SR

Prepsracio — Dissolver 5,0 g em 5,0 ml de dgua quente.
Completar a 100 ml com etanol.

Conservagso — Recipientes bem fechados.

Segurangs — Inflamdvel.

Clorobenzeno

Férmula e massa molecular — C.H,Cl - 112,56

Descrigo — Liquido incolor, refringente, de odor carac-
teristico.

Caracter/sticas fisices — Ponto de ebuligio: aproximada-
mente 132°C. Densidade: aproximadamente 1,il.
{ndice de refragdo (n’f)): 1,525L.

Conservecdo — Recipientes bem fechados.

Seguranca — Toxico. Inflamével.

Cobaltinitrito de sédio

Férmula & massa moiscular — Na,CoN;0,, — 403,94
Deseriggo — P cristalinc amarelo-alaranjado.
Conservechio — Recipientes bem fechados.

Cobre

Férmula e massa atbmica — Cu — 63,546.

Descricfio — Lamina, fio, p6 ou fragmento, de cor averme-
hada e lustro metdlico.

Conservagfo — Recipientes nio metalicos.

Cobre SRA — 1 mg/ml

Especiticacio — Contém 1,000 g de cobre dissolvido no
menor volume possivel de dcide nitrico a 50,0 por cento
(V/V). Completar com dcido nitrico a 1,0 por cento
(V/V)a 1000 mlL

Congservacho — Recipientes bem fechados, inertes (tipo
polietileno).

o-Cresol

Sinonfmig — 2-Metilfenol.

Férmula & masss molecular — C,H, 0 - 108,14,
Descriglo — Liguido ou sdlido, incolor a amarelo-marrom,
que se cora pela luz e na presenga de oxigénio; de odor
fendlico. Deligiiescente.

Caracterfstices fisicas — Ponto de fusio: aproximada-
mente 30°C. Ponto de ebuligo: aproximadamente
191 °C. Densidade: aproximadamente 1,03. Indice de
refragio (n})): 1,540-1,550.

Conssrvagfo — Recipientes herméticos.

Armszensgem — Proteger da luz, umidade e oxigénio.
Segurange — Iiritante. Cdustico. Téxico.

Cotegoria — Desinfetante.
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Cromato de potdssio

Férmuls e masss moiacuisr — K, Cr0, — 194,19
Especificagio — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p), caleulado sobre a substincia dessecada.

Descrigfo — Cristais ou po cristalino amarelo.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Seguranga — Oxidante. Poluente,

Cromato de potissio SR

Especificacio — Contém 10,0 g em dgua a 100 ml
Conservago — Recipientcs bem fechados.
Segursnga — Oxidante. Poluente.

Dextrose — ver Glicose
Dextrose 0,1% (p/V) — ver Glicose 0,1% (p/V).

Diacetato de crorexadina
Usar acetato de clorexidina.

Dicloreto de etileno

Férmula e msssa molecular — C,H,Cl, — 98,96
Descricdo — Liquido limpido, incolor, voldtil, de odor
semelhante ao do clorofdrmio.

Caracteristices fisicas — Ponto de ebuligdo: apreximada-
mente 83 °C. Densidade: aproximadamente 1,25. Indice
de refragdo (n’ﬁ): 1,444.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Seguranga — Irritante. Téxico. Inflamdvel.

2 6-Dicloreindofenol sodico

Sinonimie — 2,6-Diclorofenolindofenol sédico.

Fdrmule @ massa molecular — C,,H, Cl; NNaO, - 290,08.
Descrigfio — P verde escuro. A solugio aquosa apresenta
cor azul intensa; a acidifica¢do altera a cor para vermelho.
Conservagio — Recipientes bem fechados.

Informacho adicional — Dessecar sobre a mistura calf
hidroxido de sédio.

Dicromato de potissio

Fdrmuia 8 messs molecuisr - K, Cr, 0, — 294,18
Especificago ~ Contém, no minimo, 99,8 por cento
(p/p), caloulado sobre a substincia dessecada.

Dascric8o — Cristais vermelho-alaranjados, inodoro.
Canservacdo — Recipientes bem fechados.

Seguranga — Cdustico. Oxidante. Poluente.

Dicromato de potassio SR

Especificscio — Contém 5,0 g em 4gua a 100 ml.
CanservacBo — Recipientes bem fechados.

Segurangs — Cdustico. Oxidante. Poluente.

Dictitamina

Férmulg @ massa molecular - C,H, N — 73,14

Descrice — Liquido Iimpido, incolor, volitil, de odor
amoniacal. Reagdo fortemente alcalina-

Caracterfsticas fisicas — Faixa de ebuligio: 55-58 ‘c.
Indice de refragso (np): 1,386. Densidade: aproxima-
damente 6,702.

Conservagho — Recipientes bem fechados.

Segurange ~ Irritante. Inflamdvel.

Dietilditiocarbamato de prata

Foérmula e massa molecular — C H o AgNS, — 256,13
Ooscriclo — PO amarelo claro a amarek acinzentado.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Dietilditiocarbamato de prata SR

Especificagfo — Contém 0,25g em piridina 2 50 mlL
Conservagfo — Preparar para uso imediato.

Seguranca — Téxico.
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Difenilcarbazida :

Férmuia e massa mofecutar — C,,H, N, O - 242,28
Descrig®o — P4 cristalino branco; toma-se 1dseo pela
exposicdo ao ar.

Caracteristices fisices — Faixa de fusfo: 168-171°C.
Conservagio — Recipientes hermdéticos.

Armazenagam — Proteger da luz ¢ do ar.

Difenilcarbazida SR

Especificagio — Contém 1,0 g de difenilcarbazida em
¢elanol a 160 ml.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

Seguranga — Inflamével.

Difenilcarbazona

Férmuia ¢ massa moteculsr — Cy3 H , N, O — 240,26
Descricdo — Cristais de cor alaranjado-avermelhada.
Caracteristicas fisicas — Ponto de fusiio: aproximada-
mente 157 °C (decomposigio).

Conservacso — Recipientes bem fechados,

p-Dimetilaminobenzaldeido

Fdrmula e massa molecular — C H,; NO — 149,19
Descrigfo — PO cristalino, branco a fracamente amarelado.
Caracter/sticas fisicas — Ponto de fusdio: aproximadamente
74 °C.

Consarvacdo — Recipientes bem fechados.

Armazrsnagem — Proteger da luz.

Informagka adicional — Reagente de Ehrlich.

p-Dimetilaminobenzaldeido 5 por cento (p/p) em dcido
cloridrico

Especificaclio — Contém 16g em dcido cloridrico a
30 mi

Conservagio — Preparar no momento de uso.

Sequranga — CorTosivo.

p-Dimetilaminobenzaldeido 0,1 por cento (p/V) em
etznol

Especificagfo — Contém 0,05g em etanol a 50 ml
Conservagio — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

Seguranca — Inflamdvel.

Dimetilformamida

Férmula @ masse molacular — C,H,NO — 73,09
Descricfo — Liquido limpidoe, incolor, com odor scme-
Thante ao de aminas.

Carscteristicas fisicas — Ponto de ebuli¢do: aproximada-
mente 153°C. Densidade: aproximadamente 0,95.
Indice de refragio (n): 1,428,

Conservagho — Recipientes bem fechados.

Seguranga — Irritante. Tdxico.

Dimetilsulféxido (DMSQ)

Férmuls @ masss molecular — C,H, 08 — 78,13

Descriglo — Liquido incolor e inodoro. Higroscépico.
Csracteristicas fisicas — Ponto de ebuligio: aproxima-
damente 189 °C. Densidade: aproximadamente 1,10.
indice de refragio (np): 1,479,

ConsarvagBo — Recipientes bem fechados.

Armazensgem — Proteger da umidade.

Segurangs — Irritante.

Dioxana
Férmula e massa molecular — C,H,0,; — 88,11
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Descrigfo — Liquido limpido, incolor, com odor seme-
Thante ao de éter.

Caracteristicas ffsicas — Ponto de ebuligio: aproxima-
damente 101 °C, Densidade: aproximadamente 1,03.
Indice de refragio (n)): 1,421-1,424.

Conservagho — Recipientes bem fechados.

Segurengs — Irritante. Téxico. Inflamavel.

Didxido de enxofre

Sinonimia — Anidrido sulfuroso.

Férmula e massa molecular — 50, — 64,06

Especificacho — Contém, no minimo, 97,0 por cento
vy

Descricfo — Gds incolor, de odor caracteristico, sufo-
cante.

Constrvagdo — Em cilindros pressurizados.

Seguranca ~ lrtitante. Téoxico.

Didxido de manganés

Férmuls e massa molecular ~ MnO, — 86,94
Deserico — P6 fino preto ou marrom escuro.
Conservapdo — Em recipientes bem fechados.
Armarenagern — Proteger do calor.
Seguranca — Oxidante enérgico.

Ditio)
Sinonfmia —
-3,4ditiol.
Férmula e masss moleculer — C,H,S, ~ 156,27
DescrigBo — Cristais.

Coracteristicas fisicas — Ponto de fusio: 31 °C.

1,2-Dimercapto-4-metilbenzeno; tolucno-

Ditiol SR

Especificagdio — Contém 0,5 por cento (p/V) em etanol.
Estabilidsde — Prepatar no momento de uso,

Seguranca — Inflaméve).

Ditizona

Sinonfmia — Difeniltiocarbazona.

Fdrmule ¢ massa molecular — C, yH,, N, S — 256,32
Especificagio — Contém, no minimo, 98,0 por cento
(p/p)-

Descricho — PG cristalino marrom escuro.

Caracteristicas fisicas — Ponto de fusio: 168 °C (decom-
posigio).

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Ditizona SR

Especificagfo — Contém 0,05 por vento (p/V) em tetra-
cloreto de carbono.

Descrigho — Para uso, diluir com tetracloreto de carbono
na propor¢do 1:30.

Conssrvacdo — Recipientes herméticos.

Armazsnagem — Proteger do calor.

Seguranga — Veneno!

Ditizona 0,025 por cento (p/V) em etanol

Espocificaclo — Contém 250 mg em etanol a 100 mi.
Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Estabilidade — Preparar no momento do uso.

Ssguranca — Inflamdvel,

Ditizona 0,002 por cento (p/V) em tetracloreto de carbono
Especificacio ~ Contém 2,0mg em tetracloreto de
catbono a 100 mL

Conssrvagdo — Recipientes bem fechados.

REAGENTES E SOLUGOES REAGENTES

Estabilidede — Preparar no momento do uso.
Seguranga — Toxico.

Edetato dissédico

Sinonimia — EDTA dissbdico.

Férmuls @ massa molecufer — C\yH, N,Na, 0, . 2H,0 -
372,24

Especificagio — Contém, no minimo, 97,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substincia dessecada.

Descricflo — P4 cristalino branco, de sabor salino fraco.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Categoria — Quelante.

Edetato dissédico, solugio 0,05 M

Especificscfo — Contém 1,861 g, adicionados de 10 ml
de hidréxido de sodio M, em dgua a 100,0 ml.
Conservacio — Recipientes bem fechados.

Estearato de metila

Férmula & masse moleculsr — C, H,,0, - 298,50
Deserigho — Cristais brancos ou massa cristalina branca ou
amarelo-pdlida.

Caracter/sticas f{sicas — Ponto de fusdo: aproximadamente
38°C.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Estolato de eritromicina

Férmuie @ massa molecular — Cy,H,,NO,,S — 1056,43.
Carscter/sticas fisicas — Faixa de fusfo: 135-138 °C.
Conservagdo — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger da luz e calor.

Categoris — Antibidtico,

Estroncio SRA — 1 mg/ml

Especificag§o — Contém 1,685 g de carbonato de estrén-
cio em 10,0 m! de dcido cloridrico a 500 por cento
(V/V). Completar com dgua a 1000 ml.

Conservacio — Recipientes bem fechados, inertes (tipo
polietileno).

Etanol

Sinonimia — Alcool etilico.

Férmule & masse molecuisr — C,H, 0 - 46,07
Especificaglo — Contém, no minimo 96 0 por cento
(V/V).

Descrig#o — Liquido limpido, incolor, voldtil, de odor
caracteristico.

Caracteristicas fisicas — Ponto de ebuligio: aproximada-
mente 78 °C. Densidade: 0,803 a 0,808.

Conssrvagfo — Recipientes bem fechados.

Armerenagem — Proteger do calor.

Seguranga — Toxico. Inflamdvel.

Etanol absotuto

Sinonfmia — Alcool anidro.

Férmula e masss molecular — C,H, O — 46,07
Especificacfo — Contém, no minimo, 99,5 por cento
(viv).

Descricfo — Liquido limpido, incolor, volitil, de odor
caracteristico. Higroscdpico.

Ceracter/sticas {fsicas — Ponto de ebuli¢io: 78-79 °C.
Densidade: 0,790 a 0,794. Indice de refragio: (n}):
1,361,

Consarvagho — Recipientes herméticos.

Armazensgem — Proteger do calor e da umidade.
Seguranca ~ Toxico. Inflamével.




REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Eter etilico

Sinonimia — Eter sulfiirico.

Férmula @ masse molacular — C,H,, 0 — 74,12
EspeciticacBo — Contém, no minime, 96,0 por cento
(Vfv).

Descrigho -~ Liguido limpido, ncolor, muito volitil, de
odor caractersstico, pungente. Higroscdpico.
Curacteristicas fisicas — Ponto de ebuli¢fo: aproxima-
damente 35 °C. Densidade: aproxi 0,715,
{ndice de refragio (n']’)): 1,355.

Conssrvegfo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz e do calor. {ndo exceder
315°C)

Categoria — Anestésico.

Ssguranga — Inflamdvel. Risco de explosio.

q 1.

Eter de petréleo

Sinonfmia — Benzina.

Descricfo — Liquido Ifmpido, incolor, voldtil, de odor
caracteristico. Nio fluorescente.

Caracteristicas fisicas - Faixa de ebuligio: 40-60°C.
Densidade: 0,630 a 0,656.

Conservaclo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger do calor.

Ssgurange — Inflaméve).

Fenol

Férmula e masse molecular — C.H, 0 - 94,11
Especificagio — Contém, no minimo, 98,0 por cento
@©/p).

Descricho — Massa  cristalina ou cristais incolores ou
fracamente rdseos ou amarelados, de odor caracteristico.
Deligilescente.

Caractaristicas fsices — Ponto de fusio: aproximada-
mente 43°C. Ponto de ebuligio: aproximadamente
180 °C.

Conservagbo — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger da luz e do calor.

Rotulsgem — Deve indicar o nome ¢ & quantidade do
estabilizante.

Saguranga — Chustico. Téxico.

Categoria — Desinfetante.

Fenolftalefna

Férmula @ masss molecular — C,oH,,0, — 318,33
Especificeplio — Contém, no minimo, 97,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substdncia dessecada.

Descrigho — PG cristaling ou amorfo, branco ou levemente
amarelade. Inodoro.
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1,11. Ponto de cbuligho: aproximadamente 245 °C.
[ndice de refragio (n’f):1,534.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Categoria — Conservante.

Femicianeto de potéssio

Férmuls & massa molsculsr — K,Fe(CN), — 329,25
Espacificagfo — Contém, ne minimo, 99,9 por cento
(p/p), calculado sobre & substincia dessecada.

DascricBo — Cristais vermelhos.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Armaranagern — Proteger da luz.

Ferricianeto de potissio SR

Espacificag®o — Contém 5,0 g em dgua a 100 ml.
Conservagfo — Preparar no momento de uso.
Armazanagern — Proteger da luz,

Ferrocianeto de potissio

Férmula & massa moteculer — K, Fe(CN),.3H,0 —
422,39

Especificagho — Contém, no minimo, $9,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substincia dessecada.

Descricko — Cristais transparentes ou pé cristalino, ama-
relo. Eflorescente. Tora-s¢ anidro a 100 °C.

Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Ferrocianeto de potissio SR (aproximadamente 0,125 M)
Especiticac#o — Contém 5,3 g em dguaa 100 ml
Conservagio — Preparar no momento de uso.

Fiuoreto de cdlcio

Férmula e masss molecular — CaF, — 78,08,
DescricBo — Cristais ou pé branco.
Conservacio — Recipientes bem fechados.

Formaldeido, solugio

Sinonimis — Formol, formalina.

Férmula e masss molscular — CH, O — 30,03,
Especificacfio — Contém, no minimo, 34,0 por cento
(p/V) e, no méximo, 37,0 por cente (p/V).

Bescricfo — Liquido incolor, limpido; vapores irritantes.
Caracteristices fisicas — Densidade: aproximadamente
1,08. Indice de refragio (np): 1,374,

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz, do ar e de temperatura
abaixo de 9°C.

Estabiiidade — Pode conter metanol como estabilizante,
Seguranca -~ liritante, Téxico.

Categoria — Desinfetante.

Caractaristicas fisicas — Ponto de fusfo. aproximad te
258°C.
Consarveglo — Recipientes bem fechados.,

Categorie — Indicador 4cido-base.

Fenolftaleina 0,1 por cento (p/V)

Especiticagio — Contém 0,1 g em etanol 80 por cento
(V/V¥) a 100 ml,

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Seguranga — Inflamdvel.

informagéo adicionsl — Para preparagdo de papel indicador.

2-Fenoxietanol
Férmulia € masse molecutar — C,H,,0, — 138,17
DPescrigho — Liquido incolor, fracamente viscoso, de odor

aromdtico fraco e de sabor ardente.
Caracterfisticas fisicas — Densidade: aproximadamente

F.BRAS. IV, 1988

Formamida

Férmuis & massa moleculsr — CH,NO — 45,04

Dascrigfo — Liguido lmpido, incolor, viscoso, de odor
amoniacal fraco.

Caracterfsticas fisices — Ponto de ebuligio: aproximada-
mente  210°C. Densidade: aproximadamente 1,13,
Indice de refragdo (n): 1.447.

Conssrvagso — Recipientes herméticos.

Armazenager — Proteger da umidade.

Segurenga — Irritante.

Fosfato de potissio monobdsico

Sinonfmie — Bifosfato de potdssio, diidrogenofosfato de
potissio, fosfato dcido de potéssio, fosfato monopotéssico,
fosfato potdssico de Sorensen.

Férmuis e massa molecular — KH,PO, — 136,09
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Especificagio — Contém, no minimo, 98,0 por cento,
calculado sobre a substincia dessecada.

Descrigho — Cristais incolores ou pd cristaline branco.
Conservacfo — Recipientes bem fechados.

Fosfato equimolal 0,05 M

Especificacdo — Contém 3,53 g de fosfato de sddio
dibdsico (Na,HPO,) ¢ 3,39 de fosfato de potdssio
monobésico (KH, PO, ) em dgua a 1000 ml.

Consarvapfic — Recipientes fechados.

Fosfato de sddio dibdsico diidratado

Férmula e massa molecular — Na, HPO, . 2H, 0 — 178,00
Especificagie —~ Contém, no minimo, 99,5 por cento
(p/p), calculado sobre a substincia dessecada.

Descricio — Cristais incolores.

Conservagdo — Recipientes bem fechados,

Armazenagem — Proteger do calot ¢ da umidade.

Fosfato de sédio dibdsico dodecaidratado

Formula e messa molecular — Na,HPO, .12H,0
358,08

Especificaggo — Contém, no minimo, 98,5 por cento
(p/p), calculado sobre a substincia dessccada.

Descrigdo — Cristais ou grinulos incolores, transparentes,

inodoros, de sabor salino, fracamente alcalino. Eflorescente.

Conservagio — Recipientes bem fechados.
Armazenagem — Proteger do calor.

Fosfato de sddio dibisico dodecaidratado SR
Especificagio ~ Contém 9,0 g em 4gua a 100 ml.
ConsorvagBo — Recipientes bem fechados.

Fosfato de sédio tribdsico dodecaidrato

Sinontmia — Fosfato tribdsico sédico, fosfato trissddico.
Férmuls e massa molecular — Na, PO, .12H,0 — 380,12
Descrig8o — Cristais incolores ou brancos. Eflorescente.
Carsctaristicas fisicos — Funde 2 75 °C por aguecimento
répido.

Consarvaghio — Recipientes bem fechados.

Armazensgem — Proteger do calor.

Frutose
Sinonsmig — g-D-Frutose, levulose.
EArrheita o mrmorn mmmdnnbon o no4r

r—C,H,,0, — 180,16
Especificacso — Contém, no minimo, 98,0 por cento,
calculado sobre a substincia dessecada,

Descrigfo — P6 cristalino branco, inodoro, de forte sabor
adocidado.

Carscteristicas fisicas — Poder rotatério especifico
[alg10%3 ~91,0° a -93,5° (apés uma hora de preparo
da solugdo). Ponto de fusie com decomposicdo: aproxi-
madamente 103 °C.

ConservegSo — Recipientes bem fechados,
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Frutose 0,1 por cento (p/V)

Especificacfo — Contém 0,1 g em piridina a 100 ml.
Conservagso — Recipientes bem fechados.
Seguranga — THxico.

Galactose

Férmula e massa molscular — CyH,,0, — 180,16
Descricfo — PS branco cristalino.

Caracteristicas fisicas — Ponto de fusdo: 167 °C. Poder
rotatorio especifico lei]), 10%: +80,2°.

Conservagdo — Recipientes bem fechados,

REAGENTES E SOLUGOES REAGENTES

Galactose 0,1 por cento (p/V)

Especificacio — Contém 0,1 g em piridina a 100 mL
Conservacéo — Recipientes bem fechados.
Armazenagem — Proteger do calor.

Segurenga — Toxico.

Gelatina

Especificaghoc — E mistura de proteinas hidrossoldveis
obtidas por extragio de material contendo coligeno.
Descrigo — PO, granulos, escamas ou folhas transparen-
tes, brilhantes, incolores ou levemente amarelados.
Higrosedpico, de odor caracteristico e sabor pouce
pronunciado.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Armgazenagem — Proteger do calor e umidade.

Glicerol

Férmula e massa motecular — C,H, 0, ~ 92,09
Especificagio — Contém, no minimo, 97,0 por cento
(p/p).

Descricda — Liquido viscoso, limpido, incolor, inodoro,
higroscépico, de sabor adocicado.

Caracteristicas fisicas — Densidade: 1,255-1,263. Indice
de refragio (nD): 1,470-1,474.

Conservacio — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger de oxidantes.

Glicose

Singnimia — Dextrose.

Féormule @ massa motecular — C,H,, 0, - 180,16
DescrigBo — P& cristalino branco, inodotroe, sabor adoci-
cado.

Caracteristicas fisicas — Poder rotatdrio especifico
lal) 10%: +52,5%a «53,0°.
Consarvacdo — Recipientes bem fechados.

Glicose 0,1% (p/V)

Especificagio — Contém 0,1 g em piridina a 100 ml.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.
Armazsnagsm — Proteger do calor.

Seguranga — Toxico.

Heparina sodica

Descricfo — Consiste cm mistura de principios ativos,
possuindo a propriedade de prolongar o tempo de coagu-
lag3o do sangue. Obtida, normalmente, de mucosa intesti-
nal, pulmdes ou outro tecido adequado de mamiferos
domésticos usados para alimento do homem.

Conservapdo — Recipientes herméticos.

Rotulagem — A rotulagem deve indicar o Orgdo e a
espécie de origem. A poténcia deve ser indicada em ULL
Categoria — Anticoagulante.

Heptano

Especificagfo — Contém usualmente mistuta de hidrocar-
bonetos — fragdo de petrdleo — com predominio de
n-heptano.

Dascrigfio — Liquido limpido, incolor, volitil, altamente
inflamivel, de odor caracteristico.

Csracteristicas fisicas — Faixa de ebuligio: 95°299°C.
Densidade: aproximad te 0,69,

ConservagSo — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger do calor. Manter distante de
chama/centelha.

Sagurance — Irritante do trato respiratdrio. Inflamdvel.




REAGENTES E SOLUGOES REAGENTES

n-Heptano

Férmula e massa molacuisr — C,H, , — 100,20
Especificago — Principal componente de heptano.
Caracterfsticas fisicas — Ponto de ebuligio: 98,4 °C. Den-
sidade: 0,684, Indice de refragio (nﬁ): 1,3855.

Hexano

Especiticagéo — Contém usualmente mistura de isdmeros
de C,H,,. predominantemente n-hexano e metilciclo-
pentano (CoHy,).

Descrigho — Liquide limpido, incolor, volitil, altamente
inftamdvel, de oder caracteristico.

Caracteristicas fisicas — Faixa de ebuli¢io: 67 a 70 °C.
Densidade: 0,66,

Conservapdp — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger do calor. Manter distante de
chama/centelha.

Segurangs — Itritante do trato respiratério. Inflamdvel.

n-Hexano

Férmula @ massa molecular —C H,, — 86,18
Especiticeco — Principal componente de éier de petrd-
leo e de hexano.

Descrigo — Liquido limpido, voldtil, de odor semethante
ao do petrdleo.

Caracteristicas fisicas — Ponto de ebuli¢io: 69 °C. Densi-
dade: 0,66. Indice de refragdo (n)); 1,375.

Conssrvag#o —~ Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger do calor, Manter distante de
chama/centelha.

Seguranga — Inflamével.

Hidrato de cloral

Sinon/mig — Cloral hidratado.

Férmuia e massa moleculer — C,H,Cl,0, — 165,40
Especificagfo — Contém, no minimo, 98,5 por cento
(p/p)-

DeascricBo — Cristais transparentes, incolores, de odor
pungente caracterfstico ¢ de sabor picante e fracamente
amaisgo. Deligiiescente.

Carscteristicas fisicas — Ponto de fusdo: 57 °C.
Conservacfo — Recipientes bem fechados.

Armazensgem — Proteger da luz e do calor.

Seguranca — Irritante A pele.

Cotegoria — Sedativo, hipnético.

Hidréxido de aménio
Usar amdnia, sotugdo concentrada.

Hidrdxido de amdnio 6 M

Especificac§o — Contém 400 ml de solugio concentrada
de amdnia em dgua a 1000 mi.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Armazensgem — Proteger do calor.

Hidréxido de célcio

Férmula e massa motecular — Ca(OH), — 74,09
Espscificeg§o — Contém, no minimo, 93,0 por cento
(p/p).

Descrigio — P6 ou grinulos brancos moles, inodoros.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger do diéxido de carbono.

Hidroxido de cilcio — solugio saturada
Usar hidréxido de cdlcio SR.
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Hidréxido de cilcio SR

Especificagdo — Contém 0,15 g em dgua isenta de didxido
de carbono a 100 ml (solugdo saturada).

Conservacde — Recipientes bem fechados.

Estabilidade — Preparar no momento de uso.
Armazensgem — Proteger do didxido de carbeno.
Categoria — Adstringente.

Hidréxida de cdlcio, saturado a 25 °C

Preparago — Adicionar cerca de 1g de hidréxido de
cilcijo & S0 ml de dgua. Agitar e deixar decantar a
25 °C. Usar o sobrenadante.

Conservago — Recipientes bem fechados e apropriados.
Seguranga — Clustico.

Informag8o adicional — Calibragio de medidor de pH.

Hidréxido de potdssio

Férmuila e masse moleculsr — KOH ~ 56,11

Especificagho — Contém, no minimo, 85,0 por cento
(p/p), calculado como KOH, ¢, no méximo, 3,5 por cento
de K,CO,.

Descrigio — Massa branca, dura, seca, de estrutura crista-
lina, inodora, muito higroscopica e dvida por CO,. Lique-
faz-se ao ar. Apresentado nas formas de lentilhas, cilindros
ou escamas.

Consarvac¥o — Recipientes herméticos, inertes.
Armazenagem — Proteger da umidade e do diéxido de
carbono.

Seguranga — Muito cdustico.

Hidroxido de potdssio alcodlico 0,5 M

Prepsracio — Dissolver 34,04 g de hidroxido de potdssio
em 20ml de dgua; completar a 1000ml com glcool
(isento de aldefdo). Repouso de 24 horas em recipientes
herméticos. Decantar. Usar o sobrenadante limpido.
Consarvag#o — Recipientes herméucos.

Armszensgem — Proteger da luz.

Hidréxido de potissio aproximadamente 0,5 M
Prepsracho — Dissolver 3,0 g em 5 ml de dgua e comple-
tar 2 100 ml com etanol, isento de aldeidos.

Consarvagfo — Preparar para consumo imediato.

Hidroxido de sdio

Sinonimia — Soda caustica.

Foérmula e masss molecular — NaOH — 40,00
EspecificacSo ~ Contém, no minirio, 95,0 por cento
(p/p) de dlcali total, calculado come NaOH, e, no mdxi-
mo, 3,0 por cento (p/p) de Na, CO,.

Descric§o — Massa dura, de estrutura cristalina, branca,
sob a forma de pedagos, lentilhas ¢ bastonetes. Deligiies-
cente e absorve dibxido de carbono.

Conservacio — Recipientes herméticos.

Armazenagem - Proteger da umidade e do diéxido de
carbono.

Seguranga — Céustico, corrosivo.

Hidréxido de sédio SR
Especificaglo — Contém 8,0 por cento (p/V) de NaOH
em 4gua.

-Conservagdo — Vide hidréxido de sodio M.

Hidroxido de sodio M

Espacificacfo — Contém 40,0 g em Sgua iseata de diéxido
de carbono a 1000 mL

Consarvaglo — Recipientes de vidro dlcali-resistentes ou
de polietileno.
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Armazensgem — Proteger da umidade e do didxido de
carbono,

Hidréxido de sédio, solugdo concentrada SR
{aproximadamente 10 M)

Especificagfo — Contém 200 g de hidroxido de sddic
em fgue a 50 ml.

Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Armazenagerm — Proteger do diéxido de carbono.
Seguranga — Chustico.

Hidréxido de tetrzbutilaménio
Férmula e massa molecular — (C,H,),NOH — 259,47
Usar grau pré-andlise ou grau adequado.

Hidroxitolueno butilado

Sinonimis — BHT.

Férmuls @ masss molscular — C, H,, 0 — 220,34
Especificecdio — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(/)

Descricdo - Cristais.

Caracteristicas fisices — Temperatura de congelamento:
nio menos do que 69,2°C; temperatura de ebuligio:
265 °C; densidade: 1,048.

Segurange — Pode causar dermatite por sensibilizacio.

Hipofosfito de sédio

Férmuls e massa molecular — NaH, PO, . H, 0 - 105,99
Especificagfio — Contém, no minimo, 99,0 por ctento
(p/p), calculado sobre a substdncia dessecada.

Descricfo — P granulado ou cristalino branco ou cristais
incolores, inedoros, de sabor salino. Higroscépice.
Conservagio — Recipientes bem fechados.
Armazenagem— Proteger do calor,

Hipofosfito de sédio SR

Especificago — Contém 5,0 g em 10 ml de dgua, acres-
cidos a SO0 m! com dcide cloridrico. Separar eventuais
cristais formados. A solugdo deve ser limpida e incolor.

Imidazol

Sinonfmia — Glioxalina.

Férmula ¢ massa molacutar — C,H N, - 68,08
Descricdo — Pb cristalino branco.

Caracteristicas fisicas — Ponto de fusdo: 90-91 °C.

lodeto de mercido{ID)

Sinonimis — Bi-iodeto de merciinio, iodeto de mercirio
vermelho.

Férmulg e masse molecular — Hgl, — 454,40

Descrigfo — P& ctistalino, vermelho escarlate, denso,
inodoro ¢ quase insipido.

Caracter/sticas fisicas — Ponto de fusio: 259 °C.
Conservagfo — Em recipientes bem fechados.
Armeazensgem — Proteger da luz.

Categorie — Veneno!

Iodeto de potissio

Férmula e massa molecuiar — K1 — 166,00

Especificac®o - Contém, no minimo, 99,0 por cento
{p/p), calculado sobre a substancia dessecada.

Bescrico ~ Cristais incolores, ou pé cristalino branco,

REAGENTES E SOLUCGES REAGENTES

lodeto de potissio SR

Especificagfo — Contém 16,5 g de iodeto de potassio
em dgua a 100 ml.

Conservagdo — Recipientes opacos bem fechados.
Armazenagern — Proteger da luz.

Iodeta de potdssio aproximadamente M
Usar lodeto de potdssio SR.

Iodeto de potassio mercirico, alcalino

Sinonimia — Reagente de Nessler.

Preparagio — Dissolver 10g de iodeto de potdssio em
10m] de agua e adicionar lentamente, sob agitago,
solugio saturada de cloreto mercirico até pequeno
precipitado vermetho. A esta mistura, adicionar a solugio
gelada de 30g de hidroxido de potissio em 60 ml de
dgua. Juntar mais 1 ml da solugdo saturada de clorcto
merciirico. Diluir com dgua a 200 ml.

fodeto de sddio

Férmula e massa molecular — Nal — 149,89

Especificacdo — Contém, no minime, 99,0 por cento
(p/p}, calculado em relagio 4 substincia dessecada.
Descricfo — PO cristalino branco ou cristais incolores,
higroscépicos, inodoros, de sabor salgado e amargo.
Conservaglo — Recipienies herméticos.

Todeto de sddio em dcido acético

Especificacfo — Contém 10,0 g em 4cido acético glacial
2350 ml.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Armazenagen — Proteger da luz.

Iedo

Férmula e massa molecular — 1, — 253 80

DescricBo — Escamas, placas ou cristais pequenos, preto-
azulades ou violeta-acinzentados:; brilho metdlico, de
odor irtitante.

Carscteristicas ffsicas — Sublima lentamente & tempera-
tura ambiente; aquecido, libera vapores violeta. Ponto de
fusdo; 113,6 °C.

Consarvacso ~ Em recipientes de vidro herméticos.
Segurange — Vapores corrosivos.

Sinonimia — Solugio aquosa de jodo-iodetada.
Especificacfo — Contém 1,0 g de iodo ¢ 2,0 g de jodeto
de potdssio em dgua a 100 ml,

Consarvag§o — Recipientes de vidro bem fechados.
Armazenagem — Proteger da luz.

Iodo 0,5 per cento SR

Especificagbe — Contém 05g de iodo em cloroférmio
2 100,0 ml.

Conssrvacdo — Recipientes bem fechados,

Armazenagem — Proteger da luz.

Segurange — Tdxico.

Iodo 1 pot cento em etanol
Sinonimia — Solugio alcodlica de iodo, solugio etandlica
de iodo.

Especificecfo — Contém 1,0 por cento (pfV) de iodo

inodoro, de sabor salgado e Frac deli-
qliescente.

Caractorssticas fisicas — Ponto de fusfo: 680 °C.
Conservacio — Recipientes bem fechados.

Armazensgern - Proteger da luz e umidade.

em etanol.

Conservepdo — Recipientes de vidro bem fechados.
Armazensgem — Proteger da luz.

Segurange — Inflamével,
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lodobismutato de potissio
Usar iodobismutato de potassio aquo-acético.

lcdobismutato de potdssio aquo-acético

Especificagfo — Contém 58 mi de dgua, 1,21 g de subni-
trato de bismuto, 14 ml de dcido acético giacial e 28 ml
de solugdo de iodeto de potdssio 40 por cento (p/¥).

Todobismutato de potdssio SR

PreparagBo ~ Dissolver 16,6 g de dcido tartirico em
67 ml de dgua e juntar 1,41 g de subnitrato dc bismuto.
Agitar durante uma hora, adicionar 33 ml de solugdo de
iodeto de potdssio 40 por cento (p/V). Agitar durante
mais uma hora. Deixar em repouso por 24 horas. Filtrar,
Conservagso — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

Irganox 1010
Sinonimia — Ester 3-propiénico do icido pentaeritritil-
tetrakis(3,5-di-rere-butil}4-hidroxibenzdico.
Formula e massa molecuier — Cp,H,0, 0., — 117781
Descrigdo — P6 branco a Hgeiramente amarelado. Inodoro,
ins{pido.
Caracteristicas fisicas — Faixa de fusdo: 110-125 °C.
Cristaliza em duas formas: forma o faixa de fusio 120-
-125°C; forma B, faixa de fusio 110-115°C. A faixa
de fusdo varia de acordo com a propor¢do das formas
cirstalinas na mistura; esta proporgiio ndo influi na efi-
ciéncia do produto.
Informagfo sdicional — Estabilizador para substincias
orgAnicas, tais como polictileno e polipropiteno, prote-
gendo-as contra degradagdo termo-oxidativa.

Irganox 1076

Sinonfmia - Propionato de 3,5-di-rerc-butil-4-hidroxi-
fenil)-3-octadecila.

Férmula e massa molecular - Cy H,, O, — 530,97
Descrigk — P6 branco a ligeiramente amarelado. Inodoro,
estével 4 luz.

Carscterfsticss fisicas — Faixa de fusfo: 49-54 °C.
Informego adicional - Antioxidante para substratos
orginicos, tais como polietileno e polipropileno, prote-
gendo-os de degradagio terme-oxidativa.

Irganox PS 800

Sinonfmis — Ester didodecilico do 4cido 3,3 -tiobispro-
pandico; éster dilaurilico do acido 8, g'-tiodipropidnice.
Férmuia e massa molecutar — CyqH O, S -~ 514,94
Descrig3o — Cristais brancos.

Caractoristicas fisicas — Faixa de fusio: 38-40 °C.
Informegfo sdiciona!l — Estabilizador de poliolefinas,
espccialmente poliptopileno e polietileno de alta den-
sidade.

Lactose

Sinonfmia — Lactose monoidratada.

Formuls e massa molecular — C, H,;, 0,4 .H, 0 — 360,31
Descrico — P cristalino ou grfinulos brancos. Inodoro,
de fraco sabor adocicado.

Caracter/sticss fisices — Rotagio dptica especifica lal’ﬁ
10%: +52,2° a+52,8°. Ponto de fusfo: 202 °C.
Conservagfio — Recipientes bem fechados.

Informac8o adicional — Adsorve odores estranhos.

Lactose 0,1%
Espacificagbo — Contém 0,1 por cento (p/V) em piridina.
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Conservac#o — Recipientes bem fechados.
Segurance — Téxico.

Laurato de metila

Fbrmula e massa moleculsr — C13Hz0, — 214,40
Especificacfo — Contém, no minimo, 98,0 por cento
®/V).

Descrigdo — Liquido incolor ou ainarelado.
Caracteristices fisicas — Densidade: aproximadamente
0,870. Indice derefragio (n3): aproximadamente 1,431,
Ponto de fusio: aproximadamente 5° C.

Conservago — Recipientes bem fechados.

Laurilsulfsto de sodio

Sinonimia — Sulfato dodecil sédico.

Férmuls e massa molecular — C H, (NaO, S — 288,38
Especificagfo — Mistura de, no minimo, 85,0 por cento
{p/p}, dc alquilsulfatos de sddio, consistindo principal-
mente de laurilsulfato de sédio (CH,{CH,),,CH, 050,,
Nz]. O conteido combinado de NaCl ¢ Na, SO, é, no
miximo, de 8,0 por cento (p/p).

Descricho — P6, escamas ou cristais brancos ou amarelo-
pélidos; odor fraco e caracteristico.

Conservagko — Recipientes bem fechados.

Lavrilsulfato de sédio SR
Descricfo — Contém 1 g em 100 ml de dgua.
Conservagio — Recipientes bem fechados.

Lecitina

Especificopfo — Mistura de diglicerideos, principalmente
dos 4cidos estedrico, palmitico e oléico, ligados ae éster
fosforico da colina. Estrutura e composigio varidveis de
acordo com a fonte de obtencio.

Dascrico — Massz gordurosa amarelo-marrom a marrom,
de odor fraco caracteristico.

Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Rotulegern — Especificar origem.

Litio SRA — 2 mg/ml

Especificagdo — Contém 1,064 g de carbonato de litio
em 5,0ml de dcido cloridrico. Completar com dgua a
100 mL

Conservacdo — Recipientes bem fechados, inertes (tipo
polietileno).

Macrogol 300

Sinoaimia — PEG 300, polietilenoglicol 300,

Formuis & massa molecular ~ H(OCH,CH, )yOH

Massa molecular ndo inferior a 95 por cento do valor
nominal rotulado. Apresenta o nimero médio de grupos
oxietileno: n =6o0u7.

Especificagfo — Mistura de produtos de policondensagio
de dxido de etileno e dgua.

Descrigfio — Liquido viscoso, limpido, incolor ou quase,
de odor fraco e caracterfstico, higroscopico.
Caracteristicas fisicas — Densidade: aproximadamente
1,125. TIndice de refragdo (nig ): aproximadamente
1,465. Viscosidade: aproximadamente B0 cP.
Conservagho — Recipientes herméticos.

Rotulagarn — Deve confer 2 massa molecular média.
Armazenagem — Proteger da umidade.

Magnésio SRA — 1 mg/ml
Especiticacde — Contém 9,0 g de cloreto de magnésic
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em dgua a 500 mi. Esta solugio contém 4,595 mg/ml.
Padronizagbo — a 25,0 mi desta solugdo, adicionar 25,0 ml
de 4gua, 10,0 ml de tampdo aménia pH 10,9 ¢ 0,1 g do
indicador, mistura de negro de eriocromo T, Tituiar com
edetato dissodico 0,05 M SV. Cada mi do titulante corres-
ponde a 0,001215 g de Mg. Para uso diluir & concentragdo
de 1 mg/ml.

Conservagio — Recipientes bem fechades, inertes (tipo
polietileno).

Magneson

Férmula e massa molecutsr — C , H N, 0, - 259,22
Descrigio — P6 castanho-avermelhado.

Categorig — Indicador para magnésio e molibdénio.

Merciirio

Formula 8 massa atbmica — Hg — 200,59

Nimero atémico - 80

Especificacdo — Metal liquido, movel, denso, prateado, de
superficic espelhada.

Caracteristices fisicas — Densidade: aproximadamente
13,5. Ponto de ebuli¢io: aproximadamente 357 °C.
Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Segurangs — Veneno! Volitil 3 temperatura ambiente.

Mercirio SRA — 1 mg/ml

Especificagfo ~ Contém 1,080 g de éxido de merciirio
(iI) dissolvido no menor volume possivel de deido clori-
drico 2 M. Completar com 4gua a 1000 ml.

Conservagfo — Recipientes bem fechados, inertes (tipo
polietileno).

Metabissulfito sédico

Sinonfmis — Dissulfito de sddio, pirossulfito de sédio.
Férmula ¢ masse molecular — Na, $,0, — 190,10
Especificacho ~ Contém, no minimo, 95 por cento
(b/p). Contém quantidade de metabissulfito sédico equi-
valente a, no minimo, 65,0 por cento e, no méximo,
67,4 por cento de SO, .

Descrigho — Cristais incolores ou pé cristalino branco ou
branco-creme, de odor sulfuroso e de sabor dcido e
salino,

Conservagfo — Recipientes bem fechados, bem cheios.
Armazenagem — Proteger do calor excessivo, do ar e
da umidade.

Estabibilidade — Oxida lentamente a sulfato, per expo-
sigho ao ar e i umidade, com desintegragfo dos cristais.

Metanol

Sinonimia — Alcool metilico.

Férmule e massa molecular — CH, O — 32,04
Especificagfo — Contém, no minimo, 99,5 por cento
(pfv).

Deserigfo — Liquido ifmpido, incolar, inflamavel, de ador
caracter(stico.

Caracterfsticas fisicas — Ponto de ebuli¢io: 64-65 °C.
Densidade: 0,790 2 0,793. Indice de refragio (n’}):
1,328 21,330,

Conservag¥o — Recipientes herméticos.

Seguranga = Téxico. Inflamavel.

Metenamina

Sinonimia — Hexametilenotetramina.

Férmule & masss molecular — CcH,, N, —~ 140,19
Especificacfo — Contém, no minimo, 990 por cento
(p/p), apds dessecagdo sob pentoxido de fosforo durante
4 horas.

REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Descrigdo — P cristalino incolor.

Caracteristicas fisicas — Sublima sem fundir e com pareial
decomposicdo a aproximadamente 263 °C; pH da solugiio
0,2M:84.

Consarvagdo — Recipientes bem fechados.

Categoria — Anti-séptico urindrio.

Metoxiazobenzeno

Formula e massa molecular - C,,H,, N, 0 - 212,3
Descrigfo — Liminas alaranjadas, praticamente inscliveis
em 4gua, solveis em dlcool, em éter de petréleo e outros
solventes organicos.

Cr grafia esm da delgada — Aplicar, em placa de
silica-gel G, solugfo de § mg de metoxiazobenzeno ein
benzeno e desenvolver cromatograma com o mesmo
solvente. Aparece uma Gnica mancha com Rf em tomo
de 0,6.

Metoxiazobenzeno SR

Especificagdo — Solugdo a 0,2 por cento (p/V) em mis-
tura de 1 volume de benzeno ¢ 4 volumes 'de éter de
petrdleo.

Metéxido de potissio
Fdrmula e massa molecutar — CH,OK — 70,13
Preparacdo extempordnea.

Metéxido de sddio

Férmula e massa molecular — CH,ONa - 54,02

Descricfo — P6 branco fino. Reage violentamente com a
dgua com ¢volugdo de calor. Sensivel ao ar, Pode apresen-
tarse na forma de solvato: CH,ONa.2CH,OH, pé
branco. Em solugdo pode ser preparado in sitw.
Conservagdo — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger da umidade.

Miristato de metila

Formula e masse molecuiar — C  H,,0, ~ 242,40
Especiticopfo — Contém, no minimo, 98,0 por cento
®V).

Deserigfo — Liquido incolot ou fracamente amarelado.
Caracter/stices fisicas — Densidade: aproximadamente
0,868. Indice de refragio (n'JS): aproximadamente
1,437, Ponto de fusio: aproximadamente 20 °C.
Conservagbo — Recipientes bem fechados.

Mistura anidrido acético-piridina SR

Preparago — Misturar cautelosamente, e sob refrigeracdo,
10 mi de anidrido acético € 30 ml de piridina.
Conssrvagso — Recipientes herméticos.

Estabilidade — Preparar no momento de uso.

Mistura de negro de erioctomo T

Proparacfo — Misturar 0,2 partes de negro de eriocromo T
com 100 partes de clorcto de sddio.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Categoria — Indicador para cdlcio e magnésio.

Molibdato de amonio

Formula e massa molecvler — (NH, ), Mo, 0,, -4H,0 —
1235,86

Especificagfio — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(»/p).

DescricBo — Cristais incolores até Icvemente amarelos ou
verde-azulados, brilhantes.
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Caracteristicas fisicas — Pelo aquecimento perde dgua ¢
aménia.
Consgrvagio — Recipientes bem fechados.

Molibdato de aménio SR

Especificacfio — Contém 10,0 g de molibdato de aménio
em dguaa 100 ml.

Conservago — Recipientes bem fechados.

Molibdovanddio SR

Sinonfmia —~ Reagente molibdatovanadato, reagente
molibdovanddio.

Preparagio — Usando substincias finamente pulverizadas,
preparar suspensio de 4,0 g de molibdato de aménio e
0,1 g de vanadato de aménio em 70 ml de dgua. Juntar
20 ml de dcido nitrico, Completar o volume de 100 ml
com dgua.

ConservagBo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

1-Naftilamina

Sinonimia — a-Naftilamina.

Férmula e massa molecular — C,o H N — 143,12
Descricdo — Cristais incolores ou pé cristalino branco.
Pela exposigio ao ar ¢ & luz, torna-se avermelhado. Odor
desagraddvel.

Caracteristicas fsicas — Faixa de fusio: 49 — 51°C.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da tuz ¢ do ar.

Seguranga — Vapor e p6 nocivos.

2-Naftol

Sinonfimia — Betanaftol, f-naftol

Férmula @ masss molecular — C, H, O — 144,17
Descrigio — PG cristalino branco a levemente roseo, de
odor fendlico fraco.

Caractaristicas fisicas — Ponta de fusdo: aproximads-
mente 122°C.

Censervagfo — Recipientes bem fechados.

Armazenegem — Proteger da luz.

2-Naftot SR

Sinonfmis — Betanaftol SR, fnaftol SR.

Especificagfio — Contém 1,0 g em hidréxide de sédio a
1,0 por cento (p/V)a 100 ml.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Estabilidede — Preparar para uso imediato.

Armazenagem — Proteger da luz.

Ninidrina

Sinonimia — Ninhidrina.

Férmula e massa moleculer — C,H,0, . H,0 - 178,14
Especificagdo — Contém, no minimo, 96,0 por cento
o/p).

Descricfo — P& cristalino branco a amarelo fracamente
palido.

Conssrvacio — Recipientes bem fechados.

Armazensgemn — Proteger da luz.

Ninidrina SR

Sinanimie — Ninhidrina SR.

Especificagio — Contém 0,2 g por cento (p/V) em mistura
de n-butanol e dcido acético a 12 por cento (pfV)
(95 +5; VIV).

Conservagho — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

Segurangs — Inflamavel.
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Nitrato de amonio

Férmula @ massa moiecular — NH,NO, — 80,04
Dsscricso — Cristais incolores, deligliescentes, ou pé
branco, de sabor salgado.

Caracteristicas fisicas — Ponto de fusio: aproximada-
mente 155 °C; decompde-se ao redor de 210 °C em dgua
¢ dxidos de nitrogénio.

Conssrvagso — Recipientes bem fechados.

Nitrato de aménio, solugdo saturada
Especificagfo — Contém 20,1 g em 10 mi de dgua.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Nitrato de amdnio SR
Especificepfo — Contém 5,0 g de nitrato de amGnio em

dguaa 100 ml.

Nitrato de bério

Férmula ¢ massa molecutsr — BaN, O, — 261,34
Descricfo — Cristais ou pd cristalino.

Caracterfsticas fisicas — Ponto de fusdo: aproximada-
mente 590 °C,

Conservecio — Em recipientes bem fechados.

Seguranca — Venenao!

Nitrato de bério 0,05 M

Especificscfo — Contém 13,067 g em dgua a 1000 ml
Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Seguranga — Veneno!

Nitrato de cobalto(II}

Sinonimis — Nitrato cobaitoso.

Formula e massa mofeculer — CoN, O, - 6H,0 - 291,03
Espacificagdo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
®/p)-

Descricfo — Cristais pequenos, vermethos, higroscépicos.
Caracteristices fisicas — Ponto de fusfo: aproximada-
mente 55 °C.

Consarvagio — Recipientes bem fechados.

Armazanagem — Proteger do calor.

tnformagfo edicional — ldentificagzo do cloridrato de
lidocafna. Identificagio de barbituratos, fenitofna e
S2CATOSE.

Nitrato de cobalto(l) SR

Descric8o — Contém 1,0 g por cento (p/V) em metanol.
Conservag8o — Recipientes bem fechados.

Segurancs — Inflamave), Tédxico.

Nitrato de chumbe

Sinonimia — Nitrato de chumbo(l).

Férmula e massa moleculer — Ph(NO,), — 331,21
Especificagfo — Contém, no minimo, 99,0 per cento
Pfp).

DescricBo — Cristais incolores, translhicidos ou pé crista-
lino branco.

Conservaglo — Recipientes bem fechados.

Seguranga — Veneno!

Nitrato de lantinio

Foérmuls e masss molscuier — LaN, O, - 6H, 0 - 433,05
Dascrigfio — Cristais incolores, deligitescentes.
Consarvag8o — Recipicntes bem fechados.

Nitrato de lantinio SR
Especificagio — Contém 5,0 por cento (pfV).
Conservagio — Recipientes bem fechados.
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Nitrato de mercirio(I)

Sinonimia — Nitrato mercuroso.

Férmula & massa moleculer — Hg, N, 0, +2H, 0 - 561,22
Descricfs — Cristais incolores, normalmente ¢om fraco
odor de 4cido nitrico.

Caracteristicas fisicas — Ponto de fusio: aproximada-
mente 70 °C, com decomposigo.

Conservagiio — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da Juz.

Seguranga — Veneno!

Nitrato de mercirio(l} SR

Sinonimia — Nitrato mercuroso SR.

Especificagdo — Contém 15,0 g em mistura de 90 ml de
dgua e 10 ml de dcido nitrico a 10 por cento (V/V)
Conservagio — Recipientes de vidro dmbar.

Estabilidede - Adicionar um pequeno glébulo de merci-
rio metalico.

Armazenagerm — Proteger da luz.

Nitrato de merchrio(Il)

Sinonimis — Nitrato mercirico.

Férmuig e masss molecular — HgN, O, .H, 0 — 342,62
Descricdo — Cristais incolores ou fracamente corados.
Higroscépico.

Conservagéo — Recipientes herméticos.

Armazensgern — Proteger da luz e da umidade.

Ssguranga — Veneno!

Nitrato de prata

Férmula & massa molecular — AgNO, — 169,87
Especificagfo — Contém, no minimo, 99,0% (p/p).
Descrigo — Cristals incolores transparentes ou po crista-
lino branco. Inodoro

Caracteristicas fisicas — Ponto de fusdo: 212 °C.
Conservagio — Proteger da luz.

Seguranga — Cdustico. Veneno!

Nitrato de prata 0,1 M

EspecificagFo — Contém 17,0 g em dgua a 1000 mlL
Conservaclo — Recipientes bem fechados.
Armazenagem — Proteger da tuz.

Nitrato de prata SR (aproximadamente 0,25 M)
Especificacio — Contém 4,25 g por cento (p/V).
Conssrvacdo — Recipientes bem fechados,
Armazenagem — Proteger da luz.

Nitrato de tério

Férmula @ masse moleculer — ThN, O, -4H, 0 — 553,12
Dascricfo ~ Cristais ou pé cristaline branco, levemente
deligliescente.

Consarvagio — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da umidade.

Informagdo adicional — Determinagdo de fltior.

Nitrito de sodio

Férmula e massa molacvlsr — NaNO, — 69,00
Especificacio — Contém, no minimo, 97,0 por cento
(pip)-

Descricfo — Cristais incolores, ou pé granulado branco,
levemente amarelados. Higrescépico.

Caracteristicas fisicas — Ponto de fusio: 271 °C. Decom-
poe-se acima de 320 °C,

Conservapioc — Recipientes bem fechados.

Estabifidade — Oxida-se a0 ar muito lentamente a nitrato.

REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Nitrito de S6dio SR
Especificagio — Contém 10,0 g (p/V) ém dgua a 100 ml.
Conservagfo — Preparar para consumo imediato,

Nitrobenzeno

Sinonimia — Nitrobenzol.

Férmula e massa molecular — C,HgNO, - 123,11
Descricdo ~ Liquido incolor a amarelo palido, de odor
semethantc ao de dleo de améndoas.

Caracteristicas fisicas — Ponlo de ebuli¢io: aproximada-
mente 211 °C. Densidade: aproximadamente 1.20.
ConservagSo — Recipientes bem fechados.

Segurange — Veneno!

Nitrato fenilmercirico

Sinonfmis = Nitrato bisico de fenilmercirio.

Férmula e masse moleculer — C,H,HgOH-C,H, HgNO,
— 63445

Especificagdo — Consiste em mistura de nitrato e hidré-
xido de ion fenilmercirio (C,H,Hg"). Contém, no mi-
mo, 87,9 por cento de ion fenilmerciirico (p/p) ¢, ndo
menos, de 62,75 por cento de mercirio (Hg) (p/p).
Descricfo — Po6 cristalino branco ou escamas brancas
lustrosas. Inodoro.

Caractarfstices fisicas — Faixa de fusdo: entre 175 ¢
190 °C (decomposigio).

Conssrvagdo — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger da luz.

Oxalate de ambnio

Férmuls & msssa molecular — C,H,N,0, .H,0 — 142,11
Especificacfo — Contém, no minimo, 99,0 per cento
(p/p)-

Descrigiio — Cristais incolores transparentes ou pé crista-
lino branco. Inodoro.

Caracteristicas fisicas — Ponto de fusdo: 212 °C.
Consarvego — Recipientes bem fechados.

Segurangs — Cdustico. Corrosivo. Venena!

Oxalato de amdnio SR
Especificacio — Contém 4,0 g de oxalato de amdnio em
dgua a 100 mi.

Oxalato de potdssio

Férmula @ massa molsculsr — X,C,0,.H,0 ~ 184,23
anidro 166,22

Descripiio — Cristais incolores, inodoros, eflorescentes ao

ar seco e quente.

Caracteristicas fisicas — Perde sua dgua a aproximadamente

160°C,

Cansarvacfo — Recipientes herméticos,

Armazenagemn — Proteger da umidade.

Segurange — Veneno!

Oxido de aluminio

Sinonfmis — Alumina.

Férmula e massa molecular — Alz03 — 101,96
Descrigfo — P6 granulado fmo, branco.

Caracteristicas fisicas — pH da suspensio a 10,0 por cento
{p/V):entre 9 ¢ 10,

Conservagfo — Recipientes herméticos.
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Oxido de hélmio

Férmula e massa motecutar — Ho, 0, — 377,85
Especificacfo — Contém, no minimo, 99,9 por cento
(®/p).

Descrigho — P6 amarelado.

Conservecio — Recipientes bem fechados.

Oxido de magnésio

Sinon/mia — Oxido de magnésio leve ou pesado.

Férmuls e massa molecular — MgO — 40,30

Especificagffo — Contém, no minimo, 950 por cento
p/p).

Deascricio — P6 amorfo fino, branco, inodoro, de sabor
alcalino fraco.

Conservaglo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger do ar e da umidade,

Oxido mercirico

Sinonimia — Oxido amarelo de mercirio, 6xido de mer-
cirio(iI).

Férmula e massa molecular — HgO — 216,59
Especificaghp — Contém, no minimo, 99,5 por cento
(p/p)-

Descrico — P6 amarelo-alaranjado, denso, inodoro.
Armazensgem — Proteger da luz.

Segurangs — Veneno!

Palidio SRA — 1 mg/ml
EspecificapBo - Contém 1,670 g de cloreto de palidio

em 200 ml de dcido cloridrico 2 50,0 por cento (V/V).

Aquecer até dissolugio completa. Resfriar ¢ completar
com 4gua a 1000 ml.

ConservagBo — Recipientes bem fechados, inertes (tipo
polietileno).

Palmitato de metila

Férmula e masss molecular — C ,H,,0, — 270,50
Descricéo — Cera solida, incolor.

Caracterfsticas fisicas — Densidade (30 °C): aproxima-
damente 0,86.

ConservepSo — Recipientes bem fechados.

Papel de prata-manganés

Preparacho — A mistura de volumes iguais de nitrato de
prata 0,1 MSV e de sulfato de manganés (15 gfl) SR
adicionar, gota a gota, hidrdxido de sédio 0,1 M SV até
que se forme precipitado persistente. Filtrar. A seguir,
mergulhar tiras de papel de filtro (por exemplo, Whatman
N% 1) na solugio, durente 1§ minutos. Secar 4 tempera-
tura ambiente, a0 abrigo da luz e de vapores dcidos ou
alcalinos. O papel de prata-manganés deve ser incolor.
Ensaio de sonsibilidade — Em proveta de aproximada-
mente 40 m! de capacidade introduzir 1,0 ml de cloreto
de aménio (10 wg/ml NH,) SR. Adicionar 9 ml de dgua e
1g de oxido de magnésio. Fechar imediatamente o
recipiente com tampa de polietileno, sob a qual se coloca
o papel de prata-manganés. Agitar a solugiio, tomando-se
o cuidado para quc as partfculas de magnésio no entrem
em contato com o papel. Manter a proveta a 50-60 °C
durante 1 hora. Aparece cor cinza no papel reagente.

Pentéxido de fésforo

Sinonimia — Anidrido fosférico.

Férmula e messa molecular — P, 0, ~ 141,94

Descricdo — P6 branco, amorfo, muito deligfiescente.
Caracterfsticas fisicas — Ponto de fusio: 340 °C. Tempe-
ratura de sublimagffo: 360 °C.
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Conssrvacho — Recipicntes herméticos.
Armszenagem — Proteger da umidade.
Seguranga — lritante. Corrosivo 4 pele, mucosa ¢ othos.

Pentéxido de vanddio

Férmufa e masss molecufar — V, 0, — 181,88,
Especificecfo — Contém, no minimo, 99,5 por cento
{p/p).

Descricdo — P6 fino amarelo a amarelo-laranja.
Carscterfsticas f/sicas — Ponto de fusio: 690 °C.
Canservagio — Recipientes bem fechados.

Peptona

Especificacfo — Mistura de produtos de natureza poli-
peptidica oriundos de proteinas animais (came, caseina).
A origem determina as caracteristicas fisicas, composi¢io
e processo de produgfo.

Descricflo — P6 de cor amarelo-clara a marrom. Odor e
sabor caracteristicos. Teor em nitrogénio minimo: 12,0
por cento {p/p) de caseina e 14,2 por cento (p/p) de
carne.

Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Rotulagem — Deve expressar origem ¢ teor em nitrogénio.
Armazenagem — Proteger da umidade.

Permanganato de potdssio

Férmula e massa molecuiar — KMnQ, — 158,03
Especificagio — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substincia dessecada.

Descrigfo — Cristais violeta escuros, com brilho metélice,
inodoros, de sabor adocicado, adstringente.

Conservagéo — Recipientes bem fechadoes.

Armazenagerm — Proteger da luz.

Ssguranga — A substincia e suas solugbes apresentam
risco de explosio, quando em contato com materiais
oxiddveis.

Cstegoria — Oxidante enérgico.

Permanganato de potdssio SR (aproximadamente 0,2 M)
Especificagfo — Contém 3,0 por cento (p/V) em dgua.
Estabilidade — Preparar para consumo imediato.
Conservagdo — Recipientes bem fechados.
Armazenagen — Proteger daluz.

Seguranga — Irritante. Custico.

Peroxidissulfato de amdnio

Sinani/mia — Persuifato de amdnio.

Férmula e massa molecular — HyN, 0,8, — 228,10
Especificagfo — Contém, no minimo, 95,0 por cento
(p/p).

Dascric8o — Cristais ou pd granulado branco. inodoro.
Estdvel durante meses quando puro e seco; deCompde-se
em presenga de umidade.

Conservagdo — Recipientes herméticos.

Armazenasgem — Proteger da umidade, do calor e de
matéria orgénica.

Informago adicional — Agente fortemente oxidante.

Per6xido de hidrogénio, conoentrado

Sinonimia — Peridrol.

Férmuls @ masse molscular — H, 0, — 34,01,
Especiticagdo — Contém, no minimo, 29,0 por cento
(p/p) de H,0,. Corresponde a aproximadamente 100
partes em volume, Pode conter estabilizante.

Deascricdo — Liguido incolor, irritante, de fraco odor.
Caracteristicas {sices — Densidade: 1,11.
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Conservacdo — Recipientes preenchidos parcialmente,
providos de fecho de alivio,

Armazenagem — Proteger da luz e do calor.

Seguranga — Oxidante forte.

Perdxido de hidrogénio, 30 volumes, SR

Férmula e massa molecular — H,0, - 34,01,
Especiticagdo — Contém, no minimo, 9,7 por cento
(p/V) e, no midximo, 10,7 por cento (p/V) de H,0,,
correspondendo a aproximadamente 30 partes em volume.
Pode conter estabilizante.

Descricho — Diluit o perdxido de hidrogénio, concen-
trado.

Conservacdo — Recipientes fechados.

Estabilidsde — Evitar petiodos longos de armazenagem.
Armezenagem — Proteger da luz e do caior.

Perdxido de hidrogénio 3 por cento (p/V) SR

Formula & masse moleculsr — H, 0, — 3401
Especificagdo — Contém, no minimo, 2,5 por cento (p/V)
e, no miximo, 3,5 por cento {pfV) de H,0,, correspon-
dendo a aproximadamente 10 partes em volume. Pode
conter estabilizante.

Descricde — Liquido [impido, incolor.

Conservagfo — Recipientes fechados. Evitar periodos
longos de armazenarmento.

Armazensgem — Proteger da luz e do calor.

Persulfato de sodio

Férmula e massa molecular — NagOgSq — 238,13
Dascricfo — P& cristalino branco. DecompBe-se lenta-
mente com umidade ¢ pelo calor.

Consarvagho — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger da umidade e do calor.
Segurangs — liritante,

Piridina

Formula e massa molecular — C;H N — 79,10

Descricdo ~ Liquido incolor, de odor caracteristico e
desagradével.

Carscteristicas fisices ~ Ponto de ebuligio: 115-116 °C.
Densidade (25 °C); aproximadamente 0,980. Indice de
refragdo (n’[‘;)i 1,5092.

Conservacde — Recipientes bem fechados.

Armazensgem — Proteger da umidade.

Seguranga — Inflamdvel. Téxico.

Poliacrilamida

Sinonimia: Acrilamida,

Férmuls e masss molecular — (C,H,;NOQ)n; mondmero
—71,08.

Especificagdo — Polimero de vdrias formas, soliveis e
insohiveis em 4gua, obtidos pelo aquecimento com virios
catalisadores de polimerizagdo.

Descrigdo — P§ cristalino branco ou escamas incolores ou
brancas.

Caracteristicas fisicas — Ponto de fusio: aproximada-
mente 84 °C.

Conservagio — Recipientes bem fechados.

Segurange — Altamente t6xico ¢ irritante. Causa paralisia
do sistema nervoso central. Pode ser absorvido peia pele
integra.

Polissorbato 80
Especificacfo — E mistura de oleatos do sorbitol e seus
anidridos copolimerizados com aproximadamente vinte
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moles de éxido de etileno para cada mol de sorbitol e
anidrido.

Descricfo — Liquido clato, amaretado ou amarelo escuro.
Oleoso. Fraco odor caracteristico.

Caracter(sticas fisices — Densidade: em torno de 1,08.
Viscosidade (25 °C): aproximadamente 400 cP.
Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Categoria — Tensoativo.

Potissio SRA — 600 ug/ml

Especificacfo ~ Contém 1,144 g de cloreto de potdssio
em 4gua a 1000 ml

Conservagdo — Recipientes bem fechados, inertes (tipo
polietileno).

Prednisolona

Férmuila e massa mofecular ~ Cy H,, 0y — 36045
Especificagdo — Contém, no minimo, 97,0 por c¢ente
(p/p), calculado sobre a substineia dessecada.

Descricfio — P4 cristalino branco ou quase branco. Higras-
copico. Apresentado na forma anidra ou contendo uma
ou meia molécula de dgua de hidratagio.

Caracteristicas fisices — Ponto de fusio: 240-241 °C, com
decomposigdo.

Conssrvagio — Recipientes bem fechados.

Categoria — Corticdide.

Prednisona

Férmuls e massa moleculsr — Cy H,, 0, — 358,43,
Especificagio — Contém, no minimo, 97,0 por cento
(p/p), CaH240s, calculado sobre a substincia dessecada.
Deserigho — P6 cristalino brance ou quase branco.
Caracter(sticas ffsicas — Ponto defusio: aproximadamen-
te 233 °C, com decomposigdo.

Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Categoria — Corticdide.

Preto brithante BN

Férmula 8 massa molsculsr — C,,H ;N.Na, 0,8, -
868,00

Descrigo — Cristais finos, p6é azul violiceo ou preto
acinzentado. Indicador de ¢xido-redu¢do: forma oxidada:
azul violicea; forma reduzida: amarelo-marrom.
Caracterfsticas ffsicas ~ Absorvincia da solugio a 1,0
por cento (espessura 1,0 em} a 570 nm > 0,390.
Conservagdo — Recipicntes bem fechados.

Propilenoglicol

Sinonimia — 1,2-Propanodiol.

Férmula e masss molecular — C,H, O, - 76,09

DascrigSo — Liquido incolor, viscoso, higrascépico.
Caracteristicas fisicas — Densidade (25°C): 1,035 a
1,037, Faixa de ebuligio: 187-189 °C.

Conservagio — Recipientes bem fechados.

Armazensgem — Proteger da umidade.

Quinalizarina -C,I, 58500

Sinonfmia — Mordente violeta 26

Férmula e massa moleculer — C, H, O, — 272,20.
Descrig8o — P6 vermelho escuro.

Conserveg§c — Recipientes bem fechados.

Resazurina

Sinonimie — Diazorresorcinol

Férmuls ¢ massa moleculer — C,, H,NO, — 229,18,
Descrigfo — Cristais ou pé ctistalino vermetho escuro.
Conservaglio ~ Recipientes bem fechados.
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Resorcinol

Sinonimig — Resorcinz.

Férmuia @ massa moleculor — C;H, 0, — 110,11
Especificagdo ~ Contém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p).

Dgscricfo — Cristais ou po cristalino incolor ou amarelo
pélido; exposto 4 luz e ao ar, adquire colorago rosea,
Caracterfsticas fisicas = Faixa de fusio: 109111 °C.
Conservaclo — Recipientes bem fechados.

Armgzenagem — Proteger da luz e do ar.

Sacarose

Férmula e masss molecufsr — C, H,,0,; — 342,30
Especificacfo — E obtida da Seccharum officinerum
Linné (Familia Gramineae), Bsta vulgares Linné (Familia
Chenopodiacese) e outras fontes,

DescrigBo — Cristais brancos ou incolotes; p6 cristalino
ou massa cristalina ou blocos brancos. Inodoro. Sabor
adocicado. Estdvel ao ar. Finamente dividido & higros
copico e absorve até 1 por cento de umidade. Nio contém
aditivos,

Caracterfsticas fisicas — Decomposigio: entre 160 ¢
186 °C.

Conservagcfo — Recipientes bem fechados.

Sacarose 0,1 por cento (p/V) em piridina

Especificaclo — Contém 0,1 g de sacarose em piridina
2100 ml.

ConservagSo — Recipientes bem fechados.

Segurangs — Tdxico.

Safranina O

DescricBo — Po vermelho escuro. Consiste de mistura
de dloreto de 3,7-diamino-2,8-dimetil-5-fenilfenazinio
{C30H19CINg — 350,85) e cloreto de 3,7-diamino-2,8-
dimetik-§,0-tolilfenazinio (C21H31CIN4 — 364,88). Indica
dor de 6xido-redugio — forma oxidada: pH dcido, violeta-
azulado; pH alcalino, parda; forma reduzida: incolor
tanto na acidez quanto na alcalinidade.

Caracteristicss ffsicas — Absor¢o mdxima: 536-533 nm.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Silica-gel, dessecada
Férmuls e massa molecular — Si0, — 60,08
E:psciticag®o — Acido silfcico coloidal, polimerizado,

Espaci
previamente desidratado; contém cloreto de cobalto como
indicador.

DescricBo — Grinulos vitreos, amorfos, de granulometria
varidvel, com gtinulos impregnados com indicador de
capacidade de adsor¢do pela cor azul a rosea.

Ceonservagio — Recipientes herméticos.

Armazenagemn — Proteger da umidade.

Categoris — Dessecante.

icacko

Silicagel "'G"

Sinonimia — Gel de silica “G”.

Especificag§o — Contém aproximadamente 13,0 por
cento (p/p) de suifato de cdlcio hemiidratado.

DescricBo — P6 fino branco de granulometria varidvel
entre 10 e 40 um, homogéneo.

Corscter/sticas ffsicas — pH: suspensido a 10,0 por cento
(p/V) em dgua isenta de dibxido de carbono, obtida por
agitagdo durante 15 minutos; determinagio potencio-
méttica aproximadarmente 7.

Conservaglo — Recipientes bem fechados.

Categorie — Suporte para cromatografia.
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Silica-gel “GF-254"

Sinon/mia — Gel de silica GF-254.

Especificacfo — Contém aproximadamente 13,0 por
cento (p/p) de sulfato de calcio hemiidratado e aproxi
madamente 1,5 por cento (p/p) de indicador de fluores-
céncia de intensidade mdxima a 254 nm.

Descrigho - PG fino branco de ganulometria varidvel
entre 10 e 40 um, homogéneo,

Caracteristices fisicas — pH: ver silicagel "G™".
ConservagBio — Recipientes bem fechados.

Categoria — Suporte para cromatografia,

Silica-gel “H”

Sinonimia — Gel de silica “H™.

Descriglo — P6 fino branco, de granulometria varidvel
entre 10 € 40 um, homogéneo.

Caracteristicas fisicas — Ver silica-gel “G”.

Conssrvagfo — Recipientes bem fechados.

Categoria — Suporte para cromatografia.

Silica-gel *“HF 254"

Sinonfmia — Gel de silica “HF 254",

Especiticagfo — Contém aproximadamente 1,5 por
cento (p/V) de indicador de fluorescéncia de intensidade
mdxima a 254 nm.

Descricdo — P6 fino branco de granulometria varidvel
entre 10 e 40 um, homogéneo.

Caracterfsticas fisices — pH.: ver silica-gel “G”.
ConservegBo — Recipientes bem fechados.

Categoria — Suporte para cromatografia.

Sédio SRA - 200 ug/ml

Especificagdo - Contém 0,5084 g de cloreto de sddio em
dgua a 1000 ml.

ConservagBo — Recipientes bem fechados, inertes (tipo
polietileno).

Solugiio de birio 10 ppm

Especificaglo — Contém 1,779 g de BaCl, -2H, O em dgua
a 1000 mtl. Para uso, diluir 1;100.

Conservagdo — Recipientes bem fechados ¢ incrtes (tipo
polictileno).

Informagfo edicional — Solugio padrio para ensaio-
limite.

Solugdo de cddmio S ppm

Especificagiio — Contém 0,229 g de sulfato de cddmio
em dgua & 100 mi, corresponde 2 1000 pg/ml de cidmio.
Para uso, diluir 1:200.

Lonservagfo — Recipientes bem fechados e inertes (tipo
polietileno}.

Informacko adicional — Solugio padrio para ensaio-limite.

Solucio de cloreto S ppm

Especiticocdo — Contém 0,824 g de cloreto de sédio em
dgus a 1000 ml. Para uso dilsir 1:100.

Conservaclio — Recipientes bem fechados.

informagSo adicions! — Solugdo padrio para ensajo-limite,

Solugio de estanho 5 ppm

Especificacdo — Contém 1,2253 g de acetato de estanho.
1/2H,0 em 25,0 ml de dcido cloridrice em dgua &
1000 ml. Para uso, diluir 1:100 em icido cloridrico 2,5
por cento (p/V).

Consarvagiio — Recipientes bem fechados.

Informagdo adicional — Solugio padrio para ensaic-limite.
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Solugido de Karl-Fischer
Sinonimis - Reagente iodo-sulfurado,
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Sulfato de cédmic
Férmula e massa moleculer — 3C4SO, -BH, 0 - 769,49

Especificagfo — Constituido de duas solugSes: Solugdo 1:
a mistura de 70 ml de metano! e 35 ml de piridina, isenta
de dgua, adicionar, sob refrigeragdo e auséncia de umidade,
didxido de enxofre seco até obter acréscimo em peso de
9g. Misturar; Solugio 2: Centém 12,6g de iodo em
metanol a 100 ml.

Conservag®o — Em recipientes de vidro herméticos.
Estabilidade — Decomple-se continuamente.
Armazenagem — Proteger da wmidade e da luz. Manter
sob refrigeragio.

Seguranga — Toxico. Inflamdvel.

Informagdo adicionsi — Para determinagio do teor de
dgua,

Solugfo de zinco 10 ppm

Especificacdo — Contém, 4.398g de ZnSO, . 7TH,0 em
dcido acético a 1,0 por cento (V/V) a 100 ml. Para uso,
diluir 1:100.

Conservacio ~ Recipientes bem fechados e inertes (tipo
polietileno}.

Informacko sdicional — Solugdo padrio para ensaio-limite.

Subnitrato de bismuto

Sinonimia — Qxinitrato de bismuto.
Férmula e massa molecular —
—1461,99,

Especificacdo — E sal bdsico que contém, no minimo, o
equivalente a 79,0 por cento de tribxido de bismuto
(Bi,0,) (p/p).

Descrigfo - PS brance, denso, higroscdpico, inodoro e
sem gosto. Apresenta reagio alcalina diznte do papel
de tornassol.

Conservagdo ~ Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

Categoria — Antidcido.

Bi, O(OH),(NO, ),

Sudan LI

Férmula e massa moleculsr — C,, H| (N,0 - 352,40
Deserigdo — PS vermelho-marrom

Conservagdo — Recipicntes bem fechados.

Sulfanilamida

Férmula & massa molecutar - C,H,N,0,5 — 172,20
Descrigéo — P6 cristalino branco ou quase branco.
Caracteristicas fisicas: Ponto de fusio: aproximadamente
165 °C.

Conservagso — Recipientes bem fechados.

Categoria — Antibacteriano.

Sulfato de amonio

Férmuls e massa molecular ~ (NH,),S0, — 132,13
Especificapfo — Centém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p).

Descrigp — Cristais incolores, inodoros.

Caracteristicas fisicas — Decompde-se acima de 280 °C.
Conservacfo — Recipientes bem fechadas.

Suliato de birio

Fbrmula e massa molecuiar — Ba S04 — 233,39
Especificagfo — Contém, no minime, $7,5 por cento
(p/p).

Descrigo — P6 brance, fino e denso. [nodoro e insipido.
Conservacio — Recipientes bem fechados.

Categoris — Contraste radiologico para o trato gastrin-
testinal,

Especificagdo — Contém, no minimo, 99,0 por cento (p/p).
Descricio — PS aristalino, incolor ¢ inodoro.
Conservagio — Recipientes bem fechados.

Sulfato de cilcio, hemiidratado

Férmula @ massa molecular — CaSO,. 1/2H,0 — 145,14
Especificagbo ~ Contém, no minimo, 98,0 por cento
(p/p), calculado sobre base seca.

Descricfo — PO branco, fino; contém aproximadamenie
7,0 por cento de dgua.

Conservago — Recipientes bem fechados.

Sulfato de cdlcio, solugio saturada, SR

Preparacdo - Agitar 5.0 g de sulfato de célcio hemiidra-
tado com 100 ml de dgua, dwrante uma hora. Filtrar
antes do uso,

ConsarvapBo — Recipientes bem fechados,

Sulfato ciiprico, pentaidratado

Férmula e massa molecular — CuSO, . SH, O — 249,68
Especificagfo — Contém, no minimo, 98,5 por cento
(p/p) calculado sobre a substincia dessecada a 250 °C.,
Descrigfo - Cristais, pd ou grinulos azuis. Em contato
com o ar efloresce lentamente.

Caracteristicas fisices — Aquecido z 250 °C, até peso
constante, perde entre 33,0 a 36,5 por cento de seu
peso.

Conservaglio — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger do ar.

Seguranca — Irritante.

Sulfato ciiprico SR

Especificagdio — Contém 100 g sulfato ciprico pentair
dratado em dgua a 100 ml.

ConservagBp —~ Recipicntes bem fechados.

Sutfaio de manganés

Férmula @ massa molecular — MnSO,.4H,0 — 223,14
Especificagfo — Contém, no minimo, 98,0 por cento
(p/p) de MnSO,, calculado sobre a substincia dessecada
2 450-500 °C.

Descrigfo — Cristais ou po cristalino de cor rosea. Inodo-
ro. Efloresce lentamente.

Caracteristicas fisicas — Perde dgua a aproximadamente
450 °C.

Canservagcéio — Recipientes bem fechados.

Informag&o adicional — O produto comercial normalmente
é mistura de sulfato de manganés tetra e pentaidratado,

Suffato de potissio

Férmuta e massa molecular — K, S0, ~ 174,25
Especificacfo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
{p/p), calculado sobre a substincia dessecada.

Descriche — Cristais incolores ou pé cristaline branco,
de sabor amargo,

Caracteristicas fisicas ~ Solugio aquosa com cardter
neutre. Ponto de fusdo: 1.067 °C.

Conservag8o — Recipientes fechados.

Sulfato de protamina

Especificapfo — Consiste em mistura de proteinas simples,
obtidas de esperma e festiculos de espécies adequadas de
peixes. Possui a propticdade de neutralizar a heparina.




REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Descricdo — P6 crigtalino fino, branco ou amorfo fraca-
mente comdo.

ConservacBo — Recipientes bem fechados, sob refrige-
rago.

Armazenagem — Proteger do calor.

Sulfato de sbdio anidro

Férmula e masss molecular — Preparado a partit do
Na,S0,. 10 H,0 por aq o a aproximad

100 °C. Contém, no minimo, 99,0 por cento (p/p),
calculado sobre a substincia dessecada.

Deascrichio — P6 fino, branco, “solto”, inodoro, de sabor
salgado fracamente amargo. Higroscopico.

Cerscter/sticas fisicas — Ponto de fusfo: aproximadamen-
te 800 °C.

Conservaglo — Recipientes bem fechados.

Armezanagem — Proteger da umidade.

Sulfato de sbdio decaidratado

Sinonimig - Sal de Glauber,

Férmula @ massa molecular — Na,S0,. 10H,0 - 322,19

Especificago - Contém no minimo 99,0 por cento
(p/p) de Na,SO,, calculado em relagio & substincia
dessecada.

Descricho — Cristais incolores transparentes ou pé cris-
talino branco, eflorescente, inodoro, de sabor salgado
fracamente amargo.

Carscteristicas fisicas — Ponto de fusio: 32,5 °C. (Dis-
solve-se a aproximadamente 33 °C em sua dgua de cris-
talizagda)

Conservegdo - Recipientes bem fechados.

Armarenagem — Proteger do calor.

Sulfsto de zinco, heptaidratado

Férmuis e massa molscular — ZnSO, . TH, 0 - 287,58
Especiticocfo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
{p/p) de ZnSO,. 7H, 0 ou, no minimo, 55,6 por cento
(p/p) de ZnSO,.

Descricfo — P& aistalino branco ou cristais incolores
transparentes. Lnodoro, de gosto adstringente. Eflores-
cente.

Caracteristicas ffsicas — A temperatura de 280 °C torna-se
anidro.

Conservaglo — Recipientes nfo-metdlicos bem fechados.
Armazenagem — Proteger da umidade.

Sulfato de zinco 0,1 M

Descriplio — Contém 28,75 g de sulfato de zinco hepta-
idratado em dgua a 1000 ml.

Conservaclo — Recipientes nio-metdlicos bem fechados.

Salfato férrico

Sinonimia — Persulfato férrico.

Férmuis o messa molecular — Fe,(50,), xH,0
Especificegfo — O produto comercial contém normal-
mente cerca de 20 por cento de dguz (p/p).

Descrigio — Pb branco a amarelo, muito higroscopico;
decompde-se em presenga do ar.

ConservecBo — Recipiéntes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz e do ar.

Sulfato férrico amoniacal

Férmuls ¢ masse molscular — FeNH,(SO,),.12H,0 —
~482,18.

Descrig8o — Cristais transparentes incolores a violete-
-pilido. Inodoro. Eflorescente.
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Caracter/sticas {/sicas — Ponto de fusio: aproximada-
mente 37 °C.
ConservagBo — Recipientes bem fechados.

Sulfato férrico amoniacal SR
Especificagdo — Contém 10,0 g em dgua a 100 ml.
Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Sulfato férricoferricianeto de p io SR

Preparagho — Misturar volumes iguais da solugfo 0.5
por cento (p/V) de sulfato férrico em icido sulfarico
0,5 M e da solugdo a 0,2 por cento (p/V) de ferricianeto
de potdssio.

Estabilidade — Prepatat no momento de uso,

Sulfato ferroso, heptaidratado

Sinon/mia — Sulfato de ferro, heptaidratado.

Férmula @ massa molecular — FeSQ,.7TH; 0 - 278,01
Especificago ~ Contém, no minimo, 980 por cento
(p/p) de FeSO,.7H, O.

Descricio — Cristais azul-esverdeados; grinulos ou po
cristalino verde. Inodoro. Eflorescente. Oxida-se pela
umidade ¢ luminosidade a sulfato bdsico de ferro(Ill)
de cor marrom.

Caracterfsticas ffsicas = A 65 °C transforma-se em monai-
dratado.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger do ar e da umidade.

Informag8o adicional — Nio usar quando tiver cor mar-
rom [sulfate basico de ferro(IID)].

Sulfato ferroso SR

Especificacio — Contém 8,0 g de sulfato ferroso heptai-
dratado em dguz fria, recentemente fervida, a 100 ml
Preparar no momento de uso.

Conservapfio — Recipientes bem fechados.

Armazenagem ~ Proteger da luz, do ar ¢ do calor.

Sulfato ferroso 0,5 M

EspecificacBo - Contém 13%0g de sulfato
heptaidratado em dgua a 1000 ml. Preparar
no momento de uso.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.
Armazensgem — Proteger da luz, do ar ¢ do calor.

ferroso
100 ml,

it 1

de amdnio, em ¢
Formula e massa molecular — (NH,), S ~ 68,14
Especificacdo — Contém usuabmente entre 16 a 20 por
cento equivalente em sulfeto de enxofte expresso em
(NH,),S-

Descrico — Liquido de coloragfio amarela até vermelha,
com odor amoniacal e de sulfeto de hidrogénio. Crista-
liza a temperaturas inferiores a 0 °C.

Informacdes adicionais ~ Para rotina analitica, use
sulfetc de aménio SR.

Sulfeto de amdnio SR

Preparagdo — Saturar 60 ml de amdnia SR com sulfeto
de hidrogénio ¢ juntar 40 mi de amdnia SR. Usar solu¢io
de preparo recente.

Conservagho — Recipiente pequeno, bem cheio.
Armazensgern — Proteger da luz e do calor.

Estabilidade — Diante de precipitagio abundante de
enxofre, desprezar a solugdio.
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Sulfeto de hidrogénio

Sinon/mia - Acido sulfidrico

Fdrmule e massa moleculer — H, § — 34,08

Especificecfo — Produzido pelo tratamento de sulfeto
ferroso (ou outros sulfetos) com dcidos sulfirico ou
cloridrico diluidos.

Descrigho — Gis incolor de odor caracteristico e sabor
adocicado; mais denso do que o ar.

Ceracter/sticas {fsicas — Densidade relativa ao ar: 1,19,
Temperatura de igniglo: 260 °C.

Conservagfo — Disponivel também em cilindros pressu-
rizados.

Segurangs — Téxico. Veneno, Inflamdvel.

Sulfeto de hidrogénio SR

Especificecdo — A solugio aquosa saturada a 20 °C
contém em torno de 0,4 a8 0,5 por cento (p/V). Prepa-
rada pela passagem de H, S em dgua fria.

Carsctoristicss flsices — pH da solugio aquosa recém-
preparada: 4,5.

Estabilidade — Preparar para uso imediate.

Seguranga — Téxico. Veneno! Inflamdvel.

Sulfeto de sédio

Férmula e massa moleculer —~Na, S9H,0 - 240,18
Descrigho — Cristais incolores deligliescentes que se ams
relam pelo ar e pela agdo da luz; de odor semelhante ao
do sulfeto de hidrogénio,

Caracteristicas fisices — Ponto qe fusio: aproximada-
mente 50 °C.

Conservecfo — Recipiente bem fechade, no frio.
Armazensgem — Proteger do ar, da luz e do calor.

Sulfeto de sodio SR
Especificaglio — Contém 1,0 g (p/V) em dgua a 10 ml,
Estabilidade — Preparar para consumo imediato.

Taninc

Sinonimia — Acido tinico.

Espacificepfo —~ Obtido de cascas de diversas plantas,
consistindo, especialmente, de mistura de substincias
polifendlicas.

Descricho — P& amarelo a marrom. Odor fracamente
caracterfstico e sabor adstringente.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Armazenggem — Proteger da luz.

Rotulsgem — A rotulagem deve indicar a fonte botinica.

Tartarato dcido de epinefrina

Sinon/mia — Bitartarato de epmnefrina.

Férmula @ massa molecular - C, H,  NO, — 333,29
Especificacho — Contém, no minimo, 97,0 per cento
(p/p), calculado sobre a substincia dessecada.

Deascriglo — Cristais ou pé cristalino branco a branco-
cinza, inodoro.

Cargcteristicas fisicas — Ponto de fusfo: aproximada-
mente 150 °C, com decomposicZo.

Congservacho — Recipientes herméticos.

Estabilidade — Escurece lentamente pela exposigio ao
are d luz,

Armarenagem — Proteger do ar e da luz.

Categoria — Adrenérgico.

Tartarato de sédio
Férmuls o massa molecuisr — C,H,O(Na,-2H,0 —
230,08

REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Especificacfo — Contém 84,34 por cento de C,H, O Na,
¢ 15,66 por cento de H, 0. Aquecido a 150 °C, perde, no
mi{nimo, 15,6 ¢, no méximo, 15,7 por cento de seu peso.
DescricBo — Cristais transparentes.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.

Tartarato de sédio e potdssio

Stnonimia — Sal de Rochelle ou de Seignette, tartarato
¢uplo de potdssio e sédio, tértaro emético.

Formula & messa molecular ~ C4H4KNaQg » 4H20 -
282.22; anidro - 210,16

Especificacdo — Coniem, no minimo, 99,0 por cento
(p/p), calculado em bese seca de C,H, KNaQ,.

Descricko — Cristais incolores ou pd cristalino branco,
inodoro, de sabor salgado. Eflorescente ao ar quente.
Conservaclio — Recipientes hermétices.

Armazenagem ~ Proteger do calor.

Tartarato de sédio e potdssio SR
Especificagfo — Contém 20,0 por cento (p/V).
Consarvacfo — Recipientes bem fechados.

Tetraborato sédico

Sinonimia — Borato sédico, borax.

Férmuls 8 masse molgcular — Na, B, 0,-.10H,0 — 381,37,
anidre -~ 201,22

Espacificacfo — Contém, no miniino, 99,0 per cenio

(p/p)-

Descricfo — Cristais incolores ou pé cristalino branco,
inodoro, de sabor cdustico. Eflorescente.

Conseérvecho - Recipientes bem fechados; efloresce ao

ar seco.

Armazensgem — Proteger do ar.

Tetraborato sédico 0,01 M

Preparacho — Dissolver 3,80 g de Na,B,0,.10H,0 em
dgua a 1000 ml.

Conservacfo — Recipientes bem fechados.

Armarenagem — Proteger do didxido de carbono.
Informaclo edicional — Calibragio de medidor de pH.

Tetracloreto de carbone

Fdrmule e masss moleculer — CCl, — 153,82,
Especificegfo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p)-

DsscricBo — Liquido incolor, limpido, denso e de odor
caracteristico.

Curacteristices fisicas — Ponto de ebuligio: 76-77 °C.
Densidade: 1,588 a 1,590. Indice de refragio (nl}):
1,4607.

Consarvacfo — Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger da luz e do calor,

Segurance — Veneno (nas formas lfquida ¢ gasosa)!
Informaclo adicionat — Niio ¢ inflamével, porém libera
fosgénio (téxico) em presenga de chama,

Tetrafenilborato de sbdio

Férmule @ massa molecular — C, H,,BNa — 342,22
Dascrigdo — P6 ou cristais brancos ou quase brancos.
Congervacio — Recipientes bem fechados.

Tetraidrofurano

Férmuls 8 masss molecular — C,H,0 - 72,11,
Especificecfio — O produto € adicionado de estabilizantes
(p-cresol, hidroguinona) na proporgdo 0,05-0,1 por cento
para evitar a formagdo excessiva de peréxidos.
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Dsscrigfo — Liquido incolor. Odor intenso e semelhante
aq do éter.

Curacter/sticas fisicas — Ponto de ebulicio: 65-66 °C.
Densidade: aproximadamente 0,889. Indice de refragfio
(nP): 1,4070.

Conservacfo - Recipientes bem fechados: pequenos
e repletos.

Armazenagern — Proteger da luz.

Seguranca ~ lrritante i pele, olhos e mucosas.

Tetraoxalsto de potdssio

Férmuls o massa molacular — C,H,KQ,-2H,0 - 254,20
Dascricfo ~ P6 cristaling branco ou cristais intolores ou
brancos.

“onservagfo — Recipientes bem fechados.

Tetraoxalato de potdssio 0,05 M

Preparagfo — Dissolver 12,71 g de tetraoxalato de potds-
sio diidratado em dgun a 1000 ml,

Consarvecdo — Recipientes bem fechados.

Informaco adicional — Calibragio de medidor de pH.

Tioacetamids

Férmuls 8 masse moleculsr — C,H,NS — 75,13.
Descricle — Cristais ou pé cristalino branco. Fraco odor
de mercaptana,

Caractoristicas fisicas — Ponto de fusio: 113114 °C,
Conservaclo — Recipientes bem fechados,

Tioacetamida SR

Prgparacfo — Misturar 0,2 ml da solugio de tioacetamida
a 4,0 pot cento (p/V) ¢ 1,0 ml da seguinte mistura: §,5 ml
de hidréxide de sbdio 1 M, 0,5 m! de dguae 2,0 ml de
glicerol. Aquecer em banho-maria durante 20 segundos
Estabilidade — Preparar no momento de uso.

Tiocianato de amdnio

Sinon(mfa — Sulfocianato de amdnio.

Férmuie 8 masss molecular — NH4SCN — 76,12
Dsserfcho — Cristais deligilescentes.

Ceracteristices fisicas ~ Ponto de fusdo: aproximada-

mente 149 °C.
Consarvacls — Recipientes herméticos.
Armazenagam — Proteger da umidade.

Tiocianato de amdnio SR
Especificacho — Contém 8,0 g em dgua a 100 mL
Conssrvaclo — Recipientes bem fechados.

Tiocianato de aménio 0,5 M
EspecificacBo — Contém 3,806 g em fgua 2 100 ml.
Consarvaclo — Recipientes bem fechados.

Tiocianato de potissio

Sinonfmie — Sulfocianato de potdssio.

Fdrmula 6 mesia molacuier — KSCN — 97,18
Especificaglo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p). .

Caracter/stices fisicas — Ponto de fusfo: aproximada-
mente 173°C.

Consarvaglo — Recipientes bem fechados.

Seguranca — Pode causar erupgbes cutdneas, psicose!

Tiocianato de potdssio aproximadamente M
Especificaclo — Contém 9,7 por cento em égua (p/V).
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Tioglicolato de s6dio

Fdrmula e masse molecular — C,H,;Na0, S - 114,09
Especificacio — Contém, no minimo, 95,0 por cento
(p/p).

Desericlo — PS cristaline branco, higroscépico, de odor
fraco caracterfstico.

Conservago — Recipientes herméticos,

Armazensgermn — Proteger da luz e do ar.

Tiossulfato de sédio

Sinonimia — Hipossulfito de sédio R,

Férmula e masse molsculsr — Na, 5,0, .SH,0 ~ 248,17
Especificacfo — Contém, no minimo, 99,0 por cento
(p/p), calculado sobre a substincia dessecada.

Descricho — Cristais incolores, ou pé cristalino brance,
facilmente eflorescentes, de sabor fracamente amargo.
Caracterfsticas fisicas — Ponto de fusio: aproximada-
mente 48°C (aquecimento ripido). Dissolve em sua
4gua de cristalizacfio a aproximadamente 49 °C.
Conservagéo — Recipientes bem fechados.

Tiossulfato de sbdio 0,1 M

Preparagfo — Dissolver 2,5 g de tipssulfato de sodio e
0,02 g de carbonato de sédio em dgua isents de didxido
de carbono a 100 mL

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Tolueno

Sinonimis — Metilbenzeno, toluol.

Férmula & massa moleculer ~ C,H, — 92,14

DascricBe — Liquido incolor de odor caracterfstico.
Inflamével.

Caracteristicas fisicas - Ponto de ebuligde: 110-111 °C.
Densidade: aproximadamente 0,87. Indice de refreglo
(n): 1.4967.

Seguranca — Téxico! Inflamdvel!

Torina
Formula ¢ masss molecular — C, H,, AsN,Na, 0,,S, ~
530,19

Triéxido de arsénig

Sinonimia — Oxido arsenioso.

Férmuls & massa molecular — As, 0, — 197,84

Dascricho — P§ cristalino branco ou transparente, ou
™asss amorta.

Caracrer(sticas fisicas — Aquecimento ripido determina
fusdo ou sublimagio.

Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Segursnca — Veneno!

Tridxddo de cromo

Sinonimia — Anidrido crémico.

Férmuls @ masss motecular - C10, ~ 99,99

Descricko — Cristais ou pé granulado ou escamas marrom-
avermelhadas, deligiiescentes.

Ceracteristices fisicas — Ponto de fusfo: aproximada-
mente 197°C.

ConservagBo — Recipientes de vidro herméticos.
Armatonagem — Evitar proximidade com inflamdveis.
Segurangs — Oxidante enérgico. lrritante.

Trombina

EspecificacBe — Preparado bioldgico obtido de plasma
humano, por técnicas de fracionamento apropriadas.
Descricdo — P6 amorfo de cor creme.

Conservaclia — Recipientes bemn fechados, sob refrige-
ragdo, especificando data de preparagdo e potencia.
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Armazenagsm — Proteger da luz, da umidade e do oxi-
génio.
Categoris — Enzima. Hemostitico local.

Tromboplastina

Sinonimis — Fator 111 (coagulagio sangiiinea).
‘Especificagfo — Preparado bioldgico de origem animal,
obtido por extragio de determinados drgdios: cérebro,
pulmio.

Descricfo — P§ ou suspensdo de cor amarelada, de odor
caracteristico.

Cargcterfsticas fisices ~ Na presenga de concentragbes
apropriadas de ions cdlcio, apresenta atividade trombo-
quinase na coagulagfo sanglifmea.

Conservacio — Recipientes herméticos.

Rotulagem — Especificar na composicdo: fons ¢ agentes
antimicrobianos, suas concentragbes, bem como origem,
data de preparagdo, atividade,

Armarenagem — Proteger do calor e umidade. Manter sob
refrigeragio.

Categoria — Preparaglo com atividade enzimitica. Hemos-
tético loral.

Trometamina

Férmule @ masse moleculer —~ C,H,, NO,; — 121,14
Especificagio —~ Contém, no minimo, 99,0 por cento,
calculade sobre a substincia dessecada.
Desericfo — Cristais brancos.
Carscteristicas fisicas — Faixa de fusdo:
pH da solugio 0,1 M: 10,4,

Conservago — Recipientes bem fechados.

168-172 °C.

Varfatina sédica
Férmuls @ massa molecular — C, ,H, ;NaO, — 330,31

REAGENTES E SOLUGOES REAGENTES

Especificaclo — Contém, no mifnimo, 97,0 por cento
(p/p), caleulado em relagio 4 substincia dessecada.
Descrigdo — Pd cristalino ou amorfo, de sabor fracamente
amargo.

Conservaglo — Recipientes bem fechados.

Armazenagemn — Proteger da luz.

Categoria — Anticoagulante.

Zinco, ativado

Preparagfo — Cobrir uma quantidade de zinco granulado
com solugdo de dcido cloroplatinico(IV} contendo
S0 ug/ml. Deixar em repouso durante 10 minutos. Apds
lavar, escorrer & secar imediatamente.

Conservacdo — Recipientes bem fechados,

Zinco, granulado

Simbolo e masse atbmica — Zn — 65,38

Descrig§e — Metal lustroso branco-azutado. Estdvel ao ar
seco. Converte-se em carbonato basico quando exposto
4 umidade.

Caractar/stices fisices — Toma-se maledvet a 100-150 °C.
Queima em presenga do ar com chama verde-azulada.
Canservagdo — Recipientes bem fechados.

Armazensgemn — Proteger da umidade,

Seguranca — Thxico!

Zinco SRA — 5 mg/ml
Especificagfo - Contém 2,50 g de zinoo granulado em

" 20ml de dcido cloridrico S M. Completar com dgua a

500 mlL
Consarvago — Recipientes bem fechados, inertes (tipo

polietileno).




XII1.3. SOLUCOES VOLUMETRICAS

As solugdes volumétricas (SV) estdo acompanhadas de método de padronizagdo, embora possam existir outros que

conduzam ao mesmo grau de exatiddo.

Os valores obtidos na padronizagfo sdo vilidos para todos o5 usos farmacopéicos.

Os reagentes empregados devem possuir grau quimicamente puro e, quando necessitio, ser submetidos i dessecagio.

As solugdes volumétricas sio padronizadas e usadas 2 temperaturas ao redor de 25 °C. Diante de variagdes signifi-
cativas de temperatura, a solugio volumétrica deve ter titulo confirmado na mesma temperatura ou ser aferida me-

diante fator de comecio,

Acido cloridrico M SV
Especificagfo — Contém 850 ml de écido cloridrico
em dgua a 1000,0 ml,
Padronizeglo — Pesar exatamente cerca de 1,5g de
carbonato de sbdio anidro. Juntar 100 ml de dgua e
duas gotas de vermetho de metila SI. Adicionar o dcido

lentamente, a partir de bureta, até coloragio rosea fraca..

Aquecer 3 solugio até ebulicdo; esfriar e continuar a
titulagdo. Repetir esta seqiiéncia de operagbes até que o
aquecimento nfo afete a colora¢io résea. Caloular a
molaridade, Cada 52,99 mg de carbonato de sédio anidro
equivale a 1 ml de dcido cloridrico M.

Conservaglio — Recipientes herméticos.

Armarenagem — Proteger do calor.

Acido perciorico 0,1 M em icido acético

Especificagio — Contdm 10,0 g em dcido acético a
1000 ml.

Padronizecfie — Dissolver, sob agitagio, 8,5 mi de dcido
perclorico em 200 a 300 ml de dcido acético placial.
Acrescentar 20 ml de anidrido acético, diluir a mistura a
1000,0 mi com dcido acético glacial e deixar em repouso
por 24 horas. Determinas o teor de dgua, que deve situar-
se entre 0,02 e 0,05%. Pesar exatamente cerca de 700 mg
de biftalato de potdssio previamente pulverizado ¢ des
secado a 120°C por 2 horas ¢ dissolvé-lo em 50 ml de
dcido acético glacial em frasco de erenmeyer de 250 mlde
capacidade, Adicionar 2 gotas de cloreto de metilrosanil-
nio e titular com a solugfio de icido perclérico até que u
coloragdo viokta mude para verde-esmeralda. Cada 20.42
mg de biftalato de potdssio equivale a 1 ml de dcido per-
clorico 0,1 M.

Acido sulfirico M SV

Especificagfo — Contém 98,07 g de acido sulfiirico em
agua a 1000,0 ml. i
Padronizagke — Adici I 1te, sob agitagio,
60,0 ml de 4cido sulfirico sotre 1020 mi de 4gua. Esfriar
‘a temperatura ambiente. Determinar a molaridade por
titulagfo com carbonato de sédio, conforme descrito
para dcido cloridrico M, porém pesando exatamente cerca
de 3.0 g de carbonate de sédio anidro. Cada 105,98 mg de
carbonato de sddio anidzo equivale a 1 ml de dcido sulfd-

rico M.

Bromato de potissio 0.1 M SV

Especificagio — Contém 16,704 g de bromato de potissio
em Aguaa 1000 mi.

Padronizaglo ~ Medir exatamente volume em torno de
40 ml da solugio de bromato de potdssic. Juntar 30¢
de iodeto de potdssio e 3,0 ml de dcido clorfdrico SR.
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Aguardar $ minutos e titular © iodo liberado com tiossul-
fato de sddio 0,1 M, usando 3,0 mi de amido SR como
indicador. Preparar um branco. Corrigir ¢ calcular a
molaridade. Cada ml de bromato de potdssio corresponde
a 6 mi de tiossulfato de sédio 0,1 M.

Conservagio — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

Diclorofenol-indofenol, solugio padsi
Proparacio — Dissolver 0,05g de 2,6-diclorofenol-indo-
fenol sodico em 50 ml de dgua com 0,042 mg de bicar-
bonato de sbdio. Agitar vigorosamente. Apos dissolucdo,
completar com dgua a 200 ml. Filtrar.

P, izacBo — Pesar exat te 50 mg de deido ascor-
bico e diluir com 4cido metafosforico-acético SR a
50 ml. Para balio de 50m}, transferir imediatamente
2mi da solugio de 4cido ascérbico e adicionar 5ml
de jcido metafosférico-acético SR. Titular rapidamente
com a solugdo de dictorofenol-indofenol até persistic cor
résea por, pelo menos, 5 segundos. Fazer determinagdo
em branco, titulando 7 mi de dcido metafosférico-acético
SR, adicionada de quantidade de dgua igual 3 da solugdo
de diclorofenokindofenol usada na titulagio do dcido
ascérbico. Expressar a concentragdo da solugio padrio
em termos de seu equivalente em mg de Acido ascdrbico.
Conservacko — Recipientes bem fechados,

Edetato dissédico 0,05 M SV

Sinonimia — EDTA dissodico 0,05 M, etilenodiaminote-
traacetato dissddico 0.05 M.
Especificogfio — Contém 18,6 g de edetato di
dratado em dgua a 1000 ml

Padronizagsio — Pesar exatamente cerca de 200 mg de
carbonato de cilcio. Transferir para copo de béquer de
400 m] e adicionar 10 ml de fgua. Agitar e cobrir o copo
com vidro de relégio. Juntar 2 ml de dcido cloridrico
dilufdo e agitar até dissolugdo do carbonato de célcio,
Lavar as paredes do copo de béquer e o vidro de reldgio
com dgua até cerca de 100 ml. Continuar agitando,
magneticamente. Adicionar 30 ml da solugic de edetato
dissddico a partir de bureta de 50,0 ml. Juntar 15 mi
de hidroxido de sbdio SR e 300 mg do indicador azul de
hidroxinaftol. Continuar a titulagio da solugio de edetato
dissodico até cor azul. Calcular a molaridade.

Conservag§io — Recipientes bem fechados.

Hidroxido de potissio M SV

Preparsgio — Dissolver 60 g de hidréxido de potdssio em
dgua a 1000 mi. Adicionar solugdo saturada de hidré-
xido de bario, recentemente preparada, até que ndo se
forme mais precipitado. Agitar ¢ deixar em repouso
durante aproximsadamente 12 horas. Decantar o iiquido
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limpido, ou filtrar, e transferir para recipientes de mate-
ria] inerte (tipo polietileno}.

Padronizagdo — Usar o mesmo procedimento adotado
para o hidréxido de sédio M.

Conservacdo — Recipientes bem fechados, Inertes (tipo
polietileno).

Seguranga ~ Cdustico.

Hidrdxido de sddio M SV
Preparaclo — Preparar solugdo de hidréxido de s6dio 50%

(p/V) com 4gua isenta de didxide de carbono. Esfriar 3
temperatura ambiente ¢ deixar sedimentar. Retitar 82 ml
do sobrenadante e diluir com dgua a 1000 ml,
Padronizagdo — Pesar exatamente cerca de S g de bifta-
lato de potdssio dessecado e dissolver em 75 ml de
dgua isenta de didxido de carbono. Juntar duas gotas de
fenolftaleina S e titular com a solugio de hidréxido de
sodio até formagio permanents de cor 1ésea. Cada ml de
hidréxido de sodio M SV equivale a 204,22 mg de bifta-
lato de potdssio.

Consarvagfo — Recipientes bem fechados, inertes (tipo
polietileno). Rolhas providas de tubo contendo a mistura
hidréxido de sédio e 4xido de cilcio.

Armezenagem — Proteger do dioxido de carbono.
Seguranga — Chustico.

Informag8o adicional — Conferir o tftulo com frequiéncia,

Hidroxido de tetrabutilaménio 0,1 M

Especificacde — Contém 25,95 g em metanol-tolueno a
1000 ml.

Precaracio — Dissolver 40 g de iodeto de tetra-m-
butilamdnio em 30 ml de metanol anidre, em frasco de
erlenmeyer provido de sotha esmerithada. Colocar em
banho de gelo, adicionar 20 g de 6xido de prata pulveri-
zado, tampar o frasco e agitar vigorosamente por 60 mi-
nutos, Retirar alguns ml e centrifugar. Verificar presens
¢a de iodeto no liquido sobrenadante. Se o teste € positivo,
adicionar mais 2 g de dxido de prata e deixar em repouso
por 30 minutos, agitando ocasionalmente. Filtrar através
de funil de placa porosa, lavar o erlenmeyer ¢ o funil
com 3 porgGes de 50 ml de tolueno e juntar o tolueno
de lavagem ao filtrado. Completar o volume a 1000 ml

com a mistura de trés volumes de tolueno anidto ¢ um
volume de metanol anidro. Pagsar sobre a solugfo, por
10 minutos, corrente de nitrogénio isento de didxido
de carbono. Guardar em recipiente protegido do didxido
de carbono e da umidade. Consumir em 60 dias. Deter-
minar 2 molaridade no dia de uso, dissolvendo cerca de
400 mg de dcido benzdico exatamente pesados, em
80 ml de dimetilformamida. Adicionar a esta solugdo
3 gotas de solugdo de azul de timol em dimetilformamida
a 1% (p/V) e titular com solugdo de hidroxido de tetrabu-
tilamdnio a1é coloragio azul. Utilizar bureta provida de
tubo de absorgdo de didxido de carbono. Efetuar cnsaio
em branco. Cada ml de hidrdxido de tetrabutilambnic
equivale a 12,21 mg de dcido benzbico,

lodo 0.1 MSY

Preparachio — Dissolver cerca de 13 g de iodo em 100 ml
de iodeto de potdssio 3.6 por cento (p/V). Juatar trés
gotas de dcido cloridrico e completar com dgua a
1000 mi.

Padronizacfo — Pesar exatamente cerca de 150 mg de
triéxido de arsénio. Dissolver em 20 ml de hidréxido de
sédio M, aquecendo se necessirio. Adicionar 40 ml de
dgua, duas potas de alaranjado de metila Sl e dcido clori-
drico diluido até cor rdsea. Juntar S0 ml de carbonato

de sodio a 4,0 por cento (p/V) e 3,0 ml de amido SI.
Titular com a solugio de iodo, a partir d& bureta, até
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cor azul permanente. Calcular a molaridade. Cada 4,946
mg de tridxido de arsénio equivale a 1,0m) de iodo
0,1 M,

Conservaglo = Reclpientes de vidro bem fechados.
Armazansgem — Proteger da luz.

Metdéxido de sédio 0,1 M 8V

Especificagfo — Contdm 5402 g em solugfo tolueno-
metanol a 1000 ml,

Padronizecdo - Esfriar em banho de gelo 150 m! de
metanol, contidos em balfo volumétrico de 1000 mk.
Adicionar, em pequenas porgdes, cerca de 2,5 g de sédio
metdlico recém-cortado. Apés a dissolugdo do metal,
adicionar toluenc até completar 1000 ml e misturar.
Manter esta solugfo em recipiente ao abrige do didxido
de carbono. Pesar exatamente cerca de 400 mg de dcido
benzbico, dissolver em BO ml de dimetilformamida, adi
cionar 3 gotas de solugdo de azul de timol em dimetilfor-
mamida a 1% (p/V) e titular pela solugo de metéxido de
sddio até o aparecimento de coloragdo azul. Cada 12,11
mg de dcido benzbico equivak a 1 ml de metdxido de
sodio 0,1 M,

Nitrato de mercirio(I1) 0,1 M SV

Sinonimig — Nitrato mercdrico 0,1 M.

Preparagio — Dissolver cerca de 35 g de nitrato de merca-
fioll) em §5,0 ml de icido nitrico e 500 m! de Agua.
Completar com dguaa 1000 ml.

Padronizecio - A 20,0 ml desta solugdo, adicionar 2 m)
de 4cido nitrico SR e 2 mi de sulfato férrico amoniacal
SR. Resfriar & temperatura inferior a 20 °C e titular com
tiocianato de amonic 0,1 M até aparecimento permanenie
da coloragio marrom. Calcular a molaridade.

Conservacho — Recipientes bem fechados,

Nitrato de prata 0,1 M SY

Preparagéo — Dissolver cerca de 17,5 g de nitrato de
prata em éigua a 1000 mi.

Padronizegio — Pesar exatamente cerca de 100 mg de
cloreto de sodio, dessecado; transferir para copo dec
béquer de 150 ml ¢ dissolver em 5 ml de dgua. Juntar
Sml de dcido acético SR, 50 ml de metanol ¢ trés
gotas de eosina Y SI. Agitar, de preferéncia com agitador
magnético, ¢ titular com a solugfo de nitrato de prata.
Calcutar a molaridade. Cada ml de nitrato de prata 0,1 M
SV corresponde a 5,844 mg de cloreto de sodio.

Conservagfo — Recipientes bem fechados.
Armazensgem — Proteger da luz.

Nitrito de sédio 0,1 M SV

Especificaggo — Contém 6,900 g de nitrito de sédio em
dgua 3 1000ml,

Padropizacfo — Dissolver 7,5g de nitrito de sédio em
dgua e completar o volume a 1000 ml.  Pesar exatamente
cerca de 500 mg de sulfanilamida previamente dessecada
por 3 horas a 105 °C. Transferit para béquer, adicionar
20 ml de dcido cloridrico e 50 ml de dgua. Agitar até
dissolugfo ¢ esfriar a 15 °C. Mantendo a temperatura ctn
torno de 15 °C, titular lentamente com solugdo de nitrito
de sodio wsando como indicador externo amido iodetado,
até viragem. Cada 17,22 mg de sulfanilamida equivalern
a 1 mi de nitrito de sédio 0,1 M.

Sulfato de zinco 0,1 M SV

Especificagdo — Contiém 16,144 g de sulfato de zinco
heptaidratado em aguaa 1000 ml.

Preparacio - Dissolver 28,8 g de sulfate de zinco em
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dgus ¢ completar o volume a 1 000 ml. Pipetar 20 ml
da solugfo de edetato _dlssbdico 0,05 M para um frasco
de Erlenmeyer de 250 ml e adicionar, nesta ordem, 20 ml
de solugo tampao dcido acdtico-acetato de amdnio.
100 ml de dlcool e 2 ml de ditizona SR. Titular pela
solugfo de sulfato de zinco até a coloragfo rosa claro,
Calcular a molaridade,

Tetrafenilborsto de sédio 0,02 M SV

Preparagho — Dissolver 6,845g de tetrafenilborato de
sédio em dguan 1000 mL

Padronizepko — Pipetar duas porgdes de 75 ml em dois
copos de béquer. A cada um deles, adicionar 1,0ml de
dcido actico SR, 25ml de ggua e, lentamente, sob
agitagfo, 25 ml de biftalato de potdssio a 5,0 por cento
(p/V). Deixar em repouso por duas horas. Filtrar uma
das misturas em cadinho filtrante, de vidro sinterizado
(porosidade 100-160 micrdmetros) e lavar 0 precipitado
com dgua fria. Transferir o precipitado com 50 mlde dgua
¢ agitar intermitentemente por 30 minutos. Filtrar e usar
o filtrado como solugdio saturada de tetrafenilborato de
potdssio no seguinte procedimento de padronizago.
Filtrar & segunds mistura em cadinho filtrante, de vidro
sinterizado, tarado, e lavar com trés porgbes de Sml da
soluglo saturada de tetrafenilborato de potdssio. Secar o
precipitado a 105 °C durante uma hora, Cada g de tetra-
fenilborato de potdssio equivele a 955,1 mg de tetrafenil-
borato de sédio. A partir do peso do tetrafenilborato de
sédio obtido, calcular & molaridade da solugdo.
Consorvaghio — Recipientes bem fechados.
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Estabilidade — Usar solugdes recentes,

Tiacianato de amdnio 0,1 M 8V

Preparaclo — Diwsolver cerca de 8,0 g de tioclanato de
amdnio em dgua 8 1000 ml.

Padronizacio — Misturar exatemente 30 ymi de nitrate
de prata 0,1 M com 50,0 ml de ggua, 2,0 m! de dcido
nftrico SR e 2,0 ml de sulfato férrico amoniacal SR.
Titular com e solugdo de tiocianato de aménio atd apare-
cimento da cor castenho-avermelhada. Calculer & mola-
ridade.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Tiossulfato de sédio, 0,1 M SV

Preparagio - Dissolver cerca de 25 g de tiossulfato de
sédio pentaidratado e 200 mg de carbonato de sddio em
4gua, recentemente fervida e resfriada, a 1000 mt.
Padronizecho — Pesar exatamente cerca de 210mg de
dicromato de potéssio, pulverizado e dessecado, e dissol-
ver em 100 ml de dgua. Transferir para balfo de 500 ml
¢ adicionar 3,0 g de iodeto de potdssio, 2,0 g de bicarbo-
nato de sbdio e 5,0 ml de dcido clorfdrico SR. Agitar
e deixar em repouso por 10 minutos no escuro. Titular
o iodo liberado com a solugic de tiossulfato de sodio
até cor verde-amarelada. Adicionar 3,0 ml de amido
SR e continuar a titulagfo até desaparecimento da cor
azul, Calcular a molaridade. Cada m! de tiossulfato de
sodio 0,1 M SV corresponde a 4,903 mg de dicromato
de potissio.

Conservagfo - Recipientes bem fechados.

Informagdio adicional — Conferir o titulo com freqliéncia.




Xi1.4. TAMPOES

Certos ensaios farmacopéicos exigem 0 ajuste ou a manutengio de pH. Para tal, empregam-se solugdes denominadas
tampes, capazes de suportar variaghes na atividade de fons hidrogénio. Os componentes regueridos estdo descritos no
item Reagentes. Os de natureza cristalina devem ser previamente dessecados a 110-1 20 °C por uma hora; utilizar dgua

isenta de diéxido de carbone. A armazenagem

deve ser feita em recipientes herméticos e apropriados. Considerar a

estabilidade no preparo das quantidades para consumo. A seguir, relacionam-se as solugdes ‘em ordem crescente de
valores de pH. Outros tampdes com caracteristicas particulares s3o descritos nos textos dos respectivos ensaios.

Tampio acetato - dcido cloridrico — pH 3.5

Preparagdo — Dissolver 250 g de acetato de amdnio em
35,0 ml de dgus. Adicionar 38,0 ml de dcido cloridrico
7M. Ajustar o pH com dcido cloridrico 2M ou com
hidréxido de aménio 5 M e diluir 2 100 mj com dgua.

Tampiio acetsto — pH 4,4

Preparagfo — Dissolver 136,0g de acetato de sédio e
77 g de acetato de amdnio em dgua e diluir a 1000 ml.
Adicionar 250 mi de dcido acético glacial ¢ homogeneizar.

Tampiio dcido acético - acetato de ambnio

FPreparagae — Dissolver 77,1 g de acetato de amonio
em dgua, adicionar 57,0 ml de dcido acético glacial e
completar com dgua a 1000,0 ml.

Tampdio fosfato — pH 6,0

Preparsgfo — Misturar 50,0 ml de fosfato de potdssio
monobisico 0,2M e 5,70 ml de hidréxide de sbdio
0,2 M. Completar o volume a 200 mi com agua.

TampSio fosfato — pH 6,8

Preparagfo — Dissolver 28,80 g de fosfato de sbdio
dibdsica ¢ 11,45g de fosfato de potdssio tribdsico em
égua e completar o volume a 1600 ml

Tampfo fosfato equimolar 0,025 — pH 6,86

Preparacho — Dissolver 3,53 g de fosfate de sédio dibdsico
e 3,39g de fosfato de potdssio monobdsico em dgua a
completar o volume a 1000 ml

Tamp#fo acetato pH 7,0

Preparsgdo — Dissolver 2,73 g de acetato de sédio
em aproximadamente 70 ml de dgua. Ajustar o pH a
7.0 com 4cido acético 0,5 M. Completar com dgua a
100 ml.

Conservago — Recipientes bem fechados.

Tampio fosfato M/15 —~ pH 7,0
Preparagfo — Dissolver 0,908 g de fosfato de potassio
monobdsico em dgua e diluir a 100 ml. Separadamente,
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dissolver 2,38 g de fosfato de sédio dibdsico em dgua ¢
diluir a 100 ml. Misturar 38,9 ml da solugio de fosfato
de potissio monobdsico com 61,1 ml de solucio de
fosfato de sddio dibdsico.

Tampio fosfato — pH 7,2

Preparecio — Juntar 250,0 ml de fosfato de potissio
monobésico 0,2M e 1750 ml de hidréxido de sbdio
0,2 M. Completar o volume a 1000 ml.

Tampio albumina-fosfato — pH 72

Preparagiio — Dissolver 4,26 g de fosfato de sédio dibdsico
anidro, 7,6¢ de cloreto de sédio ¢ 10g de albumina
sérica bovina em sgua. Completar o volume a 1000 ml
e antes de usar ajustar o pH com hidroxido de sodio
2 M ou com 4cido fosférico a 100,0 per cento (pfV).

Tamp#o imidazol - pH 7,4

Proparsgo — Dissolver 3,40 g de imidazel ¢ 5,84 ¢
de cloreto de sédio R em dgua, Adicionar 18,6 ml de
4cido cloridtico 1 M e completar com dgua & 1000 ml.

Tampio triscloreto de sédio — pH 7,5

Proparscio — Dissolver 7,27 g de trometaming ¢ 4,97 g
de cloreto de sodio em 950 ml de Agua. Ajustar o pH
em 7,5 com icido closidrico 2 M e completar com dgua a
1000 ml.

Tampio barbital — pH 8.6

Preparagio — A 129,0ml de acido clorfdrice 0,0 M
adicionar volume suficiente de barbital sédico 0,1 M
para completar 1000 ml

Tampio cloreto de amonio — pH 10,0

Praparago — Dissolver 5,4 g de cloreto de amdnio em
70 ml de hidréxide de aménio 5™ e diluir com dgua a
100 ml.

Tampio ambnia — pH 10,9
Preparagfo — Dissolver 67,5 g de cloreto de amdnio em
650 mi de ambnia 13,5 M ¢ diluir com dguaa 1000 ml.




XIII. ANEXOS

O conteitdo das monografias constantes dos anexos nfio se constitui em exigéncia farmacopéica, destinandose
tio-somente & orientagdo dos usudrios.
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XIIL.1. METODOLOGIA PARA O
TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIBACTERIANOS
(ANTIBIOGRAMA)

Utilizar os discos de sensibilidade a0s antibacterianos
que satisfagam ds exigéncias descritas na se¢do VIIL

0O armazenamento dos discos em seu recipiente origi-
nal deve ser feito entre as temperaturas de -20 a10 °C.
Antes de usar os discos, o recipiente deve ser mantido
em temperatura ambiente por 20 a 30 minutos para
descongelamento. Discos que contém penicilinas ou
inas, quando em recipi que jé foram
abertos, nio devem ser usados além de uma semana.

O meio de cultura recomendado para o teste do
antibiograma é o meio de Agar Mueller-Hinton, conten-
do 20 a 35 mg de Mg**/litro e 50 a 100 mg de Ca**/litro
cuja composigio por litro € a seguinte: infusdo de carne,
300 g; hidrolisado de casefna, 17,5 g; amido solivel,
1,5 g ¢ dgar, 10,0 g; pH 7,2-7,4 apds a esterilizagdo,
Na preparagio do indculo é recomendado o meio de
caldo Muelier-Hinton.

cefal 4

METODOLOGIA

1.1 — Preparar e esterilizar 60 mi de Agar Mueller-
Hinton ¢ passar paza placa de Petri de 150 mm de diame-
tro, ou 25 mi, se a placa de Petri for de 90 mm de dié-
metro. Aguardar 30 minutos para completa solidificagdo.
Esta solidificagio pode ser feita em incubadera a37°C,
para total evaporagdo das gotas de dgua de condensa¢ao
formadas sobre a superficie do meio de cultura.

1.2.— Para microrganismos de dificil crescimento,
como cstreptococos, gonococos e Haemophilus, podem
ser adicionados a0 meio 5% de sangue desfibrinado de
cavalo, carneiro ou humano (se isento de substincias
inibidoras), “‘achocolatando-o™, se for o caso.

1.3 — Repicar, com auxilio de alga, quantidade nio
inferior a trés colonias idénticas do microrganismo a
ser testado, para 5 ml de meio de cultura em caldo (Caldo
Mueller-Hinton). Incubar o caldo inoculado por 2 a 8 horas
4 temperatura de 35-37 °C. Nio usar mistura de microrga-
nismos na preparagio do antibiograma nem indculos
obtidos por crescimento microbiano de 16-18 horas, a
nfo ser para microrganismos de dificil crescimento.
Contudo, deve ser observada a turbidez padriio.

1.4 — Ajustar a turbidez do crescimento em caldo,
comparando-a 4 turbidez de solugio de sulfato de birio,
assim preparada: 0,5 ml de cloreto de bério diidratado
(BaCl, . 2H,0) a 1,175% (p/V) € 99,5 ml de solugdo de
fcido sulfirico (H,50,)a 1% (0,18 M).

1.5 — Umedecer zaragatoa de algoddo estéril (50-100
mg/algoddo) no caldo indculo ajustado, pressionando-o
contra as paredes do tubo para remover o excesso de
caldo, €, em seguida, esfregd-lo nas virias diregdes sobre
a superficie do meijo contido na placa. Entreabrir a tampa
desta por 3 a § minutos para a secagem do esfregago.

1.6 — Depositar os discos sobre a superficie inoculada
com o auxilio de pinga flambada ¢ fria. Pressionar os
discos para meihor aderéncia ao meio, mantendo-os a
distincia suficiente para evitar a superposig@o de zonas de
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inibigdo. Recomendase colocar apenas um disco de
antibacteriano de cada grupo.

1.7 - Incubar a placa em posigio invertida por uma
noite (16-18 horas) 4 temperatura de 35-37 °C. Incuba-
¢bes em anaerobiose ¢ CO, devem ser padronizadas.

Em caso de emergéncia, poderdo ser consideradas
leituras feitas antes do tempo estipulado, mas as leituras
definitivas s6 o serfio apds o tempo estabelecido.

1.8 — Proceder &s leituras dos halos de inibigio com o
auxilio de régua comum, paquimetro ou aparetho éptico,
visualizando os referidos halos sempre da mesma posigio.
Interpretar os halos de acordo com as Tabelas 1 e 2.

19 Expressar os resultados das leituras dos halos
de inibigio usando os seguintes obdigos: S, MS, 1 e R.

“§" — Senstvel:

Esta categoria infere que a cepa testada pode ser
apropriadamente tratada com dose do agente antibacte-
riano recomendada para esse tipo de infecgdo e espécies
infecciosas, a menos que seja contra-indicado,

“MS” — Moderadamente Sensivel:

Esta categoria inclui cepas que podem ser inibidas
por concentragdes de certos agentes antibacterianos
(ex.: beta-lactimicos), os quais podem ser usades em
altas doses ou ainda em sitios corporais onde os anti-
‘bacterianos se concentram mais. No caso de enterococos
moderadamente sensfveis sugere-se o uso de altas doses
de penicilina associada a aminoglicos{dio, se proveniente
de infec¢do sistémica grave.

“P* — Inrermedidria:

Esta categoria interpretativa estabelece limites dentro
dos quais sfo incluidos erros incontroliveis de técnica.
Zonas de inibigio que caem dentro destes limites sdo
consideradas equivocas. Se outros antibacterianos ndo
puderem ser usados, recomenda-se o teste de sensibilidade
por diluigio seriada.

“R" — Resistente.

Nesta categotia enquadram-se as cepas gue ndo S0
inibidas pelos antibacterianos que, administrados em
doses mormais, ndo alcangam niveis séricos e teciduais
satisfatorios.

Notas:

a) Na leitura dos halos de inibigio poderio ser obser-
vados alguns fatos, como, por exemplo, o aparecimento
do véu do Proteus dentro do halo, quando este microrga-
nismo ¢ testado, fato este que deve ser desconsiderado.

b) No caso de virias coldnias se desenvolverem
dentro do halo de inibig@o, deverd ser investigada a
pureza da cepa sob teste. Se a cepa for realmente pura,
comunicar o fato ao clfnico.

¢} Certos antibacterianos produzem halos duplos,
sendo um claro interne e outto turvo logo 2 seguir;
considerar o halo turvo.

d) ModificagGes na preparagdo do indculo, bem como
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Tabela ] — Padriio pars interpretagfio de halos de inibigdo

2Zons de inibigho ém mm

Quantr-
Antibacterienss d::’ Cédigo Resis- | In r::’-na M o‘;: - S
disco téncia didria damenty s fval
sensivel

Amicacina (b} 30 ug AMi <14 15— 16 - > 17
Ampicilina {c)

p/ Grem-negativos entéricos 10 ug AMP <1 12-13 - >14

p/ Staphyiococcus Id) 10 ug AMP <28 - - >29

p/ Haemophilus sp {s) 10 ug AMP <19 - - >20

p/ Enterococos {f, g) 10 ug AMP <18 - >17 -

p/ Estreptococos nio enterococos {f, g) 10 ug AMP <21 - 22-29 > 30
Benzitpenicilina

p/ Staphylococcus (d) 10U, PEN <28 - - > 28

p/ N. gonorrhosse tou. PEN <19 - - >20

p/ Enterococos (f, gl 1ou. PEN <14 - > 15 -

p/ outros cocos Gram-positivas (f, g) 10U, PEN <198 2027 - >28
Canemicina 30 ug CAN <13 14-17 - >18
Carbenicilina

p/ Enterobactéries (d) 100 ug CAR <17 18-22 - >23

p/ Pssudomonas 100 ug CAR <13 14-16 - >17
Cefalotina (h) 30ug CFL <14 [ 16~17 - >18
Cefazolina (h) 30 ug CF2 <14 1517 - > 18
Cafotaxima (h) 30 ug CTX <14 - 15 - 22 >23
Cafoxitina {h) 30 ug CFO < 14 16 —17 - >18
Cafuraxima {h) 30 g CAX €14 | 15-17 - >18
Clindamicina (f) 2 ug cLI <14 15 -186 - >17
Clorenfenicol 30 ug CLO <12 13-17 - >18
Doxiclclina {1) 30 g DOX <12 13=15 - > 18
Eritromicina 15 ug ERI <13 14 -~17 - »>18
Estreptomicina 10 pug EST <11 12 -14 - >15
Gentamicing {b) 10 ug GEN <12 13-14 - >15
Minccicling (1) 30 g MIN <14 15~18 - 219
Nalldfxice, dcido (i) 30 g NAL <13 14-18 - >18
Netiimicins (b) 30 ug NET <12 13-14 - »15
Nitrofurentoina {i} 300 »g NIT <14 16— 16 - >17
Oxacilina

p/ Staphylococcus {m) 1 ug OXA <10 11 -12 - >13

o/ Prneumococas-penicilina sensivels (e) 1 ug OXA <19 - - >20
Sulfametoxazol + Trimatoprima (*) 25 ug SUT <10 | 11-18 - >16
Sulfonamidas i, n) 300 wp SuL <12 13-16 - >17
Tetracicline (1) 30 ug TET < 14 15 ~ 18 - >19
Tobramicina (b) 10up TOB <12 13-14 - >16
Trimetoprima (i, n) S ug TRI <10 11-186 - > 18
Vancomicina 30 ug VAN <8 10-1 - >12

{*) Sultamstoxazol / Trimstoprime 23,75/1,25 up
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Tabela 2 — Padrio para interpretagdo de halos de inibigio — outros agentes antibacterianos

XIIL1,-3

Zons de inibicho em mm
anti ) Quanti- ) a) fa}
ntibacterianos d;c:‘;go Cédigo Resis- | Interme- ::1;:::;; Samsival
tdncis didria sansivel
Bacitracina 10 UL BAC < 8 9-12 - > 13
Becanamicing 30 ug BEC <13 14 =17 - > 18
Calistina 10 ug coL < 8 9-10C - > 1
Dibecacina 30 ug CIB <13 14 -17 - >18
Espiramicina 100 pg ESP <15 16 - 21 - > 22
Fosfomicina 50 ug FOS <11 12-17 - >18
Neomicina 30 ug NEO <12 13-16 - >17
Novobiotina 30 »g NOV <17 1B8-—21 - >22
Pipemfdico, écido 20 ug PIP <13 14 -~ 18 - >19
Pirom(dico, dcido 50 ug PIR < 8 9—14 - > 15
Palimixina B 300 ug POL < 8 g9-—11 - »>12
Ribostamicina 50 ug RIB < 9 10 —14 - »>15
Rifamicina 8 30 wp RFM <33 - - >34
Rifempicina
p/ N. meningitidis 5 ug RIF <24 - - »25
ocutros organismos 30 ug RIF <11 12-18 - 19
Rifampicine + Trimetoprima 356 up RIT <11 12-14 - > 15
Sisomicina 10 ug 518 <14 15-18 - > 20
Tabeis 3 — Limites para o controle laboratorial dos discos em meio de
Agar Mueller-Hinton sem sangue ou suplementos
Antibactarianos O e e ATCE 35,922 AToC 25923
{mm) {mm)
Amicacina 30 ug 19 ~ 26 20 - 26
Ampicilina 10 ug 16 — 22 27 - 35
Banzilpanicilina 10 UL - 26 — 37
Canamicing 0 ug 17-25 19-26
Carbenicitine 100 ug 23-29 -
Cefalotina 30ug 17 - 22 29 - 37
Cafazolina 0 ug 23-29 29-35
CefotaxIma 30 ug 29—~ 35 25 - 31
Cafoxitina 30 ug 23-29 23-29
Cefuroxima 30 up 20 - 26 ) 27 - 35
Clindamicina 2up - 24 - 30
Cloranfanicol 30 ug 21-27 19-26
Colistina 10 up 11 -15 -
Doxiciclina 30 4g 1B8-24 23-29
Eritromicina 15 ug - 22 - 30
Estreptomicine 10ug 12-20 14 -22
Gentamicing 10 ug 19 - 26 19 - 27
Minacitlina 30 ug 19 -25 26-30

F. BRAS. [V, 1988
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Tabela 3 (Continuacio)

Antibacterianos Quantidade E. coli S. eureus
no disco ATCC 25,922 ATCC 25,923
{mm) fmm)
Nalidixico, dcido 30 ug 22 - 28 -
Neomicina 30 ug 17-23 18-26
Netilmicina 30 g 22 -30 22-3
Nitrofurantofna 300 ug 20-25 18—-22
Oxecilina 1ug - 18- 24
Polimixina E 300 U.I. 12-16 7-13
Sulfametoxazol + Trimatoprime 25 ug 24 — 32 24 — 32
Sultonamidas 300 ng 18 — 26 24 - 34
Tetraciclina 30 ug 18— 25 19— 28
Tobramicina 10 kg 8- 26 19-29
Trimetoprima 5 pg 21-28 21-28
Vancomicina 30 g - 15-19

Tabela 4 — Limites para controle laboratorial de discos em meio de Agar Mueller-Hinton
sem sangue ou suplementos — outros agentes antibacterianos

P. aeruginosa S. faecalis
Antibacterian Quantidade AToe o7 953 ATCC 29.212 ou
cerianos no disco (mm) ATCC 33.186
fmm)
Amicacina 30 ug 18 —26 -
Carbenicilina 100 ug 18 -24 -
Cefotaxima 30 g 18-22 -
Genamicina 10 19 1B- -
Netilmicing 30ug 17 -23 -
Polimixina B 300Ul 11 —16 -
*Sulfametoxazol + Trimetoprima 25 ug -
Tobramicina 10ug 19-25

(%) Para determinar se o meic de Mueller-Hinton possui nivel de timina ou timidina, testar os discos de sulfamato-
xgzol + trimetoprima frente 4 cepa de Streptococcus faecalis, ATCC 29.212 ou ATCC 33.186.

Zona de inibicfo entre 24 e 32 mm, essancialmente isanta de tdnues coldnias bacterianas, indica nivel suficientemante
baixo dos referidos compostos quimicos.
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0 uso de camada de superficie em placas com base, podem
ser empregadas se estes procedimentos forem padroniza-
dos com c¢ulturas de controle de modo que o3 resultados
obtidos p ser iderad ival iquel

obtidos com s-zaragatoa de algodio.

1.10 — Controle laboratorial dos discos.

Controlar a validade do antibiograma através de
testes dos discos, utilizando as seguintes cepas bacterianas:
Streptococcus faecalis ATCC 29212 ou 33186. Os halos
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Streptococcus faecalis ATCC 29212 ou 33186. Os halos
de inibigio deverdo estar dentro dos limites estabelecidos
para os principais antibacterianos constantes das Tabelas

Jed.

a) A categoria “intermedidria” deve ser informada,
pois ela indica geralmente resultado equivoco. A categoria
“moderadamente sens{vel”’ deve ser informada para
indicar sensibilidade sob certas condigbes. Outros beta-
lactimicos estio sendo considerados, por definicdo,
como eng dos na ia de '‘moderad t
sensivel”,

b) O tamanho das zonas obtidas com os aminoglico-
sidios, particularmente no teste para Pseudomonas,
depende muito da variagfo do conteddo de citions
divalentes contidos no meio de cultura. Este padrio
interpretativo deve ser usado somente com o meio de
Mueller-Hinton, ¢ qual no teste de controle produz
zonas de inibigdo que caem dentro dos limites reco-
mendados na Tabela 3 quando se usa a P. aenuginosa
ATCC 27853. Organismos enquadrados ha categoria
“Intermedidria” podem ser sensiveisou resistentes quando
testados pelo método de diluigdo seriada e neste caso
devem ser classificados como indeterminados quanto &
sua sensibilidade.

¢) Disco referéncia para ampicilina, amoxicilina,
bacampicilina, epicilina, hetacilina, metampicilina.

d) Cepas de §. aureus resistentes produzem beta-lacta-
mase, sendo preferido o disco de 10 Ul de penicilina.
A benzilpenicilina deve ser usada para testar a sensibili-
dade de todas as penicilinas penicilinase-sensiveis, tais
como ampicilina, amoxicilina, bacampicilina, hetacilina,
carbenicilina, epicilina e metampicilina. Os resultados
podem ser aplicados também a fenoximetilpenicilina ¢ &
feneticilina.

&) Ao testar Haemophilus usar o meio de Agar
Mueller-Hinton suplementado com 1% de hemoglobina
{ou 5% de sangue de cavalo) ¢ 1% de suplemento de
enriquecimento sintético ajustando o pH para 7,2. Prc
parar o inbculo suspendendo com caldo de Mueller
Hinton o crescimento bacteriano contido em placa de
igar chocolate de modo 2 obter a turbidez padrao do
sulfato de bdrio (1-4). Grande maioria de Haemophilus
ampicilina-resistente produz quantidade detectdvel de
beta-lactamase,

f) Para enterococos, outros Streptococcus sp e
organismos sensiveis a penicilinas nfo produtores de
penicilinase, a interpretagic “intermedidria™ deve ser
informada como sendo ‘“moderadamente sensivel”.

q
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Resultados dentro desta categoria incluem enterococos
contidos no sangue ou em tecidos gravemente infectados
para os quais sdo exigidas altas doses de penicilinas ou
ampicilina, geralmente combinada com um aminogli-
cos{dio, para melhorar a resposta terapéutica ¢ agdo
bactericida.

g) Para estreptococos, estafilococos ¢ outros orga-
nismos sensfveis a penicilinas o resultado “sensivel” deve
ser informado como sendo “muito sensivel”. Ccpas de ente-
rococos (S. f , 8. faecalis. e §. di ) que prod; 1
zonas de imbiggo > 30 mm para & ampicilina ou > 28 mm
para a benzilpenicilina sdo bastante incomuns ¢ neste
caso deve ser reexaminada a especificagio do procedimen-
to para os £stréptococos.

h) Cefazolina, cefotaxima e cefoxitina sfo beta-
lactimicos com largo espectro de atividade contra bacilos
Gram-negativos em relagio a outras cefalosporinas previa-
mente aprovadas. Portanto, o disco de cefalotina ndo
pode ser usado como disco referéncia para estes anti-
bacterianos.

O disco de cefalotina é usado para testar sensibilidade
a cefalotina, cefaclor, cefadroxils, cefalexina, cefalori-
dina, cefapirina e cefradina.

Cefazolina, cefotaxima e cefoxitina devem ser testadas
separadamente. Estafilococos que mostram resisténcia i
oxacilina devem ser informados como resistentes a anti-
bacterianos tipo cefalospotina, independente do diimetro
da zona, uma vez que na maioria dos casos infecedes
causadas por estes organismos sdo clinicamente resistentes
as cefalosporinas.

i) Dados de sensibilidade ao dcido nalidixico, nitro-
furantoina, sulfonamidas e trimetoprima sio aplicdveis
somente a otganismos isolados de infecgdes do trato
urindrio.

j) O disco de clindamicina & usado para testar a sensi-
bilidade de ambas, clindamicina e lincomicina.

1) Tetraciclina é o disco referéncia para todas as
tetraciclinas e os resultados podem ser aplicados & clor-
tetraciclina, doxicicling, icli oxitetracicli
rolitetraciclina. Todavia, certos organismos podem ser
mais sensiveis & doxiciclinz e minociclina do que & tetra-
ciclina.

m) Os resultzdos obtidos com 2 oxacilina, penicilina
resistente i betadactamase, podem ser aplicados & cloxa-
cilina ¢ 3 dicloxacilina. Oxacilina € o disco preferido
devido 3 maior resisténcia 4 degradagiio na armazenagem
na sua aplicagio nos testes com pneumococos ¢ ainda
detects oepas heterorresistentes mais facilmente.
Quando resultados intermedidrios forem obtides com
estafilococos estas cepas deverio ser posteriormente
mnvestigadas para determinar s elas sio heterorresis-
tentes.

n) Em lugar de qualquer outra sulfonamida pode-se
usar o disco de sulfadiazina. Meio de cultura contendo
sangue, exceto meio contendo sangue lisado de cavalo,
nfo é recomendado para testar sulfonamidas. O meio
de Agar Mueller-Hinton deve ser tio isento de timidina
quanto pessivel para testar as sulfonamidas efou trime-
toprima.




XIII.2. ANIMAIS DE LABORATORIO

Os animais de laboratbrio sfio empregades em ensaios
farmacopéicos com a finalidade de avaliar limites de
contaminantes indesejiveis ou como reagentes para
andlises quantitativas de principios ativos.

Entre os fatores que alteram as respostas dos sistemas
bioldgicos, podem ser mencionados: condigGes sanitérias,
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ambientes, nutricionais e genéticas. Estes fatores devem
ser controlados durante a criacdo ¢ a experimentagic
parz a obtengio de animais padronizados. Tedas as
caracteristicas mencionadas devem ser descritas perfei-
tamente nos protocolos dos ensaios.
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Os animais de laboratdrio sdo classificados em diversas
categorias sanitirias, de acordo com sua carga parasito-
16gica, bacteriolégica, micol6gica e viral, Adota-se classifi-
ca¢do de cinco categorias, sendo desctitos os microrga-
nismos que devem estar ausentes em cada categoria
(Tabela I).

Recomendase o emprego das categorias 1 ¢ II no
ensino ¢ em experimentos de curta duragio. As cate-
gorias 1ll e IV devem se constituir no animal padrio
a ser usado em toda atividade biomédica ¢ é imprescin-
divel seu emprego em investigagdes de longa duragdo,
como, por exemplo, em estudos farmacotoxicoldgicos
pré-clinicos. A categoria V é de dificil obtengdo, ndo
sendo empregada em ensaios farmacopéicos de rotina.

Descrevemn-se a seguir reco dagdes para obtengio
de animais em ocondi¢des aceitiveis de saide para os
ensaios biolégicos farmacopéicos, de modo a assegurar
eficiéncia, reprodutibilidade e até validade.

Localizecso

Os biotérios de criagio ¢ experimentagio devem
estar isolados da circulagiio geral ¢ de perigos potenciais
como animais selvagens ou animais infestados.

Tabela I -~ Classificacdo sanitiria de
roedores e lagomorfos

Categorie Microrganismos que devem estar susentes

1 Saimonefla sp

Shigela sp

Mycobacterium tuberculosis
Pastouretls pseudotuberculosis
Dermatdfitos patogénicos
Sarcoptss scabiai

" Todos os da categoria |

Estdgios intermediérios de Cestods
Artrépodes (parasitss obrigatérios)
Wru: de ectromelia (camundongos)

ot s fonalhoal
Mixcmatose {costhos!

1] Todos os ds categoria il

Bordstella bronchieseptica

Pesteurelas

Mycopissma (excluindo criceto e cobaia)
Coccldios

Heimintes patogénicos
Streptobacilius moniliformes
camundongos)
Corynebacterium muris (camundongos}
Pneumococos (cobaias/coelhos}
Treponema paillidum (coetho)

(ratos e

Iv Todos os da categorialll
Pneumococos

Klebsiella pneumoniae

Listeria monocytogenss
Helmintos

Protozoérios patognicos
Mycoplasma (criceto e cobaia)
Fusiformes necrophorus (coelha}

v Todos os organismos demonstraveis
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Corredores: Os corredores devem possuir pelo menos
dois metros de largura para facilitar ¢ movimento de
pessoas e © transporte de cargas e animais. A jungdo
dos pisos com as paredes deve ser abaulada. As saliéncias
expostas devem estar recobertas com barras de metal
para proteger as paredes. Sempre que possivel, encana-
mentos de 4gua, cxtintores de incéndio, instalagSes
elétricas ¢ drenos devem estar situados nos corredores
¢ ndo no interior das salas dos animais. Os ralos devem
ser sifonados para evitar refluxo de liquidos,

Pisos: Qs pisos devem ser resistentes, lisos, impermedveis,
ndo absorventes, ndo escorregadios e resistentes a dcidos
¢ selventes.

A unido dos pisos com as paredes deve ser com acaba-
mento abaulado. Devem ser lavdveis com escova, deter-
gente e desinfetantes. Os materiais empregados devem sex
do tipo monolitico ou possuir 0 minimo de juntas.
Paredes; Devem ser lisas, impermedveis, sem fendas ou
buracos e sem imperfeigSes nas jungSes com © piso ou 0
teto. Todos os dngulos devem ser abaulados. Devem ser
laviveis com dgua e detergentes ¢ suportarem esterilizagio
com formol, #cido peracético, parabenos ou outros
agentes quimicos providos de igual eficicia. A instalagio
elétrica deve ser vedada & entrada de insetos e possuir
tampa 3 prova de dgua.

Sgla de animais: A sala deve ser dotada de vestibulo,
ou as portas devem abrir-se para o interior, As dimensGes
minimas das portas devem ser I m de largura por 2 m de
altura. Os marcos devem ser confeccionados em metal
¢ bem ajustades ds paredes, com acabamento perfeito,
de modo a evitar o actimulo de insetos e po. As portas
providas de visores devem ajustar-se a0s marcos € 20
piso com adequada vedagfio. E conveniente que as portas
sejam de metal ou recobertas com metal na superficie
inferior até a metade ¢ que se fechem automaticamente.
E recomenddvel a adogio de fechadurss cmbutidas.
As salas ndo devemn possuir janelas para o exterior.
Tetos: Devem ser lisos, impermedveis e isentos de juntas
imperfeitas. O material de acabamento deve resistir a
escovagens com  detergentes ¢ desinfetantes, Sendo
empregados canos aparentes, estes devem estar separados
do teto para permitir limpeza manual ou com aspirador.
Circulagdo: O planejamento das edificagSes deverd ser
feito de modo quc s dreas em contato imediato com os
animais (dreas limpas) estejam isoladas de outras com
ruidos ou contaminadas (dreas sufas). Ao admitir pessoal,
squip to, instr GH rapdes, dgua e ar
em drea limpa, esses devem atravessar barreiras que
minimizem a possibilidade de contaminagio cruzada ou
de introdugio de enfermidade e que impegam a entrada
de insetos, roedores selvagens etc.
Barreiras: As salas dos animais devem ser desinfectadas
antes de cada experiéncia ou rotineiramente nos setores
de criagio ¢ manutengio, Recomenda-se utilizar 5 g de
formalina (40% de formaldeido) por m® e umidade
relativa de 70%, durante 6 a2 24 horas. Pode-se conseguir
a evaporagdo misturando-se 30 ml de formalina com 20 g
de permanganato de potdssio por m? dedrea s desinfectar.
Este processo deve ser realizado com as salas vazias e
com precaugdes cabjiveis para proteger a saide do pessoal.
Também as salas de experifncia ¢ criagio de animais
devetn ser lavadas pelo menos uma vez por semana, ou
ocom maior freqiiéncia, e desinfectadas com aplicagdc nas
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paredes, tetos e pisos, de germicida como formalina a
0,5-1%, parabenos* a 1%, compostes de amdnio quater-
nirio et concentragdes de 1:5000 e 1:2000, hipocloritos
em ooncentragdes de 100 a 1000 ppm etc. As entradas
externas devem possuir barreiras contra roedores com
niao menos de 40 cm de altura. As entradas e safdas do
edificio também devem possuir barreiras contra insetos,
sendo mais recomenddveis as constituidas por limpadas
ultravioleta para atragio de insetos, acompanhadas de
mecanismo para eletrocussio. Nio é recomenddvel o
uso de inscticidas quimicos, pois seus residuos podem
afetar os animais ou suas respostas is drogas ensaiadas.
A entrada de pessoas nas dreas limpas deve restringir-se
a0 minimo compativel com os trabalhos experimentais
¢ 0 cuidado dos animais. Para o pessoal deve ser estabeje-
cida rotina, consistindo no uso de: botas, palochas,
uniforme incluindo gorro, mdscara e luvas. Ao pessocal
que terd contato direto com os animais ¢ recomenddvel
realizar minuciosa higiene através de ducha, antes de
iniciar as tarefas, ou realizar, pelo menos, adequada
lavagem das mdos ¢ escovagem das unhas, preferentemen-
te com detergente esterilizante como parabenos*a 1%,
ou outro de atividade semelhante. A lavagem das méios
¢ obrigatéria apds a utilizagio de banheiro e operaghes
de limpeza, a manipulagic de animais de diferentes
espécies ou categorias sanitdrias, ou depois das refeigdes.
Os uniformes devem ser confeccionados em cor clara
¢ lavados freqiientemente, para melhor controle da
higiens. Dentro do possivel, devem ser submetidos a
processo rotineiro de desinfecgdo ou esterilizagfo. As
tuvas devem ser adequadamente desinfectadas,

As raglBes comercizlizadas para animais de laboratério
podetn apresentar contaminagSes microbianas excessivas,
pelo que se far necessirio tratamento prévio que pode
consistir em: &) pasteurizacfo, como, por exemplo,
submeté-les a autoclave durante 5 minutos a 121 °C,
ou b) esterilizaglo realizada por irradiagfo com raios
gama, usando cobalto 60 como fonte e uma dose de
2,5 Mrads, ou por autoclavagem de 132 °C durante
5 a 10 minutos. Pode-se também empregar fumigacic
com oxido de etileno (6-12 horas de exposigio, 20 °C,
umidade relativa 33%). Devem-se tomar precau¢des em
razfo das carecteristices toxicas, explosives e inflaméveis
do gis. As racdes submetidas a este tratamento necessitam
ser suficientemente ventiladas para remover todo o ghs

* Tego.
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absorvido. Chama-se atengdo especial para a r idade
de remogdo total do gds absorvido, dada a possibilidade
cancetigena de qualquer presenga residual na ragfo.

A dgua destinada ao consumo dos animais deve ser,
pelo menos, potdvel. Procedimento recomendado é a
autoclavagem das garrafas com dgua. No caso deste
tratamento ndo ser possivel, as garrafas e os bicos devem
ser lavados e fervidos pelo menos uma vez por semana
e a dgua trocada diariamente.

E recomenddvel adigio de cloro para alcangar niveis
de cloro livie de 1 a 10 ppm ¢ a adigfo de 4cido cloxi-
drico para obter pH 2,5-3,0 e assim reduzir o desenvolvi-
mento bacteriano durante a permanéncia da dgua nas
gaiolas.

Quande se julgar conveniente, podese empregar a
esterilizagdo da dgua por filtragio, 0 que requer adequada
combinagdo de filtros e complexo sistema de manutengio.

As maravalhas devem ser esterilizadas por autoclava-
gem, recomendando-se o emprego de 132 °C durante
20 minutos, Todos os demais materiais, incluindo gajolas,
estantes, artigos de limpeza e aparelhos devem ser. desin-
fectados, se possivel por autoclavagem. Os materinis
que ndo resistemn ao calor podem ser tratados com germi-
cidas, tais como 4cido peracético, 6xido de etileno,
formalina, ou colocados em recipientes com germicidas
liquidos que devem permanecer em contato com ©
material o tempo suficiente para que a esterilizagio
seja realizada. Neste dltimo caso empregar produtos
que no deixem residuos téxicos. Podem igualmente ser
utilizados produtes indicados para o tratamento de
paredes, pisos € tetos. Ndo usar, simultaneamente, produ-
tos para lavagem e desinfeccfo que sejam antagenistas,
como por exemplo, substincias orginicas e cloro.

E recomenddvel s filtragio do ar para livddo de
microrganismos que, em geral, sfo transportados sob a
forma de agregados ou em associagio com particulas
de 4 a 20 um de didmetro. Os procedimentos de limpeza
e desinfecgdo devem obedecer a rfgida rotina, determi-
nada conforme o tipo e forma de materiais, a quantidade
de animais por superficie de gaiola e o volume ambiente.

Realizar quarentena com os animais que nfo sio
de produgiio do biotério e estabelecer procedimento
de controle de qualidade para verificar, permanentemente,
o estado sanitdrio das coldnias.

As carcagas dos animais € os detritos devem ser incine-
rados ou eliminados de acordo com disposigdes legais
vigentes em cada municipio.

o




XII1.2.2. AMBIENTE

Os enimais de laborstério necessitam de ambiente ade-
quado ¢ constante, a fim de evitar enfermidades, estados
de tensfo emocional ou alteragbes compor tai
fisiolégicas, anatbmicas etc. Os roedores comumente
empregados em laboratdrio $Io homeotermos, apresen-
tando, frente a condigGes varidveis, adaptagdes homeosté-
ticas que podem alterar o estado metabGlico, a tempera-
tura, a atividade, o consumo de alimento, as concentragfies
hormonais, o aumento de¢ peso, a fertilidade etc. Estas
alteragies podem diminuir a precisfo & até mesmo
invalidar os ensaios bioldgicos. Portanto, € indispensévet
manter constantes os fatores ambientes e, quando isto
nio for totalmente possivel, recorrer-s¢ a planejamento
estatistico, desarito na parte correspondente desta farma-
copéia, que permita o controle de fontes de variagio
conhecidas.

Entre os fatores ambientes gue devem ser controlados
destacam-se:
Luz — R da-se o go de lampadas fluores-
centes tipo “luz do dia™ para evitar o calor das limpadas
de filamento. Prover ciclo alternado de luz (12 ou 14
horas) e de escuriddo (12 a 10 horss), sempre no mesmo

hordrio. A intensidade nfo deve der de 300 lux a
1m de altura do piso. As limpadas devem estar distri
buidas hi te no ambiente. A intensidade

dentro das gaiolas nfo deve exceder & 60 lux. Observar
que o grau de iluminagio em gaiolas de pléstico, pouco
transparegtes, pode variar B0 vezes entre a estante supe-
tior ¢ a inferfor.

uma temperatura, deve-se empregar 20 °C: 2 °C para
toda as espécies de roedores ¢ lagomorfos.

Rufdo — Os ruidos devem ser controlados abaixo de
60 dB. Os ruidos intermitentes sio mais nocivos que
os continuos.

Umidade — Manter entre 55% ¢ 15% de umidade relativa.

Aménio — A concentragiio depende nio sé da quantidade
de animais e bactérias, como também das condigdes
de temperatura ¢ umidade. A concentracio de amodnio
deve permanecer abaix¢ de 25 ppm.

Ventilopdo — Prover de 10 a 20 trocas de ar por hora,
evitando-se a recirculagio. Os aparethos de ar condiciona-

do, de uso nfo sio adequados.

Camas ~ Seu emprego € necessirio em alguns tipos de
gaiolas para que certas espécies fagam o ninho e para
absorver a umidade, urina e fezes. Ndo empregar material
abrasivo, téxico ou comestivel para camas de contato.
Esta especificagio tormna-se menos importante quando
a cama nfo entrar em contato direto com o animal. Os
produtos residuais da medeira, como a maravalha, siio
os mais usados ¢ devem ser peneirados para evitar excesso
de pé etc.

As camas devem estar livies de pintura, conservantes
de madeira, produtos quimicos ¢ agrotéxicos. Para evitar
a transmissSo de enfermidades decorrentes do contato
com roedores selvagens ou animais domésticos durante
0 seu processamento, as camas devem ser esterilizadas
¢ depositadas sobre estrados, em sacos fechados, afastadas

Temperature - Cada espécie de animal requer temperatura
ambiente 6tima (cobaios e coelhos 17 °C - 20 °C, ratos €
camundonges 20 °C - 24 °C). Quando se adotar somente
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das p em lugar isento de animais. Alguas tipos de
madeira podem induzir enzimas microssdmicas metaboli-
2adoras de firmacos.




XIII.2.3. NUTRICAO

Recomenda-se o uso de ragdes balanceadas em forma
de granulados. Estes devem possuir consisténcia adequada
para que ndo se desagreguem e ndo dificultem a masti-
gagio. Em geral sdo constituidas por produtos naturais
compostos de proteinas animais ou vegetais, Sleos vegetais

ou animais, sementes ol leg e grdos de cereais.
Devem ser adicionados minerais e vnammas
Devem ser consideradas & composi imal, a

dieta e introduzir contaminagdes.

Caso existam ditvidas quanto 4 composigio da ragio
para as cobaias, aconselha-se a adicio de vitamina o}
i 4gus, na proporgdo didria de 200 mgfl. A dieta das
cobaias, excepcionalimente, pode ser suplementada
com verduras frescas, ricas em vitamina C. Estas,
porcm, devem ser meticulosamente lavadas, preferen-

1 te com dispositivo mecanico e #dgua clorada

digestibilidede ¢ a relagdo protemalenergla

Devem sex especificados os limites para contaminantes
como metais pesados, produtos quimicos téxicos, inse-
ticidas, estrogénios, antibiSticos, microrganismos, parasi-
tos ¢ fungos.

Nio se mconselha a suplementagfo das ragdes com
alimentos frescos, pela possibilidade de desequilibrar a
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Aconselha-se o consumo das tages dentro do prazo de
60 dias da data de sua fabricag#o, a qual obrigatoriamente
deve ser declarada, nio em cddigo, na embalagem indi-
vidual. As ragdes que necessitem autoclavagem para seu
emprego devem possuir formulagdo especial para prevenit
a fusdo dos granulados e perdas dos nutrientes termo-
Ibeis, Devem ser acondicionadas em embalagens especiais.




XI11.2.4. GENETICA

Os animais de laboratério, de acordo com o sistema
de criagdo, se classificam em:

a) endocriados: que sio obtidos por cruzamento
continuo entre irmdos cu entre pais e filhos.
Com este tipo de cr to, apds 20 gera¢d
alcanga-se genbtipo altamente homozigtico;

b) exocriados: animais ptocriados de modo a evitar
a consangiinidade. Os métodos utilizados depen-
dem dir¢tamente do tamanho da colonia;

¢) reproduzidos selerivamente: sio obtidos através
de cruzamento de animais ndo-consangiiineos
que possuam as caracteristicas descjadas;

d) hibridos: sio obtidos por cruzamento de duas
diferentes populagdes endocriadas. Sdo, em
geral, vigorosos ¢, para muitos propdsitos, mais
uniformes que qualquer de seus ascendentes.
Nio devem ser usados como reprodutores.

A constitui¢io genética é um dos fatores mais impor-
tantes a ser considerado na selegio de animais para
ensaios farmacotoxicolégicos.
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Qs sistemas responsdveis pela atividade farmacoldgica
¢ pelos efeitos toxicos dos farmacos sfo, em geral,
interagBes complexas de processos bioquimicos ¢ meta-
bélicos sujeitos a mecanismos reguladores que variam,
ndo somente nas diferentes como aps
diferengas acentuadas entre coldnias e cepas de uma
mesma espécie.

Na atualidade, para a maioria dos estudos farma-
cotoxicolégicos, empregam-se roedores exocriados.
Pura cada tipo de ensalo a adequabilidade de cada
coldnia de animais deve ser validada por ocasifo da
padronizagio do métode no laboratdrio. Os animais,
quando transferidos de laboratério, sob condigdes di-
ferentes, podem ter suas caracteristicas genéticas total-
mente modificadas.

Para a denominagio das coldnias exocriadas de roedo-
res, recomenda-se a adogfo das nmormas padronizadas
para a nomenclatura, conforme ¢ Comité Internacional
de Animais de Laboratério (/CLA-Bulletin n930, 1972).
Para a designacio de cepas endocriadas, recomenda-se,
igualmente, a adogiio da nomencletura descrita em Can-
cer Research, 36,4.333 (1976).




XIi1.2.5. ETICA

Os animais usados nos ensaios farmacopéicos sfo
mamiferos capazes de sentir medo e dor. Devem ser
manipulados com cuidados ¢ albergados sob condigdes
adequadas ds suas necessidades fisiologicas. Na Tabela 2,

constam as t dagdes sobre us di Ges das gaiolas
para cemundongos, 1atos, cobaias ¢ coelhos.
Antes de submeté-los a qualquer técnica passivel de

provocar dor, devese administrar anestesia apropriada,
¢ & recupera¢io poscirfirgica deve ser processada de
modo a evitar der desnecesséria,

Apbs os expetimentos, climinar o3 animais, sem lhes
causar sofrimento, e¢mpregando-se técnicas eutandsicas
adequadas para cada espécie, do-se a precaugfo de
certificar-se da morte dos mesmos.

Todos o$ €nsaios que envolvam o uso de animais de
laboratério devem ser superintendidos diretamente por
profissional da frea bioldgica, com qualificagdo e treina-
mento adequados. Devem ser cumpridas as disposiges
da Lei n®- 6.638, de 18 de maio de 1979, que estabelece
normas para a pritica diddtico-cientifica da vivissec¢do de
animais e di outras providéncias.
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Tabela 2 — Dimensbes recomendad gaiok
de animais de laboratério

Animal Prso Arcado | e o0
piso fanimal

<10g 39em? [127cm

Camundon 10-15g 52em? |127em

mundongo 16-25¢ 77em? [127cm

>25g 87 cm? |12,7cm

<100¢g 110cm? | 17.8cm

P 100-200¢g 148cm? | 17.8cm

ato 201-300 ¢ 187¢em? [ 17.8em

>300¢g 258cm? [ 17.8cm

. <3509 277cm? | 17.8cm

Cobaia >350g9 | 652cm? | 17.8cm

<2kg| 1400em? | 356cm

Coslh 2-4kg| 2800cm? | 356cm

° a-6kg| 3700cm® | 35,6cm

>6kg| 4600cm® | 356cm

a = do piso de descanso &0 tsto.




XI11.3. NOMES, SIMBOLOS E MASSAS ATOMICAS

A tabela que segue é a recomendada pela de 1978. As massas atdmicas baseiam-se¢ na massa
International Union of Pure and Applied Chemistry atomica do 2C=12.

Tabela de massas atbmicas relativas

Nimero  Masse atbmica Namero  Massa atdmica

Noma Simbolo atdmico relativa Nomea Simbato atdmico relative
Actinio Ac 89 227,0278 Laurdncio Lr 103 1260}
Aluminio Al 13 2698154 L ftio Li 3 6,941
Amer/cio Am 95 (243) Lutécio Lu n 174,967
Antimbnio Sh 91 121,75 Magnésio Mg 12 24,305
Akgdnio Ar 18 39,948 Manganés Mn 25 54,9380
Arsénio As 3 74,9216 Mendelévio Md 101 (258)
Astat(nio At 85 (210 MercOrio Hg 80 200,59
Bdrio Ba 56 137,33 Molibdénio Mo 42 95,94
Berlic Be 4 9,01218 Neod mio Nd 60 144,24
Berquélio Bk 97 {247) Nebnio Ne 10 20,179
Bismuto Bi 83 208,9804 Netinio Np a3 237,0482
Boro 8 5 10,81 Nigbio Nb 41 92,8064
Bromo Br 35 79,904 Niquel Ni 28 58,70
Cédmio Cd 48 112,41 Nitrogénio N 7 14,0067
Célcio Ca 20 40,08 Nobélio No 102 (259)
Califérnio ct [:1:] (281) Osmio Os 76 190,2
Carbeno c 6 12,011 Ouro Au 79 196,9665
Cério Ce 68 140,12 Oxigénio (s} 8 15,9994
Césio Cs 71 132,9054 Palédio Pd 46 106.4
Chumbo Pb 82 207,2 Platina Pt 78 198,08
Cloro Ci 17 35,453 Pluténio Pu 94 {244}
Cobatto Co 27 58,9332 Polénio Po 84 (209)
Cabre Cu 29 63,5646 Potdssio K 19 39,0983
Cripténio Kr 36 83,80 Praseodimio Pe 59 140,9077
Cromo Cr 24 51,996 Prata Ag a7 108,868
Cdario Cm 96 247) Promécio Pm 61 {145}
Disprosio Dy 66 162,50 Protact(nio Pa N 231,0359
Einstainio Es 29 (254) Rédio Ra 88 226,0254
Enxofre s 16 32,06 Raddnio Rn 86 (222)
Erbio Er 68 167,26 Rénio Re 75 186,207
Escindio Se 25 44,9555 Rédia /h a5 102,9055
Estanho Sn 50 118,69 Rubidio Rk 37 85,4678
Estroncio Sr 33 87,62 Ruténio Ru a4 101,07
Eurépio Eu 63 151,96 Samdrio Sm 62 150,4
Férmio Fm 100 257} Selénio Se 3 78,86
Ferro Fe 26 65,847 Silicio Si 14 28,0855
Fidor F 9 18,998403 Sédio Na i 2298977
Fésfaro P 15 30,97376 Télio AL 81 204,37
Fréncio Fr 87 (223) Tantdlio Ta 73 180,9478
Gadolinio Gd 64 157,25 Tacnécio Te 43 {97}
Giélio Ge 31 69,72 Telirio Te 52 127,60
Germénio Ge 32 72,69 Térbio Tb 65 158,9254
Hétnio Hf 72 178,49 Titlnio Ti 22 47,80
Hélio He 2 4,00260 Tério Th 20 232,0381
Hidrogénio H 1 1,0079 Tdalio Tm 168,9342
Hélmio Ho 67 164,9304 Tungsténio w 74 183,856
[ndio In 49 114,82 Urdinio V) 92 238,029
lodo | 53 126,9045 Venédio v 23 50,9415
fridio Ir 7 192,22 Xendnio Xe o4 131,30
Itérbio Yb 70 173,04 Zinco Zn 30 63.38
[trio Y 39 88,9059 Zirchnio Zr 40 91,22
Lanténio La 57 138,9055
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XI11.4. UNIDADES DO SISTEMA INTERNACIONAL (SI)
USADAS NA FARMACOPEIA E EQUIVALENCIA
COM OUTRAS UNIDADES

SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES (SI)

O Sistema Internacional de Unidades compreende trés
classes de unidades: unidades bdsicas, unidades derivadas
¢ unidades complementares (1). As unidades bdsicas ¢
suas definigBes encontram-se na Tabela 1.

(1) As definighes das unidades usadas no Sistema Inter-
nacional constam da obra “Le Systéme International
d'Unités (S1)”, publicada pelo Bureau de Pois et
Mesures, Pavillon de Breteuil, F-92310 Sévres, Franca.

Tabela 1 — Unidades bésicas SI

As unidades derivadas podem ser formadas pela com-
binagio de unidades basicas mediante relagSes algébricas.
Algumas dessas unidades derivadas tém nomes e sfmbolos
especiais. As unidades SI usadas na Farmacopéia Brasileira
constam da Tabela 2. Unidades importantes ¢ ampla-
mente empregadas ndo constantes do Sistema Interna-
cional estdo arroladas na Tabela 3.

Os prefixos indicados na Tabela 4 sdo usados para
formet os nomes e simbolos dos miltiplos e submiltiplos
decimais das unidades do Sistema Internacional.

Definicdo

Comprimento igual a8 1 650 763,73 comprimentos
de onds no vécuo da radiagio correspondente 3
transigio entra os niveis 2p,, e 5d, do dtomo de
criptdnioc 86.

Massa do protétipo internacional do quilograma.

Duragdo de 9 192 621 770 perfodos da radiacho
correspandente & transicdo entre dois niveis hiper-
finos do estado fundamental do dtomo da cb-
sio 133,

Corrante elétrica invaridvel que, mantida em dois
condytores retil(neos, paralelos, de comprimento
infinito ¢ de drea de seclo transversal desprezivel
e situados no vécuo 8 um metro de distdncia um
do outro, produz entre esses condutores uma
forga igual & 2 x 1077 Rewtons por metro de com-
primento desses condutores,

Fragfo 1/273,16 da temperatura termodindmica
do ponto triplice da 4gua.

Quantidade de matéria de um sistema que contém
tantas entidades elementares quantos sfo os
stomos contidos em 0,012 quilogramas de car-
bono 12,

Quantidade Unidade

Nome Stmbolo Nome S/mbolo
Comprimento ) metro m
Massa m quilograma kg
Tempo t segundo s
Carrente i) ampére A
eiétrica
Temporatura
termodinamica T kelvin K
Quantidade n mole mol
de materia
Intensidade Iy candela od
luminosa

intensidade luminosa, na direcfo perpendicular,
de uma superficie plana de 1/600C00 m* de 4rea
de um corpo negro & temperatura de salidificaco
da platina, tob pressio de 101 325 pascals.

{11 Quando s8 usa 0 mol, as entidades elementaras devem ser especificadas; podem ser dtomos, moléculas, fons, elé-
trons ou outras part(culas, bem como agrupamentos especificados de tais particulas.
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ACIONAL (SI) USADAS NA FARMACOPELA

X14.-2 E EQUIVALI'::NCEA COM QUTRAS UNIDADES

Tabela 2 — Unidades SI usadas na Farmacopéia e equivaléncia com outras unidades

Convers§o de outras unidsdes
Quantidade Unidade sfo g

para o S
Exprossio em | Expressao em
Nome Simbalo Nome Simbolo | unidades S! | outras unidades
bdsicas 8/
NUmero de onda v 1 por metro 1im m-!
Comprimento nandémetro om 10 %m
de onda A micrometro #m 107%m
Area A, § |metro quadrado m? m?
Volume vV {metro cibico m |m? tm=1em? =107%m?
Freqiéncia v |hertz Hz st
. 3
Massa especifica P quilograma por 3 -3 1g/ml=1g/em® =
kg-m -
metro cObico kg/m 8 =103 kg.m 3
Velocidade by [TEtOpor mis  |mes™? .
segundo 2
1dina=1g-emes™ =
Forga F  [newton N mekges =107 N
1 kp =9,80665 N
1dinajem®=10"! pa=
Pressio P pascal Pa mekges 2 N:m? =10~ Nem?
1 atm = t01325Pa =
=101,325 k Pa
1 bar =10 Pa = 0,1 MPs
1 mmHg = 133,322387 Pa
1 Torr =133,322368 Pa
1 psi = 6,894757 kPa
Viscosidade paseal »segundo -1 1 1P=10"Pass =
dindmica n Pass|m " -kg's Nesem2 =107 Nogem™?
1¢P=1mPars
P 2 2, -1 3 a] —_ 2 -1
Viscosidade v metro quadrado | m°/s  |m®:s Pars¥m”«kg™ 1St=1cm’-s =
cinemdtica por segundo N-mes-kg™! =107 m?es7!
Terg=1 cm? -9-5_2 =
Energia W jjoule J m? kges? N:'m =1 dina:em=10""J
1cal =4.1868 J
Elisvr radinnsn . . W m2okges=? Nemes' |1 erg/s = 1 dinaeemes™! = .
RS L walt g J's-l = 10-7w -
=10 Nemes™ = 1077 Jug ™!
Dose absor-
vida {ds energia o |gray Gy m?.s? kgt 1rad = 1072 Gy
radiante}
Potencial alé- m2ekges™s
trico, forga U |volt v . w-A"!
gletromotriz
i i 2 -~ -
Reslftencna R ohm Q m?-kges~3. VoAl
elétrica A2
Quantidade ds
eletricidade a coulomb ¢ A
Atividade de 1Ci=37x10° Ba=
um radionu- A lbecquerel Bq st =37x10%57!
clidso
Concentracio
(quantidade de mol por 1moli=1 M=
substincias} ¢ metro mol/m® | mot . m™2 =1 mol/dm® =
Concentragiio clbico =10° molem™
molar




UNIDADES DO SISTEMA INTERNACIONAL (SI) USADAS NA FARMACOPEIA

E EQUIVALENCIA COM OUTRAS UNIDADES

Tabela 3 — Unidades usadas com o SI

. Vafor em
Quantidade Unidade idades S
Nome Simboic
Tempo minuto min ([Tmin=60s
hora h 1 h =60 min=
=3600s
dia d 1d=24h=
=86400¢
Angulo plano | grau ° 1° = {r /180) rad
Volume litro I T=1dm’=
=107m’
Massa tonelada t 11=10° kg
Velocidade | rotagdo rpm = {r /30}
. rpm 1
angutar por minuto rad»s
Tabela 4 — Maltiplos e sub-maltiplos decimais

de unidades

Fator |Prefixo | Simbolo | Fator | Prefixo | Simbofo
1018 | exs E 107! | deci d
10 | peta P 107 | centi c
102 | tera T 1072 | mili m
1 09 giga G 10 -6 micro u
10° mega M 107 nang n
10° | quilo k 1072 | pico p
10° | hecto h 107 | femto f
10! deca da 107 | ato a
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XIl4.-3

Notas:

1.

Na Farmacopéia a temperatura usada é a Celsius
{sfmbolo t). Ela é definida pela equacdo

t=T-T,
em que, por defini¢do, T, = 273,15 K. A temperatura
Celsius ou centigrada é expressa em graus Celsius
(simbolo °C). A unidade “graus Celsius™ é igual 3
unidade “‘Kelvin".

. As expressdes priticas das concentragbes usadas na

Farmacopéia estio definidas nas Generalidades.

. O radiano € o dngulo plano, entre 2 raios de um

circulo, que corta a circunferéncia determinando
um arco de comprimento igual ac do raio.

. Na Farmacopéia, as condigdes de centrifugacio sio

definidas com referéncia 3 aceleragio da gravidade
(n)
gn = 9,80665m .5

., Na Farmacopéia usam-se grandezas adimensionais, a

saber, densidade relativa, absorvdincia, absorvincia
especifica e indice de refragfo, bem como grandezas
expressas em outras unidades, tais como rotagio
Optica especifica.

. Definese microkatal como a atividade enzimitica

que, sob condigdes definidas, produz a transfor-
magio, (hidrélise por exemplo), de 1 micromal de
substrato por segundo.




XIII.5. MICRORGANISMOS EMPREGADOS
EM TESTES E ENSAIOS

Os microrganismos relacionados a seguir sfo indicados

parz ensaios € testes preconizados pela Farmacopéia.
Outros microtganismos podem ser empregados, desde que
se comprove sua sensibilidade ao antibibtico a ser exami-
nado, ¢ usados em condigies adequadas de temperatura
e pH.

Principais fontes de microrganismos:
ATCC  American Type Culture Collection (1)

)

@

3

)

American Type Culture Collection
12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852 USA

Collection de I'Institut Pasteur
Service de Iz Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (C.N.CM.) 25, rue du Docteur
Roux, F 75015 Paris, France

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saiide

Avenida Brasil, 4365, 21040 - Rio de Janeiro,
_R.J., Brasil
National Coliection of Industrial Bacteria

Torry Rescarch Station, PO Box 31, 135 Abbey
Road, Aberdeen AB9 8DG
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CIp Collection de I'Institut Pasteur (2)

INCQS Instituto Nzcional de Controle de Qualidade
em Satde (3)

NCIB  National Collection of Industeial Bacteria (4)

NCPF  National Collection of Pathogenic Fungi (5)

NCTC  National Coliection of Type Cultures (6)

NCYC  National Collection of Yeast Cultures (7)

SSI Statens Serum Institut (8)

(5) National Collection of Pathogenic Fungi

6)

Q)

3

London School of Hygiene and Tropical Medicine
Keppel Street, London WCIE 7HT, Great Britain

National Collection of Type Cultures
Central Public Health Laboratory
Colindale Avenue, London NW9 SHT,
Britain
National Collection of Yeast Cultures
ARC Food Research Institute
Colney Lane, Norwich NR 4 7UA, Great Britain

Great

Statens Serum Institut
80 Amager Boulevard, Copenhagen, Denmark




Sus

 neamicina

ATCC

2601
9763
9080
9533
14683
10231
2031
16404

ATCC

19659
11778
3584
14458
7469
8014
7830
7468
9341
10240
14452
6538p
13150
25923
12228
4083
14506
10541
19274
607
12598
4617

cip

1432.83

cip

52.62

64.52

53.65
53.160
53.156

68.21

53.157

A — Fungos s Levanduras

B — Bactérias

INCas

40001
40002
40003
40004
40005
40006

INCQS

001
002
003
004
00s
006
00?7
008

010
on
oz
013
014
015
()]
o017
o018
ome
020
o1
022
023

NCIg

NCig

8054

8625

8853




9826
165442
25619
29336
10708

6539
10031
10536
11229
25922
9214

4797

8043
272N
10749

6538
19214
18323
13313
23229
27065
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Temperatura de fusfio, determinagfo em gordurase 6leos . . ............ v.3.3.2.
Temperatura de solidificagio, determinagio em gorduras Gleos ......... V.333.
Tempo de desintegrago para comprimidos e cdpsulas, determinagfo . . ... V.14l
Tempo de desintegragfo de supositérios, 6vulos e comprimidos vaginais,
Aeterminagio . . . .ot uvs vt e na e V.14.2.
Tempo de dissolugdo para comprimidos e cdpsulas, determinagdo . ..... .. V.15,
Testedeesterilidade . .........c.ccv v imerineer oo ranannarny V5.1l
Teste de PIrOgEMIOS . . .. .. vv e Vi5.1.2.
Testedetoxicidade ... .......ccri it V.5.1.3.
Teste de valoTes @DEITANLES o . o v oo o v v v vt v cner it ssmcannaesas V19.
Teste para histaming .. ... ... .. cvi it itiaan e V.5.1.5.
Teste para SubstANCIAS PIESSOIAE . . . .. oo vonvv e nnasrrosrnnon ot V.5.18.
Teste para substdncias vasodepressoras . . ...........ooenniiantran V514,
Teste de confirmagfio para pesquisa e identificago de patogenos . . .. ... .. V5172
Testesde desintegragio . ... ... ot ivan e V.14,
Testes de seguranga bioldgica ... ...l Vil
Testesdevalidade . .. .. ..ottt e VIS5.3.
Tetraborato s6GICO « o o v uv v v e e s e e XIL.2.
Tetraboratos6dico 0,01 M . .. .. ... oo XI11.2.
Tetracloreto de CarbonNO . . . o v v v v e v v v r e e X112,
Tetrafenithorato de s6dio . . . ..o oot i s XI1.2.
Tetrafenilborato de s6dio 0,02 MSV .. .. ..o iinr i XIL3.
TetraidrofULANO . . . v v v oot ee et et i e X11.2.
Tetraoxalato de potdssio .. .... .. c.oran i Xi.2.
Tetraoxalato de potdssio GOSM . ... .. ..ot XIL2.
Timolftalemna L. .. ..o e XIL1.
THIEUEAS . o v o v e e s e v omeme e o me s ma s tam e an s aa s e e Iv.
TIOACELAMIAS . « + ¢ oo e v vw v vme e a s XIi.2.
Tioacetamida SR . . o it i et it e e XiL2.
Tiocianato de amdnio . .. . ..o v v v it u i e XIL.2.
Tiocianatode amdniol . . .. ... . . i XiL1.

Tiocianato de amONIO SR . . . . .. o ittt e XIL.2.
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Tiocianato de amonio 0,1 MSY . ... . ... .. ... .. ., XIL.3.
Tiocianatode amonio 0,5 M . . . ... ... ... L i i e Xil1z2.
Tiocianato de potdssio . . .. ... vt e e e XIL.2.
Tiocianato de potdssio aproximadamente M. . ..................... XiL.2.
Tiocianato, reagBes de identificagfo . . .. ... ...... ... ... ... . ... V.3.L
Tioglicolatodes6dio . . . ..., ... .. ... ... ... XiI.2.
Tiossulfatodesddio . ..... ... ... . i s XIL2.
Tiossulfatodesddio 0,1 M . .. ... ... . ... i it XI.2.
Tiossulfato des6dio 0,1 MSV . . ................... e e XIL3
Tiossulfato, reagBes de identificagfo . . . ... ... ... .. ... ... ... ... V.3l
Tipos de delinecamento, ensaios indiretos quantitativos , , .. .. .......... VIs.1.
Tipos de vidro, recipientesdevidro . ...... ... ... ... . i ivhinnn IX2.1.
Titulagdes complexométricas .. ..... ... ... iurniieriernenns V344,
TitulagBes em meio nB0-aqlos0 . . . .. ..o il i e V.345.
TitulagGes por diazotagfo . . ... .. .. ... it e V.34l
Titulo ... . e Iv.
TOlEnO .. . e e XIL2.

B XI1.2.
Tomassol I . ... ... .. .. XIL1.
Toxicidade, teste . . ... ... ... e e V.5.13.
Tridxidodearsénio . . .. ... ... .. e XIL2.
Tridxidodecromo ........ ... i XIL.2.
Tropeolina O . . .. ... .. .. . i i e XII.1.
Tropeolina QO L . . ... . ... . ... i XIL1.
Trombina . ... . ... s X2,
Tromboplasting . ...........o it innen ey XIL2.
Trometamina . . . .. .. ...t i ittt e X2,
Turbidimetriae nefelometria ... ....... ... ... . .. .ciiiueen.n V.2.16.
Turbidimetria, ensaio microbiolégico .. ... ... ... ... ... ........ V52172
U

Ungiientos, veja preparages tépicas semisblidas . ... ............... Iv.
Unidadedemedida . ......... ..ottt Iv.
Unidades do sistema internacional (SI) usados na farmacopéia e equivalente
comoutrasunidades . ... ... ... ... .. L. i e XI11.4.
USD B dOSEs .. ..o e e e e Iv.
Ultravioleta, visive] e infravermelho, espectrofotometria e absorgio .. ... .. V214
v

Validade, testes . . ... ... ... ... ... . .c.ii it VIL.S.3.
Valoresaberrantes ... ...... ...t Vi3.
Varidncia, andlise . ...... ...t V152
Vasopressina, ensaio biolOgico . . . ... .. .ttt V.5.2.13.
Vearfarinas6dica . . . ..ottt i et e s XIL.2.
Vegetal, preparo do maierial para observagfo e estudos histolégicos .. . ... . V4.l
Verdedebromocresol I . .. ... ... ... i, X1,
Verdedemetilal . .. ... . ... ... .. .. . . . i XII.1.
Vermelhocresol I . . . ... . ... .. i i e i XIL1.
Vermelhodecongo I . . .. ... ... ... ... .. ... ... ... XIL.1.
Vermelhodefenoll ... ... ... .. .. ... . . ... .. XIL.1.
VermelhodemetilaI. . ... ... . ... ... .. ... ... .. ... XIL.1.
Vermelhode quinaldinal . . ... ... ..... .. ... ... ... ... . ... XIL1.
Vidro, controle de qualidade de frascos. . ... ..................... iX2.1.
Vidro, recipientes . . ... ... . i e e e e ixX2.1.
Viscosidade, deteminagio ... ........cciiii i var
Volume, determinagio em formas farmacéuticas . .. .. ............... v.i.2.
X

Xantina, reagles de identificagfo . . . ... ... .. ... L. i il V.i.l.
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Z

Zincoativado . . .. ... ... ettt c e e X2,

Zincogranulado . . . ... ... e XI1.2.

Zinco, reagbes deidentificago ... ..... .. .. . i vV.i.l.

ZIMCOSRA . ...ttt it ettt e XIl1.2.
V.344

Zinco, titulagbes complexomeétricas ... ... ... .. il
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