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1 PREFÁCIO  
 

Farmacopeia Brasileira (FB) é o compêndio farmacêutico nacional que estabelece, via textos 
farmacopeicos (capítulos, métodos e monografias), as exigências mínimas de qualidade, 
autenticidade e pureza de insumos farmacêuticos, de medicamentos e de outros produtos sujeitos à 
vigilância sanitária. O não atendimento integral às exigências farmacopeicas poderá resultar no 
enquadramento do produto como alterado, adulterado ou impróprio para uso, nos termos da Lei 
6.360/76, incorrendo os responsáveis nas sanções e providências estabelecidas na Lei 6.437/77. 

Assim sendo, cabe à FB o estabelecimento dos parâmetros de aceitabilidade dos produtos 
disponibilizados à população Brasileira, servindo de alicerce essencial para a consecução das ações 
de controle e fiscalização sanitária. 

Sendo o desenvolvimento técnico-cientifico, por natureza, bastante dinâmico e célere, é importante 
que tenhamos um compêndio farmacopeico que se ajuste pari passu com as inovações 
farmacêuticas. Desde a 5ª edição da FB, publicada em 23 de novembro de 2010, o Conselho 
Deliberativo da Farmacopeia Brasileira (CDFB) tem se empenhado diuturnamente no cumprimento 
de sua missão de manter a FB constantemente atualizada. 

Em 2012 foi publicada a 1ª errata da 5ª edição da FB (RDC 18/2012) com correções pontuais. 

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

Em 2017 foi publicada a RDC 167, de 24 de julho, que aprovou o Segundo Suplemento da 5ª edição 
da FB. Esse suplemento contou com 262 textos farmacopeicos, 12 capítulos e métodos gerais, 
sendo 8 inéditos, e 247 monografias, sendo 176 inéditas. Esta edição incrementou em cerca de 25% 
o quantitativo de monografias da FB, e abrangeu monografias de dispositivos médicos (03 inéditas), 
de gases medicinais (02 inéditas), de radiofármacos (03 inéditas), de hemocomponentes (05 
inéditas), de medicamentos sintéticos (11 inéditas), de medicamentos biológicos (18, sendo 5 
inéditas), de insumos farmacêuticos (61, sendo 58 inéditas) e de plantas medicinais (147, sendo 89 
inéditas). Salienta-se que as 58 monografias de plantas medicinais da 5ª edição da FB foram 
devidamente revisadas, e ainda houve incremento de cerca de 150% no quantitativo de monografias 
desta classe de produtos, fomentando o desenvolvimento de produtos de origem vegetal e 
valorização da flora nativa. Ainda, em caráter inédito, figuram neste suplemento as duas primas 
monografias, e os respectivos capítulo e métodos gerais, de gases medicinais, classe de 
medicamentos até então não abarcada pela FB. 

Em 2018 já havia conteúdo para uma nova atualização suplementar, com 15 novas monografias de 
medicamentos sintéticos (07), de gases medicinais (02), de insumo ativo (01), de plantas medicinais 
(02), de produto biológico (01) e de radiofármacos (02). O anseio de manter um processo perene de 
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atualização com periodicidade anual foi moderada pela imperiosa necessidade de revisão e 
atualização das centenas de textos farmacopeicos da 5ª edição. 

Nesse sentido, o Conselho Deliberativo da FB decidiu pela condução de um amplo processo de 
revisão, que culminou nessa 6ª edição da FB. Essa 6ª edição surge com uma nova e moderna 
identidade visual, compatível com a relevância desta obra, aliada a uma publicação 100% digital. 

Aqui, faz-se mister enaltecer o altivo comprometimento dos Comitês Técnico Temáticos (CTT) na 
condução desta empreitada, que, apesar do curto período, concluiu a missão com louros. 

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

 

Varley Dias Sousa 
Presidente do CDFB
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Água para injetáveis  
 
Água para injetáveis é o insumo utilizado na preparação de medicamentos para administração 
parenteral, como veículo, ou na solubilização e diluição de substâncias ou de preparações.  
 
Água para uso farmacêutico  
 
São considerados como água para uso farmacêutico os diversos tipos de água empregados na síntese 
de fármacos, na formulação e produção de medicamentos, em laboratórios de ensaios, diagnósticos e 
demais aplicações relacionadas à área da saúde, inclusive como principal componente na limpeza de 
utensílios, equipamentos e sistemas.  
 
Água purificada  
 
Água purificada é a água potável que passou por algum tipo de tratamento para retirar os possíveis 
contaminantes e atender aos requisitos de pureza estabelecidos na monografia.  
 
Água ultrapurificada  
 
Água ultrapurificada é a água purificada que passou por tratamento adicional para retirar os possíveis 
contaminantes e atender aos requisitos de pureza estabelecidos na monografia.  
 
Águas aromáticas  
 
São soluções saturadas de óleos essenciais ou outras substâncias aromáticas em água. Possuem odor 
característico das substâncias com as quais são preparadas, recebendo, também, o nome delas.  
 
Banho-maria e banho a vapor  
 
É um banho de água fervente, a não ser que a monografia especifique outra temperatura. As 
expressões água quente e água muito quente indicam temperaturas aproximadas entre 60 ºC e 70 ºC 
e entre 85 ºC e 95 ºC, respectivamente. Banho a vapor significa exposição ao vapor fluente ou outra 
forma de calor, correspondendo em temperatura à do vapor fluente.  
 
Biodisponibilidade  
 
Indica a velocidade e a extensão de absorção de um princípio ativo em uma forma de dosagem, a 
partir de sua curva concentração/tempo na circulação sistêmica ou sua excreção na urina.  
 
Bioequivalência  
 
Consiste na comprovação de equivalência farmacêutica entre produtos apresentados sob a mesma 
forma farmacêutica, contendo idêntica composição qualitativa e quantitativa de princípio(s) ativo(s), 
e que tenham comparável biodisponibilidade, quando estudados sob um mesmo 
desenhoexperimental.  
 
Caminhão tanque 
 
Veículo contendo um recipiente de grande porte afixado para o transporte de líquidos criogênicos. 
 
Cápsula  
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É a forma farmacêutica sólida em que o princípio ativo e os excipientes estão contidos em um 
invólucro solúvel duro ou mole, de formatos e tamanhos variados, usualmente, contendo uma dose 
única do princípio ativo. Normalmente é formada de gelatina, mas pode, também, ser de amido ou de 
outras substâncias.  
 
Cápsula dura  
 
É a cápsula que consiste de duas seções cilíndricas pré-fabricadas (corpo e tampa) que se encaixam e 
cujas extremidades são arredondadas. É tipicamente preenchida com princípios ativos e excipientes 
na forma sólida. Normalmente é formada de gelatina, mas pode também ser de outras substâncias.  
 
Cápsula dura de liberação prolongada  
 
É a cápsula que consiste de duas seções cilíndricas pré-fabricadas (corpo tampa) que se encaixam e 
cujas extremidades são arredondadas. É tipicamente preenchida com princípios ativos e excipientes 
na forma sólida. Normalmente é formada de gelatina, mas pode também ser de outras substâncias. 
Vide definição geral de liberação prolongada.  
 
Cápsula dura de liberação retardada  
 
É a cápsula que consiste de duas seções cilíndricas pré-fabricadas (corpo e tampa) que se encaixam e 
cujas extremidades são arredondadas. É tipicamente preenchida com princípios ativos e excipientes 
na forma sólida. Normalmente é formada de gelatina, mas pode também ser de outras substâncias. 
Vide definição geral de liberação retardada.  
 
Cápsula mole  
 
É a cápsula constituída de um invólucro de gelatina, de vários formatos, mais maleável do que o das 
cápsulas duras. Normalmente são preenchidas com conteúdos líquidos ou semissólidos, mas podem 
ser preenchidas também com pós e outros sólidos secos.  
 
Cápsula mole de liberação prolongada  
 
É a cápsula constituída de um invólucro de gelatina, de vários formatos, mais maleável do que o das 
cápsulas duras. Normalmente são preenchidas com conteúdos líquidos ou semissólidos, mas podem 
ser preenchidas também com pós e outros sólidos secos. Vide definição geral de liberação prolongada.  
 
Cápsula mole de liberação retardada  
 
É a cápsula constituída de um invólucro de gelatina, de vários formatos, mais maleável do que o das 
cápsulas duras. Normalmente são preenchidas com conteúdos líquidos ou semissólidos, mas podem 
ser preenchidas também com pós e outros sólidos secos. Vide definição geral de liberação retardada.  
 
CAS 
 
Chemical Abstract Service. 
 
Chá medicinal 
 
Consiste exclusivamente de drogas vegetais destinadas a preparações aquosas orais por meio de 
decocção, infusão ou maceração. O chá é preparado imediatamente antes da utilização. 
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Comprimido orodispersível  
 
É o comprimido que desintegra ou dissolve, rapidamente, quando colocado sobre a língua.  
 
Comprimido para colutório  
 
É o comprimido que deve ser dissolvido em água para a preparação do colutório, que é um líquido 
destinado ao enxágue bucal de ação sobre as gengivas e as mucosas da boca e da garganta. Não deve 
ser deglutido.  
 
Comprimido para solução  
 
É o comprimido destinado a ser dissolvido na água antes da administração. A preparação produzida 
pode ser levemente leitosa devido aos excipientes utilizados na fabricação dos comprimidos.  
 
Comprimido para suspensão  
 
É o comprimido que, quando em contato com um líquido, rapidamente produz uma dispersão 
homogênea (suspensão) e deve ser disperso antes da administração.  
 
Comprimido revestido  
 
É o comprimido que possui uma ou mais camadas finas de revestimento, normalmente, poliméricas, 
destinadas a proteger o fármaco do ar ou umidade; para fármacos com odor e sabor desagradáveis; 
para melhorar a aparência dos comprimidos, ou para alguma outra propriedade que não seja a de 
alterar a velocidade ou extensão da liberação do princípio ativo.  
 
Comprimido revestido de liberação prolongada  
 
É o comprimido que possui uma ou mais camadas finas de revestimento, normalmente poliméricas, 
destinadas a modificar a velocidade ou extensão da liberação dos princípios ativos. Veja a definição 
de liberação prolongada. 
 
Comprimido revestido de liberação retardada  
 
É o comprimido que possui uma ou mais camadas finas de revestimento, normalmente poliméricas, 
destinadas a modificar a velocidade ou extensão da liberação dos princípios ativos, apresentando uma 
liberação retardada do princípio ativo. Veja definição de liberação retardada.  
 
Comprimido sem revestimento  
 
É o comprimido em que excipientes usados não são destinados, especificamente, a modificar a 
liberação do princípio ativo nos fluidos digestivos.  
 
Controle de qualidade  
 
É o conjunto de medidas destinadas a garantir, a qualquer momento, a produção de lotes de 
medicamentos e demais produtos, que satisfaçam às normas de identidade, atividade, teor, pureza, 
eficácia e inocuidade.  
 
Corantes  
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Desinfetantes  
 
São produtos destinados a destruir, indiscriminada ou seletivamente, micro-organismos, quando 
aplicados em objetos inanimados ou ambientes.  
 
Detergentes  
 
São produtos destinados a dissolver gorduras; à higiene de recipientes e vasilhas e a aplicações de 
uso doméstico.  
 
Doadores de sangue  
 
São indivíduos saudáveis e cuidadosamente selecionados que, após exames médicos, testes 
sanguíneos laboratoriais e estudo de sua história médica, estejam ausentes de agentes infecciosos 
transmissíveis podem ser aceitos e utilizados para coleta de seu sangue total ou das suas frações 
celulares ou plasmáticas para fins profiláticos, curativos ou de fracionamento.  
 
Drágeas  
 
São comprimidos revestidos com camadas constituídas por misturas de substâncias diversas, como 
resinas, naturais ou sintéticas, gomas, gelatinas, materiais inativos e insolúveis, açúcares, 
plastificantes, polióis, ceras, corantes autorizados e, às vezes, aromatizantes e princípios ativos.  
 
Droga de origem natural 
 
São obtidas de seres vivos tais como plantas, bactérias, algas, fungos, líquens, animais, e minerais, 
que contenham substâncias ou classes de sustâncias responsáveis por uma ação terapêutica e/ou 
finalidade farmacêutica. A droga é especificada pela parte usada e pelo nome científico (espécie, 
variedade quando aplicável e autor(es)). 
 
Drogas vegetais 
 
Drogas vegetais são plantas inteiras ou suas partes, geralmente secas, não processadas, podendo estar 
íntegras ou fragmentadas. Também se incluem exsudatos, tais como gomas, resinas, mucilagens, látex 
e ceras, que não foram submetidos a tratamento específico. 
 
Elixir  
 
É a preparação farmacêutica de uso oral, líquida, límpida, hidroalcoólica, de sabor adocicado e 
agradável. Os elixires são preparados por dissolução simples e devem ser envasados em frascos de 
cor âmbar e mantidos em lugar fresco e ao abrigo da luz.  
 
Embalagem  
 
É o invólucro, recipiente ou qualquer forma de acondicionamento, removível ou não, destinado a 
cobrir, empacotar, envasar, proteger ou manter, especificamente ou não, os medicamentos, as drogas, 
os insumos farmacêuticos e correlatos, os cosméticos, os saneantes e outros produtos.  
 
Embalagem primária  
 
É a que mantém contato direto com seu conteúdo. Considera-se material de embalagem primária: 
ampola, bisnaga, envelope, estojo, flaconete, frasco de vidro ou de plástico, frasco-ampola, cartucho, 
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lata, pote, saco de papel e outros. Não deve haver qualquer interação entre o material de embalagem 
primária e o seu conteúdo capaz de alterar a concentração, a qualidade ou a pureza do material 
acondicionado.  
 
Embalagem secundária 
  
É a que possibilita total proteção do material de acondicionamento nas condições usuais de transporte, 
armazenagem e distribuição. Considera-se embalagem secundária: caixas de papelão, cartuchos de 
cartolina, madeira ou material plástico ou estojo de cartolina e outros.  
 
Emplastro  
 
É a forma farmacêutica semissólida para aplicação externa. Consiste de uma base adesiva contendo 
um ou mais princípios ativos distribuídos em uma camada uniforme num suporte apropriado feito de 
material sintético ou natural. Destinada a manter o princípio ativo em contato com a pele atuando 
como protetor ou como agente queratolítico.  
 
Emulsão  
 
É a forma farmacêutica líquida de um ou mais princípios ativos que consiste de um sistema de duas 
fases que envolvem pelo menos dois líquidos imiscíveis e na qual um líquido é disperso na forma de 
pequenas gotas (fase interna ou dispersa) através de outro líquido (fase externa ou contínua). 
Normalmente é estabilizada por meio de um ou mais agentes emulsificantes.  
 
Emulsão aerossol  
 
É a emulsão embalada sob pressão contendo um gás propelente e ingredientes terapeuticamente ativos 
que são liberados após a ativação de um sistema apropriado de válvulas.  
 
Emulsão gotas  
 
É a emulsão destinada à administração na forma de gotas.  
 
Emulsão injetável  
 
É a emulsão estéril.  
 
Emulsão para infusão  
 
É a emulsão estéril com água como a fase contínua, normalmente, isotônica com o sangue e utilizada 
principalmente para administração em grande volume.  
 
Emulsão spray  
 
É a emulsão administrada na forma de líquido finamente dividido por um jato de ar ou vapor.  
 
Ensaios biológicos  
 
São procedimentos destinados a avaliar a potência de princípios ativos contidos nas matérias-primas 
e preparações farmacopeicas, utilizando reagentes biológicos tais como micro-organismos, animais, 
fluidos e órgãos isolados de animais.  
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Espírito  
 
É a forma farmacêutica líquida alcoólica ou hidroalcoólica, contendo princípios aromáticos ou 
medicamentosos e classificados em simples e compostos. Os espíritos são obtidos pela dissolução de 
substâncias aromáticas em álcool etílico, geralmente na proporção de 5% (p/v).  
 
Esterilidade  
 
Esterilidade é a ausência de micro-organismos viáveis.  
 
Extratos 
 
São preparações de consistência líquida, semissólida ou sólida, obtidas a partir de drogas vegetais, 
utilizando-se métodos extrativos e solventes apropriados. Um extrato é essencialmente definido pela 
qualidade da droga vegetal, pelo processo de produção e suas especificações. O material utilizado na 
preparação de extratos pode sofrer tratamentos preliminares, tais como, inativação de enzimas, 
moagem ou desengorduramento. Após a extração, materiais indesejáveis podem ser eliminados. 
 
Extratos padronizados  
 
Correspondem àqueles extratos ajustados a um conteúdo definido de um ou mais constituintes 
responsáveis pela atividade terapêutica. O ajuste do conteúdo é obtido pela adição de excipientes 
inertes ou pela mistura de outros lotes de extrato. 
 
Extratos quantificados 
 
Correspondem àqueles extratos ajustados para uma faixa de conteúdo de um ou mais marcadores 
ativos. O ajuste da faixa de conteúdo é obtido pela mistura de lotes de extrato. 
 
Outros extratos  
 
Correspondem àqueles extratos não ajustados a um conteúdo específico de constituintes. São 
definidos essencialmente pelos parâmetros de seu processo de fabricação, como por exemplo a 
qualidade da droga vegetal, seleção do líquido extrator e condições de extração; bem como suas 
especificações. Os marcadores não necessariamente apresentam atividade terapêutica estabelecida, 
sendo considerados marcadores analíticos. O teor dos marcadores não deverá ser inferior ao valor 
mínimo indicado na monografia. 
 
 
Extrato fluido 
 
É a preparação líquida obtida por extração com líquido apropriado em que, em geral, uma parte do 
extrato, em massa ou volume corresponde a uma parte, em massa, da droga vegetal seca utilizada na 
sua preparação. Podem ainda ser adicionados conservantes. Devem apresentar especificações quanto 
ao teor de marcadores e resíduo seco. No caso de extratos classificados como padronizados, a 
proporção entre a droga vegetal e o extrato pode ser modificada em função dos ajustes necessários 
para obtenção do teor de constituintes ativos especificado. 
 
Extrato mole 
 
É a preparação de consistência semissólida obtida por evaporação parcial do líquido extrator 
empregado, podendo ser utilizado como solventes, unicamente, álcool etílico, água, ou misturas de 
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álcool etílico e água em proporção adequada. Apresentam, no mínimo, 70% (p/p) de resíduo seco. Se 
necessário podem ser adicionados conservantes. 
 
Extrato nativo (genuíno) 
 
Corresponde àqueles extratos preparados sem adição de excipientes (extratos simples ou brutos). 
Contudo, para os extratos moles e preparações líquidas, o extrato nativo pode apresentar quantidades 
variáveis de líquido extrator. 
 
Extrato seco 
 
É a preparação sólida obtida por evaporação do solvente utilizado no processo de extração. Podem 
ser adicionados de materiais inertes adequado e possuem especificações quanto ao teor de 
marcadores. Em geral, possuem uma perda por dessecação não superior a 5% (p/p). 
 
Fabricação  
 
São todas as operações que se fazem necessárias para a obtenção dos produtos para a saúde.  
 
Faixa de destilação  
 
Faixa de destilação é o intervalo de temperatura corrigida para a pressão de 101,3 kPa (760 mm de 
Hg), dentro do qual o líquido, ou fração específica do líquido, destila inteiramente.  
 
Faixa de fusão  
 
Faixa de fusão de uma substância é o intervalo de temperatura compreendido entre o início (no qual 
a substância começa a fluidificar-se) e o término da fusão (que é evidenciado pelo desaparecimento 
da fase sólida).  
 
Fármaco  
 
Veja Insumo farmacêutico ativo.  
 
Farmacopeico  
 
A expressão farmacopeico substitui as expressões: oficial e oficinal, utilizadas em edições anteriores, 
equivalendo-se a essas expressões para todos os efeitos.  
 
Fator VII da coagulação sanguínea humana, liofilizado  
 
É a fração proteica do plasma que contém o Fator VII (um derivado glicoproteico de cadeia simples), 
podendo igualmente conter pequenas quantidades da sua forma ativada (o derivado de duas cadeias 
ou Fator VIIa).  
 
Fator VIII da coagulação sanguínea de origem humana, liofilizado  
 
É a fração proteica do plasma que contém uma glicoproteína chamada Fator VIII da coagulação e, 
em função do método de purificação, quantidades variáveis do Fator de Von Willebrand. É preparado 
a partir de uma mistura de plasma humano para fracionamento obtido de doadores sadios.  
 
Fibrinogênio humano, liofilizado  
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Granulado revestido de liberação prolongada  
 
É o granulado que possui uma ou mais camadas finas de revestimento, normalmente poliméricas, 
destinadas a modificar a velocidade ou extensão da liberação dos princípios ativos. Vide definição de 
liberação prolongada.  
 
Granulado revestido de liberação retardada  
 
É o granulado que possui uma ou mais camadas finas de revestimento, normalmente poliméricas, 
destinadas a modificar a velocidade ou extensão da liberação dos princípios ativos, apresentando uma 
liberação retardada do princípio ativo. Vide definição geral de liberação retardada.  
 
Imunoglobulina humana contra a hepatite A  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G.  
 
Imunoglobulina humana contra a hepatite B  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G.  
 
Imunoglobulina humana contra a hepatite B para uso intravenoso  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G.  
 
Imunoglobulina humana contra a raiva  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G.  
 
Imunoglobulina humana contra a rubéola  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G. 
 
Imunoglobulina humana contra a varicela  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G.  
 
Imunoglobulina humana contra a varicela para uso intravenoso  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G.  
 
Imunoglobulina humana contra o antígeno D  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G.  
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Imunoglobulina humana contra o sarampo  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G.  
 
Imunoglobulina humana contra o tétano  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G. É obtida a partir do plasma contendo anticorpos específicos contra a toxina do 
Clostridium tetani.  
 
Imunoglobulina humana normal  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo principalmente IgG. Outras proteínas 
também podem estar presentes.  
 
Imunoglobulina humana normal para administração por via intravenosa  
 
É uma preparação estéril; líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a 
imunoglobulina G (IgG). Podem estar presentes outras proteínas. Contém anticorpos IgG de 
indivíduos normais.  
 
Indicador biológico  
 
É uma preparação caracterizada de micro-organismo específico que possui resistência definida e 
estável a um determinado processo de esterilização.  
 
Índice de refração  
 
O índice de refração (n) de uma substância é a relação entre a velocidade da luz no vácuo e sua 
velocidade no interior da substância. Para fins práticos mede-se a refração com referência ao ar e à 
substância e não com referência ao vácuo e à substância. Pode-se definir o índice de refração como a 
relação entre o seno do ângulo de incidência e o seno do ângulo de refração, isto é, n = sen i / sen r.  
 
Injetável  
 
É a preparação estéril destinada à administração parenteral. Apresenta-se como solução, suspensão 
ou emulsão.  
 
Inseticidas  
 
São produtos para usos externos, destinados à prevenção e ao controle dos insetos, em habitações, 
recintos e lugares de uso público e suas cercanias.  
 
Insulina  
 
Insulina é uma proteína que afeta o metabolismo da glicose. Ela é obtida do pâncreas de bovinos e 
suínos saudáveis, ou ambos, utilizados como alimento pelos humanos.  
 
Insulina humana 
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Insulina humana é uma proteína correspondente a um princípio ativo elaborado no pâncreas humano 
que afeta o metabolismo dos carboidratos (particularmente glicose), lípides e proteínas.  
 
Insulina humana isofana suspensão  
 
Insulina humana isofana suspensão é uma suspensão estéril de cristais de insulina humana zinco e 
sulfato protamina na água tamponada para a injeção, combinados de uma maneira tal que a fase sólida 
da suspensão é composta por cristais de insulina humana, protamina e zinco.  
 
Insulina humana isofana suspensão e insulina humana injeção 
 
Insulina humana isofana suspensão e insulina humana injeção é uma suspensão estéril tamponada de 
insulina humana, complexada com sulfato de protamina, em uma solução de insulina humana.  
 
Insulina humana zinco suspensão  
 
É uma suspensão estéril de insulina humana em água tamponada para a injeção, modificada pela 
adição de um sal de zinco adequado de modo que a fase sólida da suspensão é constituída por uma 
mistura de insulina cristalina e amorfa em uma razão de cerca de sete partes de cristais e de três partes 
de material amorfo.  
 
Insulina humana zinco suspensão estendida  
 
É uma suspensão estéril de insulina humana em água tamponada para a injeção, modificada pela 
adição de um sal de zinco adequado de modo a que a fase sólida da suspensão é predominantemente 
cristalina.  
 
Insulina injetável  
 
Insulina injetável é uma solução isotônica e estéril de insulina.  
 
Insulina lispro  
 
É idêntica em estrutura à insulina humana, exceto pela presença de lisina e prolina nas posições 28 e 
29, respectivamente, da cadeia B, enquanto esta sequência é invertida em insulina humana. Insulina 
lispro é produzida por síntese microbiana por meio de um processo de DNA recombinante.  
 
Insumo farmacêutico ativo  
 
É uma substância química ativa, fármaco, droga ou matéria-prima que tenha propriedades 
farmacológicas com finalidade medicamentosa utilizada para diagnóstico, alívio ou tratamento, 
empregada para modificar ou explorar sistemas fisiológicos ou estados patológicos em benefício da 
pessoa na qual se administra.  
 
Quando destinada a emprego em medicamentos, deve atender às exigências previstas nas monografias 
individuais.  
 
Isoladores  
 
São equipamentos que empregam tecnologia usada para dupla proposta, de proteger o produto da 
contaminação do ambiente e pessoas durante envase e fechamento e de proteger pessoas de produtos 
tóxicos ou deletérios que são produzidos.  
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Liberação convencional  
 
É o tipo de liberação de formas farmacêuticas que não são modificadas intencionalmente por um 
desenho de formulação especial e/ou método de fabricação.  
 
Liberação paramétrica  
 
É definida como a liberação de carga ou lotes de produtos submetidos à esterilização terminal, por 
meio do cumprimento de parâmetros críticos do processo de esterilização, sem a necessidade de 
realização do teste de esterilidade.  
 
Liberação prolongada  
 
É o tipo de liberação modificada de formas farmacêuticas que possibilita pelo menos uma redução na 
frequência de dose quando comparada com o medicamento apresentado na forma de liberação 
convencional. É obtida por meio de um desenho de formulação especial e/ou método de fabricação.  
 
Liberação retardada  
 
É o tipo de liberação modificada de formas farmacêuticas que apresenta uma liberação retardada do 
princípio ativo. A liberação retardada é obtida por meio de um desenho de formulação especial e/ou 
método de fabricação. As preparações gastrorresistentes são consideradas formas de liberação 
retardada, pois são destinadas a resistir ao fluido gástrico e liberar o princípio ativo no fluido 
intestinal. 
 
Líquido extrator 
 
Solventes ou mistura de solventes que são utilizados no processo de extração. 
 
Loção  
 
É a preparação líquida aquosa ou hidroalcoólica, com viscosidade variável, para aplicação na pele, 
incluindo o couro cabeludo. Pode ser solução, emulsão ou suspensão contendo um ou mais princípios 
ativos ou adjuvantes.  
 
Lote ou partida  
 
É a quantidade de um medicamento, ou outro produto, que se produz em um ciclo de fabricação e 
cuja característica essencial é a homogeneidade.  
 
 
Marcadores 
 
Constituintes ou grupos de constituintes quimicamente definidos, presentes em drogas, suas 
preparações, fitoterápicos ou outros medicamentos à base de ativos de origem natural, que são 
utilizados para fins de controle de qualidade, podendo ou não apresentar atividade terapêutica. 
 
Material de embalagem  
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Compreende-se por material de embalagem o recipiente; envoltório; invólucro; ou qualquer outra 
forma de proteção, removível ou não, usado para envasar; proteger; manter; cobrir; ou empacotar, 
especificamente, ou não, matérias-primas; reagentes e medicamentos.  
 
Matérias-primas  
 
Substâncias ativas ou inativas que se empregam na fabricação de medicamentos e de outros produtos, 
tanto as que permanecem inalteradas quanto as passíveis de modificações.  
 
Media fill  
 
É um teste para simulação das operações assépticas em que o produto é substituído por um meio de 
cultura e serve para assegurar que os processos utilizados são capazes de produzir produtos estéreis.  
 
Medicamento  
 
É o produto farmacêutico, tecnicamente obtido ou elaborado, que contém um ou mais fármacos e 
outras substâncias, com finalidade profilática, curativa, paliativa ou para fins de diagnóstico. 
 
Medicamento de referência  
 
É o produto inovador registrado no órgão federal Brasileiro, responsável pela vigilância sanitária e 
comercializado no país, cuja eficácia, segurança e qualidade foram comprovados, cientificamente, no 
órgão federal competente, por ocasião do registro.  
 
Medicamento genérico  
 
É o medicamento similar a um produto de referência ou inovador, que pretende ser com esse 
intercambiável, geralmente produzido após a expiração ou renúncia da proteção patentária ou de 
outros direitos de exclusividade, comprovada a sua eficácia, segurança e qualidade, e designado pela 
DCB ou, na sua ausência, pela DCI.  
 
Medicamento intercambiável  
 
É o medicamento equivalente terapêutico de um medicamento de referência, comprovados, 
essencialmente, os mesmos efeitos de eficácia e segurança.  
 
Medicamento magistral  
 
É todo medicamento cuja prescrição pormenoriza a composição, a forma farmacêutica e a posologia. 
É preparado na farmácia, por um profissional farmacêutico habilitado ou sob sua supervisão direta.  
 
Medicamento pressurizado  
 
É o medicamento acondicionado em frascos mantidos sob pressão, contendo um gás propelente e 
ingredientes terapeuticamente ativos que são liberados após a ativação de sistema apropriado de 
válvulas.  
 
Medicamento similar  
 
É aquele que contém o mesmo ou os mesmos princípios ativos, apresenta a mesma concentração, 
forma farmacêutica, via de administração, posologia e indicação terapêutica, e que é equivalente ao 
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medicamento registrado no órgão federal, responsável pela vigilância sanitária, podendo diferir 
somente em características relativas ao tamanho e forma do produto, prazo de validade, embalagem, 
rotulagem, excipientes e veículo, devendo sempre ser identificado por nome comercial ou marca.  
 
Meia-vida biológica  
 
É o tempo necessário para um organismo remover, por eliminação biológica, metade da quantidade 
de uma substância administrada.  
 
Meia-vida efetiva  
 
É o tempo necessário para um radionuclídeo em um organismo diminuir sua atividade pela metade 
como um resultado combinado da eliminação biológica e do decaimento radioativo. A meia-vida 
efetiva é importante para o cálculo da dose ótima do radiofármaco a ser administrada e no 
monitoramento da quantidade de exposição à radiação.  
 
Métodos imunoquímicos  
 
São métodos que se baseiam numa ligação seletiva, reversível e não covalente entre antígenos e 
anticorpos.  
 
Miscibilidade  
 
O termo miscível é empregado para descrever um líquido ou gás que produza uma mistura homogênea 
ao ser misturado em qualquer proporção com o solvente indicado no mesmo estado físico. 
 
Misturas de plasma humano excedente tratado por inativação viral  
 
Preparação congelada ou liofilizada, estéril, apirogênica, obtida a partir de plasma humano excedente 
proveniente de doadores do mesmo grupo sanguíneo ABO e Rh(Du). A preparação é descongelada 
ou reconstituída antes de seu uso de modo a obter uma solução injetável. O plasma humano utilizado 
deve satisfazer às exigências da monografia Plasma humano para fracionamento.  
 
Nível de garantia de esterilidade  
 
É o grau de garantia que o processo em questão esteriliza um  grupo de itens, sendo expresso como a 
probabilidade de um item não estéril naquela população.  
 
Nome químico  
 
É o nome da substância farmacopeica, de acordo com a nomenclatura preconizada pela União 
Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC).  
 
Número do lote  
 
Designação impressa na rotulagem de um medicamento e de outros produtos que permita identificar 
o lote ou a partida a que pertençam e, em caso de necessidade, localizar e rever todas as operações de 
fabricação e inspeção praticadas durante a produção.  
 
Nutrimentos  
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São substâncias constituintes dos alimentos de valor nutricional, incluindo proteínas, gorduras, 
hidratos de carbono, água, elementos minerais e vitaminas.  
 
Óleo fixo 
 
São óleos não voláteis, líquidos à temperatura ambiente. São predominantemente constituídos por 
triacilgliceróis, esterificados com ácidos graxos diferentes ou idênticos. 
 
Óleo volátil 
 
Óleos obtidos de plantas, por processos físicos, que evaporam à temperatura ambiente sem deixar 
resíduo. São constituídos por misturas complexas de substâncias de baixa massa molecular, que 
determinam seu odor e sabor. Podem se apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados, 
desterpenados ou concentrados. Podem também ser denominados óleos essenciais. 
 
Oleorresina 
 
São extratos semissólidos constituídos por uma resina em solução em um óleo volátil e/ou óleo fixo 
e são obtidas por evaporação do(s) solvente(s) utilizado(s) para a sua produção. Esta definição é 
aplicada somente as oleorresinas produzidas por extração. 
 
Osmolalidade  
 
É uma forma prática que dá uma medida total da contribuição de vários solutos numa solução pela 
pressão osmótica da solução. A unidade de osmolalidade é osmol por quilograma (osmol/kg), mas o 
submúltiplo miliosmol por quilograma (mosmol/kg) é normalmente usado.  
 
Óvulo  
 
É a forma farmacêutica sólida, de dose única, contendo um ou mais princípios ativos dispersos ou 
dissolvidos em uma base adequada que tem vários formatos, usualmente, ovoide. Fundem na 
temperatura do corpo.  
 
Padrões de referência da Farmacopeia Brasileira  
 
De acordo com definição da OMS, padrões de referência farmacopeicos (PRef) são produtos de 
uniformidade reconhecida, destinados ao uso em ensaios onde uma ou mais de suas propriedades 
será(ão) comparada(s) com a(s) da substância em exame. Possuem um grau de pureza adequado ao 
uso ao qual se destinam.  
 
O PRef é estabelecido e distribuído por autoridades farmacopeicas, cujo valor atribuído a uma ou 
mais de suas propriedades é aceito sem necessitar comparação com outro padrão, destinado ao uso 
em ensaios específicos descritos nas monografias farmacopeicas. Incluem substâncias químicas de 
referência, produtos biológicos, extratos e pós vegetais, radiofármacos, entre outros. A expressão 
relacionada mais usada é: Substância Química de Referência Farmacopeica.  
 
Pasta  
 
É a pomada contendo grande quantidade de sólidos em dispersão (pelo menos 25%). Deve atender as 
especificações estabelecidas para pomadas.  
 
Pastilha  
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É o pó contendo, em adição aos ingredientes ativos, substâncias ácidas e carbonatos ou bicarbonatos, 
os quais liberam dióxido de carbono quando o pó é dissolvido em água. É destinado a ser dissolvido 
ou disperso em água antes da administração.  
 
Pó liofilizado para solução injetável  
 
É o pó estéril destinado à adição subsequente de líquido para formar uma solução. Preparado por 
liofilização, um processo que envolve a remoção de água dos produtos pelo congelamento a pressões 
extremamente baixas.  
 
Pó liofilizado para suspensão injetável  
 
É o pó estéril destinado à adição subsequente de líquido para formar uma suspensão. Preparado por 
liofilização, um processo que envolve a remoção de água dos produtos pelo congelamento a pressões 
extremamente baixas.  
 
Pó liofilizado para suspensão injetável de liberação prolongada  
 
É o pó estéril destinado à adição subsequente de líquido para formar uma suspensão. Preparado por 
liofilização, um processo que envolve a remoção de água dos produtos pelo congelamento a pressões 
extremamente baixas. Veja definição geral de liberação prolongada.  
 
Pó para colutório  
 
É o pó que deve ser dissolvido em água antes do uso para o preparo do colutório, que é um líquido 
destinado ao enxágue bucal para agir sobre as gengivas e as mucosas da boca e da garganta. Não deve 
ser deglutido.  
 
Pó para solução  
 
É o pó destinado a ser reconstituído para formar uma solução.  
 
Pó para solução injetável  
 
É o pó estéril destinado à adição subsequente de líquido para formar uma solução.  
 
Pó para solução para infusão  
 
É o pó estéril destinado à reconstituição para formar uma solução para uso por infusão. Essa solução 
é, normalmente, isotônica com o sangue e utilizada principalmente para administração em grande 
volume.  
 
Pó para suspensão  
 
É o pó destinado a ser reconstituído para formar uma suspensão.  
 
Pó para suspensão injetável  
 
É o pó estéril destinado à adição subsequente de líquido para formar uma suspensão.  
 
Pó para suspensão injetável de liberação prolongada  
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É o pó estéril destinado à adição subsequente de líquido para formar uma suspensão. Veja definição 
de liberação prolongada.  
 
Pomada  
 
É a forma farmacêutica semissólida, para aplicação na pele ou em membranas mucosas, que consiste 
da solução ou dispersão de um ou mais princípios ativos em baixas proporções em uma base adequada 
usualmente não aquosa.  
 
Prazo de validade  
 
É o tempo durante o qual o produto poderá ser usado, caracterizado como período de vida útil e 
fundamentado nos estudos de estabilidade específicos. O prazo de validade deverá ser indicado nas 
embalagens primárias e secundárias. Quando indicar mês e ano, entende-se como vencimento do 
prazo o último dia desse mês. As condições especificadas, pelo fabricante, de armazenamento e 
transporte devem ser mantidas.  
 
Preparação tópica semissólida  
 
É a preparação prevista para aplicação na pele ou em certas mucosas para ação local ou penetração 
percutânea de medicamentos, ou ainda por sua ação emoliente ou protetora.  
 
Preparações vegetais 
 
São preparações homogêneas, obtidas a partir de drogas vegetais submetidas a tratamentos 
específicos, tais como extração, destilação, expressão, fracionamento, purificação, concentração ou 
fermentação. São exemplos de preparações vegetais: extratos, óleos, sucos expressos, exsudatos 
processados e drogas vegetais que foram submetidas a redução de tamanho para uma aplicação 
específica, por exemplo, drogas vegetais rasuradas para elaboração de chás medicinais ou 
pulverizadas para encapsulamento. 
 
Processo asséptico  
 
É aquele projetado de forma a prevenir a contaminação dos componentes estéreis por micro-
organismos viáveis ou ainda na fase intermediária da produção. 
 
Produto de higiene  
 
É o produto para uso externo; antisséptico ou não; destinado ao asseio ou à desinfecção corporal, 
compreendendo o sabonete, xampu, dentifrício, enxaguatório bucal, antiperspirante, desodorante, 
produto para barbear e após o barbear, estíptico e outros.  
 
Produto dietético  
 
É o produto tecnicamente elaborado para atender às necessidades dietéticas de pessoas em condições 
fisiológicas especiais.  
 
Produto semielaborado  
 
É toda substância ou mistura de substâncias ainda sob o processo de fabricação.  
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Reagentes  
 
São substâncias utilizadas em testes, reações, ensaios e doseamentos farmacopeicos, quer como tais 
ou em soluções.  
 
Recipiente bem fechado  
 
É aquele que protege seu conteúdo de perdas e contaminação por sólidos estranhos, nas condições 
usuais de manipulação, armazenagem, distribuição e transporte.  
 
Recipiente hermético  
 
É aquele impermeável ao ar, ou qualquer outro gás, nas condições usuais de manipulação, 
armazenagem, distribuição e transporte.  
 
Recipiente opaco  
 
É aquele que impede a visualização do conteúdo, abrangendo todas as cores. Constitui barreira de 
proteção à luminosidade.  
 
Recipiente para dose única  
 
É o recipiente hermético que contém determinada quantidade do medicamento destinada a ser 
administrada de uma só vez e que depois de aberto, não poderá ser fechado com garantia de 
esterilidade.  
 
Recipiente para doses múltiplas  
 
É o recipiente hermético que possibilita a retirada de porções sucessivas de seu conteúdo, sem 
modificar a concentração, a pureza e a esterilidade da porção remanescente.  
 
Recipiente perfeitamente fechado  
 
É aquele que protege seu conteúdo de perdas e de contaminação por sólidos, líquidos e vapores 
estranhos, eflorescência, deliquescência ou evaporação nas condições usuais de manipulação, 
armazenagem, distribuição e transporte.  
 
Recipiente translúcido  
 
É aquele que possibilita a visualização parcial do conteúdo, abrangendo todas as cores exceto o 
âmbar.  
 
Recipiente transparente  
 
É aquele que possibilita a visualização total do conteúdo, abrangendo todas as cores exceto o âmbar.  
 
Registro  
 
É o ato legal que reconhece a adequação de um produto à legislação sanitária, e sua concessão é dada 
pela Anvisa. É um controle feito antes da comercialização, sendo utilizado no caso de produtos que 
possam apresentar eventuais riscos à saúde. Os produtos sujeitos à vigilância sanitária que são 
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registrados devem atender aos critérios estabelecidos em leis e à regulamentação específica  com o 
objetivo de minimizar eventuais riscos que possam estar relacionados ao produto. 
 
Resistência hidrolítica ou alcalinidade  
 
É o ensaio que quantifica a intensidade da reação química entre a água e os elementos alcalinos 
existentes no vidro, especialmente sódio e potássio. Essa resistência determina a classificação do tipo 
de vidro.  
 
Rótulo  
 
É a identificação impressa ou litografada, bem como os dizeres pintados ou gravados a fogo, a pressão 
ou autoadesiva, aplicados diretamente sobre recipientes; invólucros; envoltórios; cartuchos; ou 
qualquer outro protetor de embalagem, externo ou interno, não podendo ser removido ou alterado 
durante o uso do produto e durante seu transporte, ou seu armazenamento. A confecção dos rótulos 
deverá obedecer às normas vigentes do órgão federal de Vigilância Sanitária.  
 
Sala limpa  
 
Sala na qual a concentração de partículas em suspensão no ar é controlada. É construída e utilizada 
de maneira a minimizar a introdução, geração e retenção de partículas dentro da sala, na qual os outros 
parâmetros relevantes como, por exemplo, temperatura, umidade e pressão, são controlados conforme 
necessário.  
 
Saneante domissanitário  
 
É a substância ou preparação destinada à higienização; desinfecção ou desinfestação domiciliar; de 
ambientes coletivos, particulares ou públicos, em lugares de uso comum e no tratamento da água.  
 
Sangue humano  
 
É um tecido vivo, circulante, conjuntivo, de natureza celular, plasmática e ou proteica, que se encontra 
contido dentro do aparelho cardiovascular, desempenhando múltiplas e complexas funções que 
assegurem ao organismo humano a manutenção da vida.  
 
Sangue humano transfusional  
 
É o sangue total humano in vitro proveniente de doadores saudáveis colhido em sistemas de envase 
para coleta, armazenamento e processamento do sangue humano contendo solução anticoagulante 
conservadora e preservadora.  
 
Sistema concentrador de oxigênio (SCO) 
 
Sistema composto de equipamentos e acessórios que filtra, retém umidade e concentra o oxigênio do 
ar atmosférico por meio do processo de adsorção molecular. Esse sistema é conhecido também como 
usina concentradora de oxigênio, Pressure Swing Adsorption (PSA). 
 
Sistema fechado  
 
Sistema de administração de soluções parenterais que, durante todo o preparo e administração, não 
permite o contato da solução com o meio ambiente.  
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Substâncias insaponificáveis são aquelas remanescentes à reação de saponificação, não voláteis a 100 
- 105 °C e que foram carreadas no processo de extração da substância a ensaiar.  
 
Supositório  
 
É a forma farmacêutica sólida de vários tamanhos e formatos adaptados para introdução no orifício 
retal, vaginal ou uretral do corpo humano, contendo um ou mais princípios ativos dissolvidos numa 
base adequada. Eles, usualmente, se fundem, derretem ou dissolvem na temperatura do corpo.  
 
Suspensão  
 
É a forma farmacêutica líquida que contém partículas sólidas dispersas em um veículo líquido, no 
qual as partículas não são solúveis.  
 
Suspensão aerossol  
 
É a suspensão embalada sob pressão contendo um gás propelente e ingredientes terapeuticamente 
ativos que são liberados após a ativação de um sistema apropriado de válvulas.  
 
Suspensão de liberação prolongada  
 
É a forma farmacêutica líquida que contém partículas sólidas dispersas em um veículo líquido, no 
qual as partículas não são solúveis. Veja definição de liberação prolongada.  
 
Suspensão de liberação retardada  
 
É a forma farmacêutica líquida que contém partículas sólidas dispersas em um veículo líquido, no 
qual as partículas não são solúveis. Veja definição de liberação retardada.  
 
Suspensão gotas  
 
É a suspensão destinada à administração na forma de gotas.  
 
Suspensão injetável  
 
É a suspensão estéril.  
 
Suspensão injetável de liberação prolongada  
 
É a suspensão estéril. Veja definição de liberação prolongada.  
 
Suspensão spray  
 
É a suspensão administrada na forma de líquido finamente dividido por um jato de ar ou vapor.  
 
Tablete  
 
É a forma farmacêutica sólida preparada a partir de uma massa feita com solução hidroalcoólica, o 
princípio ativo e lactose, ou da própria trituração umedecida em solução hidroalcoólica. É moldada 
em tableteiros e é frágil e quebradiça.  
 
Tampão  
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É a preparação à base de sais que são capazes de suportar variações na atividade de íons hidrogênio.  
 
Tanque criogênico fixo ou tanque estacionário  
 
Recipiente, isolado termicamente, apropriado para armazenar gases medicinais na forma de líquido 
criogênico. 
 
Tanque criogênico móvel ou tanque de armazenagem móvel  
 
Recipiente transportável, isolado termicamente, capaz de armazenar gases medicinais na forma de 
líquido criogênico. 
 
Temperatura ou ponto de congelamento  
 
Temperatura ou ponto de congelamento de líquido ou de sólido fundido é a mais alta temperatura na 
qual ele se solidifica. Para substâncias puras que fundem sem decomposição, o ponto de 
congelamento do líquido é igual a seu ponto de fusão.  
 
Temperatura ou ponto de ebulição  
 
Temperatura ou ponto de ebulição de um líquido é a temperatura corrigida na qual o líquido ferve 
sob pressão de vapor de 101,3 kPa (760 mm de Hg).  
 
Temperatura ou ponto de fusão  
 
Temperatura ou ponto de fusão de uma substância é a temperatura na qual esta se encontra 
completamente fundida.  
 
Teste de pressão hidrostática 
 
Teste realizado por razões de segurança, a fim de garantir que cilindros e tanques suportem as 
pressões para os quais foram projetados. 
 
Tintura  
 
É a preparação alcoólica ou hidroalcoólica resultante da extração de drogas vegetais ou da diluição 
dos respectivos extratos. São obtidas por extração a líquido usando 1 parte, em massa, de droga 
vegetal e 10 partes de solvente de extração, ou 1 parte, em massa, de droga vegetal e 5 partes de 
solvente de extração. A relação pode ser em p/p ou p/v. Alternativamente, eles podem ser obtidos 
utilizando tanto 1 parte, em massa, de droga vegetal e quantidade suficiente do solvente de extração 
para produzir 10 partes, em massa ou volume, de tintura ou 1 parte, em massa, de droga vegetal e 
quantidade suficiente de solvente de extração para produzir 5 partes, em massa ou volume, de tintura. 
Outras proporções de droga vegetal e solvente de extração podem ser utilizadas. É classificada em 
simples ou composta, conforme preparada com uma ou mais drogas vegetais. 
 
Vacinas  
 
Produtos biológicos que contêm uma ou mais substâncias antigênicas que, quando inoculadas, são 
capazes de induzir imunidade específica ativa e proteger contra doença causada pelo agente 
infeccioso que originou o antígeno.  
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Valor D (tempo de redução decimal)  
 
É o tempo, em minutos, necessário para reduzir a população microbiana em 90% ou um ciclo 
logarítmico.  
 
Valor Fo  
 
É uma medida da eficácia esterilizante, isto é, é o número de minutos de esterilização térmica por 
vapor à determinada temperatura fornecida a um recipiente ou unidade de produto, num dado valor 
Z.  
 
Valor Z  
 
É a elevação de temperatura, em graus, necessária para reduzir o Valor D em 90% ou produzir a 
redução de um ciclo logarítmico na curva de resistência térmica.  
 
Válvula  
 
Dispositivo capaz de modificar a pressão ou vazão (fluxo) de gases, ou de vácuo, seja no cilindro ou 
no sistema centralizado de gases. 
 
Válvula de retenção, anti-retorno ou unidirecional  
 
Válvula que possibilita a passagem do gás ou proporciona o vácuo em apenas um sentido. 
 
Vias de administração  
 
É o local do organismo por meio do qual o medicamento é administrado.  
 
Viscosidade  
 
É a expressão da resistência de líquidos ao escoamento, ou seja, ao deslocamento de parte de suas 
moléculas sobre moléculas vizinhas. A viscosidade dos líquidos vem do atrito interno, isso é, das 
forças de coesão entre moléculas relativamente juntas. Com o aumento da temperatura, aumenta a 
energia cinética média das moléculas, diminui (em média) o intervalo de tempo que as moléculas 
passam umas junto das outras, menos efetivas se tornam as forças intermoleculares e menor a 
viscosidade.  
 
A unidade dinâmica, no Sistema CGS, de viscosidade é o poise. O Sistema CGS de unidades é um 
sistema de unidades de medidas físicas, ou sistema dimensional, de tipologia LMT (comprimento, 
massa, tempo), cujas unidades base são o centímetro para o comprimento, o grama para a massa e o 
segundo para o tempo.  
 
Xarope  
 
É uma solução oral caracterizada pela alta viscosidade, conferida pela presença de sacarose ou outros 
açúcares ou outros agentes espessantes e edulcorantes na sua composição. Os xaropes geralmente 
contêm agentes flavorizantes e/ou corantes autorizados. Quando não se destinam ao consumo 
imediato, devem ser adicionados de conservantes antimicrobianos autorizados.  
 
 
INFORMAÇÕES GERAIS  





Farmacopeia Brasileira, 6ª edição GN-00  
 

 
Quando na monografia não forem especificadas condições de conservação, elas incluem proteção 
contra a umidade, congelamento e calor excessivo.  
 
Descrição de substância  
 
As informações referentes à descrição de uma substância são genéricas e destinam-se à avaliação 
preliminar da sua integridade. A descrição, por si, não é indicativa da pureza, devendo ser associada 
a outros testes farmacopeicos para assegurar que a substância esteja de acordo com a monografia.  
 
Dessecação até peso constante  
 
Essa expressão significa que a secagem deve prosseguir até que duas pesagens consecutivas não 
difiram em mais de 0,50 mg por grama da substância em exame, sendo que a segunda pesagem deve 
ser efetuada após uma hora de secagem adicional nas condições especificadas.  
 
Dessecador  
 
Compreende-se por dessecador um recipiente que possa ser perfeitamente fechado, de formato e 
dimensões adequadas que possibilitem manter atmosfera de baixo teor de umidade por meio de 
agentes dessecantes nele introduzidos, tais como: sílica-gel, cloreto de cálcio, pentóxido de fósforo, 
ácido sulfúrico, dentre outros.  
 
Dessecador à pressão reduzida é o que possibilita manter atmosfera de baixa umidade à pressão 
reduzida de, no máximo, 6,7 kPa (aproximadamente 50 mm de mercúrio), ou à pressão indicada na 
monografia.  
 
Doseamento e determinação da potência  
 
Quando o resultado de um ensaio ou de um doseamento é expresso em relação à substância anidra ou 
dessecada; em relação à substância; ou qualquer outra base específica, a determinação do teor de água 
ou perda por dessecação, ou de outra propriedade designada é efetuada segundo o método descrito na 
monografia da respectiva substância, ou segundo o descrito na rotulagem.  
 
Ensaios de identificação  
 
Os ensaios de identificação possibilitam verificar, com um nível de certeza aceitável, que a identidade 
do material sob exame está de acordo com o rótulo de sua embalagem. Embora específicos, eles não 
são, necessariamente, suficientes para estabelecer prova absoluta de identidade. Entretanto, o não 
cumprimento dos requerimentos de um ensaio de identificação pode significar erro de rotulagem do 
material. Outros testes e especificações na monografia contribuem para a confirmação da identidade 
do artigo sob exame.  
 
Alguns ensaios de identificação devem ser considerados conclusivos como: infravermelho, 
espectrofotometria com absorção específica e cromatografia a líquido de alta eficiência acoplada a 
espectrofotometria. Esses ensaios devem ser realizados em complemento ao ensaio do contra íon, 
quando aplicável.  
 
Estrutura das monografias  
 
As monografias de matérias-primas são identificadas por suas Denominações Comuns Brasileiras 
(DCB), grafadas em caixa alta e centralizadas. Além disso, são incluídos, também:  
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A faixa da variação deve ser estritamente observada, não sendo tolerados valores fora dos limites 
máximo e mínimo.  
 
Medidas de pressão  
 
A expressão pascal (Pa), usada para medidas de pressão como a arterial, atmosférica ou interna de 
um aparelho, refere-se ao uso de manômetros ou barômetros calibrados em relação à pressão exercida 
pela força de um Newton uniformemente distribuída sobre uma superfície plana de 1 m2 de área 
perpendicular à direção da força; um pascal equivale a 7,5 × 10-3 mm de mercúrio.  
 
Nomenclatura sobre o grau de hidratação das moléculas 
 
Quando não for citado o grau de hidratação dos insumos farmacêuticos na nomenclatura, trata-se da 
substância anidra. 
 
Odor  
 
As expressões: inodora; praticamente inodora; leve odor característico; ou suas variações, são 
usadas examinando-se a amostra depois de exposta ao ar por quinze minutos, quando se tratarem de 
embalagens de até 25 g abertas recentemente. No caso de embalagens maiores, transferir amostras de 
aproximadamente 25 g para cápsula de 100 mL de capacidade.  
 
A caracterização do odor é apenas descritiva e não pode ser considerada como padrão de pureza, 
exceto nos casos em que um odor particular, não permitido, seja indicado na monografia individual.  
 
Preparação de soluções  
 
Todas as soluções utilizadas em testes, ensaios e reações são preparadas com água purificada, a menos 
que seja indicado de maneira diferente na monografia individual.  
 
A expressão recentemente preparada, referente ao preparo de soluções utilizadas em testes, ensaios 
e reações, indica que a solução deve ser preparada, no máximo, 24 horas antes da realização do ensaio.  
 
Pressão reduzida  
 
A expressão pressão reduzida significa pressão menor ou igual a 6,7 kPa (aproximadamente 50 mm 
de mercúrio), se não for indicado de maneira diferente na monografia. Quando na monografia for 
indicada dessecação sob pressão reduzida sobre agente dessecante, a operação deve ser feita sob 
pressão reduzida em dessecador ou outro aparelho adequado.  
 
Processos de fabricação  
 
Na fabricação de produtos injetáveis, comprimidos, cápsulas ou de outras preparações farmacopeicas, 
é permitido o uso de substâncias adjuvantes, descritas nas monografias e adicionadas com finalidade 
específica. Elas devem ser inócuas e não devem ter influência adversa sobre a eficácia terapêutica da 
substância ativa contida na preparação, nem interferir nos ensaios e determinações. Qualquer que seja 
o método utilizado, o produto final deve corresponder às especificações incluídas na Farmacopeia 
Brasileira, 6ª edição.  
 
Prova em branco  
 







Farmacopeia Brasileira, 6ª edição MG5.1.1-00  
 

5 MÉTODOS GERAIS 
 

5.1 MÉTODOS APLICADOS ÀS FORMAS FARMACÊUTICAS  
 

5.1.1 DETERMINAÇÃO DE PESO  
 

O teste se aplica a formas farmacêuticas sólidas em dose unitária (comprimidos não revestidos, 
comprimidos revestidos, pastilhas, cápsulas duras e moles e supositórios), formas farmacêuticas 
sólidas acondicionadas em recipientes para dose unitária (pós estéreis, pós liofilizados, pós para 
injetáveis e pós para reconstituição de uso oral) e a formas farmacêuticas sólidas e semissólidas 
acondicionadas em recipientes para doses múltiplas (granulados, pós, géis, cremes, pomadas e pós 
para reconstituição). 
 
As pesagens devem ser feitas em balanças de sensibilidade adequada.  
 
PROCEDIMENTO PARA PRODUTOS EM DOSE UNITÁRIA  
 
Para produtos em dose unitária, o teste possibilita verificar se as unidades de um mesmo lote 
apresentam uniformidade de peso. Para realizar o teste, é necessário determinar, previamente, o peso 
médio de unidades do lote.  
 
Comprimidos não revestidos ou revestidos com filme  
 
Pesar, individualmente, 20 comprimidos e determinar o peso médio. Pode-se tolerar, no máximo, 
duas unidades fora dos limites especificados na Tabela 1, em relação ao peso médio, porém, nenhuma 
poderá estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.  
 
Comprimidos com revestimento açucarado (drágeas)  
 
Pesar, individualmente, 20 drágeas e determinar o peso médio. Pode-se tolerar, no máximo, cinco 
unidades fora dos limites especificados na Tabela 1, em relação ao peso médio, porém, nenhuma 
poderá estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.  
 
Cápsulas duras  
 
Pesar, individualmente, 20 unidades, remover o conteúdo de cada uma, limpar adequadamente e pesar 
novamente. Determinar o peso do conteúdo de cada cápsula pela diferença de peso entre a cápsula 
cheia e a vazia. Com os valores obtidos, determinar o peso médio do conteúdo. Pode-se tolerar, no 
máximo, duas unidades fora dos limites especificados na Tabela 1, em relação ao peso médio do 
conteúdo, porém, nenhuma poderá estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.  
 
Cápsulas moles  
 
Proceder como descrito para Cápsulas duras. Para determinar o peso médio do conteúdo, cortar as 
cápsulas previamente pesadas e lavá-las com éter etílico ou outro solvente adequado. Deixar os 
invólucros expostos ao ar, em temperatura ambiente, até completa evaporação do solvente. Pesar 
novamente.  
 
Supositórios e óvulos  
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equivalente ao número de doses especificadas no rótulo. O volume dispensado por cada seringa não 
é inferior ao volume declarado por dose.  
 
Para injetáveis em cartuchos ou seringas pré-carregadas, testar uma unidade se o volume declarado é 
igual ou superior a 10 mL, três unidades se o volume declarado é superior a 3 mL e inferior a 10 mL 
ou cinco unidades se o volume declarado é igual ou inferior a 3 mL. Ajustar aos recipientes os 
acessórios necessários para sua utilização (agulha, êmbolo, corpo de seringa), quando for o caso, e 
transferir o conteúdo de cada recipiente, sem esvaziar a agulha, para béquer seco tarado, empurrando 
o êmbolo lenta e regularmente. Calcular o volume, em mililitros, dividindo o peso do líquido, em 
gramas, pela sua densidade. O volume de cada recipiente não é inferior ao volume declarado.  
 
Para preparações injetáveis de grande volume (infusões parenterais), selecionar duas unidades e 
transferir o conteúdo de cada recipiente para provetas secas calibradas de capacidade que não exceda 
2,5 vezes o volume a ser medido. O volume de cada recipiente não é inferior ao volume declarado.  
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5.1.3 DETERMINAÇÃO DE RESISTÊNCIA MECÂNICA EM 
COMPRIMIDOS  
 
Os testes de resistência mecânica, tais como dureza e friabilidade, são considerados oficiais dentro 
do contexto legal desta Farmacopeia, constituindo-se em elementos úteis na avaliação da qualidade 
integral dos comprimidos. Estes testes visam demonstrar a resistência dos comprimidos à ruptura 
provocada por quedas ou fricção.  
 
5.1.3.1 TESTE DE DUREZA  
 
O teste de dureza possibilita determinar a resistência do comprimido ao esmagamento ou à ruptura 
sob pressão radial. A dureza de um comprimido é proporcional à força de compressão e inversamente 
proporcional à sua porosidade.  
 
O teste se aplica, principalmente, a comprimidos não revestidos. O teste consiste em submeter o 
comprimido à ação de um aparelho que meça a força, aplicada diametralmente, necessária para 
esmagá-lo. A força é medida em newtons (N).  
 
APARELHAGEM  
 
Podem ser utilizados diferentes tipos de aparelhos, os quais diferem basicamente quanto ao 
mecanismo empregado para exercer a pressão. A força pode ser exercida manualmente ou 
mecanicamente. À medida que a pressão aumenta, um êmbolo, uma placa ou um pistão aplica 
determinada força sobre o comprimido, apoiado em base fixa. O aparelho é calibrado com precisão 
de 1 N.  
 
PROCEDIMENTO  
 
O teste é realizado com 10 comprimidos, eliminando qualquer resíduo superficial antes de cada 
determinação. Os comprimidos são testados, individualmente, obedecendo sempre à mesma 
orientação (considerar a forma, presença de ranhura e gravação). Expressar o resultado como a média 
dos valores obtidos nas determinações. O resultado do teste é informativo.  
 
5.1.3.2 TESTE DE FRIABILIDADE  
 
O teste de friabilidade possibilita determinar a resistência dos comprimidos à abrasão, quando 
submetidos à ação mecânica de aparelhagem específica. O teste se aplica, unicamente, a comprimidos 
não revestidos.  
 
O teste consiste em pesar, com exatidão, um número determinado de comprimidos, submetê-los à 
ação do aparelho e retirá-los depois de efetuadas 100 rotações. Após remover qualquer resíduo de pó 
dos comprimidos, eles são novamente pesados. A diferença entre o peso inicial e o final representa a 
friabilidade, medida em função da porcentagem de pó perdido.  
 
APARELHAGEM  
 
O aparelho (Figura 1) consiste de um cilindro rotativo, com (287,0 ± 4,0) mm de diâmetro e (38,0 ± 
2,0) mm de profundidade, constituído de polímero sintético transparente com faces internas polidas, 
de baixa atividade estática, o qual gira em torno de seu eixo a uma velocidade de (25 ± 1) rotações 
por minuto. Uma das faces do cilindro é removível. Os comprimidos são recolhidos a cada volta do 
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5.1.4 TESTES DE DESINTEGRAÇÃO  
 
5.1.4.1 TESTE DE DESINTEGRAÇÃO PARA COMPRIMIDOS E CÁPSULAS  
 
O teste de desintegração possibilita verificar se comprimidos e cápsulas se desintegram dentro do 
limite de tempo especificado, quando seis unidades do lote são submetidas à ação de aparelhagem 
específica sob condições experimentais descritas.  
 
O teste se aplica a comprimidos não revestidos, revestidos com filme ou com revestimento açucarado 
(drágeas), comprimidos com revestimento entérico, comprimidos sublinguais, comprimidos solúveis, 
comprimidos dispersíveis, cápsulas duras e cápsulas moles. Pode ser aplicado a comprimidos 
mastigáveis; nesse caso, as condições e critérios de avaliação constarão na monografia individual. O 
teste não se aplica a pastilhas e comprimidos ou cápsulas de liberação controlada (prolongada).  
 
A desintegração é definida, para os fins desse teste, como o estado no qual nenhum resíduo das 
unidades testadas (cápsulas ou comprimidos) permanece na tela metálica do aparelho de 
desintegração, salvo fragmentos insolúveis de revestimento de comprimidos ou invólucros de 
cápsulas. Consideram-se, também, como desintegradas as unidades que durante o teste se 
transformam em massa pastosa, desde que não apresentem núcleo palpável.  
 
APARELHAGEM  
 
Consiste de sistema de cestas e tubos (Figura 1), de recipiente apropriado para o líquido de imersão 
(um béquer com capacidade de 1 litro), de termostato para manter o líquido a (37 ± 1) ºC e de 
mecanismo para movimentar verticalmente a cesta e os tubos no líquido de imersão, com frequência 
constante e percurso específico. O volume do líquido de imersão deverá ser suficiente para que, ao 
atingir o ponto mais alto do percurso, a parte inferior da cesta fique, no mínimo, a 25 mm abaixo da 
superfície do líquido, e que no ponto mais baixo fique, no mínimo, a 25 mm do fundo do béquer. Os 
movimentos ascendente e descendente deverão ter a mesma velocidade e a mudança do sentido do 
movimento deve ser suave.  
 
A cesta consiste em seis tubos de vidro ou acrílico transparente, abertos em ambos os lados. As 
dimensões dos tubos são: comprimento de (77,5 ± 2,5) mm, diâmetro interno entre 20,7 mm e 23,0 
mm e espessura das paredes de aproximadamente 2 mm.  
 
Os tubos são mantidos verticalmente, adaptando-se em cada extremidade da cesta um disco de 
material transparente adequado, com diâmetro entre 88,0 mm e 92,0 mm e espessura entre 5,0 mm e 
8,5 mm, possuindo seis orifícios nos quais são introduzidos os tubos. Os seis orifícios equidistam do 
centro de cada disco, estando igualmente espaçados. Na face externa do disco inferior encontra-se 
uma tela de arame (diâmetro do fio de arame de (0,635 ± 0,030) mm) de aço inoxidável, com abertura 
entre 1,8 mm e 2,2 mm, presa ao disco por meio de três parafusos.  
 
Para o teste de desintegração de cápsulas, uma tela de arame de aço inoxidável, semelhante àquela 
adaptada ao disco inferior da cesta, ou outro dispositivo adequado pode ser adaptado à face externa 
do disco superior para evitar que as cápsulas escapem dos tubos durante o teste.  
 
As partes que constituem a cesta são montadas e mantidas firmemente unidas mediante eixo metálico 
central, com diâmetro de cerca de 5 mm. A extremidade superior do eixo central deve ter dispositivo 
para fixar a cesta ao mecanismo que produz o movimento vertical do sistema.  
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Utilizar seis comprimidos no teste. Colocar um comprimido em cada um dos seis tubos da cesta. 
Colocar um disco em cada tubo e acionar o aparelho, utilizando água mantida a (37 ± 1) ºC, como 
líquido de imersão. Ao final do intervalo de tempo especificado, cessar o movimento da cesta e 
observar o material em cada um dos tubos. Se os comprimidos não estiverem completamente 
desintegrados, testar outros seis comprimidos, utilizando ácido clorídrico 0,1 M, mantido a (37 ± 1) 
ºC, como líquido de imersão. Ao final do intervalo de tempo especificado, cessar o movimento da 
cesta e observar o material em cada um dos tubos. Todos os comprimidos devem estar completamente 
desintegrados. Se os comprimidos não se desintegrarem devido à aderência aos discos, repetir o teste 
com seis outros comprimidos, omitindo os discos. Ao final do teste, todos os comprimidos devem 
estar completamente desintegrados. O limite de tempo estabelecido como critério geral para a 
desintegração de comprimidos revestidos com filme é de 30 minutos e, para comprimidos com 
revestimento açucarado (drágeas), de 60 minutos, a menos que indicado de maneira diferente na 
monografia individual.  
 
Comprimidos ou cápsulas com revestimento entérico (gastrorresistentes)  
 
Utilizar seis unidades no teste. Colocar uma unidade em cada um dos seis tubos da cesta. Acionar o 
aparelho, sem adicionar os discos, utilizando ácido clorídrico 0,1 M, mantido a (37 ± 1) ºC, como 
líquido de imersão, por 60 minutos ou pelo tempo especificado na monografia individual. Cessar o 
movimento da cesta e observar os comprimidos ou cápsulas. Nenhuma unidade pode apresentar 
qualquer sinal de desintegração, rachadura ou amolecimento, que possibilite o extravasamento do seu 
conteúdo. Utilizar solução tampão fosfato pH 6,8, mantido a (37 ± 1) ºC, como líquido de imersão. 
Colocar um disco em cada tubo e acionar o aparelho. Decorridos 45 minutos ou o tempo especificado 
na monografia, cessar o movimento da cesta e observar o material em cada um dos tubos. Todos os 
comprimidos ou cápsulas devem estar completamente desintegrados, podendo restar apenas 
fragmentos de revestimento insolúveis. Se os comprimidos ou cápsulas não se desintegrarem devido 
à aderência aos discos, repetir o teste com seis outras unidades, omitindo os discos. Ao final do teste, 
todos os comprimidos ou cápsulas devem estar completamente desintegrados. O teste não se aplica a 
cápsulas não revestidas que contêm preparação de liberação entérica.  
 
Comprimidos sublinguais  
 
Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos não revestidos, omitindo o uso de discos. Após 
cinco minutos, todos os comprimidos devem estar completamente desintegrados.  
 
Comprimidos solúveis e comprimidos dispersíveis  
 
Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos não revestidos, utilizando água mantida entre 
15 ºC e 25 ºC, como líquido de imersão. Após três minutos, todos os comprimidos devem estar 
completamente desintegrados.  
 
Cápsulas gelatinosas (duras)  
 
Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos não revestidos, omitindo o uso dos discos. 
Utilizar uma tela com abertura de 1,8 mm a 2,2 mm, de arame de aço inoxidável adaptada à face 
externa do disco superior, conforme descrito no item Aparelhagem. Observar as cápsulas após 45 
minutos ou conforme especificado na monografia do medicamento. Todas as cápsulas devem estar 
completamente desintegradas, ou restando, na tela, apenas fragmentos insolúveis de consistência 
mole.  
 
Cápsulas moles  
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Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos não revestidos, utilizando os discos. Observar 
as cápsulas após 30 minutos ou conforme especificado na monografia do medicamento. Todas as 
cápsulas devem estar completamente desintegradas, ou restando, na tela, apenas fragmentos 
insolúveis de consistência mole. Se as cápsulas não se desintegrarem devido à aderência aos discos, 
repetir o teste com seis outras unidades, omitindo os discos. Ao final do teste, todas as cápsulas devem 
estar completamente desintegradas.  
 
5.1.4.2 TESTE DE DESINTEGRAÇÃO DE SUPOSITÓRIOS, ÓVULOS E 
COMPRIMIDOS VAGINAIS  
 
Este teste permite verificar a maior ou menor capacidade dessas formas farmacêuticas de amolecerem 
ou se desagregarem em meio líquido, no espaço de tempo prescrito.  
 
Considera-se desintegração completa quando o supositório ou óvulo apresentar:  
a) dissolução completa;  
b) separação completa de seus componentes, acumulando-se substâncias graxas fundidas na 
superfície do líquido, depositando-se os pós insolúveis no fundo do recipiente e dissolvendo-se os 
componentes solúveis da amostra, sendo que a distribuição dos componentes ocorre de um ou mais 
dos modos descritos acima;  
c) amolecimento da amostra que pode ser acompanhado pela mudança da sua forma sem que ocorra 
separação completa de seus componentes; o amolecimento deve ser tal que, ao pressionar a amostra 
amolecida com bastão de vidro, não se perceba existência de camada mais dura na sua superfície;  
d) ruptura da cápsula gelatinosa de óvulos, permitindo liberação de seus componentes;  
e) ausência de resíduo sobre o disco perfurado ou, quando houver, que tenha a consistência de massa 
mole que não ofereça resistência à pressão de bastão de vidro.  
 
APARELHAGEM  
 
A aparelhagem (Figura 1) consiste de cilindro de vidro ou plástico, transparente, com paredes de 
espessura apropriada, em cujo interior se encontra preso, por três ganchos de metal, um dispositivo 
metálico que consiste de dois discos perfurados de aço inoxidável, contendo cada um 39 orifícios de 
4 mm de diâmetro cada. O diâmetro de cada disco é tal que permite a sua introdução no cilindro 
transparente, ficando os discos afastados, aproximadamente, 30 cm. A determinação é realizada 
utilizando-se três aparelhos, contendo cada um uma única amostra. Cada aparelho é introduzido no 
interior de béquer de, pelo menos, 4 litros de capacidade, contendo água à temperatura de 36 ºC a 37 
ºC, a menos que indicado de maneira diferente na monografia individual. O béquer é provido de 
agitador que opera em velocidade lenta e dispositivo que permite inverter o cilindro sem retirá-lo da 
água. 
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5.1.5 TESTE DE DISSOLUÇÃO  
 
O teste de dissolução possibilita determinar a quantidade de substância ativa dissolvida no meio de 
dissolução quando o produto é submetido à ação de aparelhagem específica, sob condições 
experimentais descritas. O resultado é expresso em porcentagem da quantidade declarada no rótulo. 
Esse teste é usado para demonstrar se o produto atende às exigências constantes na monografia do 
medicamento em comprimidos; cápsulas e outros casos em que o teste seja requerido.  
 
APARELHAGEM PARA OS MÉTODOS 1 E 2  
 
O aparelho de dissolução consiste de um sistema de três componentes, descritos a seguir.  
 
(1) Recipientes abertos de forma cilíndrica e fundo hemisférico (cubas), feitos em vidro boro silicato, 
plástico ou outro material transparente e inerte, aos quais pode ser adaptada tampa de material inerte, 
com aberturas adequadas para o agitador, coleta de amostras e inserção de termômetro. As cubas 
podem apresentar as seguintes dimensões e capacidades: (185 ± 25) mm de altura e (102 ± 4) mm de 
diâmetro interno para uma capacidade nominal de um litro; (290 ± 10) mm de altura e (102 ± 4) mm 
de diâmetro interno para uma capacidade nominal de dois litros; (290 ± 10) mm de altura e (150 ± 5) 
mm de diâmetro interno para uma capacidade nominal de quatro litros.  
 
(2) Hastes em aço inoxidável para prover agitação do meio, que podem apresentar sob duas formas: 
cestas (Método 1) ou pás (Método 2) (Figuras 1 e 2). A haste deve ser centralizada de tal forma que, 
ao ser acionada, seu eixo de rotação não se afaste mais de 2 mm em relação ao eixo vertical do 
recipiente contendo o meio de dissolução.  
 
(3) Um motor que possibilita ajustar a velocidade de rotação da haste àquela especificada na 
monografia individual, mantendo-a nos limites de ± 4%. A rotação não deve produzir efeitos 
indesejáveis na hidrodinâmica do sistema.  
 
As cubas são imersas em banho de água termostatizado, de material transparente e tamanho adequado, 
em que a temperatura seja mantida a (37 ± 0,5) ºC durante a execução do teste. O aparelho deve ser 
isento de qualquer fonte de vibração, inclusive externa, que possa influir na hidrodinâmica do sistema. 
De preferência, o aparelho deve possibilitar a visualização das amostras e dos agitadores durante o 
teste.  
 
Método 1: Cestas  
 
Quando especificado na monografia, utiliza-se como agitador uma haste de aço inoxidável, em cuja 
extremidade se adapta uma cesta do mesmo material (Figura 1). A tela padrão utilizada na confecção 
da cesta possui diâmetro de fio de 0,25 mm e abertura de malha quadrada de (0,40 ± 0,04) mm (mesh 
40), salvo especificação em contrário na monografia individual. A amostra deve ser colocada dentro 
da cesta seca, antes do início do teste. Durante sua execução, uma distância de (25 ± 2) mm deve ser 
mantida entre a parte inferior da cesta e o fundo interno do recipiente que contém o meio de 
dissolução. 
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TEMPO DE DISSOLUÇÃO  
 
Quando um único tempo for especificado na monografia do produto, ele representa o tempo máximo 
dentro do qual deve ser dissolvida a quantidade mínima, em porcentagem, de substância ativa nela 
estabelecida. Quando mais de um tempo for especificado na monografia, devem ser tomadas 
alíquotas, adequadamente medidas, ao final de cada tempo indicado.  
 
PROCEDIMENTO GERAL PARA OS MÉTODOS 1 E 2  
 
Montar e verificar a aparelhagem conforme especificações mencionadas anteriormente, a fim de 
reduzir, ao mínimo, fatores que alterem significativamente a hidrodinâmica do sistema (desvio de 
eixo, vibração, etc.). Adicionar o volume medido do Meio de dissolução especificado na monografia 
do produto, convenientemente desgaseificado, caso necessário, ao recipiente da aparelhagem de 
dissolução. Manter a temperatura do meio a (37 ± 0,5) ºC, retirando o termômetro antes de iniciar a 
agitação. No caso do Método 1, colocar a amostra dentro da cesta seca. No caso do Método 2, colocar 
a amostra dentro do recipiente de dissolução, como descrito anteriormente. Em ambos os casos, ao 
observar formação de bolhas na superfície das amostras, quando em contato com o meio de 
dissolução, verificar sua influência no resultado. Iniciar imediatamente a agitação, conforme 
velocidade pré-fixada. Em intervalo(s) de tempo especificado(s) na monografia do produto, retirar 
alíquota para análise da região intermédia entre a superfície do meio de dissolução e a parte superior 
do cesto ou pás, a no mínimo 1 cm da parede interna do recipiente (Figuras 1 e 2). Durante a retirada 
da alíquota, manter a agitação. Filtrar imediatamente as amostras, caso não esteja utilizando filtros 
acoplados ao sistema de amostragem. Os filtros empregados devem ser inertes, não adsorver porção 
significativa do fármaco e possuir porosidade adequada. De acordo com o especificado na monografia 
do produto, o volume de amostra retirado pode ou não ser reposto. Se necessária a reposição, o mesmo 
meio de dissolução aquecido a 37 ºC deve ser utilizado. Caso a reposição do meio de dissolução não 
seja realizada, corrigir o volume nos cálculos. Após filtração e diluição (quando necessário) da 
alíquota, a quantificação do fármaco é efetuada mediante a técnica indicada na monografia do 
produto. Repetir o teste com doses unitárias adicionais, conforme necessário, considerando os 
Critérios de aceitação.  
 
Dissolução de cápsulas: caso se obtenha resultado insatisfatório, repetir o teste da seguinte forma: 
quando o meio de dissolução for água ou tampão com pH inferior a 6,8, utilizar o mesmo meio de 
dissolução especificado com adição de pepsina purificada com atividade de, no máximo, 750 000 
unidades/1000 mL. Para meio de dissolução com pH igual ou superior a 6,8, adicionar pancreatina 
com atividade de, no máximo, 1750 unidades de protease/1000 mL.  
 
PROCEDIMENTO PARA FORMAS FARMACÊUTICAS DE LIBERAÇÃO RETARDADA  
 
Empregar o Método A ou o Método B ou o método indicado na monografia individual.  
 
Método A  
 
Estágio ácido: utilizar 750 mL de HCl 0,1 M como Meio de dissolução nas cubas quando empregar 
os Métodos 1 e 2. Montar o aparelho de dissolução conforme descrito em Aparelhagem para os 
Métodos 1 e 2 e adicionar uma unidade de ensaio em cada cuba ou cesta, conforme o caso. Proceder 
ao teste com a velocidade especificada na monografia por duas horas. Ao final deste tempo, retirar 
uma alíquota do Meio de dissolução e, imediatamente, executar o Estágio tampão pH 6,8. Determinar 
a quantidade de fármaco dissolvido na alíquota amostrada, empregando método analítico adequado.  
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Estágio tampão pH 6,8: executar o preparo do estágio tampão e ajuste do pH em cinco minutos. Com 
o aparelho de dissolução operando na velocidade especificada para o produto, adicionar ao Meio de 
dissolução do Estágio ácido 250 mL de solução de fosfato de sódio tribásico 0,20 M, previamente 
aquecido a (37 ± 0,5) °C. Ajustar, se necessário, o pH para (6,8 ± 0,05) com HCl 2 M ou NaOH 2 M. 
Continuar operando o aparelho de dissolução por 45 minutos ou pelo tempo especificado na 
monografia. Ao final deste tempo, retirar alíquota do Meio de dissolução do Estágio tampão pH 6,8 
e determinar a quantidade de fármaco dissolvido, empregando método analítico adequado.  
 
Método B  
 
Estágio ácido: utilizar 1000 mL de HCl 0,1 M como Meio de dissolução nas cubas e montar o 
aparelho de dissolução conforme descrito em Aparelhagem para os Métodos 1 e 2. Adicionar uma 
unidade de ensaio em cada cuba ou cesta, conforme o caso. Proceder ao teste com a velocidade 
especificada na monografia por duas horas. Ao final desse tempo, retirar uma alíquota do Meio de 
dissolução e, imediatamente, executar o Estágio tampão pH 6,8. Determinar a quantidade de fármaco 
dissolvido na alíquota amostrada, empregando método analítico adequado.  
 
Estágio tampão pH 6,8: empregar tampão fosfato pH 6,8, previamente aquecido a (37 ± 0,5) °C. 
Drenar o meio de dissolução do Estágio ácido das cubas e adicionar 1000 mL de meio de dissolução 
tampão fosfato pH 6,8. Como alternativa, pode-se remover cada cuba com o meio do Estágio ácido 
do aparelho de dissolução e substituir por outra cuba com o meio do Estágio tampão pH 6,8, 
transferindo cuidadosamente a unidade de ensaio do medicamento em teste. Continuar operando o 
aparelho de dissolução por 45 minutos ou pelo tempo especificado na monografia. Ao final desse 
tempo, retirar alíquota do meio de dissolução do Estágio tampão pH 6,8 e determinar a quantidade 
de fármaco dissolvido, empregando método analítico adequado. O tampão pH 6,8 pode ser preparado 
pela mistura de três volumes de HCl 0,1 M e um volume de solução de fosfato de sódio tribásico 0,20 
M, ajustando, se necessário, o pH para 6,8 ± 0,05 com HCl 2 M ou NaOH 2 M.  
 
PROCEDIMENTO PARA O MÉTODO 3  
 
Formas farmacêuticas de liberação imediata: empregando o Método 3, adicionar o volume do Meio 
de dissolução especificado na monografia do produto em cada frasco do aparelho, dispor os frascos 
no banho do instrumental para climatizar a (37 ± 0,5) °C e remover os termômetros antes de iniciar o 
teste. Colocar uma unidade de dosagem da amostra em cada um dos seis cilindros alternantes, 
evitando a formação de bolhas de ar na superfície do material, e, imediatamente, iniciar a operação 
do aparelho de acordo com o especificado na monografia individual do produto. Durante o 
movimento ascendente e descendente dos cilindros, a amplitude de altura deve situar-se entre 9,9 e 
10,1 cm. No(s) intervalo(s) de tempo especificado(s) na monografia individual, erguer os cilindros e 
amostrar uma alíquota do Meio de dissolução de cada frasco, da região intermédia entre a superfície 
do líquido e o fundo do frasco. Após filtração e diluição (quando necessário) da alíquota, realizar 
análise quantitativa do fármaco dissolvido de acordo com o preconizado na monografia individual do 
produto. Se necessário, repetir o teste com unidades adicionais do medicamento. Repor o volume de 
meio amostrado com igual volume de Meio de dissolução recentemente preparado mantido a (37 ± 
0,5) °C ou, em situações onde comprovadamente não seja necessária a reposição do meio, efetuar a 
correção da alteração do volume durante os cálculos. Manter os frascos cobertos com suas respectivas 
tampas durante a execução do teste e verificar periodicamente a temperatura do meio. Para o meio e 
o tempo de dissolução, seguir as orientações gerais indicadas em Meio de dissolução e Tempo de 
dissolução.  
 
Formas farmacêuticas de liberação prolongada: empregando o Método 3, executar o procedimento 
conforme descrito em Formas farmacêuticas de liberação imediata e seguir as orientações gerais 
indicadas em Meio de dissolução e Tempo de dissolução. Os tempos são expressos em horas e 
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CRITÉRIOS DE ACEITAÇÃO PARA FORMAS FARMACÊUTICAS DE LIBERAÇÃO 
PROLONGADA  
 
O produto cumpre o teste se os resultados preencherem as exigências apresentadas na Tabela 2, salvo 
especificação em contrário na monografia individual. Os termos Q1 e Q2 correspondem à quantidade 
mínima e máxima de fármaco dissolvido em cada intervalo de tempo especificado na monografia, 
expressos como porcentagem da quantidade declarada. No último tempo a especificação pode ser 
apresentada apenas com um valor de Q mínimo. Os termos L1, L2 e L3 referem-se aos três possíveis 
estágios de avaliação da liberação (L). 
 
Tabela 2 - Critérios de aceitação para o teste de dissolução (liberação) realizado para formas farmacêuticas de 

liberação prolongada. 

Estágios 
No de 

unidades 
testadas 

Critérios de aceitação 

L1 6 Cada resultado individual se insere no intervalo estabelecido (Q1 e Q2) para 
cada determinado tempo e nenhum resultado individual é inferior ao Q do 

último tempo. 
   

L2 6 A média de 12 unidades (L1 + L2) se insere no intervalo estabelecido (Q1 e 
Q2) para cada determinado tempo e não é inferior ao Q do último tempo. 

Nenhuma unidade individual apresenta resultado que supera os limites de Q1 
e Q2 em 10% da quantidade declarada, para cada determinado tempo, e 

nenhum resultado individual fornece valor inferior ao Q do último tempo que 
supera em 10% a quantidade declarada. 

   
L3 12 A média de 24 unidades (L1 + L2 + L3) se insere no intervalo estabelecido (Q1 

e Q2) para cada determinado tempo e não é inferior ao Q do último tempo. 
No máximo duas unidades das 24 testadas apresentam resultados que superam 

os limites de Q1 e Q2 em 10% da quantidade declarada, para cada 
determinado tempo, e no máximo duas unidades das 24 testadas apresentam 
resultados com valor inferior ao Q do último tempo que superem em 10% a 

quantidade declarada. 
Nenhuma unidade individual apresenta resultado que supera os limites de Q1 

e Q2 em 20% da quantidade declarada, para cada determinado tempo, e 
nenhum resultado individual fornece valor inferior ao Q do último tempo que 

supera em 20% a quantidade declarada. 
 
CRITÉRIOS DE ACEITAÇÃO PARA FORMAS FARMACÊUTICAS DE LIBERAÇÃO 
RETARDADA  
 
O produto cumpre o teste se os resultados preencherem as exigências apresentadas na Tabela 3 no 
Estágio ácido (Métodos A ou B) e, também, as exigências indicadas na Tabela 4 no Estágio tampão 
pH 6,8 (Métodos A ou B), salvo especificação em contrário na monografia individual. Empregar o 
valor de Q indicado na monografia do produto e, quando não especificado, empregar 75% como valor 
de Q no Estágio tampão pH 6,8. Os termos A1, A2 e A3 referem-se aos três possíveis estágios de 
avaliação no Estágio ácido (A) e os termos B1, B2 e B3 referem-se aos três possíveis estágios de 
avaliação no Estágio tampão pH 6,8 (B).  
 
Tabela 3 - Critérios de aceitação para o Estágio ácido do teste de dissolução (Métodos A ou B) realizado para 

formas farmacêuticas de liberação retardada. 

Estágios No de unidades 
testadas Critérios de aceitação 
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cinco segundos, contra o painel branco. Repetir este procedimento observando o recipiente contra o 
painel preto. Anotar a presença de qualquer partícula.  
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5.2 MÉTODOS FÍSICOS E FÍSICO-QUÍMICOS  
 
5.2.1 DETERMINAÇÃO DA MASSA  
 
Para se efetuar a medição da massa, as balanças devem apresentar capacidade e sensibilidade de 
acordo com o grau de precisão requerido e certificado de calibração atualizado.  
 
Tratando-se de atividades que exijam pesagens exatas, na determinação de massas iguais ou maiores 
que 50 mg, utilizar balança analítica de 100 g a 200 g de capacidade e 0,1 mg de sensibilidade. Para 
quantidades inferiores a 50 mg, utilizar balança analítica de 20 g de capacidade e 0,01 mg de 
sensibilidade.  
 
APARELHAGEM  
 
As balanças analíticas a serem utilizadas nesse ensaio devem ser de prato único, preferencialmente 
eletrônicas.  
 
As balanças devem possuir dispositivo adequado que possibilite a verificação da carga aplicada, 
desde que sejam calibradas periodicamente por meio de massas de referência aferidas.  
 
As balanças analíticas devem apresentar as seguintes características:  
 
- armário ou caixa de proteção, com aberturas apropriadas para possibilitar operações em seu interior 
e excluir correntes de ar;  
 
- estar instalada sobre base de material compacto e resistente (mármore, granito, metal ou borracha, 
por exemplo);  
 
- indicador de nível (gravimétrico ou hidráulico) e dispositivo que possibilite seu nivelamento; - estar 
instalada sobre sistema amortecedor (magnético, pneumático ou hidráulico, por exemplo) para 
restabelecer prontamente o equilíbrio;  
 
- sistema que possibilite a leitura da massa (por intermédio de mostradores e/ou projeção óptica de 
escala etc.).  
 
Devem, também, suportar sua carga total sem sofrer tensões inadequadas que possam comprometer 
sua sensibilidade em pesagens sucessivas nessas condições.  
 
A balança não deve ser sobrecarregada.  
 
Localização da balança analítica  
 
A balança analítica deve assentar-se nivelada sobre mesa ou prateleira firme e pesada, protegida por 
amortecedores de choque, como esteiras de cortiça ou lâminas de borracha, ou ainda sobre bancada 
de concreto, apoiada a pilares que estejam fixos no chão ou conectados aos elementos da construção 
do prédio a fim de impedir vibrações. Deve estar em local isolado, que ofereça segurança e 
estabilidade à medida, em ambiente de atmosfera relativamente seca, protegida do ataque de gases e 
vapores ácidos, à distância de fontes de calor (luz solar direta, fornos, estufas, muflas etc.) e de 
correntes de ar.  
 
Conservação e limpeza  
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O prato e as demais partes da balança, inclusive sua caixa de proteção, devem permanecer limpos, 
isentos de pó e substâncias que acidentalmente caiam no prato da balança ou no piso da caixa. Tais 
materiais devem ser removidos imediatamente.  
 
Os corpos a serem pesados não devem ser colocados diretamente sobre o prato. Para tanto, utilizam-
se papéis ou recipientes adequados à massa, como béqueres, vidros de relógios, cadinhos, cápsulas 
de porcelana e pesa-filtros com ou sem tampa.  
 
As partes móveis da balança e os pesos não devem ser tocados com as mãos. Usa-se, para este fim, 
pinça apropriada, que deve ser guardada na caixa de pesos.  
 
Agentes dessecantes, tais como sílica-gel ou cloreto de cálcio, podem ser colocados no interior da 
caixa de proteção, para manutenção de atmosfera relativamente seca.  
 
Quando a balança não estiver em uso, suas portas deverão permanecer fechadas e travadas.  
 
A sensibilidade da balança analítica deve ser, periodicamente, inspecionada e aferida por técnico 
habilitado.  
 
Utilização da balança analítica  
 
O material a ser pesado deve estar em equilíbrio térmico com o ar do interior da caixa de proteção da 
balança a fim de evitar erros devido às correntes de convecção, além da condensação da umidade 
sobre os corpos frios.  
 
A balança deve estar nivelada na ocasião de seu uso. A posição de equilíbrio com ou sem carga deve 
ser conferida várias vezes com 10% da carga total e com a carga total. A diferença de equilíbrio, 
encontrada em duas determinações sucessivas, feitas com pesos iguais, não deve exceder 0,1 mg para 
balanças analíticas (máximo de 200 g) e 0,01 mg para balanças analíticas (máximo de 20 g).  
 
Tanto os pesos quanto o material a ser pesado devem ser depositados no centro do prato. Durante as 
operações de pesagem, as portas da caixa de proteção devem estar fechadas.  
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Registrar a leitura do termômetro auxiliar ao final da fusão da amostra e, se for necessário, aplicar a 
correção pela coluna emergente empregando a seguinte fórmula: 

 

 
em que 
 
tc = correção que deve ser adicionada à temperatura de fusão observada; 
k = constante de correção pelo coeficiente de dilatação do líquido do termômetro. No caso do 
mercúrio, o valor é 0,00016; 
N = número de graus da coluna do termômetro principal entre o nível do banho e a temperatura de 
fusão observada;  
T = temperatura de fusão; 
t = temperatura registrada pelo termômetro auxiliar.  

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

 
Aparato II 
 
Consta de um bloco metálico que pode ser aquecido à velocidade controlada, cuja temperatura pode 
ser monitorada por um sensor ou termômetro. O bloco permite que nele seja inserido o tubo capilar 
que contém a substância em ensaio e monitorar o processo de fusão por meio de controle visual ou 
automaticamente. 
 
Procedimento 
 
Se não estiver especificado de outro modo na monografia individual, proceder como está indicado a 
seguir: 
 
Reduzir a amostra a pó fino e secá-la em um dessecador a vácuo sobre um agente dessecante 
apropriado durante 24 horas. 

 
Carregar o tubo capilar seco com quantidade suficiente do pó até formar uma coluna de 3 mm a 4 
mm de altura, logo após ter comprimido por meio de golpes moderados sobre uma superfície sólida.  

 
Aquecer o bloco rapidamente até uma temperatura de 10 ºC abaixo do ponto de fusão esperado. 
Introduzir o capilar no bloco e registrar a temperatura no início e no final da fusão. Continuar o 
aquecimento de tal maneira que a temperatura se eleve a uma velocidade de 1 °C a 2 ºC por minuto.  
 
Realizar a determinação pelo menos em triplicata. Para isso, deixar resfriar o bloco até 10 ºC abaixo 
do ponto de fusão ou até uma temperatura inferior, e repetir o procedimento empregando novas 
porções da amostra. 
 
MÉTODO II 
 
Para amostras que não são facilmente reduzidas a pó. 
 
Procedimento 
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Fundir, cuidadosamente, a amostra à temperatura mais baixa possível e introduzir o material fundido 
em um capilar aberto em ambas as extremidades até formar uma coluna de uns 10 mm de altura. 
Esfriar o capilar carregado a uma temperatura igual ou menor que 10 ºC durante aproximadamente 
24 horas. Unir o capilar ao termômetro e ajustar sua altura, de modo que a amostra contida no capilar 
fique próxima ao bulbo do termômetro. Introduzir em um banho de água e aquecer como se indica 
no Método I, Aparato I, exceto que, ao chegar a uma temperatura de aproximadamente 5 ºC abaixo 
do ponto de fusão esperado, se aumenta a temperatura a uma velocidade de 0,5 ºC por minuto. 
Registra-se como ponto de fusão a temperatura na qual a amostra começa a subir dentro do tubo 
capilar. Realizar a determinação pelo menos em triplicata utilizando porções diferentes da amostra. 
 
MÉTODO III 
 
Para vaselina, substâncias graxas ou outras de consistência pastosa (semissólida). 
 
Procedimento 
 
Fundir a amostra sob agitação até alcançar uma temperatura entre 90 °C e 92 ºC e deixar resfriar a 
substância fundida até uma temperatura entre 8 °C e 10 °C acima do ponto de fusão esperado. Resfriar 
até 5 ºC o bulbo do termômetro, secar e, enquanto ainda estiver frio, submergir na amostra fundida 
até a metade do bulbo aproximadamente. Retirar imediatamente e manter em posição vertical até que 
a superfície da amostra depositada sobre o bulbo solidifique. Introduzir em banho-maria a uma 
temperatura que não exceda os 16 ºC durante, aproximadamente, cinco minutos.  

 
Adaptar o termômetro dentro de um tubo de ensaio por meio de uma rolha perfurada, de modo que 
seu extremo inferior fique cerca de 15 mm acima do fundo do tubo. Suspender o tubo de ensaio em 
banho-maria a uma temperatura de 16 ºC e elevar a temperatura do banho até 30 ºC, a uma velocidade 
de 2 ºC por minuto, e logo a seguir a uma velocidade de 1 ºC por minuto até que a primeira gota se 
desprenda do termômetro. A temperatura em que isso ocorre é o ponto de fusão. Para cada 
determinação empregar uma porção recém-fundida da amostra. Realizar a determinação em triplicata. 
Se a diferença máxima entre as determinações for menor que 1 ºC, determinar a média dos valores 
obtidos. Do contrário, realizar outras duas determinações e calcular a média das cinco. 
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5.2.3 DETERMINAÇÃO DA TEMPERATURA DE EBULIÇÃO E DA FAIXA 
DE DESTILAÇÃO  
 
Temperatura ou ponto de ebulição de um líquido é a temperatura corrigida na qual o líquido ferve 
sob pressão de vapor de 101,3 kPa (760 mm de Hg).  
 
Faixa de destilação é o intervalo de temperatura corrigida para a pressão de 101,3 kPa (760 mm de 
Hg), no qual o líquido, ou fração específica do líquido, destila inteiramente.  
 
APARELHAGEM  
 
Usar aparelho como o sugerido na Figura 1 em que A é um balão de destilação com capacidade de 
100 mL conectado ao condensador B. Na extremidade inferior de B se acopla o adaptador C. Uma 
proveta de 50 mL graduada em 0,2 mL é utilizada como coletor. O termômetro deve ser adaptado ao 
balão de forma que o sensor de temperatura se situe no centro do gargalo e a cerca de 5 mm abaixo 
do nível do tubo lateral. O aquecimento (a gás, elétrico ou através de banho) deve ser selecionado de 
acordo com a natureza da substância. 
 

Figura 1 - Aparelho para determinação da faixa de destilação (dimensões em mm). A, balão de destilação; B, 
condensador; C, adaptador. 

 
PROCEDIMENTO  
 
Adicionar ao balão cerca de 50 mL da amostra de modo a não escoar para o tubo lateral. Adicionar 
pérolas de vidro ou outro material poroso adequado. Adaptar o termômetro ao balão e aquecer, 
lentamente, protegendo o sistema contra corrente de ar.  
 
Registrar a temperatura na qual forem coletadas as cinco primeiras gotas do destilado. Ajustar o 
aquecimento para obter o destilado à vazão de 3 mL a 4 mL por minuto. Anotar a temperatura na qual 
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5.2.4 DETERMINAÇÃO DA TEMPERATURA DE CONGELAMENTO  
 
Temperatura ou ponto de congelamento de líquido ou de sólido fundido é a mais alta temperatura na 
qual ocorre solidificação.  
 
Para substâncias puras que fundem sem decomposição, o ponto de congelamento do líquido é igual 
ao ponto de fusão.  
 
APARELHAGEM  
 
O aparelho (Figura 1) consiste em tubo de ensaio de aproximadamente 25 mm de diâmetro interno e 
150 mm de comprimento suspenso por intermédio de rolha adequada dentro de um segundo tubo 
maior, de 40 mm de diâmetro interno e 160 mm de comprimento, formando uma camisa de ar que 
evita mudança brusca de temperatura. Esse sistema é fixo por garra no centro do béquer com 
capacidade de 1000 mL contendo água ou solução refrigerante.  
 
O tubo interior é vedado com rolha de modo a conter haste agitadora e termômetro com divisões de 
0,2 ºC. O sensor de temperatura do termômetro deve estar fixo a aproximadamente 15 mm do fundo 
do tubo. O agitador é um bastão de vidro adaptado com anel na sua extremidade inferior (Figura 1). 
 

 
Figura 1 - Aparelho para determinação do  

ponto de congelamento. 
 
PROCEDIMENTO  
 
Transferir a amostra em quantidade suficiente para atingir 30 mm no tubo interno. Transferir para o 
béquer a mistura refrigerante adequada a 5 ºC abaixo do ponto de congelamento esperado. Quando a 
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amostra estiver resfriada a cerca de 5 ºC acima do ponto de congelamento, mover verticalmente o 
agitador entre a superfície e o fundo por, aproximadamente, 20 ciclos por minuto e registrar a 
temperatura do termômetro de 30 em 30 segundos. Interromper a agitação quando a temperatura 
permanecer constante ou apresentar leve aumento. Registrar a temperatura de 30 em 30 segundos por 
no mínimo três minutos após a temperatura começar a diminuir novamente.  
 
Registrar o máximo na curva temperatura-tempo, que ocorre após a temperatura permanecer 
constante, ou apresentar leve aumento, e antes da temperatura começar a diminuir novamente. O 
ponto de congelamento é atribuído à média de não menos que três pontos máximos consecutivos que 
estejam dentro de uma faixa de 0,4 ºC.  
 
Nota 1: se a substância é sólida à temperatura ambiente, fundir a substância e aquecer até no máximo 
20 ºC acima da temperatura de congelamento esperada antes de transferir para o tubo interno.  
 
Nota 2: se a substância é líquida à temperatura ambiente, utilizar banho a 15 ºC abaixo da 
temperatura de congelamento esperada. 
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5.2.9 DETERMINAÇÃO DA PERDA DE PESO 
 
5.2.9.1 PERDA POR DESSECAÇÃO 
 
Esse ensaio se destina a determinar a quantidade de substância volátil de qualquer natureza eliminada 
nas condições especificadas na monografia individual. Para sustâncias que têm água como único 
constituinte volátil, é apropriado aplicar o procedimento indicado no capítulo Determinação de água 
(5.2.20). O resultado se expressa em porcentagem p/p, calculado da seguinte forma: 
 

 

 
em que 
 
Pm = peso da amostra (g);  
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da secagem (g); 
Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra depois da secagem (g). 
 
PROCEDIMENTO 
 
Gravimetria 
 
Se não estiver especificado de outra maneira na monografia individual, proceder como se indica a 
seguir: 
 
Se necessário, reduzir a substância a pó fino triturando-a rapidamente. Pesar uma quantidade 
aproximada entre 1 g a 2 g da substância, de forma exata, em um pesa-filtro previamente dessecado 
durante 30 minutos, nas mesmas condições que são empregadas no ensaio da amostra, e resfriado à 
temperatura ambiente em um dessecador. 
 
Distribuir a amostra o mais uniformemente possível, agitando suavemente o pesa-filtro de modo que 
se forme uma camada de aproximadamente 5 mm de espessura e, no máximo, 10 mm em caso de 
materiais volumosos. Colocar o pesa-filtro contendo a amostra, destampado, junto com a tampa na 
câmara de secagem. Secar a amostra nas condições especificadas na monografia. (Nota: a 
temperatura especificada na monografia deve ser considerada como compreendida no intervalo de 
+ 2 ºC). Abrir a câmara de secagem, tampar o pesa-filtro rapidamente, retirá-lo e permitir que atinja 
a temperatura ambiente em um dessecador antes de pesá-lo. 
 
Quando na monografia individual se especificar a dessecação até peso constante, a secagem deverá 
continuar até que duas pesagens consecutivas não difiram em mais que 0,50 mg por grama de 
substância pesada, realizando a segunda pesagem depois de uma hora adicional de secagem. 
 
Se a substância funde a uma temperatura inferior àquela especificada para a determinação da perda 
por secagem, manter o pesa-filtro com seu conteúdo durante uma a duas horas a uma temperatura de 
5 °C a 10 °C inferior à temperatura de fusão e depois secar à temperatura especificada. 
 
Para a análise de cápsulas, utilizar uma porção do conteúdo homogeneizado de, no mínimo, quatro 
unidades. No caso de comprimidos, utilizar o pó de, no mínimo, quatro unidades. 
 
Quando na monografia individual estiver indicado: 
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previamente calcinado a 500 ºC, esfriado em dessecador e tarado. Distribuir a amostra o mais 
uniformemente possível, agitando suavemente o cadinho de modo que se forme uma camada de 
aproximadamente 5 mm de espessura e de, no máximo, 10 mm no caso de materiais volumosos. 
Colocar o cadinho em mufla, calibrada para o controle da temperatura, e conduzir a ignição a 500 ºC 
± 25 ºC por um período de tempo entre duas e três horas. Abrir o equipamento, retirar o cadinho e 
permitir que atinja a temperatura ambiente em um dessecador antes de pesá-lo. 
 
Quando na monografia individual se especificar a ignição até peso constante, a ignição deverá 
continuar até que duas pesagens consecutivas não difiram em mais que 0,50 mg por grama de 
substância pesada, realizando a segunda pesagem depois de uma hora adicional de ignição. 
 
Comprovar a exatidão da medição e o sistema de circuitos do forno mufla mediante o controle da 
temperatura em diferentes pontos do forno mufla. A variação de temperatura tolerada é de ± 25 °C 
para cada ponto avaliado. 
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5.2.10 DETERMINAÇÃO DO RESÍDUO POR INCINERAÇÃO (CINZAS 
SULFATADAS) 
 
Resíduo por incineração (cinzas sulfatadas) é o resíduo não volátil de uma amostra incinerada na 
presença de ácido sulfúrico. Este ensaio é utilizado para determinar o conteúdo de impurezas 
inorgânicas presentes em uma substância orgânica. Essa técnica também é utilizada para a 
determinação de componentes inorgânicos em misturas e de impurezas presentes em substâncias 
inorgânicas termolábeis. 
 
PROCEDIMENTO 
 
Pesar, com exatidão, entre 1 g e 2 g da amostra ou a quantidade especificada na monografia, em um 
cadinho apropriado (quartzo, sílica, platina ou porcelana, a menos que se especifique outro material 
na monografia individual), previamente submetido à incineração à temperatura especificada para a 
amostra durante 30 minutos, resfriado em dessecador e pesado. Umedecer a amostra com 
aproximadamente 1 mL de ácido sulfúrico, aquecer suavemente à temperatura tão baixa quanto 
possível até a carbonização da amostra. Resfriar e umedecer o resíduo com 1 mL de ácido sulfúrico, 
a menos que se especifique de outro modo na monografia individual. Aquecer suavemente até que 
não sejam desprendidos fumos brancos e carbonizar imediatamente. Incinerar a (600 ± 50) °C entre 
duas e três horas, a menos que se especifique outra temperatura e/ou tempo na monografia individual. 
Resfriar em um dessecador, pesar e calcular a porcentagem do resíduo. A menos que seja especificada 
de outra maneira na monografia individual, se o resíduo obtido exceder o limite especificado, 
adicionar 1 mL de ácido sulfúrico, aquecer e incinerar por 30 minutos adicionais. Repetir este 
procedimento até que a diferença entre duas pesagens consecutivas seja de, no máximo, 0,5 mg ou 
até que o resíduo cumpra com o limite estabelecido na monografia individual. 
 
Calcular a porcentagem do resíduo em relação à substância em análise utilizando a seguinte fórmula: 
 

% resíduo por incineração (cinzas sulfatadas) =
 

100
3

12 x
P

PP
 

em que 
 
P1 = peso do cadinho depois da calcinação e resfriamento (em gramas); 
P2 = peso do cadinho com a amostra depois da calcinação e resfriamento (em gramas); 
P3 = peso inicial da amostra (em gramas); 
100 = fator de porcentagem. 
 
Realizar este procedimento em capela exaustora bem ventilada, mas protegida de correntes de ar. 
Pode ser empregado um forno mufla, se desejado, e seu uso é recomendado para a ignição final a 
(600 ± 50) °C. 
 
Comprovar a exatidão da medição e o sistema de circuitos do forno mufla mediante o controle da 
temperatura em diferentes pontos do forno mufla. A variação de temperatura tolerada é de ± 25 °C 
para cada ponto avaliado. 
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adicionando quantidade suficiente de mistura de ácido clorídrico e água para obter solução contendo 
exatamente 62,4 mg de CuSO4.5H2O por mL de solução e homogeneizar. 
 
Solução base de cloreto férrico  
 
Preparar solução contendo 25 mL de ácido clorídrico e 975 mL de água. Dissolver cerca de 55 g de 
cloreto férrico (FeCl3.6H2O) em aproximadamente 900 mL dessa solução, completar o volume para 
1000 mL com a mesma solução e homogeneizar. Proteger a solução da luz e filtrar, se ocorrer 
precipitação. Transferir, utilizando pipeta, 10 mL dessa solução para frasco de iodo de 250 mL, 
adicionar 15 mL de água, 3 g de iodeto de potássio e 5 mL de ácido clorídrico. Deixar em repouso 
durante 15 minutos. Completar o volume da solução para 100 mL com água e titular o iodo liberado 
com tiossulfato de sódio 0,1 M SV, juntando 3 mL de amido SI como indicador. Corrigir o volume 
de titulante consumido por determinação em branco. Cada mL de tiossulfato de sódio 0,1 M SV 
equivale a 27,03 mg de FeCl3.6H2O. Ajustar o volume da solução adicionando quantidade suficiente 
de solução de ácido clorídrico e água para obter solução contendo exatamente 45,0 mg de FeCI3.6H2O 
por mL de solução e homogeneizar. 

 
Tabela 1 - Composição das soluções-padrão de cor (SC). 

SC 

Partes de 
Solução base de 

cloreto de cobalto 
II, em mL 

Solução base de 
cloreto férrico, em 

mL 

Solução base de 
sulfato cúprico, em 

mL 

Água, para 
completar 5 mL 

A 0,1 0,4 0,1 4,4 
B 0,3 0,9 0,3 3,5 
C 0,1 0,6 0,1 4,2 
D 0,3 0,6 0,4 3,7 
E 0,4 1,2 0,3 3,1 
F 0,3 1,2 0,0 3,5 
G 0,5 1,2 0,2 3,1 
H 0,2 1,5 0,0 3,3 
I 0,4 2,2 0,1 2,3 
J 0,4 3,5 0,1 1,0 
K 0,5 4,5 0,0 0,0 
L 0,8 3,8 0,1 0,3 
M 0,1 2,0 0,1 2,8 
N 0,0 4,9 0,1 0,0 
O 0,1 4,8 0,1 0,0 
P 0,2 0,4 0,1 4,3 
Q 0,2 0,3 0,1 4,4 
R 0,3 0,4 0,2 4,1 
S 0,2 0,1 0,0 4,7 
T 0,5 0,5 0,4 3,6 
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5.2.13 ESPECTROMETRIA ATÔMICA  
 
5.2.13.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO ATÔMICA  
 
A espectrometria de absorção atômica é utilizada para a determinação de diversos elementos da tabela 
periódica e consiste, basicamente, de quatro técnicas: absorção atômica com chama, geração de 
hidretos, geração de vapor frio e forno de grafite. As técnicas que utilizam chama e forno de grafite 
como atomizadores permitem a determinação de cerca de 70 elementos sendo a maioria metais. A 
técnica de geração de hidretos permite a determinação de arsênio, antimônio, selênio, bismuto, 
telúrio, chumbo, índio, estanho, germânio e tálio; já a geração de vapor frio é utilizada, basicamente, 
para a determinação de mercúrio.  
 
Para a determinação da concentração do analito por absorção atômica, a radiação de uma fonte de 
comprimento de onda específico de acordo com o elemento analisado incide sob o vapor atômico 
contendo átomos livres desse elemento no estado fundamental. A atenuação da radiação é 
proporcional à concentração do analito segundo a lei de Lambert-Beer. 
 
A instrumentação para absorção atômica consiste, basicamente, de fonte de radiação, atomizador, 
monocromador, detector e sistema de processamento de dados. Como fontes de luz, utilizam-se 
lâmpadas de cátodo oco e lâmpadas de descarga sem eletrodo que emitem radiação intensa de mesmo 
comprimento de onda que a absorvida pelo elemento a ser determinado. O atomizador pode ser 
constituído de uma chama ou um forno de grafite. O monocromador é responsável pela separação do 
comprimento de onda desejado. A radiação incide no monocromador por uma fenda estreita; em 
seguida, é separada em seus diferentes comprimentos de onda em uma rede de difração e, 
posteriormente, direcionada ao detector. O detector, geralmente, é um fotomultiplicador, que 
transforma a energia luminosa em corrente elétrica, a qual é amplificada e, posteriormente, 
interpretada por um sistema de leitura.  
 
PROCEDIMENTO  
 
Para operar os espectrômetros de absorção atômica, recomenda-se seguir as instruções do fabricante. 
As determinações são feitas por comparação com soluções de referência contendo concentrações 
conhecidas do analito. As determinações podem ser efetuadas pelo Método de calibração direta 
(Método I) ou pelo Método de adição padrão (Método II). Recomenda-se o Método I, salvo quando 
especificado.  
 
Método de calibração direta (Método I): preparar no mínimo quatro soluções de referência do 
elemento a ser determinado utilizando a faixa de concentração recomendada pelo fabricante do 
equipamento para o analito. Todos os reagentes empregados no preparo da amostra devem ser 
igualmente incluídos, nas mesmas concentrações, no preparo das soluções de referência. Após a 
calibração do equipamento com solvente, introduzir no atomizador três vezes cada uma das soluções 
de referência e, após a leitura, registrar o resultado. Lavar o sistema de introdução da amostra com 
água após cada operação. Traçar a curva analítica para a média das absorvâncias das três leituras para 
cada solução referência com a respectiva concentração. Preparar a amostra conforme indicado na 
monografia, ajustando sua concentração para que essa se situe na faixa de concentração das soluções 
de referência para o analito. Introduzir a amostra no atomizador, registrar a leitura e lavar o sistema 
de introdução da amostra com água. Repetir essa sequência duas vezes. Determinar a concentração 
do elemento pela curva analítica utilizando a média das três leituras.  
 
Método de adição padrão (Método II): adicionar a, no mínimo, quatro balões volumétricos volumes 
iguais da solução da substância a ser determinada preparada conforme indicado na monografia. Aos 
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A fotometria de chama é uma técnica que apresenta boa sensibilidade, sendo utilizada, 
principalmente, para a determinação de metais alcalinos. O equipamento consiste de uma chama, 
normalmente produzida por mistura ar-gás liquefeito de petróleo, um monocromador e um detector. 
O solvente de escolha para o preparo da solução amostra e soluções de referência deve ser, 
preferencialmente, aquoso. Os solventes orgânicos podem ser usados, desde que não interfira na 
estabilidade da chama.  
 
INTERFERÊNCIAS  
 
As interferências que ocorrem na fotometria de chama são muito semelhantes às observadas na 
Espectrometria de absorção atômica (5.2.13.1). No entanto, podem ocorrer interferências espectrais 
causadas pela emissão de bandas de rotação-vibração molecular, tais como OH (310-330 nm), NH 
(em torno de 340 nm), N2+ (em torno de 390 nm), C2 (em torno de 450 nm), etc.  
 
SOLVENTES  
 
O solvente deve ser selecionado com cautela. Se houver diferença significativa de tensão superficial 
ou viscosidade entre a amostra e a solução de referência, ocorrerão variações nas taxas de aspiração 
e nebulização e, em consequência, diferenças significativas nos sinais produzidos. Assim, o solvente 
empregado no preparo das amostras e das referências deve ser o mais similar possível.  
 
PROCEDIMENTO  
 
O equipamento deve ser operado de acordo com as instruções do fabricante e no comprimento de 
onda especificado. Ajustar o zero com o solvente. Em seguida, injetar a solução de referência mais 
concentrada e ajustar a sensibilidade desejada. As determinações são feitas por comparação com 
soluções de referência contendo concentrações conhecidas do analito. As determinações podem ser 
realizadas pelo Método de calibração direta (Método I) ou pelo Método de adição padrão (Método 
II) conforme descrito em Espectrometria de absorção atômica (5.2.13.1).  
 
5.2.13.2.2 ESPECTROMETRIA DE EMISSÃO ÓPTICA COM PLASMA 
INDUTIVAMENTE ACOPLADO  
 
A espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado é uma técnica bastante 
abrangente que possui elevada sensibilidade e característica multielementar. De maneira geral, na 
espectrometria com plasma indutivamente acoplado, o aerossol da amostra é introduzido em uma 
fonte de plasma, onde é evaporado e dissociado em átomos e íons livres, que são excitados. O plasma 
consiste de um gás parcialmente ionizado de elevada temperatura (6000 ºC a 10 000 °C), 
eletricamente neutro e com boa condutividade elétrica. Devido à alta temperatura do plasma, é gerada 
uma radiação policromática decorrente da emissão de vários elementos e íons presentes na amostra. 
Portanto, é necessário o uso de um monocromador com elevada capacidade de resolução para a 
separação dos comprimentos de onda característicos de cada elemento. A detecção da radiação gerada 
por comprimentos de onda específicos pode ser aplicada para análise qualitativa e as intensidades 
destes comprimentos de onda podem ser usadas para análise quantitativa.  
 
INSTRUMENTAÇÃO  
 
Os instrumentos utilizados na espectrometria com plasma indutivamente acoplado consistem 
basicamente do gerador e do processador de sinal. O gerador é formado por fonte de plasma e sistema 
de introdução da amostra (bomba propulsora e nebulizador). O processador de sinal é compreendido 
por sistemas ópticos e eletrônicos e unidade de aquisição de dados.  
 



Farmacopeia Brasileira, 6ª edição MG5.2.13-00  
 

Fontes de plasma: a mais comum é o plasma indutivamente acoplado. O plasma é gerado em uma 
tocha que consiste em três tubos concêntricos geralmente de quartzo. Fluxos de gás, geralmente 
argônio, são mantidos nos três compartimentos formados pelos tubos concêntricos. No 
compartimento externo, o gás é utilizado para a formação do plasma. O compartimento intermediário 
carreia o gás auxiliar, que é responsável por manter o plasma afastado do compartimento interno e 
prevenir deposição de carbono e sais provenientes da amostra nesse compartimento. O fluxo de 
argônio interno carreia o aerossol da amostra para o centro do plasma. Quando uma determinada 
potência (entre 700 W e 1500 W) é aplicada pelo gerador de radiofrequência na bobina de indução, 
uma corrente alternada é gerada na bobina em uma frequência de 27 MHz ou 40 MHz. Essa oscilação 
na bobina resulta em um intenso campo eletromagnético na extremidade da tocha. Com o argônio 
fluindo pela tocha, uma descarga elétrica de alta voltagem é aplicada no gás gerando elétrons e íons 
argônio. Os elétrons são acelerados pelo campo magnético e colidem com mais átomos de argônio 
gerando mais íons e elétrons. A ionização do argônio continua em uma reação em cadeia gerando o 
plasma, que consiste de átomos de argônio, elétrons e íons argônio.  
 
Sistema de detecção para espectrometria de Emissão Óptica com Plasma Indutivamente Acoplado: 
todos os elementos presentes no plasma emitem radiação ao mesmo tempo, logo é necessário o uso 
de um sistema de detecção multielementar. Os espectrômetros podem ser simultâneos ou sequenciais. 
Para a espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado, tanto os espectrômetros 
sequenciais, quanto os simultâneos, são amplamente utilizados. A configuração mais comum para 
espectrômetros sequenciais é a Czerny-Turner. Os espectrômetros simultâneos, por outro lado, são 
encontrados, basicamente, com as configurações Echelle e Paschen-Runge.  
 
INTERFERÊNCIAS  
 
A sobreposição das linhas de emissão é uma das principais interferências para a espectrometria de 
emissão óptica com plasma indutivamente acoplado. Este tipo de interferência pode ser eliminado 
com o uso de espectrômetros de alta resolução e procedimentos de correção de fundo. Muitas 
interferências espectrais são observadas na faixa de 200 nm a 400 nm, na qual mais de 200 000 linhas 
de emissão atômica e bandas moleculares são observadas.  
 
As interferências físicas são semelhantes àquelas em Espectrometria de absorção atômica com 
chama (5.2.13.1.1).  
 
SOLVENTES  
 
O solvente ideal para a espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado 
interfere o menos possível nos processos de emissão. O tipo de solvente deve ser selecionado com 
cautela. Se houver diferença significativa de tensão superficial ou viscosidade entre a amostra e a 
solução de referência, ocorrerão variações nas velocidades de aspiração e nebulização e, em 
consequência, diferenças significativas nos sinais produzidos. Assim, os solventes empregados no 
preparo das amostras e das soluções de referência devem ser o mais similar possível.  
 
PROCEDIMENTO  
 
O equipamento deve ser operado de acordo com as instruções do fabricante e no comprimento de 
onda adequado para cada elemento. As determinações são feitas por comparação com soluções de 
referência contendo concentrações conhecidas dos analitos. As determinações podem ser feitas pelo 
Método de calibração direta (Método I) ou pelo Método de adição padrão (Método II) conforme 
descrito em Espectrometria de absorção atômica (5.2.13.1).  
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5.2.13.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM PLASMA 
INDUTIVAMENTE ACOPLADO  
 
A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado é utilizada para a determinação de 
diversos elementos com elevada sensibilidade, na faixa de ppt (partes por trilhão), e com capacidade 
multielementar.  
 
INSTRUMENTAÇÃO  
 
Assim como na espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (5.2.13.2.2), 
a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado consiste de duas unidades principais: 
o gerador de sinal e o processador de sinal. A diferença fundamental é que, na espectrometria de 
massas com plasma indutivamente acoplado, o processador de sinal é compreendido por uma 
interface, um analisador de massas e uma unidade de aquisição de dados. A interface é responsável 
pela amostragem e o transporte eficiente dos íons do plasma à pressão atmosférica (760 Torr) até o 
separador de massa (10-6 Torr) é feita pela redução de pressão através da aplicação de vácuo. A 
interface consiste em dois cones metálicos com orifícios muito pequenos (da ordem de 1 mm de 
diâmetro). Após a geração dos íons no plasma, eles passam pelo primeiro cone (cone de amostragem) 
e, logo após, pelo segundo cone (skimmer). Após a passagem dos íons pelo skimmer, devido à 
expansão, há a necessidade de que os mesmos sejam focados para garantir sua chegada até o 
analisador de massas. Os íons são focados pela ação de uma lente iônica ou conjunto de lentes iônicas, 
que consiste de um cilindro (ou uma série de cilindros ou placas perfuradas) metálico oco submetido 
a uma diferença de potencial (normalmente na faixa de 2 a 15 V de corrente contínua). Grande parte 
dos espectrômetros de massas com plasma indutivamente acoplado comercializados atualmente 
utiliza o quadrupolo como separador de massas. O quadrupolo consiste em quatro barras metálicas 
cilíndricas ou hiperbólicas de mesmo comprimento e diâmetro. Pela aplicação combinada de corrente 
contínua (cc) e de corrente alternada (ca) aos eletrodos (quadrupolo), somente os íons com uma 
determinada razão massa/carga (m/z) são conduzidos através do quadrupolo. Os demais íons colidem 
com os eletrodos ou são removidos do interior do quadrupolo. Desta forma, os íons são 
sequencialmente separados pelo quadrupolo. Vários tipos de detectores podem ser utilizados para 
coletar os íons na saída do quadrupolo e converter em sinal elétrico, mas os mais populares são os de 
dinodos discretos, copo de Faraday (Faraday Cup) e Chaneltron.  
 
INTERFERÊNCIAS  
 
Assim como em outras técnicas espectrométricas, a espectrometria de massas com plasma 
indutivamente acoplado possui interferências espectrais e não espectrais. As interferências espectrais 
são dependentes da espécie presente e podem ser divididas em quatro tipos principais: poliatômicas, 
isobáricas, íons de carga dupla e íons de óxidos refratários. Este tipo de interferência pode ser 
corrigido pela simulação da composição da matriz, pela escolha de outro isótopo (quando possível) 
ou pelo uso de cela de reação e/ou colisão. Em alguns casos, as interferências espectrais podem ser 
corrigidas com o uso de um programa de computador apropriado.  
 
As interferências não espectrais podem surgir por vários motivos: deposição sobre os cones da 
interface, presença de outro elemento facilmente ionizável, efeito espaço carga, entre outros. No 
entanto, a maioria das interferências não espectrais pode ser corrigida pelo uso de padrão interno. 
Neste caso, o padrão interno deve possuir razão massa/carga e potencial de ionização semelhante ao 
analito. Escândio e Ródio, por exemplo, são amplamente utilizados como padrão interno para 
elementos com baixa e alta razão massa/carga, respectivamente.  
 
SOLVENTES  
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O solvente ideal para a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado deve interferir 
o menos possível nos processos de ionização. O tipo de solvente deve ser selecionado com cautela. 
Se houver diferença significativa de tensão superficial ou viscosidade entre a amostra e a solução de 
referência, ocorrerão variações nas velocidades de aspiração e nebulização e, em consequência, 
diferenças significativas nos sinais produzidos. Assim, os solventes empregados no preparo das 
amostras e das soluções de referência devem ser o mais similar possível.  
 
PROCEDIMENTO  
 
O equipamento deve ser operado de acordo com as instruções do fabricante e com o isótopo adequado 
para cada elemento. Ajustar o zero com o solvente injetado no equipamento. As determinações são 
feitas por comparação com soluções de referência, contendo concentrações conhecidas dos analitos. 
As determinações podem ser feitas pelo Método de Calibração Direta (Método I), pelo Método de 
Adição Padrão (Método II) ou pelo Método de Padrão Interno (Método III).  
 
Método de Calibração Direta (Método I). Preparar ao menos quatro soluções de referência dos 
analitos, abrangendo a faixa de concentrações recomendada pelo fabricante do equipamento para os 
elementos em análise. Todos os reagentes empregados no preparo da solução amostra devem ser 
igualmente incluídos, nas mesmas concentrações, às soluções de referência. Após a calibração do 
equipamento com solvente, injetar, três vezes, cada uma das soluções de referência e, após a 
estabilização da leitura, registrar o resultado, lavando o sistema com o solvente após cada injeção. 
Traçar a curva analítica, plotando a média das leituras de cada grupo de três, com a respectiva 
concentração. Preparar a solução da substância a ser determinada conforme indicado na monografia, 
ajustando sua concentração para que esta fique dentro da faixa das concentrações das soluções de 
referência. Introduzir a amostra no equipamento, registrar a leitura e lavar o sistema com solvente. 
Repetir esta sequência duas vezes e, adotando a média de três medições, determinar a concentração 
do analito pela curva analítica.  
 
Método de Adição Padrão (Método II). Adicionar a cada um de, pelo menos, quatro balões 
volumétricos similares, volumes iguais de solução da substância a ser determinada, preparada 
conforme indicado na monografia. Juntar a todos os balões, com exceção de um, volumes medidos 
da solução de referência especificada, de modo a obter uma série de soluções contendo quantidades 
crescentes dos analitos. Diluir convenientemente o volume de cada balão com água. Após calibrar o 
espectrômetro com água, como indicado acima, registrar três vezes as leituras de cada solução.  
 
Método de Padrão Interno (Método III). Preparar ao menos quatro soluções de referência dos 
analitos, abrangendo a faixa de concentrações recomendada pelo fabricante do equipamento para os 
analitos. Todos os reagentes empregados no preparo da solução amostra devem ser igualmente 
incluídos, nas mesmas concentrações, às soluções de referência. O padrão interno deve ser adicionado 
em todas as soluções (solvente, soluções de referência e amostras), com concentração fixa e na mesma 
ordem de grandeza dos analitos. Após a calibração do equipamento com solvente, injetar, três vezes, 
cada uma das soluções de referência e, após a estabilização da leitura, registrar o resultado, lavando 
o sistema com o solvente após cada injeção. Traçar a curva analítica, plotando um gráfico da razão 
entre a média das intensidades das leituras de cada grupo de três e a intensidade do padrão interno, 
com a respectiva concentração. Preparar a solução da substância a ser determinada conforme indicado 
na monografia, ajustando sua concentração para que esta fique dentro da faixa das concentrações das 
soluções de referência. Injetar a amostra no equipamento, registrar a leitura e lavar o sistema com 
solvente. Repetir esta sequência duas vezes e, adotando a média de três medições, determinar a 
concentração do analito pela curva analítica. 
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Informações químicas e físicas, de característica qualitativa e quantitativa, podem ser obtidas a partir 
do espectro NIR. Porém, a comparação direta entre o espectro da amostra e da substância química de 
referência não é recomendada.  
 
A espectrofotometria NIR é amplamente utilizada para análises físicas e químicas, como por 
exemplo: quantificação e identificação de princípios ativos e excipientes, identificação de formas 
cristalinas e polimorfas, determinação do tamanho de partícula, padrão de desintegração e controle 
de processo.  
 
MODOS DE AQUISIÇÃO DOS ESPECTROS  
 
Os espectros podem ser obtidos utilizando-se diferentes modos de aquisição. No caso da 
espectrofotometria UV/VIS o principal modo é a transmissão. No caso da espectrofotometria NIR e 
MIR os espectros podem ser adquiridos utilizando o modo transmissão e reflexão. Esta última 
subdivide-se em reflexão difusa e reflexão total atenuada. Há ainda a possibilidade da combinação 
dos modos de transmissão e reflexão, chamada de transreflexão.  
 
Transmissão: é a medida da diminuição da intensidade da radiação em determinados comprimentos 
de onda quando a radiação passa através da amostra. A amostra é disposta no feixe óptico entre a 
fonte e o detector. A transmissão (T) pode ser calculada pela fórmula abaixo:  
 

0I
IT   

 
I0 = intensidade da radiação incidente  
I = intensidade da radiação transmitida.  
 
Os espectros em transmissão podem ser convertidos para absorvância:  
 

 

 
Reflexão difusa: é a medida da razão da intensidade da luz refletida pela amostra e da luz refletida 
por uma superfície refletiva de referência. A radiação não absorvida é refletida em direção ao detector.  
 
Reflexão total atenuada: a radiação infravermelha propaga-se no interior de um elemento de reflexão 
interna (alto índice de refração) através de reflexões nas paredes deste elemento. A amostra é colocada 
em contato com a parede deste elemento de reflexão onde interage com a radiação infravermelha 
(onda evanescente).  
 
Transreflexão: esse modo é a combinação dos modos de transmissão e reflexão. Na medida por 
transreflexão, um espelho ou uma superfície refletiva é usado para refletir a radiação transmitida 
através da amostra, incidindo uma segunda vez na mesma para, então, dobrar o caminho óptico. A 
radiação não absorvida é refletida em direção ao detector.  
 
INSTRUMENTAÇÃO UTILIZADA NO ULTRAVIOLETA (UV) E VISÍVEL (VIS)  
 
Espectrofotômetros utilizados na região do ultravioleta e visível são dotados, fundamentalmente, de 
fonte de radiação; seletor de comprimento de onda; celas de absorção (cubetas), para inserção de 
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Células de transmissão, acessórios para reflexão difusa e reflexão total atenuada são os acessórios 
mais comuns para a aquisição dos espectros.  
 
A espectrofotometria no infravermelho próximo (NIR) é uma técnica que permite a obtenção de 
espectros na região compreendida entre 13300 a 4000 cm-1 (750 a 2500 nm). Os espectrofotômetros 
na região do NIR são constituídos de fonte de radiação apropriada, monocromador ou interferômetro 
e detector. Cubetas convencionais, fibras ópticas, células de transmissão e acessórios para reflexão 
difusa são os acessórios mais comuns para aquisição dos espectros.  
 
IDENTIFICAÇÃO POR ESPECTROFOTOMETRIA  
 
A identificação de diversas substâncias farmacêuticas pode ser feita utilizando as regiões ultravioleta, 
visível, infravermelho médio e infravermelho próximo. De maneira geral, a espectrofotometria nas 
regiões UV/VIS requer soluções com concentração na ordem de 10 mg mL-1 da substância, ao passo 
que para o MIR e NIR são necessárias concentrações na ordem de 100 mg mL-1. Apesar de mais 
sensível, os espectros obtidos nas regiões do UV/VIS apresentam menor especificidade quando 
comparados com os espectros na região do MIR. No caso do MIR, as medidas realizadas utilizando 
os modos de reflexão (difusa e total atenuada) fornecem informação espectral equivalente àquela 
obtida pelo modo de transmissão. Quando possível, deve ser feita a comparação do espectro obtido 
frente ao espectro da substância química de referência.  
 
Ultravioleta (UV) e visível (VIS)  
 
Diversas monografias incluem espectros de absorção no ultravioleta como prova de identificação. 
Nestes casos, haverá especificação da extensão da varredura, solvente, concentração da solução e 
espessura da cubeta (caminho óptico). Alguns fármacos requerem o uso de padrões de referência. As 
leituras de padrão e amostra são efetuadas simultaneamente e em condições idênticas quanto a 
comprimento de onda, tamanho de cubeta, etc.  
 
Para a caracterização utilizando a espectrofotometria UV/VIS, o fármaco é dissolvido utilizando 
solvente apropriado. Muitos solventes são apropriados, incluindo água, álcoois, éteres e soluções 
ácidas e alcalinas diluídas. Deve-se verificar se os solventes não absorvem na região espectral que 
está sendo utilizada.  
 
Infravermelho médio (MIR)  
 
A espectrofotometria no MIR é um ensaio de identificação por excelência, sendo capaz de diferenciar 
substâncias com diferenças estruturais. Das três regiões do infravermelho (próximo, médio e 
distante), a região compreendida entre 4000 a 400 cm-1 (infravermelho médio) é a mais empregada 
para fins de identificação.  
 
Os espectros de transmissão de amostras sólidas são obtidos a partir da sua dispersão em óleo mineral 
ou mediante a preparação de pastilhas de haletos de potássio e sódio. Dispersões da amostra são 
preparadas triturando-se cerca de 5 mg da substância em uma gota de óleo mineral de grau 
espectroscópico. A pasta obtida é espalhada entre duas janelas de brometo de potássio ou cloreto de 
sódio. Para o preparo das pastilhas, cerca de 1 mg da amostra é triturada com aproximadamente 300 
mg de brometo de potássio de grau espectroscópico.  
 
Para amostras sólidas em pó opacas à transmissão da radiação infravermelha, o espectro pode ser, 
também, adquirido mediante a utilização de acessório para reflexão difusa. Neste acessório, a 
radiação infravermelha incide diretamente na amostra em pó. Parte da radiação é absorvida e em 
seguida refletida de forma difusa em direção ao detector. Neste caso a amostra na forma de pó é 
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algoritmos quimiométricos que podem ser utilizados na calibração. Geralmente, estes algoritmos 
estão disponíveis em softwares e disponibilizados junto com o espectrofotômetro. Os principais 
algoritmos de calibração são: regressão linear múltipla (do inglês, multiple linear regression - MLR), 
mínimos quadrados parciais (do inglês, partial least squares - PLS) e regressão de componentes 
principais (do inglês, principal component regression - PCR).  
 
A validação de um método que emprega a espectrofotometria NIR é semelhante àquela requerida 
para qualquer procedimento analítico e, geralmente, é estabelecida a partir de técnicas 
quimiométricas. Os principais parâmetros a serem avaliados são: especificidade, linearidade, faixa de 
trabalho, exatidão, precisão e robustez.  
 
A extensão da especificidade é dependente do procedimento utilizado. A demonstração da 
especificidade dos métodos NIR pode ser feita por meio das seguintes formas: (i) os comprimentos 
de onda utilizados nos modelos de calibração devem corresponder a bandas do analito de interesse; 
(ii ) para calibração utilizando PLS os coeficientes devem ser plotados e as regiões de maior 
coeficiente comparadas com o espectro do analito; (iii ) variações na matriz da amostra não devem 
afetar de forma significativa a quantificação do analito.  
 
A validação da linearidade do método NIR envolve a demonstração da resposta linear da técnica para 
amostras distribuídas através de uma faixa definida de calibração. O coeficiente de correlação, r, não 
é uma ferramenta adequada para verificação de linearidade, mas é a medida da variação dos dados 
que é adequadamente modelada pela equação. A melhor maneira de demonstrar a linearidade dos 
métodos NIR é por meio da avaliação estatística dos valores da inclinação e intercepto obtidos para 
o conjunto de validação.  
 
A faixa de trabalho dos valores de referência do analito do conjunto de validação define a faixa de 
trabalho do método NIR. Controles devem ser estabelecidos para garantir que os resultados fora da 
faixa de trabalho não sejam aceitos. A validação de um método NIR deve gerar um valor anômalo 
quando uma amostra contendo o analito fora da faixa de trabalho for analisada.  
 
A exatidão de um método NIR é demonstrada pela correlação dos resultados NIR com os dados da 
técnica de referência. Além disso, a exatidão pode ser verificada a partir da proximidade do erro 
padrão de predição (SEP) com o erro do método de referência. O erro do método de referência deve 
ser conhecido com base nos valores históricos. Diferentes métodos estatísticos podem ser utilizados 
para verificar diferenças estatísticas entre os resultados obtidos pelo método NIR e o método de 
referência.  
 
A precisão de um método NIR expressa a concordância entre uma série de medidas obtidas sob 
condições pré-determinadas. Há dois níveis de precisão que podem ser considerados: a repetibilidade 
e a precisão intermediária. A precisão de um método NIR é tipicamente expressa como coeficiente 
de variação.  
 
A robustez do método NIR pode ser verificada por meio de mudanças de parâmetros do método, 
como: condições ambientais, temperatura da amostra, características da amostra e mudanças 
instrumentais. 
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5.2.15 ESPECTROFOTOMETRIA DE FLUORESCÊNCIA  
 
Algumas substâncias podem ser analisadas com maior sensibilidade e especificidade por meio de 
métodos fluorimétricos do que por outras técnicas espectrofotométricas. A espectrofotometria de 
fluorescência, ou espectrofluorimetria, compreende a medida da fluorescência emitida quando estas 
substâncias - ditas fluorescentes - são expostas à radiação ultravioleta, visível ou outras também de 
natureza eletromagnética. Tais radiações promovem a excitação de elétrons da molécula para níveis 
energéticos mais elevados. Após curta permanência no estado excitado - cerca de 10-8 a 10-4 segundo 
- os elétrons retornam ao estado fundamental por meio de processo não radioativo, denominado 
desativação por colisão, aliado a processo radioativo chamado luminescência (fluorescência ou 
fosforescência), ao contrário do que ocorre com a maioria das substâncias em que o retorno ao estado 
menos energético não compreende emissão de luz. Na desativação por colisão, a energia se perde 
como calor nos choques entre as moléculas. No processo radiante, o excesso de energia é reemitido 
com intensidade máxima em comprimento de onda maior (em cerca de 20 a 30 nm) que o da radiação 
excitatória absorvida, devido à perda energética que acontece no processo. Sendo de natureza 
fluorescente, a radiação emitida pela substância cessa quando a fonte de energia é retirada e esta 
característica a distingue da fosforescência, que prossegue por algum tempo após o término da 
excitação.  
 
A intensidade da luz emitida por uma solução fluorescente é, em determinadas condições, 
proporcional à concentração do soluto e, em consequência, utilizada para fins analíticos. A medida 
da intensidade de fluorescência não pode ser usada diretamente para a determinação da concentração 
do analito. Por isso, a determinação é feita através da comparação da intensidade de fluorescência 
obtida para uma solução amostra com soluções padrão, cujas concentrações são conhecidas. O 
fundamento da espectrofluorescência consiste, pois, em excitar a substância com radiação no 
comprimento de onda de máxima absorção e medir comparativamente a intensidade da luz 
fluorescente emitida frente a um padrão.  
 
DEFINIÇÕES  
 
Intensidade de fluorescência: expressão empírica da atividade fluorescente, em unidades arbitrárias 
proporcionais à resposta do detector.  
 
Espectro de excitação de fluorescência: representação gráfica do espectro de ativação, apresentando 
a intensidade da radiação emitida por substância ativada (ordenada) e o comprimento de onda da 
radiação incidente excitatória (abcissa).  
 
Espectro de emissão de fluorescência: representação gráfica da distribuição espectral da radiação 
emitida por substância ativada, apresentando a intensidade da radiação emitida como ordenada e o 
comprimento de onda como abcissa.  
 
EQUIPAMENTO  
 
A determinação da intensidade de fluorescência pode ser efetuada em simples fluorímetro de filtro 
(fluorímetro), em espectrofotômetros de absorção adaptados ou em espectrofotômetro de 
fluorescência (espectrofluorímetro).  
 
O fluorímetro de filtro compreende fonte de luz, filtro primário, câmara de amostra, filtro secundário 
e sistema de detecção. Nos fluorímetros deste tipo, o detector encontra-se disposto a 90° em relação 
à luz incidente. Tal disposição em ângulo reto permite que a luz incidente atravesse a solução da 
amostra sem interferir com o sinal fluorescente captado pelo detector. Tal mecanismo não impede 
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que parte da luz difusa atinja o detector devido às propriedades difusoras inerentes às soluções ou em 
função da presença de partículas sólidas suspensas. Esta dispersão residual é controlada com emprego 
de filtros. O filtro primário seleciona a radiação de comprimento de onda apropriado à excitação da 
amostra enquanto o filtro secundário seleciona a radiação fluorescente de comprimento de onda 
maior, bloqueando o acesso da radiação dispersa ao detector.  
 
Em sua maioria, os detectores de fluorímetros de filtro são equipados com válvulas 
fotomultiplicadoras, havendo, contudo, diferenças entre tipos de equipamentos quanto à região 
espectral de máxima sensibilidade. Amplificada a corrente elétrica gerada no fotomultiplicador, 
obtém-se leitura correspondente em instrumento analógico ou digital.  
 
Espectrofotômetros de fluorescência, por sua vez, diferenciam-se de fluorímetros por não disporem 
de filtros e sim de monocromadores de prisma ou de grade de difração, proporcionando maior 
seletividade de comprimento de onda e flexibilidade.  
 
Tanto fluorímetros como espectrofotômetros de fluorescência permitem emprego de diversas fontes 
de luz. Lâmpadas de mercúrio ou tungstênio, embora comuns, são substituídas com vantagem pela 
lâmpada de arco de xenônio à alta pressão, pois esta proporciona, ao contrário das demais, espectro 
contínuo desde o ultravioleta até o infravermelho. De qualquer forma, a radiação é muito intensa e 
não deve jamais ser observada com os olhos desprotegidos, sob risco de lesões permanentes.  
 
Os monocromadores, por sua vez, dispõem de ajuste de largura de fenda. Fendas estreitas propiciam 
maior resolução e menor ruído espectral enquanto fendas largas asseguram maior intensidade de luz 
em detrimento destas características. A largura de fenda a ser adotada é função da diferença entre os 
comprimentos de onda da luz incidente e emitida, assim como do nível de sensibilidade necessário à 
análise.  
 
A câmara de amostra geralmente permite uso de tubos redondos e cubetas quadradas, semelhantes às 
empregadas em espectrofotometria de absorção, salvo pela necessidade de as quatro paredes verticais 
serem polidas. Volumes de amostra da ordem de 2 a 3 mL são adequados, embora alguns instrumentos 
possam estar dotados de cubetas pequenas, com capacidade para 0,1 a 0,3 mL, ou ainda de suportes 
para capilares que requerem volumes ainda menores.  
 
Calibração do equipamento  
 
Fluorímetros e espectrofluorímetros devem ser calibrados com substâncias fluoróforas, estáveis, de 
modo a assegurar resultados reprodutíveis. As variações são, em geral, devidas a alterações na 
intensidade das lâmpadas ou na sensibilidade do tubo fotomultiplicador. O fluoróforo pode ser a 
amostra pura da substância a ser analisada ou qualquer outra substância fluorescente de fácil 
purificação, cujos comprimentos de onda de absorção e fluorescência sejam semelhantes aos da 
substância em análise. Por exemplo, quinina em ácido sulfúrico 0,05 M é um padrão adequado para 
fluorescência azul. Por outro lado, fluoresceína em hidróxido de sódio 0,1 M é apropriada para 
fluorescência verde e rodamina é o fluoróforo de escolha na fluorescência vermelha. A escala de 
comprimentos de onda do espectrofotômetro de fluorescência também requer calibração periódica.  
 
PREPARO DAS SOLUÇÕES  
 
A escolha do solvente utilizado na preparação de soluções fluorescentes requer precauções. Natureza, 
pureza e pH do solvente são parâmetros relevantes na intensidade e distribuição espectral da 
fluorescência. Em consequência, é recomendável ater-se ao volume especificado em métodos 
estabelecidos. Muitas substâncias apresentam fluorescência em solventes orgânicos, mas são 
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O procedimento básico para o emprego de técnicas turbidimétricas ou nefelométricas obedece aos 
princípios das técnicas espectrofotométricas, compreendendo a preparação de suspensões de 
referência, de concentração conhecida. Na prática, é permissível a plotagem contra valores de 
transmitância em vez de turbidância.  
 
As etapas do procedimento compreendem, em resumo: (1) ajustar o instrumento no comprimento de 
onda especificado na monografia (para colorímetros, na falta de especificação, empregar filtro que 
forneça luz na faixa azul); (2) preencher a cubeta com a suspensão mais concentrada e ajustar a leitura 
de transmitância para 100% (transmitância oferece mais linearidade que absorvância); (3) medir a 
transmitância das demais suspensões-padrão e traçar a curva de calibração (com emprego do método 
dos mínimos quadrados) e (4) medir a transmitância da amostra, determinando sua concentração pela 
curva de calibração.  
 
Comparação visual  
 
Medidas de turbidez podem ser executadas por comparação visual, técnica pela qual a suspensão da 
amostra é confrontada com suspensão ou suspensões-padrão. Para tanto, empregar tubos de ensaio 
idênticos, de fundo plano, com 70 mL de capacidade e cerca de 23 mm de diâmetro interno. Os tubos 
devem ser comparados horizontalmente sobre fundo escuro, com incidência de luz lateral.  
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alíquota do padrão ou da amostra, centralizando-se esta aplicação na linha de partida. No caso da 
possibilidade de colocar-se mais de uma alíquota no ponto de partida, deixa-se 2 cm de distância das 
bordas laterais e um intervalo entre os pontos de aplicação de 3 cm. Se cada mancha produzida for 
maior que 6 a 10 mm, aplicar a amostra em porções, deixando-se evaporar o solvente antes de aplicar 
a porção seguinte.  
 
O nível da fase móvel deve ficar abaixo do ponto de partida da substância, devendo, sempre, haver 
uma boa vedação da cuba cromatográfica para que não se perca o vapor desta fase. No final da corrida, 
esperar secar o papel e submetê-lo a algum processo de revelação. 
 

  

 

 
Figura 1 - Diferentes tipos de cromatografia em papel de acordo com as técnicas de desenvolvimento.  

___________ 
FM: Fase Móvel; PP: Ponto de Partida; LC: Linha de Chegada; dr1 e dr2: distâncias percorridas pelas substâncias; 
dm: distância de migração da fase móvel  
 
CROMATOGRAFIA DESCENDENTE  
 
Na cromatografia descendente, a fase móvel possui um fluxo voltado para baixo e conta com a ação 
da gravidade.  
 
Introduzir na câmara uma camada de eluente especificado na monografia, tampar e deixar em repouso 
por 24 horas. Aplicar a amostra no papel, colocando-o adequadamente sobre as guias de maneira que 
a extremidade superior permaneça dentro da cubeta suspensa e prendê-lo com a vareta de vidro. 
Fechar a cuba e deixar em repouso por uma hora e meia. Em seguida, através do orifício na tampa, 
introduzir o eluente na cubeta. Desenvolver o cromatograma até a distância ou tempo prescritos, 
protegendo o papel da incidência de luz direta. Remover o papel, marcar o percurso da fase móvel, 
secar e visualizar da maneira prescrita na monografia.  
 
CROMATOGRAFIA ASCENDENTE  
 
O fluxo ascendente da fase móvel sobre o papel cromatográfico é permitido pela ação da capilaridade.  
 
Colocar no fundo da câmara recipiente contendo o eluente, fechar a cuba e mantê-la em repouso por 
24 horas. Aplicar a amostra no papel introduzindo-o na cuba e deixar em repouso por uma hora e 
meia. Sem abrir a câmara, baixar o papel de modo a colocar sua extremidade inferior em contato com 
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o eluente e desenvolver o cromatograma até a distância ou tempo prescritos. Retirar o papel, marcar 
o percurso do eluente, secar e visualizar da maneira prescrita na monografia.  
 
5.2.17.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA  
 
Cromatografia preparativa em coluna é um método de separação que desempenha um papel 
importante na purificação de substâncias de valor na investigação, na operação de planta piloto e 
produção de produtos farmacêuticos. É um método que pode ser utilizado, de maneira rápida e 
econômica, para a obtenção de substâncias com pureza elevada. Na prática, adsorventes padronizados 
são utilizados, pois fornecem um alto grau de confiabilidade do método, a transferência direta de 
escala de análise e um processamento otimizado. Os tipos de cromatografia em coluna podem ser: 
por adsorção (líquido-sólido), por partição (líquido-líquido) ou por troca iônica.  
 
EQUIPAMENTO  
 
Os aparelhos utilizados para procedimentos em colunas cromatográficas consistem de um tubo 
cromatográfico cilíndrico, em posição vertical, de vidro (ou outro material inerte e transparente 
especificado na monografia individual), de comprimento e diâmetros variáveis, em cuja parte inferior 
há estrangulamento (de passagem reduzida) e torneira para regulagem da vazão dos solventes 
utilizados para a eluição. Em algumas colunas, a parte inferior apresenta, em sua base, um disco de 
vidro poroso, cuja finalidade é evitar a saída da fase estacionária (sílica-gel). As colunas têm 
dimensões variáveis, porém, em análise farmacêutica, as faixas mais comumente utilizadas são de 10 
mm a 30 mm de diâmetro e de 3 mm a 6 mm na sua parte inferior, onde a torneira encontra-se 
acoplada. O comprimento do tubo é usualmente de 150 mm a 400 mm. Na parte superior da coluna 
pode haver uma dilatação de forma esférica, destinada a conter um maior volume de solvente, seguido 
de uma conexão esmerilhada, cilíndrica, que possibilita o encaixe de uma tampa cilíndrica de plástico, 
de vidro, aço inoxidável, alumínio ou outro material especificado na monografia individual. A veia 
da haste é substancialmente menor que o diâmetro da coluna e possui, no mínimo, 5 cm a mais em 
relação ao efetivo comprimento da coluna. A rolha tem um diâmetro menor em aproximadamente 1 
mm em relação ao diâmetro interno da coluna.  
 
PROCEDIMENTO  
 
Cromatografia em coluna por adsorção  
 
Iniciar o preparo da coluna, se necessário, vedando-se a parte inferior, na base do tubo, próxima à 
torneira, com um pedaço de algodão ou lã de vidro a fim de impedir a passagem do material 
adsorvente e a entrada de ar (evitando formação de bolhas). Preencher, então, uniformemente o tubo 
(conforme altura especificada) com esse material adsorvente (tal como alumina ativada ou sílica-gel, 
sílica diatomáceas ou sílica calcinada), previamente suspensa na fase móvel (sistema de solventes), 
realizando a retirada do excesso de eluente. Após a sedimentação do material adsorvente, aplicar a 
mistura de substâncias previamente solubilizada em uma pequena quantidade de solvente, no topo da 
coluna, até que penetre no material adsorvente. Uma certa quantidade de solvente pode ser adicionada 
ao topo para ajudar na adsorção das substâncias no material adsorvente, deixando-se, em seguida, 
sedimentar por ação da gravidade ou pela aplicação de pressão positiva de ar, ficando a mistura 
adsorvida em uma estreita faixa horizontal no topo da coluna. A taxa de movimentação de uma 
determinada substância é determinada ou afetada por diversas variáveis, incluindo a baixa ou alta 
adsortividade do material adsorvente, o tamanho de partícula e a área superficial (superfície de 
contato), a natureza e a polaridade do solvente, a pressão aplicada e a temperatura do sistema 
cromatográfico.  
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partículas e a película que recobre o suporte, mais rápida e eficiente será a transferência das 
substâncias entre as fases estacionária e móvel. A polaridade da coluna depende dos grupos funcionais 
presentes, sendo os mais comuns os grupos apolares octil, octadecil, fenil, cianopropil e polar, nitrila . 
A proporção de grupos silanóis não ligados ao grupo funcional influencia, significativamente, na 
eficiência da separação cromatográfica e no formato do pico eluído. Comercialmente, estão 
disponíveis colunas cromatográficas com diferentes qualidades de fases estacionárias, inclusive 
aquelas com pequena proporção de grupos silanóis livres, denominadas capeadas. Geralmente, 
colunas de sílica em fase reversa apresentam vida útil na faixa de pH de 2 a 8, entretanto, colunas 
contendo grafita porosa ou materiais poliméricos, como o estireno-divinilbenzeno, são estáveis em 
uma faixa mais ampla de pH. De forma menos comum, podem ser utilizados líquidos, não ligados, 
como revestimento do suporte de sílica e, portanto, devem ser imiscíveis com a fase móvel. As 
colunas normalmente usadas para separações analíticas têm diâmetros internos de 1 mm a 5 mm. 
Essas podem ser aquecidas, proporcionando separações mais eficientes, mas só raramente são 
utilizadas temperaturas superiores a 60 °C, devido ao potencial de degradação da fase estacionária ou 
à volatilidade da fase móvel. A menos que especificado na monografia da substância a ser analisada, 
as colunas são utilizadas em temperatura ambiente. 
 
Os detectores mais frequentemente utilizados em cromatografia a líquido de alta eficiência são os 
espectrofotométricos (UV/Vis). Os detectores espectrofotométricos são utilizados para detectar 
substâncias com grupamento cromóforo. Tais detectores consistem de uma célula de fluxo localizada 
após a coluna cromatográfica. A radiação ultravioleta atravessa, constantemente a célula de fluxo e é 
recebida no detector. Com o sistema em funcionamento, as substâncias são eluídas da coluna, passam 
pela célula de fluxo e absorvem a radiação, resultando em alterações mensuráveis no nível de energia. 
Esses detectores podem apresentar comprimento de onda fixo, variável ou múltiplo. Detectores de 
comprimento de onda fixo operam em um único valor, tipicamente 254 nm, emitido por uma lâmpada 
de mercúrio de baixa pressão. Aqueles com comprimento de onda variável contêm uma fonte contínua 
de emissão, como uma lâmpada de deutério ou xenônio de alta pressão, e um monocromador ou um 
filtro de interferência, de modo a gerar radiação monocromática de um comprimento de onda 
selecionado pelo operador, podendo, ainda, ser programados para alterar o comprimento de onda 
durante o desenvolvimento da análise. Os detectores de comprimento de onda múltiplo medem, 
simultaneamente, a absorvância em dois ou mais comprimentos de onda, sendo denominados de 
detectores de arranjo de diodos (DAD). Nestes, a radiação ultravioleta ou visível é transmitida através 
da célula de fluxo, absorvida pela amostra e então separada em seus diferentes comprimentos de onda, 
que são detectados, individualmente, pelo detector de fotodiodos, registrando dados de absorvância 
em toda a faixa do espectro do ultravioleta e visível e, adicionalmente, os espectros de cada pico 
registrado no cromatograma. 
 
Os detectores de índice de refração medem a diferença entre o índice de refração da fase móvel pura 
e da fase móvel contendo a substância a ser analisada. São utilizados para detectar substâncias que 
não absorvem no ultravioleta ou visível, entretanto, são menos sensíveis que os detectores 
espectrofotométricos. Os detectores de índice de refração apresentam a desvantagem de serem 
sensíveis a pequenas mudanças da composição dos solventes da fase móvel, taxa de fluxo e 
temperatura. 
 
Os detectores fluorimétricos são utilizados para detectar compostos com grupamento fluoróforo  ou 
que podem ser convertidos em derivados fluorescentes, por transformação química ou adicionando 
reagentes fluorescentes a grupos funcionais específicos. Se a reação química é requerida, pode-se 
realizá-la no momento da preparação da amostra ou, alternativamente, o reagente pode ser introduzido 
na fase móvel, com a reação ocorrendo antes da detecção. 
 
Os detectores potenciométricos, voltamétricos ou eletroquímicos são úteis para quantificação de 
substâncias que podem ser oxidadas ou reduzidas em um eletrodo. Esses detectores são altamente 
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O detector deve apresentar uma ampla faixa linear e as substâncias a serem analisadas devem estar 
separadas de qualquer interferente. A faixa linear para uma substância é aquela na qual a resposta do 
detector é diretamente proporcional à sua concentração. 
 
Os sistemas de CLAE são calibrados comparando-se as respostas dos picos obtidos com as 
respectivas concentrações de substâncias químicas de referência (SQR). Resultados quantitativos 
confiáveis são obtidos por meio de calibração com padrão externo, quando injetores ou amostradores 
automáticos são preferencialmente utilizados. Esse método envolve a comparação direta das respostas 
obtidas com os picos, separadamente analisados, das soluções padrão e amostra. Nos casos em que a 
padronização externa é utilizada, os cálculos podem ser realizados segundo a equação: 
 

)/( RpRaCpCa  
 
em que 
 
Ca = concentração da solução amostra; 
Cp = concentração da solução padrão; 
Ra = resposta (área ou altura) do pico da solução amostra; 
Rp = resposta (área ou altura) do pico da solução padrão. 
 
Se a injeção é realizada por meio de seringa, melhores resultados quantitativos são obtidos por meio 
de calibração com padrão interno, adicionando-se uma quantidade conhecida de uma substância 
química de referência não interferente às soluções padrão e amostra. A relação das respostas obtidas 
com a substância a ser analisada e com o padrão interno é utilizada como resposta para expressar o 
resultado quantitativo. Nos casos em que a padronização interna é utilizada, os cálculos podem ser 
realizados segundo a equação: 
 

 

 
em que 
 
Rai = resposta (área ou altura) do pico do padrão interno na solução amostra; 
Rpi = resposta (área ou altura) do pico do padrão interno na solução padrão. 
 
Devido a variações normais entre equipamentos, solventes, reagentes e técnicas, é necessário um teste 
de adequabilidade do sistema para assegurar que o método descrito seja aplicado de forma irrestrita. 
Os principais parâmetros da adequabilidade do sistema estão descritos em Interpretação dos 
cromatogramas e em Adequabilidade do sistema. 
 
INTERPRETAÇÃO DOS CROMATOGRAMAS 
 
Na Figura 1, é representada uma separação cromatográfica típica de duas substâncias, sendo t1 e t2 
os respectivos tempos de retenção. Os termos h, h/2 e Wh/2 correspondem à altura, à meia altura e à 
largura a meia altura, respectivamente, e W representa a largura do pico na linha de base, pelo método 
da triangulação. O sinal relativo ao tempo morto, t0, refere-se a uma substância não retida na coluna 
cromatográfica. 
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A cromatografia de íons refere-se ao método de separação e determinação de íons utilizando 
cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE). Esta técnica é baseada em um processo de 
separação dos componentes da amostra entre duas fases: fase móvel e fase estacionária. O processo 
de separação é resultante de interações específicas entre as espécies presentes na amostra em ambas 
as fases. O mecanismo de interação com a fase estacionária é a troca iônica, onde as colunas utilizadas 
são constituídas por um grupo funcional carregado, geralmente SO3

-, COO-, NH3
+, NR3

+ ligado a uma 
matriz polimérica, como sílica ou copolímero do tipo poliestireno-divinilbenzeno. A fase móvel 
também contém espécies iônicas, ocorrendo, desta forma, uma competição entre a distribuição das 
espécies presentes na amostra entre a fase móvel e a fase estacionária. Para cada íon, o processo de 
troca é caracterizado pelo equilíbrio de distribuição entre a fase móvel e a fase estacionária.  
 
Os trocadores utilizados podem ser classificados em fortes, médios e fracos, dependendo do grupo 
funcional ligado à matriz polimérica. Os trocadores iônicos fortes são aqueles que se ionizam 
completamente em uma ampla faixa de pH, como o grupo sulfônico e o amônio quaternário. O grau 
de dissociação dos trocadores iônicos fracos e médios é dependente do pH e, desta forma, a 
capacidade destes trocadores varia em função do pH. Pode-se citar como exemplo, o grupo ácido 
carboxílico e poliamina.  
 
Esta técnica permite que a condutividade elétrica seja usada para a detecção e a determinação 
quantitativa dos íons em solução, após a separação. Geralmente, a cromatografia de íons com coluna 
de troca aniônica e detector por condutividade pode ser utilizada para a determinação dos íons F-, Cl-
, Br-, SO4

2-, PO4
3-, I-, entre outros. Em virtude da condutividade elétrica ser uma propriedade comum 

a todas as espécies iônicas em solução, o detector por condutividade tem a capacidade de monitorar 
todas as espécies iônicas. O problema que ocorre na utilização da condutividade elétrica para 
quantificar as espécies iônicas eluídas pode ser causado pela alta condutividade dos íons presentes na 
fase móvel, principalmente devido ao íon sódio, impossibilitando a quantificação de outros íons. Este 
problema é superado com o uso de um supressor do eluente, posicionado após a coluna de separação, 
onde ocorre a conversão dos íons do eluente em espécies que contribuam para uma condutância baixa 
ou nula. O ácido carbônico, resultante da troca catiônica, é fracamente dissociado, possuindo uma 
baixa condutividade (sinal de condutividade da linha base é menos significativo). Desta forma, a 
sensibilidade, para a determinação de ânions, pode ser aumentada significativamente, em um fator de 
10 vezes ou superior, quando são utilizados supressores.  
 
Um equipamento de cromatografia de íons consiste, basicamente, no mesmo sistema utilizado para 
CLAE. Este sistema consiste de uma bomba de alta propulsão, uma válvula de injeção com alça de 
amostragem adequada, coluna de separação (para a separação de ânions deve ser utilizada uma coluna 
de troca aniônica), uma pós-coluna, caso necessário, para conversão dos íons do eluente em espécies 
com menor condutividade e um detector de condutividade.  
 
PROCEDIMENTO  
 
Para operar o cromatógrafo de íons, recomenda-se seguir as instruções do fabricante. As 
determinações são feitas por comparação com soluções de referência, contendo concentrações 
conhecidas do analito.  
 
Fase móvel: preparar a fase móvel de acordo com as especificações recomendadas pelo fabricante da 
coluna de troca aniônica utilizada. Recomenda-se a utilização de fase móvel composta por uma 
mistura de carbonato e bicarbonato de sódio (Na2CO3/NaHCO3), na faixa de concentração de 1,0 a 4 
mmol/L, dependendo da coluna utilizada. Utilizar a vazão da fase móvel recomendada pelo fabricante 
do equipamento e de acordo com a coluna de troca iônica utilizada. Durante as análises utilizando a 
detecção por condutividade, regenerar a coluna de supressão química, conforme recomendação do 
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térmica da corrente de gás de arraste (gás e componentes da amostra), relativo a um fluxo de 
referência do gás de arraste sem analito, é medido. Em geral, detectores por condutividade térmica 
respondem uniformemente a substâncias voláteis sem considerar sua estrutura; entretanto, são 
considerados menos sensíveis que o detector por ionização de chama.  
 
Detectores por ionização de chama alcalina, também chamado NP ou detector nitrogênio-fósforo, 
contêm uma fonte termiônica, com um sal metal-álcali ou um elemento de vidro contendo rubídio ou 
outro metal, que resulta numa eficiente ionização de nitrogênio orgânico e substâncias contendo 
fósforo. É um detector seletivo que apresenta baixa resposta para hidrocarbonetos.  
 
Detectores por captura de elétrons contêm uma fonte radioativa de radiação ionizante. Exibem uma 
resposta extremamente alta a compostos halogenados e a grupo nitro, mas pouca resposta a 
hidrocarbonetos. A sensibilidade aumenta com o número e a massa atômica de átomos de halogênio.  
 
Dispositivos para tratamento de dados  
 
Estações de tratamento de dados conectadas na saída dos detectores calculam a área e a altura dos 
picos, e apresentam os cromatogramas completos contendo os parâmetros da corrida e os dados dos 
picos. Os dados dos cromatogramas podem ser armazenados e reprocessados por integração 
eletrônica ou outro tipo de cálculo que seja necessário. Essas estações de tratamento de dados são 
utilizadas também para programar as corridas cromatográficas.  
 
PROCEDIMENTO  
 
Colunas empacotadas e capilares devem ser condicionadas antes do uso até que a linha de base esteja 
estável. Isso deve ser realizado operando a uma temperatura acima da especificada pelo método ou 
por repetidas injeções do composto ou da mistura a ser cromatografada. O fabricante da coluna 
geralmente fornece instruções para o adequado procedimento de condicionamento da coluna. Em 
caso de polisiloxanos metil e fenil substituídos termicamente estáveis, uma sequência especial 
aumenta a eficiência e a inatividade: manter a coluna à temperatura de 250 °C por uma hora, com 
fluxo de gás hélio, para remover o oxigênio e solvente. Para o fluxo de hélio, aquecer até 340 °C por 
quatro horas, e então reduzir o aquecimento até temperatura de 250 °C, e condicionar com fluxo de 
hélio até a estabilidade da linha de base.  
 
Após o procedimento de condicionamento, equilibrar a coluna, o injetor e o detector às temperaturas 
e fluxo dos gases especificados na monografia até a obtenção de uma linha de base estável. Preparar 
a(s) solução(ões) amostra e de referência como descrito. As soluções devem estar isentas de partículas 
sólidas.  
 
Muitos fármacos são moléculas polares reativas. Nesse caso, pode ser necessária a conversão desses 
a derivados menos polares e mais voláteis, por tratamento dos grupos reativos com reagentes 
apropriados.  
 
Os ensaios requerem comparação quantitativa de um cromatograma com outro. A maior fonte de erro 
é a irreprodutibilidade da quantidade de amostra injetada, notadamente quando injeções manuais são 
realizadas com o auxílio de uma seringa. Os efeitos de variabilidade podem ser minimizados pela 
adição de um padrão interno, uma substância não interferente adicionada na mesma concentração nas 
soluções amostra e padrão. A razão da resposta do pico do analito em relação ao à resposta do pico 
do padrão interno é comparada entre os cromatogramas da amostra e do padrão. Quando o padrão 
interno é quimicamente similar à substância a ser analisada, existe também uma compensação para 
variações menores na coluna e nas características do detector. Em alguns casos, o padrão interno pode 
ser utilizado durante a preparação da amostra, antes da análise cromatográfica, para controlar outros 
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aspectos quantitativos do ensaio. Injetores automáticos aumentam a reprodutibilidade das injeções 
das amostras e reduzem a necessidade de utilização de padrões internos.  
 
5.2.17.5.1 CROMATOGRAFIA A GÁS EM ESPAÇO CONFINADO (headspace)  
 
A cromatografia a gás em espaço confinado (headspace) é uma técnica particularmente adequada 
para a separação e a determinação de compostos voláteis presentes em amostras sólidas e líquidas. 
Esse método está baseado na análise de uma fase de vapor em equilíbrio com uma fase sólida ou 
líquida.  
 
EQUIPAMENTO  
 
O equipamento consta de um cromatógrafo a gás ao qual se adapta um dispositivo para a introdução 
da amostra, que pode estar conectado a um módulo de programação que controla automaticamente a 
pressão e a temperatura. Se for necessário, pode-se acoplar um dispositivo de eliminação de solventes. 
A amostra a ser analisada é introduzida em um frasco provido de um obturador adequado, que o fecha, 
e de um sistema de válvulas, que permite a entrada de um gás de arraste. O frasco é colocado em uma 
câmara termostatizada à determinada temperatura para a amostra ser examinada. A amostra é deixada 
nesta temperatura por tempo suficiente para permitir que se estabeleça o equilíbrio entre a fase sólida 
e a fase gasosa. O gás de arraste é introduzido no frasco e, depois de determinado tempo, uma válvula 
é aberta para permitir que o gás se expanda até a coluna cromatográfica, arrastando os componentes 
voláteis.  
 
Ao invés de utilizar um cromatógrafo especialmente adaptado para a introdução das amostras, 
também podem-se utilizar seringas herméticas e um cromatógrafo convencional. Neste caso, o 
equilíbrio entre as duas fases é conduzido em uma câmara separada e a fase de vapor é transferida 
para a coluna, tomando as precauções necessárias para evitar qualquer modificação do equilíbrio.  
 
PROCEDIMENTO  
 
Ajustar as condições de trabalho do equipamento a fim de obter uma resposta satisfatória, utilizando 
as soluções de referência.  
 
Calibração direta  
 
Introduzir, separadamente, em frascos idênticos, a preparação a ser examinada e cada uma das 
soluções de referência, segundo as condições descritas na monografia e evitando o contato entre a 
amostra e o dispositivo de injeção. Fechar hermeticamente os frascos e introduzi-los na câmara 
termostatizada à temperatura e pressão descritas na monografia. Após se atingir o equilíbrio, proceder 
à análise cromatográfica nas condições descritas.  
 
Adição de padrão  
 
Adicionar, a uma série de frascos idênticos, volumes iguais da solução a examinar. Adicionar a todos 
os frascos, exceto a um deles, quantidades crescentes de uma solução de referência, de concentração 
conhecida da substância a ser examinada. Deste modo, se obtém uma série de preparações contendo 
quantidades crescentes de determinada substância. Fechar hermeticamente os frascos e introduzi-los 
na câmara termostatizada, segundo condições de temperatura e pressão descritas na monografia. Após 
se alcançar o equilíbrio, proceder à análise cromatográfica nas condições descritas.  
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Calcular a equação da reta por regressão linear, utilizando o método dos mínimos quadrados e, a partir 
dela, obter a concentração da substância em exame na preparação da amostra, indicada pelo intercepto 
da equação.  
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1). Os valores anotados, em cm, podem ser diretamente aplicados à fórmula, sem necessidade de sua 
conversão em unidades de corrente elétrica: 
 

A

P

A

P

C
C

A
A

 

 
em que AP e AA correspondem às alturas das ondas polarográficas do padrão e da amostra, 
respectivamente.  
 
Potencial de meia-onda  
 
A medida da altura da onda polarográfica para fins de análise quantitativa deve ser efetuada traçando-
se linhas retas rentes aos picos das oscilações da corrente residual e da corrente limite e unindo-se, 
por meio de terceira reta paralela ao eixo das abcissas, os prolongamentos das duas primeiras. A reta 
vertical é traçada passando pelo ponto de inflexão da onda polarográfica, correspondendo à metade 
da distância entre a corrente residual e a corrente limite (I = l / 2id). A projeção desta reta sobre o eixo 
das ordenadas fornece o chamado potencial de meia-onda, parâmetro empregado para caracterizar 
substâncias eletroativas (aspecto qualitativo da polarografia). O potencial de meia-onda, E1/2, é dado 
em volts versus ECS (eletrodo de referência), salvo quando houver especificação diferente, e seu 
valor como parâmetro de identificação decorre de sua independência da concentração e características 
do EMG. Entretanto, este parâmetro varia em função da composição, pH e temperatura do meio 
eletrolítico. Cabe ressaltar que, para os equipamentos modernos, a medida da altura da onda 
polarográfica pode ser feita automaticamente empregando programas específicos para aquisição e 
processamento de dados.  
 
Remoção de oxigênio  
 
O oxigênio é reduzido no EMG em duas etapas, convertendo-se inicialmente em peróxido de 
hidrogênio e, em seguida, em água. O fato de tais reações ocorrerem em potenciais mais negativos 
que zero volts, versus ECS, podendo assim interferir com a onda polarográfica da amostra, torna 
necessário eliminar o gás dissolvido na solução previamente à determinação. A melhor forma consiste 
em borbulhar nitrogênio isento de oxigênio através da solução durante um período de 10 a 15 minutos 
imediatamente antes do ensaio, tomando a precaução de previamente saturar o nitrogênio (para evitar 
alterações na solução eletrolítica devidas à evaporação) borbulhando-o através de pequeno volume 
de solução eletrolítica em recipiente separado.  
 
É importante manter a cuba eletrolítica parada e sem vibrações durante o registro polarográfico com 
o intuito de se evitar a formação de correntes de convecção. Em consequência, é necessário retirar o 
tubo de nitrogênio da solução durante o registro, e deixar o tubo sobre a superfície da solução para 
preencher a parte superior da célula polarográfica com nitrogênio (N2(g)) prevenindo, assim, a entrada 
de ar na célula polarográfica. Soluções alcalinas podem ser desoxigenadas pela adição de bissulfito 
de sódio, desde que este não interaja com integrantes da solução eletrolítica.  
 
Máximo polarográfico  
 
Efetuada a redução da espécie eletroativa (EMG catodizado), muitas vezes a onda polarográfica 
eleva-se acentuadamente, muitas vezes, antes de cair, de forma igualmente acentuada, até o valor da 
corrente limite. O fenômeno é denominado máximo polarográfico e a corrente correspondente recebe 
o nome de corrente de adsorção (ia). Traz o inconveniente de dificultar a medida da onda 
polarográfica (corrente de difusão) e suas causas - ainda pouco esclarecidas - compreendem a 
adsorção de eletrólito à superfície da gota de mercúrio. A eliminação do máximo polarográfico é, 
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contudo, facilmente efetuada mediante adição de quantidades diminutas de determinados tensoativos 
(supressores de máximo) ao meio eletrolítico. Sobressaem, para tal fim, o uso de solução de gelatina 
a 0,005% (p/v) e solução de vermelho de metila a 0,01% (p/v), entre outras.  
 
Advertência  
 
Vapores de mercúrio são tóxicos. Ao manusear o metal, trabalhar em área ventilada e evitar derrames 
que, caso ocorram, devem ser imediata e cuidadosamente recolhidos.  
 
POLAROGRAFIA DE PULSO  
 
A polarografia de pulso consiste em uma variante da técnica, superior, pela precisão e sensibilidade, 
à polarografia de corrente contínua no doseamento e na identificação de elevado número de 
substâncias em baixas concentrações, incluindo elementos em nível de traço, metabólitos e, 
evidentemente, fármacos. Sua sensibilidade, cerca de 10 vezes mais elevada que a da polarografia 
DC, permite determinações na ordem de 10-6 M. 



Farmacopeia Brasileira, 6ª edição MG5.2.18-00  
 

 
Figura 2 - Medida da corrente em relação ao tempo na polarografia de corrente contínua (A); na polarografia 

de pulso (B); e na polarografia de pulso diferencial (C). 
 
Em lugar da aplicação linearmente progressiva de potencial e medida contínua da corrente 
desenvolvida, a polarografia de pulso compreende a aplicação de pulsos de potencial crescente ao 
EMG, coincidentes com o período final de vida das gotas de mercúrio, cada pulso apresentando 
potencial ligeiramente superior ao anterior. A corrente, por sua vez, é amostrada no instante final de 
duração do pulso de potencial, período no qual a corrente capacitiva adquire valor praticamente nulo 
e a corrente residual se compõe quase que exclusivamente da corrente de difusão. 
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PROCEDIMENTO  
 
Aferição do peagômetro  
 
Retirar o béquer contendo solução de KCl na qual está mergulhado o eletrodo quando o medidor não 
está em uso;  
 
Lavar o eletrodo com jatos de água destilada e enxugar com papel filtro;  
 
Imergir o eletrodo em solução tampão de referência, verificando-se a temperatura em que se vai 
operar;  
 
Ajustar o valor de pH até o valor tabelado, mediante o valor de calibração;  
 
Lavar o eletrodo com várias porções da segunda solução tampão de referência, imergir o eletrodo e 
verificar o valor de pH registrado. O valor de pH não deve apresentar variações que superem 0,07 do 
valor tabelado para a segunda solução padrão. Há aparelhos que possuem frascos acoplados com 
detergentes aniônicos, empregados como soluções de lavagem entre cada uma das operações de 
aferição dos valores de pH. A água também se presta a essa função;  
 
Se não houver precisão nas medidas, verificar possíveis danos nos eletrodos e trocá-los.  
 
Determinação do pH na solução amostra  
 
Após a aferição conveniente, lavar o eletrodo com água (ou soluções próprias) e com várias porções 
da solução amostra. Para diluição das amostras, usar água destilada isenta de dióxido de carbono;  
 
A primeira determinação fornece valor variável, havendo necessidade de proceder a novas leituras. 
Os valores encontrados posteriormente não deverão variar mais do que 0,05 unidade de pH em três 
leituras sucessivas;  
 
Para determinações que exijam alta precisão, as temperaturas das soluções-tampão e amostra, dos 
eletrodos e das águas de lavagem não devem diferir mais de 2 ºC entre si. Assim, para que se reduzam 
os efeitos de histerese térmica ou elétrica dos eletrodos, as soluções devem estar à mesma temperatura 
por, no mínimo, 30 minutos antes do início da operação;  
 
É importante que, após a utilização do aparelho, se conserve o eletrodo em solução apropriada, 
normalmente de KCl.  
 
Contaminações das soluções-estoque devem ser evitadas pela adoção de procedimentos sistemáticos, 
tais como o fechamento imediato dos frascos contendo as soluções, a fim de prevenir introduções 
acidentais de pipetas ou bastões, e o uso de pipetas individuais para cada solução.  
 
DETERMINAÇÃO COLORIMÉTRICA DO pH  
 
Baseia-se no emprego de soluções indicadoras ou de papéis indicadores, que tem a propriedade de 
mudar de coloração conforme a variação do pH. Neste caso, trata-se de medida aproximada, 
indicando apenas uma faixa de valores, mais ou menos larga, conforme o indicador empregado. A 
determinação é levada a efeito adicionando-se gotas da solução indicadora à solução em exame ou 
umedecendo-se papéis indicadores com a solução em exame e observando-se a mudança de 
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coloração. As cores desenvolvidas pelos indicadores em diversas faixas de pH estão relacionadas em 
Indicadores e soluções indicadoras (7.1)  
 
ACIDEZ E ALCALINIDADE: ENSAIOS RÁPIDOS  
 
Uma solução é considerada neutra quando não modifica a cor dos papéis azul e vermelho de tornassol, 
ou quando o papel indicador universal adquire as cores da escala neutra, ou quando 1 mL da mesma 
solução se cora de verde com uma gota de azul de bromotimol SI (pH 7,0).  
 
É considerada ácida quando cora em vermelho o papel azul de tornassol ou 1 mL se cora de amarelo 
por uma gota de vermelho de fenol SI (pH 1,0 a 6,6).  
 
É considerada fracamente ácida quando cora levemente de vermelho o papel azul de tornassol ou 1 
mL se cora de alaranjado por uma gota de vermelho de metila SI (pH 4,0 a 6,6).  
 
É considerada fortemente ácida quando cora de azul o papel de vermelho de congo ou 1 mL se cora 
de vermelho pela adição de uma gota de alaranjado de metila SI (pH 1,0 a 4,0).  
 
É considerada alcalina quando cora de azul o papel vermelho de tornassol ou 1 mL se cora de azul 
por uma gota de azul de bromotimol SI (pH 7,6 a 13,0).  
 
É considerada fracamente alcalina quando cora de azul o papel vermelho de tornassol ou 1 mL se 
cora de rosa por uma gota de vermelho de cresol SI (PH 7,6 a 8,8).  
 
É considerada fortemente alcalina quando se cora de azul por uma gota de timolftaleína SI (pH 9,3 a 
10,5) ou de vermelho por uma gota de fenolftaleína SI (pH 10,0 a 13,0).  
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Pode-se utilizar uma solução estabilizada do reagente de Karl Fisher disponível comercialmente. 
Também podem ser utilizados reagentes disponíveis comercialmente que contenham solventes ou 
bases diferentes da piridina ou álcoois diferentes do álcool metílico. Estes podem ser soluções 
individuais ou reagentes formados in situ combinando os componentes dos reagentes presentes em 
duas soluções diferentes. O reagente diluído necessário em algumas monografias deve ser diluído de 
acordo com as instruções do fabricante. Como diluente pode ser utilizado álcool metílico ou outro 
solvente adequado, como o éter monometílico de dietilenoglicol. 
 
Padronização do reagente 
 
Colocar uma quantidade suficiente de álcool metílico ou de outro solvente adequado no frasco de 
titulação para cobrir os eletrodos e adicionar quantidade suficiente do Reagente até obter a cor 
característica do ponto final, ou (100 ± 50) µA de corrente contínua com um potencial aplicado de 
aproximadamente 200 mV. 
 
Pode-se utilizar água purificada, tartarato de sódio diidratado, um padrão de referência farmacopeico, 
ou um padrão comercial com um certificado de análise rastreável a um padrão farmacopeico para 
padronizar o Reagente. O fator de equivalência do reagente, o volume a ser gasto no doseamento, o 
tamanho da bureta e a quantidade de padrão a ser pesado são fatores que devem ser considerados no 
momento de escolher o padrão e a quantidade que vai ser utilizada. Para água purificada ou padrões 
de água, adicionar rapidamente entre 2 mg e 250 mg de água, pesados com exatidão, e dosar até o 
ponto final. Calcular o fator de equivalência da água, F, em mg de água por mL de reagente, pela 
fórmula: 
 

F = P/V 
 

em que  
 
P = peso, em mg, da água contida na alíquota do padrão utilizado;  
V = volume, em mL, do Reagente utilizado no doseamento.  
 
Para tartarato de sódio diidratado (C4H4Na2O6.2H2O), adicionar rapidamente entre 20 mg e 125 mg, 
pesados com exatidão, e dosar até o ponto final. O fator de equivalência de água, F, em mg de água 
por mL de reagente, é calculado pela fórmula: 
 

F = (36,04/230,08) P/V 
 

em que 
 
36,04 = dobro da massa molar da água;  
230,08 = massa molar do tartarato de sódio diidratado;  
P = peso, em mg, do tartarato de sódio diidratado;  
V = volume, em mL, do Reagente consumido no doseamento.  
 
Nota: a solubilidade do tartarato de sódio diidratado em álcool metílico é tal que pode ser necessário 
o uso de álcool metílico adicional para doseamentos posteriores do padrão. 
 
Preparação da amostra  
 
Se não estiver especificado de outro modo na monografia individual, utilizar uma quantidade pesada 
ou medida com exatidão da amostra em análise com um conteúdo de água estimado entre 2 mg e 250 
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mg. A quantidade de água depende do fator de equivalência de água do Reagente e do método de 
determinação do ponto final. Na maioria dos casos, pode-se estimar a quantidade mínima da amostra 
(Pm), em mg, por meio da fórmula: 
 

Pm = FCV/Kf 
 

em que 
 
F = fator de equivalência de água do Reagente, em mg/mL;  
C = volume utilizado, em porcentagem da capacidade da bureta;  
V = volume da bureta, em mL;  
Kf = limite ou conteúdo esperado de água na amostra, em porcentagem.  
 
C está geralmente entre 30% e 100% para o doseamento manual e entre 10% e 100% para o método 
instrumental de determinação do ponto final.  
 
Nota: é recomendado que o produto FCV seja maior ou igual a 200 para o cálculo, a fim de garantir 
que a quantidade mínima dosada seja maior ou igual a 2 mg. 
 
Se a amostra em análise é um aerossol com propelente, conservá-la em congelador durante não menos 
que duas horas, abrir o envase e analisar 10,0 mL da amostra bem misturada. Para dosar a amostra, 
determinar o ponto final a uma temperatura de 10 ºC ou mais. 
 
Se a amostra em análise são cápsulas, utilizar uma porção do conteúdo homogeneizado de, no 
mínimo, quatro cápsulas. Se for necessário, triturar o conteúdo até pó fino. 
 
Se a amostra em análise são comprimidos, utilizar o pó de, no mínimo, quatro comprimidos triturados 
até pó fino em atmosfera com valores de temperatura e umidade relativa que não afetem os resultados. 
 
Nos casos em que a monografia especifica que a amostra em análise é higroscópica, colocar uma 
porção do sólido, pesada com exatidão, em um copo de doseamento, procedendo à determinação de 
água imediatamente, de forma a evitar a absorção de umidade atmosférica.  
 
Se a amostra está constituída por uma quantidade definida de sólido, como em um produto liofilizado 
ou pó dentro de um frasco, utilizar uma seringa seca para injetar um volume adequado de álcool 
metílico ou outro solvente apropriado, medido com exatidão, em um recipiente tarado e agitar até 
dissolver a amostra. Com a mesma seringa, retirar a solução do recipiente, transferir para um frasco 
de titulação preparado segundo descrito em Procedimento e dosar imediatamente. Determinar o 
consumo de reagente empregado no doseamento do volume de solvente utilizado para o preparo da 
amostra e subtrair esse valor daquele obtido no doseamento da amostra em análise. Secar o recipiente 
e sua tampa a 100 ºC durante três horas, deixar que esfriem em um dessecador e pesar. Determinar o 
peso da amostra analisada a partir da diferença em peso em relação ao peso inicial do recipiente. 
 
Quando for apropriado, a água pode ser dessorvida ou liberada da amostra por meio de calor em um 
forno externo conectado ao copo, ao qual se transfere com ajuda de um gás inerte e seco como 
nitrogênio puro. Tomar cuidado e corrigir qualquer desvio devido ao gás transportador. Selecionar 
com cuidado as condições de aquecimento para evitar a formação de água como resultado da 
desidratação devido à decomposição dos componentes da amostra, o que pode invalidar o método. 
 
Procedimento 
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diretamente na tela do instrumento e calcular a porcentagem presente na substância. Realizar uma 
determinação em branco, caso seja necessário, e realizar as correções correspondentes. 
 
5.2.20.2 MÉTODO DA DESTILAÇÃO AZEOTRÓPICA - DESTILAÇÃO COM 
TOLUENO  
 
Esse método está baseado na destilação, por arraste com vapor de tolueno, da água contida na amostra 
de um produto sob as condições estabelecidas. 
 
Aparato  
 
Utilizar um balão de vidro com fundo redondo de 500 mL, A, conectando mediante uma conexão, B, 
a um condensador de refluxo, C, utilizando juntas de vidro esmerilhado (Figura 1). 
 

 
Figura 1 - Aparato para a  
determinação de água por  

destilação azeotrópica. 
 

As dimensões críticas das peças do aparato são as seguintes: o tubo de conexão, D, tem um diâmetro 
interno de 9 mm a 11 mm. O coletor de destilado tem um comprimento de 235 mm a 240 mm. O 
condensador deve ser do tipo de tubo reto, com um comprimento aproximado de 400 mm e um 
diâmetro interno de não menos que 8 mm. O tubo receptor, E, tem capacidade de 5 mL e sua parte 
cilíndrica, com um comprimento de 146 mm a 156 mm, está graduada em subdivisões de 0,1 mL, de 
forma que o erro de leitura não seja maior que 0,05 mL para qualquer volume indicado. A fonte de 
calor é preferivelmente um aquecedor elétrico com controle termostático ou um banho de óleo. A 
parte superior do balão e o tubo de conexão podem estar isolados. 
 
Limpar o tubo receptor e o condensador com uma solução de limpeza adequada, enxaguar 
exaustivamente com água e secar. Preparar o tolueno que será utilizado agitando-o com pequena 
quantidade de água, e destilar até separar o excesso de água. 
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Método B. Introduzir no frasco de titulação cerca de 10 mL de álcool metílico anidro ou do solvente 
prescrito na monografia. Adicionar iodossulfuroso SR até a viragem amperométrica. Introduzir, 
rapidamente, a tomada de amostra da substância e, em seguida, um volume de iodossulfuroso SR 
suficiente para obter um excesso de aproximadamente 1 mL. Nesse caso, também, pode ser utilizado 
o volume prescrito na monografia. Deixar em repouso em frasco fechado e ao abrigo da luz durante 
um minuto ou durante o tempo prescrito na monografia, agitando ocasionalmente. Titular o excesso 
de iodossulfuroso SR com álcool metílico anidro ou com outro solvente prescrito na monografia, 
adicionado de uma quantidade de água conhecida e próxima de 2,5 g/L, até regressar à fraca corrente 
inicial.  
 
5.2.20.4 MÉTODO GRAVIMÉTRICO  

 
Procedimento para substâncias químicas. Proceder como está indicado na monografia individual, 
preparando a amostra como determinado em Perda por dessecação (5.2.9.1).  
 
Procedimento para drogas vegetais. Proceder como está indicado em Métodos de farmacognosia 
(5.4), como indicado na monografia individual. 
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O valor da inclinação do segmento BC - fase em que somente o segundo componente é solubilizado 
- corresponde à proporção deste componente na amostra. A subtração deste valor da unidade fornece 
o conteúdo do primeiro componente na amostra, permitindo o emprego da fórmula (1-i).100 para a 
obtenção do teor. A inclinação, i, é obtida pela fórmula (Y2-Y1) / (X2-X1), em queY1, Y2 e X1, X2 

correspondem, respectivamente, a projeções de pontos do segmento de reta BC sobre a ordenada 
(composição da solução) e a abcissa (composição do sistema). A extrapolação do segmento BC 
fornece o limite de solubilidade, S1, em mg de soluto por g de solvente, do primeiro componente, 
enquanto o prolongamento da reta do segmento CD até o eixo Y leva à soma das solubilidades dos 
dois componentes, S1 + S2. 
 
A ocorrência de desvios pronunciados nos pontos que constituem os segmentos de reta do diagrama 
indica falta de equilíbrio no sistema, embora estes também possam ser atribuídos à existência de 
solução sólida ou a desvios do comportamento teórico. Se necessário, a inclinação i pode ser calculada 
por aproximação gráfica ou a partir do método estatístico dos mínimos quadrados.  
 
Uma peculiaridade da análise de solubilidade por fases é não ser técnica aplicável a misturas cujos 
componentes estão presentes na amostra na proporção de suas solubilidades. Neste caso particular, 
ambos os componentes promovem saturação no mesmo ponto, fornecendo, como resultado, diagrama 
de fases equivalente ao de substância pura.  
 
ESCOLHA DE SOLVENTE  
 
A escolha do solvente para análise de solubilidade por fases é baseada na solubilidade do componente 
presente em maior proporção na amostra e no método de doseamento adotado para a determinação 
da concentração da solução formada. Sendo mais usual a técnica gravimétrica, convém ao solvente 
apresentar volatilidade suficiente para permitir sua evaporação a vácuo, mas insuficiente para 
dificultar operações de transferência e pesagem.  
 
Recomendam-se solventes com ponto de ebulição entre 60 ºC e 150 ºC. Em termos de solubilidade, 
é conveniente que o solvente apresente capacidade de solubilização da amostra em proporção não 
inferior a 4 mg/g nem superior a 50 mg/g. A solubilidade ótima compreende a faixa de 10 a 20 mg/g. 
Recomendações adicionais incluem a inércia do solvente frente aos componentes da amostra 
(prevendo-se, inclusive, a possibilidade de formação de solvatos ou sais) e o emprego de solvente de 
pureza e concentração conhecida (traços de impurezas afetam intensamente a solubilidade), 
admitindo-se, contudo, o emprego de misturas.  
 
APARELHAGEM  
 
Compreende banho-maria termostatizado, frascos e ampolas apropriadas e balança analítica, com 
precisão de ± 10 µg.  
 
O banho-maria é provido de termostato com tolerância de controle de temperatura não superior a 0,1 
ºC, especialmente na faixa de 25 ºC a 30 ºC, usual para os ensaios. O banho é equipado com haste 
horizontal rotativa (25 rpm) provida de garras fixadoras para as ampolas. Como alternativa, pode ser 
usado vibrador (100 a 120 vibrações/segundo) igualmente provido de garras fixadoras de ampolas.  
 
A ampola - com capacidade para 15 mL - ao lado do chamado frasco de solubilidade também 
empregado nos ensaios, está ilustrada na Figura 3. Recipientes de especificação diferente são 
admissíveis desde que herméticos e apropriados à técnica descrita. 
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O método descrito a título de exemplo é aplicável à análise dos polipeptídeos de massa molar 
compreendida entre 14 000 e 100 000 daltons. É possível ampliar esse intervalo por meio de diferentes 
técnicas (por exemplo, pelo emprego de géis em gradiente ou de sistemas tampão especiais), mas 
estas não fazem parte deste texto. A eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes 
usando dodecilsulfato de sódio (DSS-EGPA) é a técnica de eletroforese mais utilizada para avaliar a 
qualidade farmacêutica dos produtos proteicos e é sobretudo o foco deste texto. De modo geral, a 
eletroforese analítica das proteínas é realizada em gel de poliacrilamida em condições que favorecem 
a dissociação das proteínas nas suas subunidades polipeptídicas e que limitam o fenômeno de 
agregação. Utiliza-se frequentemente o dodecilsulfato de sódio (DSS), um detergente fortemente 
aniônico, para dissociar as proteínas antes da sua aplicação no gel, em combinação com o calor. Os 
polipeptídeos desnaturados ligam-se ao DSS e adquirem cargas negativas, caracterizando-se por uma 
relação carga/massa constante, qualquer que seja o tipo de proteína considerada. Sendo a quantidade 
de DSS ligada quase sempre proporcional à massa molar do polipeptídeo e independente da sua 
sequência, os complexos DSS-polipeptídeo migram nos géis de poliacrilamida com mobilidades que 
são função do tamanho do polipeptídeo.  
 
A mobilidade eletroforética dos complexos detergente-polipeptídeos resultantes apresenta sempre a 
mesma relação funcional com a massa molar. A migração dos complexos DSS é, como seria de se 
prever, em direção ao anodo à velocidade mais elevada para os complexos de baixa massa molar do 
que para os de alta. É, assim, possível determinar a massa molar de uma proteína a partir da sua 
mobilidade relativa, após comparação com soluções padrão de valor de massa molar conhecida e a 
observação de uma banda única constitui um critério de pureza. Todavia, as modificações eventuais 
na constituição do polipeptídeo, por exemplo, uma N- ou uma O-glicosilação, têm um impacto 
significativo sobre a massa molar aparente de uma proteína uma vez que o DSS não se liga a um meio 
de carboidratos de forma semelhante a um polipeptídeo. Com efeito, o DSS não se liga da mesma 
maneira aos agrupamentos glicídicos ou aos agrupamentos peptídicos, de modo que a constância da 
relação carga/massa deixa de ser verificada. A massa molar aparente das proteínas que sofreram 
modificações pós-translacionais não reflete realmente a massa da cadeia polipeptídica.  
 
Condições redutoras  
 
A associação das subunidades polipeptídicas e a estrutura tridimensional das proteínas baseiam-se, 
muitas vezes, na existência de pontes dissulfeto. Um dos objetivos a atingir na análise DSS- EGPA 
em condições redutoras é romper essa estrutura por redução das pontes dissulfeto. A desnaturação e 
a dissociação completas das proteínas por tratamento com 2-mercaptoetanol ou com ditiotreitol 
(DTT) provocam um desdobramento da cadeia polipeptídica, seguida de uma complexação com o 
DSS. Nessas condições, a massa molar das subunidades polipeptídicas pode ser calculada por 
regressão linear com a ajuda de padrões de massa molar apropriada.  
 
Condições não redutoras  
 
Para certas análises, a dissociação completa da proteína em subunidades peptídicas não é desejável. 
Na ausência de tratamento pelos agentes redutores, como o 2-mercaptoetanol ou o DTT, as pontes 
dissulfeto covalentes permanecem intactas e a conformação oligomérica da proteína é preservada. Os 
complexos DSS-oligômero migram mais lentamente que as subunidades DSS-peptídicas. Além disso, 
as proteínas não reduzidas podem não ser, totalmente, saturadas em DSS e, por consequência, não se 
ligam ao detergente numa relação de massa constante. Essa circunstância torna a determinação da 
massa molar dessas moléculas pelo DSS-EGPA mais difícil que a análise de polipeptídeos totalmente 
desnaturados, pois, para que a comparação seja possível, é necessário que os padrões e as proteínas 
desconhecidas tenham configurações semelhantes. Entretanto, a obtenção no gel de uma única banda 
corada permanece como critério de pureza.  
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CARACTERÍSTICAS DA ELETROFORESE DE GEL EM SISTEMA TAMPÃO DESCONTÍNUO  
 
O método eletroforético mais divulgado para a caracterização das misturas complexas de proteínas 
fundamenta-se no emprego de um sistema tampão descontínuo que inclui dois géis contínuos, mas 
distintos: um gel de separação ou de resolução (inferior) e um gel de empilhamento (superior). Esses 
dois géis são de porosidade, pH e força iônica diferentes. Além disso, os diferentes íons móveis são 
usados nos géis e nos tampões do eletrodo. A descontinuidade do sistema tampão conduz a uma 
concentração de grande volume das amostras no gel de concentração e, portanto, a uma melhoria da 
resolução. Quando o campo elétrico é aplicado, um gradiente de tensão negativo instaura-se através 
da solução da amostra e arrasta as proteínas do gel de concentração para o gel de empilhamento. Os 
íons glicinato contidos no tampão do eletrodo seguem as proteínas no gel de empilhamento. Forma-
se, rapidamente, uma zona de divisão móvel cuja frente é constituída pelos íons cloreto de alta 
mobilidade e a parte de trás pelos íons glicinato mais lentos. Um gradiente de alta tensão localizado 
instaura-se entre as frentes iônicas da cabeça e da cauda e leva os complexos DSS-proteína a 
concentrarem-se numa banda muito estreita que migra entre as frações cloreto e glicinato.  
 
Em larga escala, independentemente do volume de amostra aplicado, o conjunto dos complexos DSS-
proteína sofre um efeito de condensação e penetra no gel de separação na forma de uma banda estreita, 
bem definida, de alta densidade proteica. O gel de empilhamento, de poros largos, não retarda, 
geralmente, a migração das proteínas, mas desempenha, principalmente, o papel de meio 
anticonvequitivo. Na interface dos géis de empilhamento e de separação, as proteínas são 
confrontadas com um brusco aumento do efeito de retardamento devido ao pequeno diâmetro dos 
poros do gel de separação. Quando penetram no gel de separação, esse retardamento prossegue devido 
ao efeito de tamis molecular exercido pela matriz. Os íons glicinato ultrapassam as proteínas cuja 
migração prossegue, então, num meio de pH uniforme constituído pela solução tampão de 
trometamina (TRIS) e pela glicina. O efeito de tamis molecular conduz a uma separação dos 
complexos DSS-polipeptídeo com base na sua respectiva massa molar.  
 
PREPARO DE GÉIS DE POLIACRILAMIDA DSS VERTICAIS DE TAMPÃO DESCONTÍNUO  
 
Montagem do molde  
 
Com um detergente suave, limpar as duas placas de vidro (por exemplo de tamanho 10 cm x 8 cm), 
o pente de politetrafluoroetileno, os dois espaçadores e o tubo de borracha de silicone (por exemplo, 
diâmetro de 0,6 mm x 350 mm), e enxaguar, abundantemente, com água. Secar todos os elementos 
com papel toalha ou tecido. Lubrificar os espaçadores e o tubo com lubrificante que não seja à base 
de silicone. Colocar os espaçadores a 2 mm da borda ao longo dos dois lados curtos e de um dos lados 
compridos da placa de vidro. Esse último corresponderá ao fundo do gel. Começar a instalar o tubo 
sobre a placa de vidro utilizando um dos espaçadores como guia. Atingida a extremidade do 
espaçador, dobrar o tubo com precaução para fazê-lo seguir o lado longo da placa de vidro. Mantenha 
o tubo no seu lugar com um dos dedos, dobre-o de novo para fazê-lo seguir o segundo lado curto da 
placa, utilizar o espaçador como guia. Colocar a segunda placa no lugar, alinhando-a, perfeitamente, 
sobre a primeira, e mantenha o conjunto por pressão manual. Colocar duas pinças em cada um dos 
lados curtos do molde e depois, com precaução, quatro outras pinças no lado longo que constituirá a 
base do molde. Verificar se o tubo segue a borda das placas e não se deslocou após a colocação das 
pinças. O molde está pronto e o gel pode ser colocado nele.  
 
Preparação dos géis  
 
Para os géis do sistema tampão descontínuo, recomenda-se colocar primeiro o gel de separação e 
deixá-lo polimerizar antes de colocar o gel de concentração, porque o teor em acrilamida-
bisacrilamida nos dois géis, o tampão e o pH são diferentes.  
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Coloração com nitrato de prata. Mergulhar o gel durante uma hora num grande volume de solução 
de fixação (consiste em adicionar 0,27 mL de formaldeído em 250 mL de álcool metílico e diluir para 
500 mL com água). Eliminar e renovar a solução de fixação e deixar incubar durante, pelos menos, 
uma hora, ou durante toda a noite, se assim for mais prático. Eliminar a solução de fixação e colocar 
o gel num volume em excesso de água durante uma hora e, em seguida, mergulhar durante 15 minutos 
em solução de glutaraldeído a 1% (v/v). Lavar o gel colocando-o por duas vezes num volume 
excessivo de água durante 15 minutos e, em seguida, mergulhá-lo durante 15 minutos, ao abrigo da 
luz, em nitrato de prata SR1 recentemente preparado. Lavar o gel colocando-o por três vezes num 
volume excessivo de água durante 15 minutos e, em seguida, mergulhá-lo durante cerca de um minuto 
em solução de desenvolvimento (consiste em diluir 2,5 mL de ácido cítrico monoidratado a 2% (p/v) 
e 0,27 mL de formaldeído em água e diluir para 500 mL com água), até obter coloração satisfatória. 
Suspender o desenvolvimento por imersão durante 15 minutos em solução de ácido acético a 10% 
(v/v). Lavar com água.  
 
Secagem dos géis de poliacrilamida DSS corados  
 
O tratamento dos géis é ligeiramente diferente conforme o método de coloração utilizado. No caso 
da coloração com Coomassie, a etapa de descoloração é seguida de uma imersão do gel em solução 
de glicerol a 10% (p/v) durante, pelo menos, duas horas (ou uma noite). No caso da coloração com 
prata, a lavagem final é seguida de uma imersão em solução de glicerol a 2% (p/v) durante cinco 
minutos. Mergulhar duas folhas de celulose porosa em água durante cinco a dez minutos. Colocar 
uma das folhas numa moldura de secagem. Levantar, delicadamente, o gel e depositá-lo sobre a folha 
de celulose. Eliminar bolhas que, eventualmente, tenham ficado aprisionadas e adicionar alguns 
mililitros de água ao longo das bordas do gel. Cobrir com a segunda folha e eliminar eventuais bolhas 
de ar aprisionadas. Terminar o conjunto do quadro de secagem. Colocar na estufa ou deixar secar à 
temperatura ambiente.  
 
DETERMINAÇÃO DA MASSA MOLECULAR  
 
A massa molecular das proteínas é determinada por comparação da sua mobilidade com a mobilidade 
de vários marcadores proteicos de massa molecular conhecidos. Existem, para a padronização dos 
géis, misturas de proteínas de massas moleculares exatamente conhecidas que possibilitam obter uma 
coloração uniforme. Tais misturas estão disponíveis para diferentes faixas de massa molecular. As 
soluções mãe concentradas das proteínas de massa molecular conhecida são diluídas em tampão para 
amostragem apropriada e depositadas no mesmo gel que a amostra proteica a examinar. 
Imediatamente após a eletroforese, determinar a posição exata do corante de marcação (azul de 
bromofenol) para identificar a frente de migração dos íons. Para esse efeito, pode cortar-se uma 
pequena porção da borda do gel, ou mergulhar no interior do gel, no nível da frente de migração do 
corante, uma agulha molhada em tinta da Índia. Após a coloração do gel, determinar a distância de 
migração de cada banda proteica (marcadores e bandas desconhecidas) a partir do bordo superior do 
gel de separação e dividir cada uma dessas distâncias de migração pela distância percorrida pelo 
corante de marcação. As distâncias de migração, assim obtidas, são chamadas mobilidades relativas 
das proteínas (em referência à frente de coloração) e, convencionalmente, representadas por Rf. 
Construir um gráfico usando os logaritmos da massa molecular relativa (Mr) dos padrões proteicos 
em função dos Rf correspondentes. Os gráficos obtidos são ligeiramente sigmoides. O cálculo das 
massas moleculares desconhecidas pode ser realizado por regressão linear, ou por interpolação a 
partir da curva de variação de log (Mr) em função do Rf, desde que os valores obtidos para as amostras 
desconhecidas se situem na parte linear do gráfico.  
 
Validação do ensaio  
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PARÂMETROS INSTRUMENTAIS  
 
Voltagem - o tempo de separação é proporcional à voltagem aplicada. Todavia, um aumento na 
voltagem usada pode ocasionar produção de calor excessivo (efeito Joule), causando elevação da 
temperatura e gradientes de viscosidade no eletrólito dentro do capilar, os quais são responsáveis pelo 
alargamento da banda e redução na resolução dos solutos em análise;  
 
Polaridade - a polaridade do eletrodo pode ser normal (ânodo na admissão e cátodo na saída). Neste 
caso o fluxo eletrosmótico move em direção ao cátodo. Se a polaridade do eletrodo for revertida, a 
direção do fluxo eletrosmótico é contrária à saída e apenas solutos carregados com mobilidade 
eletroforética superior ao do fluxo eletrosmótico migram em direção à saída;  
 
Temperatura - o principal efeito da temperatura é observado na viscosidade e condutividade elétrica 
do eletrólito. Alterações nestas duas propriedades do eletrólito determinam diferenças na velocidade 
de migração;  
 
Capilar - o comprimento e diâmetro interno influenciam parâmetros analíticos como tempo de 
migração total dos solutos, eficiência das separações e capacidade de carga. Sob voltagem constante, 
o aumento do comprimento total e efetivo do capilar pode diminuir a corrente elétrica que, por sua 
vez, determina o aumento no tempo de migração dos analitos. Capilares com menor diâmetro interno 
possuem melhor capacidade de dissipação do calor gerado pela corrente elétrica (efeito Joule), 
permitindo a elevação da voltagem aplicada e redução no tempo de análise. O limite de detecção do 
método também pode ser influenciado pelo diâmetro interno, dependendo do volume de amostra 
injetado e do sistema de detecção utilizado. A eficiência das separações também pode ser aumentada 
pela redução do diâmetro interno do capilar.  
 
A adsorção de componentes da amostra na parede interna do capilar pode limitar a eficiência. Por 
esta razão, estratégias para evitar estas interações devem ser consideradas no desenvolvimento de um 
método de separação por eletroforese capilar. Este é um fator crítico, por exemplo, em amostras 
contendo proteínas. Uma destas estratégias (uso de pH(s) extremos e adsorção de eletrólitos 
carregados com carga positiva) requer a modificação da composição do eletrólito para prevenir a 
adsorção das proteínas. Alternativamente, é possível recobrir a parede interna do capilar com um 
polímero por meio de ligações covalentes, prevenindo a interação de proteínas com a superfície da 
sílica carregada negativamente. Para esta proposta, capilares com a parede interna previamente 
recoberta com polímeros de natureza neutro-hidrofílica, catiônica e aniônica estão disponíveis 
comercialmente.  
 
PARÂMETROS DA SOLUÇÃO ELETROLÍTICA  
 
Natureza do tampão e concentração - Os eletrólitos para eletroforese capilar devem apresentar 
capacidade tamponante adequada na faixa de pH escolhido e baixa mobilidade, a fim de minimizar a 
geração de corrente elétrica. Para diminuir a distorção do pico eletroforético, é importante combinar 
a mobilidade do íon do eletrólito à mobilidade do soluto. A escolha do solvente da amostra é 
importante para alcançar uma uniformidade do soluto, a qual permite o aumento da eficiência de 
separação e melhora a detecção. Além disso, um aumento na concentração do eletrólito em um pH 
específico determina a diminuição do fluxo eletrosmótico e da velocidade do soluto.  
 
pH do eletrólito - O pH do eletrólito pode afetar a separação pela modificação da carga do soluto ou 
de outros aditivos, bem como da alteração do fluxo eletrosmótico. A mudança no valor do pH do 
eletrólito acima ou abaixo do ponto isoelétrico de proteínas e peptídeos influencia a separação destes 
solutos, pela modificação da carga líquida de caráter negativo para positivo. Em geral, um aumento 
no pH do eletrólito ocasiona elevação do fluxo eletrosmótico.  
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Solventes orgânicos - Solventes orgânicos, como álcool metílico, acetonitrila entre outros, podem ser 
adicionados ao eletrólito aquoso para aumentar a solubilidade do soluto e/ou de outros aditivos 
presentes no eletrólito, ou ainda, influenciar o grau de ionização dos solutos da amostra. A adição 
destes solventes no eletrólito geralmente provoca a redução do fluxo eletrosmótico.  
 
Aditivos para separações quirais - As separações enantioméricas devem ser realizadas pela adição 
de seletores quirais ao eletrólito de corrida. Os seletores quirais mais utilizados são as ciclodextrinas. 
Porém, éteres coroa, polissacarídeos e proteínas também podem ser empregados para esta finalidade. 
A discriminação enantiomérica é regida por diferentes interações entre o seletor quiral e cada um dos 
enantiômeros do soluto em análise. Assim, a escolha correta do seletor influencia diretamente a 
resolução enantiomérica obtida para solutos quirais. Durante o desenvolvimento de um método para 
separação enantiomérica, é recomendável testar ciclodextrinas de diferentes tamanhos de cavidade, 
(a, b, g), ciclodextrinas modificadas com grupamentos neutros (metil, etil, hidroxialquil, etc.), ou com 
grupamentos ionizáveis (aminometil, carboximetil, sulfobutiléter, etc.). A resolução de separações 
quirais é igualmente controlada pela concentração do seletor quiral, da composição e pH do eletrólito 
e da temperatura de análise. Aditivos orgânicos, como álcool metílico e ureia, podem ser empregados 
para modificar a resolução obtida.  
 
5.2.22.1.2 CROMATOGRAFIA ELETROCINÉTICA MICELAR (CEM)  
 
PRINCÍPIO  
 
Na cromatografia eletrocinética micelar, a separação ocorre em uma solução eletrolítica que contém 
um tensoativo a uma concentração acima da concentração micelar crítica (CMC). As moléculas do 
soluto são distribuídas entre o eletrólito e a fase pseudo-estacionária composta de micelas, de acordo 
com o coeficiente de partição do soluto. É uma técnica que pode ser usada para a separação de solutos 
neutros e/ou ionizados, mantendo a eficiência, velocidade e adequabilidade instrumental da 
eletroforese capilar. O tensoativo aniônico dodecil sulfato de sódio (DSS) é um dos tensoativos mais 
usados na CEM, apesar de outros também serem utilizados, como, por exemplo, tensoativos 
catiônicos (sais de cetiltrimetilamônio).  
 
Em pH neutro ou alcalino, um forte fluxo eletro-osmótico é gerado, movimentando os íons do 
eletrólito de separação na direção do cátodo. Se DSS for utilizado como tensoativo, a migração 
eletroforética da micela aniônica será na direção oposta, em direção ao ânodo. Como resultado, a 
velocidade de migração micelar total é reduzida, em comparação ao fluxo da solução eletrolítica. No 
caso de solutos neutros, uma vez que o analito pode estar distribuído entre a micela e o eletrólito, e 
não há mobilidade eletroforética, a velocidade de migração do analito dependerá somente do 
coeficiente de partição entre a micela e o eletrólito. No eletroferograma, os picos correspondentes a 
cada soluto neutro estão sempre localizados entre o marcador de fluxo eletro-osmótico e o da micela 
(o tempo decorrido entre estes dois picos é chamado de janela de separação). Para solutos ionizados, 
a velocidade de migração depende do coeficiente de partição do soluto entre a micela e eletrólito e da 
mobilidade eletroforética do soluto na ausência da micela.  
 
Na CEM, o mecanismo de solutos neutros e fracamente ionizados é essencialmente cromatográfica. 
Assim, a migração do soluto e a resolução podem ser representadas em termos de fator de retenção 
do soluto (k), também denominada de razão de distribuição de massa (Dm), que é a relação entre 
número de mols do soluto no interior da micela e na fase móvel. Para uma substância neutra, k pode 
ser calculado através da seguinte equação: 
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5.2.23 ANÁLISE ENANTIOMÉRICA  
 
FÁRMACOS QUIRAIS  
 
Os enantiômeros geralmente exibem diferentes propriedades farmacológicas e toxicológicas devido 
aos principais alvos moleculares, como proteínas, ácidos nucleicos e polissacarídeos, serem quirais. 
Por exemplo, os enantiômeros do éter metílico do levorfanol, o dextrometorfano e o levometorfano, 
são utilizados diferentemente na terapêutica. Enquanto o dextrometorfano é indicado como 
antitussígeno, o levometorfano é indicado como analgésico.  
 
Devido ao reconhecimento da importância do uso clínico de fármacos enantiomericamente puros no 
tratamento de diversas doenças, as indústrias farmacêuticas são incentivadas constantemente a 
disponibilizar fármacos resolvidos em quantidades industriais.  
 
Para garantir a segurança e a eficiência dos fármacos disponíveis e em desenvolvimento, é necessário 
resolver os enantiômeros e examinar cada um quanto às atividades farmacológicas e toxicológicas. 
Após a identificação do enantiômero mais ativo (eutômero) deve-se avaliar o excesso enantiomérico 
do eutômero desde a síntese até o consumo para garantir a qualidade do medicamento.  
 
SEPARAÇÃO E DETERMINAÇÃO ENANTIOMÉRICA DE FÁRMACOS  
 
A separação, ou resolução, de enantiômeros por cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE) 
começou a ser aplicada desde os anos sessenta. Nos anos setenta, com o aparecimento das colunas de 
pequenas partículas para cromatografia a líquido, iniciou-se o desenvolvimento das fases 
estacionárias quirais para resolução de fármacos racêmicos.  
 
A CLAE é considerada uma das técnicas mais eficientes para a separação, a detecção e a quantificação 
de fármacos. O uso de fase estacionária quiral (FEQ) adequada torna-se um poderoso método para a 
separação dos enantiômeros.  
 
A resolução cromatográfica dos enantiômeros pode ser alcançada por vários métodos, todavia, é 
sempre necessário o uso de algum tipo de discriminador ou seletor quiral. O método indireto e o direto 
são os dois caminhos para separação dos enantiômeros utilizando cromatografia a líquido.  
 
No método indireto, os enantiômeros são convertidos em diastereoisômeros pela reação com uma 
substância quiral. Os diastereoisômeros são substâncias que apresentam propriedades físico-químicas 
diferentes e, portanto, podem ser separados utilizando-se fase estacionária não quiral.  
 
O método indireto foi largamente utilizado no passado. Entretanto, apresenta limitações como a 
necessidade do isolamento da substância de interesse e sua derivatização. Esses fatos dificultam o 
desenvolvimento do processo automatizado para grande número de amostras. Além disso, a pureza 
enantiomérica dos agentes derivatizantes é importante para evitar falsos resultados. Outra limitação 
são as diferentes velocidades e/ou constantes de reação para os enantiômeros já que os estados de 
transição reacionais são diastereoisoméricos o que pode resultar em proporção diferente da 
composição enantiomérica inicial.  
 
No método direto, a mistura de enantiômeros a ser resolvida é injetada diretamente no cromatógrafo. 
Para a separação dos enantiômeros pode-se utilizar uma FEQ, ou um solvente quiral, ou uma fase 
móvel com aditivo quiral. A resolução ocorre devido à formação de complexos diastereoisoméricos 
entre a mistura enantiomérica e o seletor quiral utilizado para a resolução. O uso de FEQ é hoje o 
método mais empregado para resolução por CLAE.  
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55 0,207 
60 0,247 
65 0,294 
70 0,345 
75 0,403 
80 0,467 
85 0,537 
90 0,614 
95 0,696 
100 0,785 
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5.2.26 ALCOOMETRIA  
 
Alcoometria é a determinação do grau alcoólico ou título etanólico das misturas de água e álcool 
etílico.  
 
O título alcoométrico volumétrico de uma mistura de água e álcool é expresso pelo número de 
volumes de álcool etílico a 20 ºC contido em 100 volumes dessa mistura à mesma temperatura. É 
expresso em % (v/v).  
 
O título alcoométrico ponderal é expresso pela relação entre a massa de álcool etílico contida em uma 
mistura de água e álcool etílico e a massa total dessa. É expresso em % (p/p).  
 
O álcool etílico contém, no mínimo, 95,1% (v/v), correspondendo a 92,55% (p/p) e, no máximo, 
96,9% (v/v), correspondendo a 95,16% (p/p) de C2H6O a 20 ºC. O álcool etílico absoluto contém, no 
mínimo, 99,5% (v/v), correspondendo a 99,18% (p/p) de C2H6O a 20 ºC. Esses valores podem ser 
observados na tabela alcoométrica (Anexo D).  
 
DETERMINAÇÃO DO GRAU ALCOÓLICO OU TÍTULO ALCOOMÉTRICO  
 
O alcoômetro centesimal se destina à determinação do grau alcoólico das misturas de água e álcool, 
indicando somente a concentração do álcool em volume e expresso pela sua unidade de medida, grau 
Gay-Lussac (ºG.L.).  
 
As determinações do alcoômetro são exatas somente para a mistura de água e álcool a 20 °C, na qual 
o instrumento foi graduado. Se a temperatura durante o ensaio for inferior ou superior a 20 °C torna-
se necessário corrigir a temperatura do álcool para 20 ºC.  
 
A determinação do grau alcoólico das misturas de agua em volume é realizada pelo alcoômetro.  
 
Para a determinação do grau alcoólico das misturas de água e álcool em massa, pode ser utilizado o 
método da densidade relativa ou verificada a graduação na tabela alcoométrica após a determinação 
pelo alcoômetro. 
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5.2.27 ANÁLISE TÉRMICA  
 
A análise térmica é um conjunto de técnicas que possibilitam medir as propriedades físico-químicas 
de uma substância em função da temperatura. As técnicas mais comumente utilizadas são as que 
medem as variações de energia ou de massa de uma substância.  
 
TERMOGRAVIMETRIA (TG)  
 
A termogravimetria é a técnica de análise térmica em que a variação de massa da amostra é 
determinada como uma função da temperatura, ou tempo de aquecimento, utilizando um programa 
controlado de temperatura.  
 
Aparelhagem  
 
É constituído basicamente de uma termobalança que é uma associação entre o forno elétrico e uma 
balança eletrônica de alta precisão, na qual a substância é inserida em um porta-amostra sob atmosfera 
especificada e programa controlado de temperatura. O dispositivo possibilita aquecer e medir 
simultaneamente a massa do analito. Em certos casos, o aparelho pode ser associado a um sistema 
que possibilita detectar e analisar os produtos voláteis.  
 
Calibração e/ou aferição da termobalança. Transferir uma quantidade adequada de oxalato de cálcio 
monoidratado SQR no porta-amostra. A termobalança indicará com grande precisão e exatidão a sua 
massa. Empregar a razão de aquecimento de 10 ºC/minuto e aquecer a amostra até 900 ºC. Ao finalizar 
o processo térmico, registrar: i) a curva termogravimétrica (TG), marcando a temperatura no eixo das 
abscissas (valores crescentes da esquerda para a direita) e a massa percentual da amostra no eixo das 
ordenadas (valores crescentes de baixo para cima); ii) a curva termogravimétrica derivada (DTG), 
derivada primeira da curva TG, que possibilita definir melhor onde se iniciou e finalizou a perda de 
massa. Determinar, no gráfico, a distância entre os patamares inicial e final da curva massa-
temperatura, distância que representa a perda de massa da amostra no dado intervalo de temperatura. 
As perdas de massas declaradas do oxalato de cálcio monoidratado SQR são calculadas, 
estequiometricamente, a partir das três etapas de perdas de massas devido às sucessivas liberações 
de: a) H2O; b) CO; c) CO2. A verificação da escala de temperatura pode ser realizada utilizando a 
técnica do gancho metálico fundível (In, Pb, Zn, Al, Ag e Au) de acordo com as indicações do 
fabricante.  
 
Procedimento  
 
Utilizar o mesmo método descrito para calibração e/ou aferição adicionando uma quantidade 
adequada de amostra. As curvas TG e DTG, ilustradas na Figura 1, indicam uma etapa de perda de 
massa da amostra. Na curva DTG, observa-se que entre os pontos ab situa-se o patamar inicial. A 
perda de massa se inicia no ponto b e finaliza-se no ponto c. Entre os pontos cd situa-se o patamar 
final. O intervalo bc corresponde ao intervalo reacional. Para calcular a perda de massa da amostra 
na curva TG, utiliza se a comparação com a curva DTG para maior precisão na localização dos pontos 
b e c. Traçar os prolongamentos dos patamares inicial e final da curva TG no eixo das ordenadas 
utilizando os pontos b e c. A distância medida corresponde à perda de massa (Dm) da amostra. As 
projeções dos pontos b e c no eixo de abscissas correspondem, respectivamente, à temperatura inicial 
(Ti) e final (Tf) da perda de massa. Registrar o resultado em porcentagem da relação p/p.  
 
Nota 1: é necessária a obtenção de uma curva do ensaio em branco (aquecimento nas mesmas 
condições experimentais empregando-se o porta-amostra vazio) antes do ensaio da amostra para 
subtração de linha base.  
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Nota 2: no caso da utilização frequente do aparelho, realizar, regularmente, verificação e/ou 
calibração. Em caso contrário, realizar essas operações antes de cada determinação.  
 
Nota 3: como a atmosfera pode afetar os resultados, são registradas a vazão e a composição do gás 
para cada ensaio. 
 

 
Figura 1 - Exemplo da curva termogravimétrica e suas medidas. 

 
Aplicações  
 
A determinação da variação da massa para uma substância em determinados intervalos de temperatura 
pode ser utilizada para avaliação do comportamento térmico; determinação do teor de umidade e/ou 
solventes; determinação da temperatura de ebulição e sublimação; determinação da temperatura de 
decomposição térmica e determinação do teor de cinzas.  
 
CALORIMETRIA EXPLORATÓRIA DIFERENCIAL (DSC)  
 
A calorimetria exploratória diferencial é uma técnica que possibilita avaliar os fenômenos 
energéticos, físicos e/ou químicos produzidos durante o aquecimento (ou resfriamento) de uma 
substância. Essa técnica possibilita medir o fluxo de calor diferencial entre a amostra e um material 
de referência termicamente inerte em função da temperatura e/ou tempo de aquecimento sob um 
programa controlado de temperatura. A amostra e o material de referência são mantidos a 
aproximadamente a mesma temperatura durante o experimento. Podem-se determinar as variações de 
entalpia; as mudanças de calor específico e a temperatura de eventos endo e exotérmicos. De acordo 
com o método de medição utilizado, há duas modalidades: o DSC com compensação de potência e o 
DSC com fluxo de calor.  
 
APARELHAGEM  
 
O DSC com compensação de potência é constituído por uma célula calorimétrica que contém dois 
fornos, um para o material de referência e o outro para a amostra. O DSC com fluxo de calor constitui-
se por uma célula calorimétrica contendo um único forno que dispõe de um sensor calorimétrico para 
a referência e amostra. Os equipamentos comportam um dispositivo de programação controlada da 
temperatura, um ou vários detectores térmicos e um sistema de registro que pode ser associado a um 
sistema de tratamento de dados. As determinações são efetuadas sob atmosfera especificada.  
 
Calibração e/ou aferição do aparelho. Calibrar o aparelho para o eixo de temperatura e de fluxo de 
calor utilizando índio metálico de alta pureza ou qualquer outro material certificado apropriado de 
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Realizar a mesma operação com a amostra teste. Ler diretamente a osmolalidade ou calcular pela 
medição da diminuição do ponto de congelamento. O teste é considerado válido quando o valor 
encontrado está entre dois valores da escala de calibração.  
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Figura 1 - Cromatografia em camada delgada para a identificação dos óleos fixos. 

1 Óleo de amendoim 2 Azeite de oliva 3 Óleo de sésamo 4 Óleo de milho 5 Óleo de amêndoas 6 Óleo de soja 7 Óleo de 
girassol 8 Óleo de canola 9 Óleo de canola (isento de ácido erúcico) 10 Óleo de germes de trigo  
 
5.2.29.15.2 IMPUREZAS ALCALINAS  
 
Adicionar 10 mL de acetona recentemente destilada, 0,3 mL de água e 0,05 mL de solução alcoólica 
de azul de bromofenol a 0,04% (p/v) a um tubo de ensaio. Neutralizar, se necessário, com ácido 
clorídrico 0,01 M ou hidróxido de sódio 0,01 M. Adicionar 10 mL da amostra, agitar e deixar em 
repouso. O ponto de viragem é indicado pelo desenvolvimento de cor amarela na camada superior. 
Não é necessário volume superior a 1,1 mL de ácido clorídrico 0,01 M.  
 
5.2.29.15.3 ÓLEOS ESTRANHOS EM ÓLEOS VEGETAIS POR 
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA  
 
Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1), utilizando placa 
(kieselguhr G). Impregnar a placa, colocando-a numa câmara fechada contendo a quantidade 
necessária de mistura de éter etílico e parafina líquida (90:10) de forma que a superfície do líquido 
atinja cerca de 5 mm da camada de adsorvente. Quando a mistura de impregnação tiver percorrido, 
pelo menos, 12 cm da camada, retirar a placa da câmara e deixar o solvente evaporar durante cinco 
minutos. Desenvolver na mesma direção da impregnação.  
 
Preparação da mistura de ácidos graxos. Aquecer, sob refluxo, durante 45 minutos, 2 g da amostra 
com 30 mL de solução alcoólica de hidróxido de potássio 0,5 M. Juntar 50 mL de água e deixar 
esfriar. Transferir para funil de separação. Agitar três vezes com 50 mL de éter etílico. Rejeitar as 
soluções etéreas. Acidificar a fase aquosa com ácido clorídrico e agitar três vezes com 50 mL de éter 
etílico. Reunir as soluções etéreas e lavar três vezes com 10 mL de água. Rejeitar as águas de lavagem. 
Adicionar sulfato de sódio anidro à fração etérea e filtrar. Evaporar em temperatura inferior a 50 °C. 
Utilizar o resíduo para preparar a solução problema.  
 
Os ácidos graxos podem, também, ser obtidos a partir da solução saponificada resultante da reação 
de determinação de insaponificáveis.  
 
Solução amostra. Dissolver 40 mg da mistura de ácidos graxos obtidos da amostra em 4 mL de 
clorofórmio.  
 
Solução padrão. Dissolver 40 mg da mistura de ácidos graxos, obtidos a partir de uma mistura de 
óleo de milho e óleo de canola (19:1), em 4 mL de clorofórmio.  
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Como resultado, é possível determinar a razão relativa de diferentes tipos de hidrogênios, ou outros 
núcleos, em uma amostra.  
 
O espectro de RMN pode conter sinais não relacionados à amostra devido à falta de homogeneidade 
do campo magnético. Esses sinais, chamados bandas laterais de grande rotação, indicam que é 
necessário ajustar as bobinas de compensação e são facilmente identificáveis. A separação dos sinais 
é igual à frequência da velocidade do giro do tubo da amostra. 
 
O MÉTODO 
 
O preparo da amostra ou os ajustes e parâmetros instrumentais incorretos podem conduzir à 
diminuição da sensibilidade (baixa resolução), a artefatos espectrais e a dados errôneos. É necessário 
que o usuário esteja familiarizado com a teoria da RMN, com as propriedades das amostras e com os 
princípios de operação dos instrumentos. Devem ser seguidos estritamente os manuais de instrução 
fornecidos pelos fabricantes e realizar frequentes controles de calibração e funcionamento do 
equipamento. 
 
Os procedimentos aqui descritos se referem especificamente a RMN de hidrogênio (RMN 1H) e de 
flúor (RMN 19F), e podem ser aplicados, com algumas modificações, a outros núcleos. O espectro de 
RMN é obtido a partir de amostras líquidas ou sólidas dissolvidas em solvente apropriado. 
 
Seleção do solvente - Os solventes apropriados, além de possuírem boas propriedades dissolventes, 
não devem apresentar picos de ressonância que interfiram naqueles originados pela amostra em 
análise. Os solventes mais utilizados em RMN de hidrogênio e de carbono estão descritos na Tabela 
2. Os solventes deuterados também proporcionam seus sinais para sistemas heteronucleares, 
possibilitando a fixação do campo. A pureza isotópica do solvente deve ser a mais alta possível para 
evitar que os picos dessas impurezas possam dificultar a visualização de qualquer sinal da amostra. 
O deutério (J = 1) não apresenta ressonância nas condições de 1H, mas pode causar acoplamento J.  
 

Tabela 2 - Valores de deslocamentos químicos de 1H (ppm) para alguns solventes normalmente empregados 
em RMN. 

Solvente Forma deuterada Deslocamento químico 
(Multiplicidade) 

Acetona Acetona-d6 2,05 (5) 
Acetonitrila Acetonitrila-d3 1,93 (5) 

Benzeno Benzeno-d6 7,15 (largo) 
Tetracloreto de carbono ---- ---- 

Clorofórmio Clorofórmio-d 7,25 (1) 
Dimetilssulfóxido Dimetilssulfóxido-d6 2,49 (5) 

Água Óxido de deutério 4,82 (1) 
Metanol Metanol-d6 4,84 (1) hidroxila 

3,30 (5) metila 
Cloreto de metileno Cloreto de metileno-d2 5,32 (3) 

 
Em alguns solventes (D2O e CD3OD), podem ocorrer trocas rápidas de deutério com o hidrogênio da 
amostra, eliminando o sinal de uma série de grupos: -COOH, -OH e -NH2. Os hidrogênios de álcoois 
e aminas não são trocados rapidamente, exceto na presença de D2O e alguns outros solventes 
(CD3OD), e podem ser restaurados com pequenas concentrações de ácido ou base.  
 
Para RMN de 19F, pode utilizar-se a maioria dos solventes empregados em RMN de 1H, os mais 
comuns são CHCl3, CCl4, H2O, CS7, ácidos e bases aquosas, e dimetilacetamida. Em geral, pode 
utilizar-se qualquer solvente não fluorado, sempre que se quer realizar a calibração espectroscópica. 
Obviamente, não ocorre interferência dos grupos funcionais próticos com o solvente. Entretanto, os 
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acoplamento e mediante o número de hidrogênios correspondente a cada sinal (os instrumentos 
incluem programas que geram espectros simulados de substâncias com esses dados). Também podem 
ser adicionados aos espectros os detalhes experimentais, como, por exemplo, o solvente, a 
concentração da amostra e a referência do deslocamento químico. 
 
Para amostras desconhecidas, a análise por RMN, usualmente acompanhada de outras informações 
analíticas, é uma poderosa técnica para elucidação estrutural. Os deslocamentos químicos 
proporcionam informações quanto ao ambiente químico dos núcleos. Existem muitas publicações 
com tabelas de correlação e regras para analisar esses deslocamentos químicos. A multiplicidade dos 
sinais proporciona informações estereoquímicas importantes. A partição mútua de sinais de grupos 
funcionais indica suas proximidades. A magnitude da constante de acoplamento J entre hidrogênios 
residuais em estruturas aromáticas, oleofínicas ou cicloalquílicas substituídas é utilizada para 
identificar a posição relativa dos substituintes. 
 
Existem várias técnicas especiais (dupla ressonância; troca química; uso de reativos de deslocamento; 
análise bidimensional; etc) para simplificar alguns dos espectros mais complexos; identificar certos 
grupos funcionais e determinar correlações de acoplamento.  
 
Na técnica de dupla ressonância, em um sistema simples de hidrogênio geralmente designado como 
sistema AX, cada hidrogênio aparece como um dupleto. Se introduzirmos um campo fluente de 
radiofrequência na frequência de X, enquanto o campo de radiofrequência normal que mantém a 
frequência responsável pela ressonância de A, o deslocamento entre A e X será anulado 
(deslocamento homonuclear). Dessa forma, o sinal de A não será acoplado, e aparece agora como um 
singleto. Os espectros de rotina de 13C se obtêm em condições de desacoplamento protônico que anula 
todos os acoplamentos heteronucleares 13C-1H. Como resultado desse desacoplamento, os sinais de 
carbono aparecem como singletos, a menos que estejam presentes outros núcleos que não estão 
desacoplados (por exemplo, 19F, 31P). 
 
Os grupos funcionais que contêm hidrogênios intercambiáveis unidos a heteroátomos como, por 
exemplo, -OH, -NH2 ou -COOH podem ser identificados mediante intercâmbio rápido dos 
hidrogênios com D2O. Para determinar a presença e posição desses grupos é necessário testar a 
substância em CDCl3 ou DMSO-d6 e depois acrescentar algumas gotas de D2O no tubo de amostra, 
agitar e analisar novamente. Os picos de ressonância desses grupos se colapsam nessa segunda análise 
e são substituídos por singleto HDO entre 4,7 e 5,0 ppm. 
 
Essa troca química serve para exemplificar o efeito da velocidade dos processos intermoleculares e 
intramoleculares nos espectros de RMN. Se um hidrogênio pode experimentar diferentes ambientes 
em virtude deste processo (tautomerismo; rotação em torno de um eixo; equilíbrios de troca; inversão 
de anel; etc), a aparência do espectro será função da velocidade do processo. Os processos lentos (em 
escala de tempo em RMN) proporcionam mais de um sinal, enquanto que os processos rápidos 
proporcionam sinais estreitos, e os outros processos intermediários sinais largos. 
 
Os programas computacionais contidos nos equipamentos de RMN contêm sequência de pulsos 
variados com a acumulação repetitiva de transientes descritos anteriormente. Esses experimentos 
incluem análises bidimensionais homonucleares ou heteronucleares, que determinam a correlação de 
acoplamentos e podem simplificar a interpretação de espectros mais complexos. 

 
ANÁLISE QUANTITATIVA  
 
Se o instrumento está calibrado corretamente para uma análise quantitativa, as áreas sob os picos são 
proporcionais ao número total de hidrogênios que as geram.  

A1/A2 = N1/N2 
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Se os picos se originam a partir de grupos funcionais de uma mesma molécula, a equação pode ser 
simplificada  

A1/A2 = n1/n2 
 
Em que n1 e n2 são o número de hidrogênios nos respectivos grupos funcionais. 
  
Se os sinais se originam a partir de diferentes espécies moleculares, 
 

A1/A2 = n1m1/n2m2 = (n1W1/M1)/(n2W2/M2) 
 

Em que m1 e m2 são o número de mols; W1 e W2 são as massas, e M1 e M2 são as massas molares dos 
compostos 1 e 2 respectivamente. 
 
A análise das equações acima possibilita verificar que a análise quantitativa por RMN pode ser 
realizada de forma absoluta ou relativa. No método absoluto, um padrão interno deve ser adicionado 
à amostra e a área sob o pico de ressonância procedente da substância de prova deve ser comparada 
com a área sob o pico de ressonância do padrão interno. Se as substâncias em questão se equivalem 
com exatidão, pode calcular-se a quantidade da substância. Um bom padrão interno tem que ter as 
seguintes propriedades: apresentar um pico de ressonância de referência, preferencialmente singleto, 
em uma posição do campo distinta de todos os picos da amostra; ser solúvel no solvente usado; sem 
peso equivalente protônico (quando o peso dividido entre o número de hidrogênios que gera um pico 
de referência é baixo) e não interagir com o composto em análise. A escolha do padrão interno será 
ditada pelo espectro da amostra.  
 
O método relativo pode ser usado para determinar a fração molar de uma impureza em uma amostra 
(ou componentes de uma mistura) mediante a equação supracitada.  
 
As análises quantitativas e a detecção de traços de impurezas têm melhorado com o desenvolvimento 
de instrumentos modernos.  
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5.3 MÉTODOS QUÍMICOS  
 
5.3.1 REAÇÕES DE IDENTIFICAÇÃO  
 
5.3.1.1 ÍONS, GRUPOS E FUNÇÕES  
 
Os métodos clássicos de identificação de funções ou determinados grupos químicos presentes em 
fármacos consistem em reações que resultam em formação de precipitado, produto colorido, 
desprendimento de gás, descoramento do reagente utilizado ou outro fenômeno qualquer facilmente 
perceptível. Empregar um dos métodos descritos a seguir para cada íon, grupo ou função. 
 
Acetato  
 
1) Aquecer a amostra com quantidade igual de ácido oxálico; desprendem-se vapores ácidos com 
odor característico de ácido acético.  
 
2) Aquecer a amostra com ácido sulfúrico SR e álcool etílico; desprende-se acetato de etila, de odor 
característico.  
 
3) Tratar solução neutra da amostra com cloreto férrico SR; produz-se coloração vermelha-escura, 
que desaparece pela adição de ácidos minerais.  
 
4) Solubilizar a amostra em água, adicionar cinco gotas de nitrato de lantânio SR, duas gotas de iodo 
0,1 M e uma gota de solução concentrada de amônia. Aquecer cuidadosamente até ebulição. Após 
alguns minutos forma-se precipitado azul ou aparece coloração azul intensa.  
 
Acetila  
 
Colocar a amostra em tubo de ensaio e juntar três gotas de ácido fosfórico SR. Fechar o tubo com 
tampa atravessada por outro tubo de ensaio menor cheio de água e em cujo exterior se depositou uma 
gota de nitrato de lantânio SR. Aquecer o conjunto em banho-maria durante cinco minutos (certas 
substâncias acetiladas se hidrolisam com dificuldade; neste caso a mistura deve ser aquecida 
lentamente, até ebulição, sobre chama direta). Transferir a gota de nitrato de lantânio SR a uma 
cápsula de porcelana e homogeneizar com uma gota de iodo SR. Colocar na borda da mistura uma 
gota de hidróxido de amônio 2 M. Na zona de contato dos dois líquidos aparece lentamente cor azul 
que persiste por pouco tempo.  
 
Alcaloide  
 
Solubilizar alguns miligramas da amostra em 5 mL de água, juntar ácido clorídrico SR até acidificar 
a solução e, em seguida, verter 1 mL de iodobismutato de potássio aquoacético; forma-se 
imediatamente precipitado de coloração alaranjada ou vermelha-alaranjada.  
 
Alumínio, íon  
 
1) Transferir à amostra, hidróxido de amônio 6 M; forma-se precipitado branco gelatinoso, insolúvel 
em excesso do mesmo reagente.  
 
2) Transferir, à amostra, hidróxido de sódio M ou sulfeto de sódio SR; forma-se precipitado branco 
gelatinoso, solúvel em excesso do mesmo reagente.  
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3) À solução da amostra transferir hidróxido de amônio 5 M até que se forme turvação. Adicionar, 
em seguida, três a quatro gotas da solução recém-preparada de quinalizarina a 0,05% em hidróxido 
de sódio a 1% (p/v). Aquecer até ebulição, resfriar e acidificar com excesso de ácido acético 5 M; 
produz-se cor violeta-avermelhado.  
 
Amina aromática primária  
 
Acidificar a solução da amostra com ácido clorídrico 2 M e juntar quatro gotas de nitrito de sódio SR. 
Após um a dois minutos, acrescentar 1 mL de 2-naftol SR; aparece cor alaranjada intensa ou 
vermelha, formando-se geralmente precipitado.  
 
Amônia e amina alifática volátil  
 
Solubilizar a amostra em tubo de ensaio, acrescentar óxido de magnésio e aquecer se necessário; 
desprendem-se paulatinamente vapores alcalinos, que escurecem o papel de prata-manganês colocado 
na parte superior do tubo.  
 
Amônio, íon  
 
Transferir, à amostra, excesso de hidróxido de sódio M a frio; ocorre desprendimento de amônia, de 
odor característico, e que muda para azul a cor vermelha do papel de tornassol. A decomposição é 
acelerada pelo aquecimento.  
 
Antimônío(III), íon  
 
1) Tratar a solução da amostra, fortemente acidificada por ácido clorídrico (no máximo 2 M), com 
sulfeto de hidrogênio SR; forma-se precipitado alaranjado de sulfeto de antimônio, insolúvel em 
hidróxido de amônio 6 M, mas solúvel em sulfeto de amônio SR, hidróxido de sódio 2 M e ácido 
clorídrico concentrado.  
 
2) Solubilizar a amostra em tartarato de sódio e potássio SR; após resfriamento, juntar, gota a gota, 
sulfeto de sódio SR1; forma-se precipitado de coloração vermelha-alaranjada solúvel em hidróxido 
de sódio 2 M.  
 
Arsênio  
 
1) A uma solução amoniacal da amostra, transferir sulfeto de sódio SR e acidificar com ácido 
clorídrico diluído; forma-se precipitado de coloração amarelo, insolúvel em ácido clorídrico, mas 
solúvel em soluções alcalinas.  
 
2) Aquecer 5 mL da solução da amostra, fortemente acidificada por ácido clorídrico, em banho-maria 
com volume igual de hipofosfito de sódio SR; forma-se precipitado de cor marrom a preta. Caso se 
tratar de As(V), a redução é mais lenta; o acréscimo de iodeto de potássio SR exercerá efeito 
catalítico.  
 
Barbitúrico sem substituinte no nitrogênio  
 
A uma solução metanólica da amostra, transferir algumas gotas de solução contendo nitrato de 
cobalto(II) a 10% (p/v) e cloreto de cálcio a 10% (p/v), homogeneizar e acrescentar, com agitação, 
algumas gotas de hidróxido de sódio 2 M; forma-se precipitado de coloração azul-violeta.  
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Bário, íon  
 
1) Tratar solução da amostra com ácido sulfúrico M; forma-se precipitado branco, insolúvel nos 
ácidos clorídrico e nítrico.  
 
2) Colocar a amostra na zona redutora de chama; esta adquire coloração verde-amarelada, que se 
apresenta azul quando vista através de vidro verde.  
 
Benzoato  
 
1) Tratar solução neutra da amostra com cloreto férrico SR; forma-se precipitado amarelo escuro, 
solúvel em éter etílico.  
 
2) Acidular solução moderadamente concentrada da amostra com ácido sulfúrico M; forma-se 
precipitado de ácido benzoico, facilmente solúvel em éter etílico.  
 
Bicarbonato  
 
1) Tratar a amostra com ácido mineral; produz-se efervescência com desprendimento de gás incolor 
que, ao reagir com hidróxido de cálcio SR, forma imediatamente precipitado branco.  
 
2) A uma solução fria da amostra transferir fenolftaleína SI; a solução permanece inalterada ou fica 
apenas levemente colorida.  
 
Bismuto, íon  
 
Solubilizar a amostra em ligeiro excesso de ácidos nítrico ou clorídrico e diluir com água; forma-se 
precipitado branco que, tratado com sulfeto de hidrogênio, passa a marrom. O composto resultante é 
solúvel em mistura quente de partes iguais de ácido nítrico e água, mas insolúvel em sulfeto de amônio 
SR.  
 
Bissulfito  
 
Tratar a amostra com ácido clorídrico 3 M; desprende-se dióxido de enxofre, reconhecido por seu 
odor pungente característico e por escurecer papel de filtro umedecido com nitrato de mercúrio(I) SR.  
 
Borato  
 
1) A uma solução da amostra acidulada com ácido clorídrico, transferir algumas gotas de solução de 
iodo a 0,1% (p/v) e de solução de álcool polivinílico a 2% (p/v); produz-se cor verde intensa. A reação 
é alterada por agentes de oxidação ou redução.  
 
2) Tratar a amostra com ácido sulfúrico, acrescentar álcool metílico e levar a mistura à ignição; ela 
queima com chama de bordas verdes.  
 
Brometo  
 
1) À solução da amostra acidificada com ácido sulfúrico SR, transferir água de cloro SR; desprende-
se bromo, que confere cor parda à solução; agitando-se esta com clorofórmio, o solvente adquire cor 
variando de vermelho a marrom-avermelhado e a camada aquosa permanece incolor.  
 



Farmacopeia Brasileira, 6ª edição  MG5.3.1-00  
 

2) Tratar a solução da amostra com ácido nítrico SR e nitrato de prata SR; forma-se precipitado 
caseoso branco levemente amarelado, insolúvel em ácido nítrico e pouco solúvel em hidróxido de 
amônio 6 M. 
 
Cálcio, íon  
 
1) Umedecer a amostra com ácido clorídrico e levá-la à zona redutora da chama; aparece coloração 
vermelha-alaranjada transitória.  
 
2) Solubilizar a amostra, juntar duas gotas de vermelho de metila SI, neutralizar com hidróxido de 
amônio 6 M, acrescentar ácido clorídrico 3 M, gota a gota, até acidular a solução e verter oxalato de 
amônio SR; forma-se precipitado branco de oxalato de cálcio, insolúvel em ácido acético 6 M, mas 
solúvel em ácido clorídrico SR.  
 
Carbonato  
 
1) Tratar a amostra com ácido mineral; produz-se efervescência, com desprendimento de gás incolor 
que, ao reagir com hidróxido de cálcio SR, forma imediatamente precipitado branco.  
 
2) A uma solução fria da amostra solúvel, transferir fenolftaleína SI; forma cor vermelha.  
 
Chumbo, íon  
 
1) Tratar solução da amostra com ácido sulfúrico M; forma-se precipitado branco, insolúvel em ácido 
clorídrico 3 M ou ácido nítrico 2 M, mas solúvel em hidróxido de sódio M aquecido, em acetato de 
amônio a 10% (p/v) e em excesso de ácido sulfúrico M. 
 
2) Tratar solução da amostra, isenta de ácidos minerais, com cromato de potássio SR; forma-se 
precipitado amarelo, insolúvel em ácido acético 6 M, mas solúvel em hidróxido de sódio M e em 
ácido nítrico, a quente.  
 
Cianeto  
 
Tratar solução da amostra com sulfato ferroso SR, hidróxido de sódio SR e cloreto férrico SR, aquecer 
até ebulição e acidular com ácido clorídrico; produz-se coloração ou precipitado azul. Se a quantidade 
de cianeto presente for pequena, forma-se solução coloidal de coloração azul - esverdeada.  
 
Citrato  
 
A 15 mL de piridina, transferir alguns miligramas da amostra dissolvida ou suspensa em 1 mL de 
água, agitar, transferir 5 mL de anidrido acético à mistura, agitar novamente; aparece cor vermelha 
clara.  
 
Clorato  
 
1) Tratar solução da amostra com nitrato de prata SR em meio de ácido nítrico SR; não se forma 
precipitado. Verter ácido sulfuroso ou solução recente de nitrito de sódio SR a esta mistura; forma-se 
precipitado branco, insolúvel em ácido nítrico SR, mas solúvel em hidróxido de amônio 6 M.  
 
2) Submeter a amostra à ignição; forma-se cloreto, identificado por ensaios apropriados.  
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3) Em capela de exaustão, tratar a amostra seca com ácido sulfúrico; ocorre crepitação desprendendo-
se gás amarelo esverdeado. Para este ensaio usar quantidade pequena de clorato, devendo-se tomar 
cuidado extremo ao executá-lo, pois o gás que se forma decompõe-se de modo explosivo acima de 
45 °C. 
 
Cloreto  
 
1) Com nitrato de prata SR, as soluções de cloreto produzem um precipitado branco grumoso, que é 
insolúvel em ácido nítrico, porém solúvel em um ligeiro excesso de hidróxido de amônio 6 M.  
 
2) Quando se analisam cloridratos de aminas, incluídos os alcaloides, que não respondem ao ensaio 
anterior, uma gota de ácido nítrico diluído e 0,5 mL de nitrato de prata SR em 2 mL da solução em 
análise que contenha aproximadamente 2 mg de íon cloreto. Deverá se formar um precipitado branco, 
grumoso. Imediatamente centrifugar a mistura e decantar a camada sobrenadante. Lavar o precipitado 
com três porções de 1 mL de uma solução de ácido nítrico (1 em 100) e desprezar os sobrenadantes. 
Transferir ao precipitado, algumas gotas de amoníaco SR. O precipitado se solubilizará rapidamente.  
 
3) Quando uma monografia especifica que a substância sólida responde aos ensaios para cloretos, 
homogeneizar a amostra com a mesma quantidade de dióxido de manganês, umedecer com ácido 
sulfúrico e aquecer moderadamente a mistura. Se produz cloro, é reconhecido pela produção de uma 
cor azul no papel umedecido com amido iodetado.   
 
Cobre (II), íon  
 
1) Tratar a solução da amostra com ferrocianeto de potássio SR; forma-se precipitado marrom-
avermelhado, insolúvel em ácidos diluídos, mas solúvel em hidróxido de amônio.  
 
2) Tratar solução da amostra com ácido clorídrico e limalhas de ferro metálico; deposita-se película 
vermelha de cobre metálico.  
 
3) Tratar solução da amostra com excesso de hidróxido de amônio 6 M; forma-se primeiro precipitado 
azulado e, em seguida, solução fortemente azulada.  
 
Éster  
 
Transferir à amostra solução de cloridrato de hidroxilamina a 7% (p/v) em álcool metílico e solução 
de hidróxido de potássio a 10% (p/v) em álcool etílico, aquecer até ebulição, resfriar, acidular com 
ácido clorídrico SR e juntar solução de cloreto férrico SI; produz-se cor vermelho-azulada ou 
vermelha.  
 
Ferro  
 
Tratar a amostra com sulfeto de amônio SR; forma-se precipitado preto, que se dissolve em ácido 
clorídrico 3 M, com desprendimento de gás sulfídrico, caracterizado pelo papel acetato de chumbo.  
 
Férrico, íon  
 
1) Tratar solução ácida da amostra com ferrocianeto de potássio SR; forma-se precipitado azul escuro, 
que não dissolve por adição de ácido clorídrico SR, mas é decomposto por hidróxido de sódio 2 M.  
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2) Tratar a amostra com tiocianato de amônio SR; produz-se cor vermelha intensa que não desaparece 
com adição de ácidos minerais diluídos, mas pode ser extraída com éter etílico, passando a coloração 
vermelha para a camada etérea.  
 
Ferroso, Íon  
 
1) Tratar solução da amostra com ferricianeto de potássio SR; forma-se precipitado azul escuro, 
insolúvel em ácido clorídrico 3 M, mas decomposto por hidróxido de sódio M.  
 
2) Tratar solução da amostra com hidróxido de sódio M; forma-se precipitado branco-esverdeado, 
que passa rapidamente a verde e, em seguida, quando agitado, a marrom.  
 
Fosfato (ou ortofosfato)  
 
1) Tratar solução neutra da amostra com nitrato de prata SR; forma-se precipitado amarelo, solúvel 
em ácido nítrico 2 M ou hidróxido de amônio 6 M.  
 
2) Tratar solução nítrica da amostra com molibdato de amônio SR; forma-se precipitado amarelo, 
solúvel em hidróxido de amônio 6 M; a reação é acelerada pelo calor.  
 
Hipofosfito  
 
1) Aquecer solução da amostra, acidulada por ácido sulfúrico SR, com sulfato cúprico SR; forma-se 
precipitado vermelho.  
 
2) Tratar solução da amostra com cloreto mercúrico SR; forma-se precipitado branco, que se toma 
cinzento na presença de excesso de hipofosfito.  
 
Iodeto  
 
1) Tratar solução da amostra com água de cloro SR, gota a gota; desprende-se iodo, que muda a cor 
da solução de amarela para vermelha; agitando-se esta solução com clorofórmio, este adquire cor 
violeta.  
 
2) Tratar solução da amostra acidificada com ácido nítrico SR, com nitrato de prata SR; forma-se 
precipitado amarelo caseoso, insolúvel em ácido nítrico SR e hidróxido de amônio 6 M.  
 
Lactato  
 
Tratar solução da amostra, acidulada por ácido sulfúrico SR, com permanganato de potássio SR e 
aquecer a mistura; desprende-se acetaldeído, identificado pelo odor característico.  
 
Lítio, íon  
 
1) Tratar a solução da amostra moderadamente concentrada e alcalinizada por hidróxido de sódio SR, 
com carbonato de sódio SR; forma-se, por aquecimento, precipitado branco, solúvel em cloreto de 
amônio SR.  
 
2) Umedecer a amostra com ácido clorídrico e aquecer na zona redutora da chama; esta adquire cor 
vermelha intensa.  
 
Magnésio, íon  
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1) Tratar solução da amostra com hidróxido de sódio SR; forma-se precipitado branco, que se dissolve 
com a adição de cloreto de amônio SR.  
 
2) Tratar solução da amostra, na presença de cloreto de amônio SR, com carbonato de amônio SR; 
não se forma precipitado, mas, ao se adicionar fosfato de sódio dibásico heptaidratado SR, forma-se 
precipitado cristalino branco, insolúvel em hidróxido de amônio 6 M.  
 
Mercúrio  
 
1) Tratar solução da amostra com sulfeto de hidrogênio SR; forma-se precipitado preto, insolúvel em 
sulfeto de amônio SR e em ácido nítrico 2 M fervente.  
 
2) Aplicar solução da amostra, sem excesso de ácido nítrico, em lâmina de cobre brilhante; forma-se 
depósito que, ao ser polido, se toma brilhante e prateado.  
 
Mercúrio (II), íon  
 
1) Tratar solução da amostra com hidróxido de sódio M; forma-se precipitado amarelo.  
 
2) Tratar solução neutra da amostra com iodeto de potássio SR; forma-se precipitado escarlate, muito 
solúvel em excesso de reagente.  
 
Mercúrio (I), íon  
 
1) Tratar a amostra com hidróxido de sódio M; ocorre decomposição, gerando cor preta.  
 
2) Tratar solução da amostra com ácido clorídrico SR; forma-se precipitado branco, que escurece ao 
ser tratado com hidróxido de amônio 6 M.  
 
3) Tratar solução da amostra com iodeto de potássio SR; forma-se precipitado amarelo que, com o 
tempo, pode passar a verde.  
 
Nitrato  
 
1) Em capela de exaustão, aquecer a amostra com ácido sulfúrico e cobre metálico; desprendem-se 
vapores vermelho pardos.  
 
2) Tratar solução da amostra com igual volume de ácido sulfúrico, esfriar a mistura e juntar 0,5 mL 
de solução de sulfato ferroso 0,5 M; na interface produz-se cor parda a roxa.  
 
Nitrito  
 
1) Em capela de exaustão, tratar a amostra com ácidos minerais diluídos ou com ácido acético 5 M; 
desprendem-se vapores pardos.  
 
2) Tratar papel de amido iodetado com solução da amostra; o indicador se cora de azul.  
 
3) Transferir à amostra a solução acidificada de permanganato de potássio SR; desaparece a cor.  
 
Oxalato  
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1) Tratar solução neutra ou alcalina da amostra com cloreto de cálcio SR; forma-se precipitado 
branco, insolúvel em ácido acético 6 M, mas solúvel em ácido clorídrico.  
 
2) Tratar solução acidificada quente da amostra com permanganato de potássio SR; desaparece a cor.  
 
Permanganato  
 
1) Tratar solução da amostra, acidulada por ácido sulfúrico SR, com peróxido de hidrogênio a 3% 
(p/v) SR; a cor desaparece a frio.  
 
2) Tratar solução da amostra, acidulada por ácido sulfúrico SR, com ácido oxálico SR em solução 
aquecida; a cor desaparece.  
 
Peróxido  
 
Tratar solução da amostra, ligeiramente acidulada por ácido sulfúrico SR, com dicromato de potássio 
SR; aparece cor azul intensa. Agitando a mistura com igual volume de éter etílico e deixando os 
líquidos se separarem, a cor azul passa para a camada etérea.  
 
Potássio, íon  
 
1) Tratar solução alcalina da amostra com tetrafenilborato sódico a 1% (p/v); forma-se precipitado 
branco.  
 
2) Tratar solução da amostra com ácido acético SR e 1 mL de cobaltinitrito de sódio SR; forma-se 
imediatamente precipitado amarelo ou amarelo alaranjado, na ausência de íons amônio.  
 
3) Colocar a solução da amostra, acidulada com ácido clorídrico SR, na zona redutora da chama; esta 
adquire cor violeta; a presença de pequena quantidade de sódio mascara a cor.  
 
4) Tratar solução da amostra com ácido perclórico SR; forma-se precipitado branco cristalino.  
 
Prata, íon  
 
1) Tratar solução da amostra com ácido clorídrico; forma-se precipitado caseoso branco, insolúvel 
em ácido nítrico SR, mas facilmente solúvel em hidróxido de amônio 6 M.  
 
2) Tratar a solução da amostra com hidróxido de amônio 6 M e pequena quantidade de solução de 
formaldeído; por aquecimento, deposita-se espelho de prata metálica na superfície do recipiente.  
 
Salicilato  
 
1) Tratar a solução diluída da amostra com cloreto férrico SR; produz-se cor violeta.  
 
2) Tratar solução moderadamente concentrada da amostra com ácido mineral; forma-se precipitado 
cristalino branco de ácido salicílico, que funde entre 156 e 160 °C.  
 
Sódio, íon  
 
1) Colocar solução da amostra, acidulada, com ácido clorídrico SR, na zona redutora da chama; esta 
adquire cor amarela intensa.  
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2) Tratar solução da amostra com ácido clorídrico ou nítrico e, em seguida, com acetato de uranila e 
zinco SR; forma-se precipitado cristalino amarelo-ouro, após agitação por alguns minutos.  
 
3) Preparar uma solução da amostra contendo 0,1 g em 2 mL de água, adicionar 2 mL de solução de 
carbonato de potássio a 15% e aquecer à ebulição. Nenhum precipitado é formado. Adicionar 4 mL 
de solução de piroantimoniato de potássio SR e aquecer à ebulição. Deixar resfriar em banho de gelo 
e, se necessário, esfregar o interior do tubo com bastão de vidro. Um denso precipitado é formado. 
 
Succinato  
 
1) Tratar solução neutra da amostra com cloreto férrico SR; forma-se precipitado marrom claro.  
 
2) Tratar solução neutra da amostra com nitrato de prata SR; forma-se precipitado branco, facilmente 
solúvel em hidróxido de amônio 6 M.  
 
Sulfato  
 
1) Tratar solução da amostra com cloreto de bário SR; forma-se precipitado branco, insolúvel em 
ácido clorídrico SR e em ácido nítrico SR.  
 
2) Tratar solução da amostra com acetato de chumbo SR; forma-se precipitado branco, Solúvel. em 
acetato de amônio SR, mas insolúvel em ácido clorídrico ou nítrico SR.  
 
3) Tratar solução da amostra com ácido clorídrico SR; não se forma nenhum precipitado (distinção 
do tiossulfato).  
 
Sulfito  
 
1) Tratar a amostra com ácido clorídrico 3 M; desprende-se dióxido de enxofre, reconhecido por seu 
odor pungente característico e por escurecer papel de filtro umedecido com nitrato de mercúrio(I) SR.  
 
2) Acidificar solução da amostra com ácido clorídrico SR, aquecer com algumas gotas de 
permanganato de potássio SR e juntar gotas de cloreto de bário SR; forma-se precipitado branco.  
 
Tartarato  
 
1) Solubilizar alguns miligramas da amostra em água, acidificada com ácido acético SR, adicionar 
uma gota de solução de sulfato ferroso a 1% (p/v) e uma gota de peróxido de hidrogênio a 3% (p/v); 
produz-se cor amarela fugaz. Juntar hidróxido de sódio 2 M gota a gota; produz-se cor azul intensa.  
 
2) Acidificar solução da amostra com ácido sulfúrico M, juntar algumas gotas de resorcinol 2% (p/v) 
e ácido sulfúrico, cuidadosamente, de modo a se formarem duas camadas; aquecendo em banho-
maria, por alguns minutos, na interface aparece anel vermelho.  
 
Tiocianato  
 
Tratar solução da amostra com cloreto férrico SR; produz-se cor vermelha, que não desaparece pela 
adição de ácidos minerais moderadamente concentrados e pode ser extraída com éter etílico, passando 
a coloração vermelha para a camada etérea.  
 
Tiossulfato  
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Procedimento: a cada uma das preparações, transferir 2 mL de tampão acetato pH 3,5 e 1,2 mL de 
tioacetamida SR. Diluir com água para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso por dois minutos. 
Após dois minutos, desenvolver-se-á tonalidade que varia do amarelo ao preto. Observar as 
preparações de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo, sobre fundo branco. A coloração 
desenvolvida na preparação amostra não deve ser mais intensa do que na preparação padrão. O teste 
somente é válido se a intensidade da coloração desenvolvida na preparação controle for igual ou 
superior àquela da preparação padrão.  
 
MÉTODO II  
 
Preparação amostra: transferir para tubo adequado solução da amostra preparada conforme 
especificado na monografia e diluir para 25 mL com solvente orgânico (dioxano ou acetona, 
contendo, no mínimo, 15% v/v de água), ou solubilizar e diluir com o mesmo solvente para 25 mL a 
quantidade de amostra, em gramas, especificada na monografia ou calculada segundo a equação:  
 

2 / (1000l) 
 
em que  
 
l = limite de metais pesados na amostra em porcentagem (p/p).  
 
Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M ou hidróxido de amônio 6 M utilizando papel 
indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com água para aproximadamente 40 mL e 
homogeneizar.  
 
Preparação padrão: transferir para tubo adequado 2 mL de solução padrão de chumbo (10 ppm Pb) 
e diluir para 25 mL com o mesmo solvente empregado para a dissolução da amostra. Ajustar o pH 
entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M ou hidróxido de amônio 6 M utilizando papel indicador de faixa 
estreita como indicador externo. Diluir com o mesmo solvente empregado para a dissolução da 
amostra para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.  
 
Preparação controle: transferir para um terceiro tubo volume de solução da amostra preparada 
conforme descrito na monografia ou em preparação amostra e 2 mL de solução padrão de chumbo 
(10 ppm Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M ou hidróxido de amônio 6 M utilizando 
papel indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com o mesmo solvente empregado 
para a dissolução da amostra para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.  
 
Procedimento: a cada uma das preparações, transferir 2 mL de tampão acetato pH 3,5 e 1,2 mL de 
tioacetamida. Diluir com água para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso por dois minutos. 
Após dois minutos, desenvolver-se-á coloração que varia do amarelo ao preto. Observar as 
preparações de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo, sobre fundo branco. Qualquer 
coloração desenvolvida na preparação amostra não é mais intensa do que na preparação padrão. O 
teste somente é válido se a intensidade da coloração desenvolvida na preparação controle for igual ou 
superior àquela na preparação padrão.  
 
MÉTODO III  
 
Preparo da amostra: utilizar a quantidade de amostra, em gramas, especificada na monografia ou 
calculada segundo a equação:  
 

2 / (1000l) 
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em que  
 
l = limite de metais pesados na amostra em porcentagem (p/p).  
 
Transferir a amostra para cadinho adequado, ácido sulfúrico suficiente para umedecer a substância e 
incinerar, cuidadosamente, sob temperatura baixa. À massa carbonizada, transferir 2 mL de ácido 
nítrico e cinco gotas de ácido sulfúrico. Aquecer, com cuidado, até que não mais se desprendam 
vapores brancos. Incinerar em mufla a 500 - 600 ºC até completa combustão do carbono.  
 
Resfriar em temperatura ambiente, adicionar 4 mL de ácido clorídrico 6 M, cobrir, digerir em banho-
maria por 15 minutos, descobrir e evaporar em banho-maria, lentamente, até secura. Umedecer o 
resíduo com uma gota de ácido clorídrico, 10 mL de água quente e digerir em banho-maria por dois 
minutos. Alcalinizar ao papel tornassol com hidróxido de amônio 6 M adicionado gota a gota. Diluir 
com água para 25 mL e ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M, utilizando papel indicador 
de faixa estreita como indicador externo. Filtrar se necessário, lavar o cadinho e o filtro com 10 mL 
de água e combinar o filtrado e as águas de lavagem em tubo adequado para comparação de cor. 
Diluir com água para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.  
 
Preparação padrão: transferir para tubo adequado 2 mL de solução padrão de chumbo (10 ppm Pb) 
e diluir para 25 mL com o mesmo solvente empregado para a dissolução da amostra. Ajustar o pH 
entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M ou hidróxido de amônio 6 M utilizando papel indicador de faixa 
estreita como indicador externo. Diluir com o mesmo solvente empregado para a dissolução da 
amostra para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.  
 
Preparação controle: transferir para um terceiro tubo volume de solução da amostra preparada 
conforme descrito na monografia ou em preparação amostra e 2 mL de solução padrão de chumbo 
(10 ppm Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M ou hidróxido de amônio 6 M utilizando 
papel indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com o mesmo solvente empregado 
para a dissolução da amostra para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.  
 
Procedimento: a cada uma das preparações, transferir 2 mL de tampão acetato pH 3,5 e 1,2 mL de 
tioacetamida. Diluir com água para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso por dois minutos. 
Após dois minutos, desenvolver-se-á coloração que varia do amarelo ao preto. Observar as 
preparações de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo, sobre fundo branco. Qualquer 
coloração desenvolvida na preparação amostra não é mais intensa do que aquela na preparação 
padrão. O teste somente é válido se a intensidade da coloração desenvolvida na preparação controle 
for igual ou superior àquela na preparação padrão.  
 
MÉTODO IV  
 
Preparo da amostra: pesar, com exatidão, quantidade de amostra recomendada na monografia ou 
calculada segundo a equação:  
 

2 / (1000l) 
 
em que  
 
l = limite de metais pesados na amostra em porcentagem (p/p).  
 
Transferir para tubo de digestão de vidro borossilicato de 100 mL e cerca de 10 mL de ácido nítrico. 
Proceder à digestão em chapa de aquecimento ou bloco digestor em temperatura de 120 °C, durante 
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três horas. Recomenda-se aquecer o sistema lentamente, para evitar projeção da amostra. Caso haja 
evaporação do ácido, adicionar outra alíquota de 5 mL. Caso uma preparação límpida não seja obtida, 
adicionar, após resfriamento, 2 mL de peróxido de hidrogênio a 30% (p/p) e aquecer a 140 °C por 
mais uma hora. Esfriar e diluir, cautelosamente, com pequeno volume de água. Transferir, com 
lavagem, para tubo de Nessler de 50 mL, sem ultrapassar 25 mL.  
 
Preparação padrão: transferir para tubo adequado 2 mL de solução padrão de chumbo (10 ppm Pb) 
e diluir para 25 mL com água. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M ou hidróxido de 
amônio 6 M utilizando papel indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com água para 
aproximadamente 40 mL e homogeneizar.  
 
Preparação controle: transferir para um terceiro tubo volume de solução da amostra preparada 
conforme descrito na monografia ou em preparação amostra e adicionar 2 mL de solução padrão de 
chumbo (10 ppm Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M ou hidróxido de amônio 6 M 
utilizando papel indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com água para 
aproximadamente 40 mL e homogeneizar.  
 
Procedimento: a cada uma das preparações, transferir 2 mL de tampão acetato pH 3,5 e 1,2 mL de 
tioacetamida. Diluir com água para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso por dois minutos. 
Após dois minutos, desenvolver-se-á coloração que varia do amarelo ao preto. Observar as 
preparações de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo, sobre fundo branco. Qualquer 
coloração desenvolvida na preparação amostra não é mais intensa do que na preparação padrão. O 
teste somente é válido se a intensidade da coloração desenvolvida na preparação controle for igual ou 
superior àquela na preparação padrão.  
 
MÉTODO V  
 
Preparo da amostra: nos casos em que os métodos anteriores de preparo de amostra não forem 
eficientes, proceder conforme descrito em Decomposição por via úmida em sistema fechado ou 
Método de combustão iniciada por micro-ondas em sistema pressurizado descritos em Método de 
espectrometria atômica.  
 
Preparação padrão: transferir para tubo adequado 2 mL de solução padrão de chumbo (10 ppm Pb) 
e diluir para 25 mL com água. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M ou hidróxido de 
amônio 6 M utilizando papel indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com água para 
aproximadamente 40 mL e homogeneizar.  
 
Preparação controle: transferir para um terceiro tubo volume de solução da amostra preparada 
conforme descrito na monografia ou em preparação amostra e 2 mL de solução padrão de chumbo 
(10 ppm Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M ou hidróxido de amônio 6 M utilizando 
papel indicador de faixa estreita como indicador externo. Diluir com água para aproximadamente 40 
mL e homogeneizar.  
 
Procedimento: a cada uma das preparações, transferir 2 mL de tampão acetato pH 3,5 e 1,2 mL de 
tioacetamida. Diluir com água para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso por dois minutos. 
Após dois minutos, desenvolver-se-á coloração que varia do amarelo ao preto. Observar as 
preparações de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo, sobre fundo branco. Qualquer 
coloração desenvolvida na preparação amostra não é mais intensa do que aquela na preparação 
padrão. O teste somente é válido se a intensidade da coloração desenvolvida na preparação controle 
é igual ou superior àquela na preparação padrão.  
 
MÉTODO DE ESPECTROMETRIA ATÔMICA  
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Sendo fixa a quantidade de ferro (10-4 g de Fe) na Preparação padrão, se o limite de ferro em 
determinada substância for, por exemplo, 1000 ppm, deverá ser utilizado 0,1 g de amostra para se 
obter até a mesma coloração da preparação padrão; se o limite for 200 ppm de ferro, deverá ser 
utilizado 0,5 g de amostra, e assim por diante.  
 
MÉTODO IV  
 
Alternativamente, para determinação de ferro, proceder ao preparo da solução amostra conforme 
descrito em Ensaio limite para metais pesados (5.3.2.3) e efetuar a determinação por uma das técnicas 
de Espectrometria atômica (5.2.13).  
 
5.3.2.5 ENSAIO LIMITE PARA ARSÊNIO  
 
MÉTODO ESPECTROFOTOMÉTRICO  
 
O método está baseado na reação entre a arsina (AsH3) liberada e dietilditiocarbamato de prata que 
formam complexo vermelho; a absorção da radiação pode ser medida em espectrofotômetro ou 
colorímetro. Dois métodos podem ser empregados diferindo, apenas, no preparo da amostra e do 
padrão. O Método I é, em geral, utilizado para substâncias inorgânicas, enquanto o Método II é 
empregado para substâncias orgânicas.  
 
O sistema utilizado - Figura 1 - compreende: (a) gerador de arsina; (b) e (d) juntas; (c) unidade 
esmerilhada; (e) tubo de absorção. Outro sistema adaptado que tenha as características essenciais do 
apresentado pode, eventualmente, ser utilizado. 
 

 
 

Figura 1 - Sistema para determinação de arsênio pelo método espectrofotométrico. 
 
Solução estoque padrão de arsênio: secar trióxido de arsênio por uma hora a 105 °C. Pesar, com 
exatidão, 132 mg e solubilizar em 5 mL de solução de hidróxido de sódio (1:5) em balão volumétrico 
de 1000 mL. Neutralizar com ácido sulfúrico M e, em seguida, acrescentar mais 10 mL de ácido 
sulfúrico M. Completar o volume com água recém-fervida e resfriada.  
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óptica com plasma indutivamente acoplado (5.2.13.2.2). Proceder de acordo com as especificações 
do fabricante. Recomenda-se a utilização do comprimento de onda de 188,979 a 189,042 nm.  
 
5.3.2.6 ENSAIO LIMITE PARA AMÔNIA  
 
Solução padrão de amônia (2,5 ppm NH3): transferir 1 mL da solução de cloreto de amônio 0,00741% 
(p/v) para um balão volumétrico de 10 mL. Completar o volume com água destilada.  
 
Solução padrão de amônia (1 ppm NH3): diluir 40 mL da solução padrão de amônia (2,5 ppm de 
NH3) para 100 mL com água destilada.  
 
Preparação amostra: solubilizar a quantidade indicada da substância em análise em 12 mL de água 
destilada, alcalinizar, se necessário, com hidróxido de sódio 2 M. Transferir para balão volumétrico 
de 15 mL, adicionar 0,3 mL de solução alcalina de tetraiodomercurato (II) de potássio e completar 
o volume com água destilada. Homogeneizar e deixar em repouso por cinco minutos. Transferir para 
um tubo de Nessler de capacidade de 50 mL e diâmetro interno de 22 mm.  
 
Preparação padrão: transferir 10 mL de solução padrão de amônia (1 ppm de NH3), ou o volume 
calculado, para balão volumétrico de 15 mL, adicionar 4,0 mL de água destilada, 0,3 mL de solução 
alcalina de tetraiodomercurato (II) de potássio e completar o volume com água destilada. 
Homogeneizar e deixar em repouso por cinco minutos. Transferir para um tubo de Nessler.  
 
Procedimento: comparar a cor desenvolvida nas preparações. A cor amarela produzida na preparação 
amostra não deve ser mais intensa do que na preparação padrão.  
 
5.3.2.7 ENSAIO LIMITE PARA CÁLCIO  
 
Solução padrão alcoólica de cálcio (100 ppm Ca): pesar, com exatidão, 2,5 g de carbonato de cálcio 
e transferir para balão volumétrico de 1000 mL com 12 mL de ácido acético. Solubilizar e completar 
o volume com água destilada. Transferir, imediatamente antes do uso, 10 mL dessa solução para balão 
volumétrico de 100 mL e completar o volume com álcool etílico.  
 
Solução padrão de cálcio (10 ppm Ca): pesar, com exatidão, 0,624 g de carbonato de cálcio e 
transferir para balão volumétrico de 250 mL com 3 mL de ácido acético. Solubilizar e completar o 
volume com água destilada. Transferir, imediatamente antes do uso, 10 mL dessa solução para balão 
volumétrico de 1000 mL e completar o volume com água.  
 
Preparação amostra: transferir 1 mL de oxalato de amônio SR a um tubo de Nessler (capacidade de 
50 mL e 22 mm de diâmetro interno) contendo 0,2 mL da solução padrão alcoólica de cálcio (100 
ppm Ca). Aguardar um minuto, adicionar mistura de 1 mL de ácido acético diluído e 15 mL da solução 
da amostra preparada como descrito na monografia.  
 
Preparação padrão: transferir para um tubo de Nessler as mesmas quantidades de oxalato de amônio 
SR e da solução padrão alcooólica de cálcio (100 ppm Ca) conforme preparação amostra. Aguardar 
um minuto, adicionar mistura de 10 mL da solução padrão de cálcio (10 ppm Ca), 1 mL de ácido 
acético diluído e 5 mL de água destilada.  
 
Procedimento: homogeneizar as preparações nos tubos de Nessler. Após 15 minutos, a turbidez da 
preparação amostra não deve ser mais intensa do que a da preparação padrão.  
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Alternativamente, proceder o preparo da amostra conforme indicado na monografia e efetuar a 
determinação de cálcio por Espectrometria de absorção atômica com chama (5.2.13.1.1) 
empregando chama do tipo aracetileno, comprimento de onda de 422,7 nm e resolução do 
monocromador de (0,7 ± 0,1) nm; ou Espectrometria de emissão ótica com plasma indutivamente 
acoplado (5.2.13.2.2) empregando o comprimento de onda de 393,366 nm.  
 
5.3.2.8 ENSAIO LIMITE PARA MAGNÉSIO  
 
Preparação amostra: transferir 0,1 g de tetraborato sódico a 10 mL da solução da amostra preparada 
conforme o especificado na monografia. Ajustar o pH entre 8,8 e 9,2 com ácido clorídrico SR ou 
hidróxido de sódio SR.  
 
Preparação padrão: transferir 0,1 g de tetraborato sódico a uma mistura de 1 mL da solução padrão 
de magnésio (10 ppm Mg) e 9 mL de água destilada. Proceder conforme preparação amostra.  
 
Procedimento: transferir a preparação amostra para um funil de separação e extrair duas vezes, 
agitando por um minuto cada vez, com 5 mL de uma solução de hidroxiquinolina a 0,1% (p/v) em 
clorofórmio. Descartar as fases orgânicas e transferir à fase aquosa 0,4 mL de butilamina e 0,1 mL 
de trietanolamina. Ajustar o pH entre 10,5 a 11,5 se necessário. Adicionar 4 mL da solução de 
hidroxiquinolina a 0,1% (p/v) em clorofórmio e agitar por um minuto. Utilizar a fase inferior para a 
comparação. Proceder da mesma maneira com a preparação padrão. A coloração produzida na 
preparação amostra não deve ser mais intensa do que na preparação padrão.  
 
Alternativamente, proceder à determinação de magnésio por Espectrometria de absorção atômica 
com chama (5.2.13.1.1) empregando chama do tipo ar-acetileno, comprimento de onda de 285,2 nm 
e resolução do monocromador de (1,2 ± 0,1) nm; ou Espectrometria de emissão ótica com plasma 
indutivamente acoplado (5.2.13.2.2) empregando comprimento de onda de 285,213 nm.  
 
5.3.2.9 ENSAIO LIMITE PARA MAGNÉSIO E METAIS ALCALINOS 
TERROSOS  
 
A 200 mL de água destilada, transferir 0,1 g de cloridrato de hidroxilamina, 10 mL de tampão cloreto 
de amônio pH 10, 1 mL de solução de sulfato de zinco 0,1 M e cerca de 15 mg de negro de eriocromo 
T. Aquecer a, aproximadamente, 40 ºC. Titular com EDTA dissódico 0,01 M SV até a coloração 
violeta mudar para azul. Transferir a essa solução quantidade recomendada da amostra dissolvida em 
100 mL de água destilada ou preparada de modo descrito na monografia. Se a coloração da solução 
mudar para violeta, titular com EDTA dissódico 0,01 M SV até a viragem para azul. O volume da 
solução de EDTA dissódico 0,01 M SV utilizado na segunda titulação não deve exceder o volume 
estabelecido na monografia.  
 
5.3.2.10 ENSAIO LIMITE PARA ALUMÍNIO  
 
Solução padrão de alumínio (200 ppm Al): tratar uma porção de alumínio metálico com ácido 
clorídrico 6 M a 80 °C por poucos minutos. Pesar 100 mg da porção tratada e solubilizar em mistura 
de 10 mL de ácido clorídrico e 2 mL de ácido nítrico, a 80 °C por, aproximadamente, 30 minutos. 
Manter sob aquecimento até redução do volume para cerca de 4 mL. Arrefecer até temperatura 
ambiente e adicionar 4 mL de água destilada. Deixar evaporar até obter o volume de 2 mL. Arrefecer 
e transferir a solução, com exatidão, usando água destilada, para balão volumétrico de 100 mL. 
Completar o volume com água destilada e homogeneizar. Pipetar 20 mL dessa solução e transferir 
para outro balão volumétrico de 100 mL. Completar o volume com água destilada e homogeneizar.  
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Solução padrão de alumínio (10 ppm Al): transferir, imediatamente antes do uso, 5 mL da Solução 
padrão de alumínio (200 ppm Al) para balão volumétrico de 100 mL; completar o volume com água 
destilada e homogeneizar.  
 
Solução padrão de alumínio (2 ppm Al): transferir, imediatamente antes do uso, 1 mL da Solução 
padrão de alumínio (200 ppm Al) para balão volumétrico de 100 mL; completar o volume com água 
destilada e homogeneizar.  
 
Solução diluente de ácido nítrico: transferir 40 mL de ácido nítrico para balão volumétrico de 1000 
mL; completar o volume com água destilada e homogeneizar.  
 
MÉTODO I  
 
Preparação amostra: utilizar a quantidade especificada da amostra, ou calculada, preparada conforme 
especificado na monografia.  
 
Preparação padrão: utilizar o volume especificado, ou calculado, da Solução padrão de alumínio 
(10 ppm ou 2 ppm).  
 
Procedimento: transferir para funis de separação as preparações amostra e padrão e extrair com três 
porções (20, 20 e 10 mL) da solução de hidroxiquinolina a 0,5% (p/v) em clorofórmio. Juntar os 
extratos clorofórmicos e diluir para 50 mL com clorofórmio. Realizar uma preparação em branco 
utilizando o mesmo solvente. Medir a intensidade da fluorescência (5.2.15) da preparação amostra 
(I1), da preparação padrão (I2) e da preparação em branco (I3) utilizando comprimento de onda de 
excitação de 392 nm e monocromador ajustado em 518 nm. A fluorescência da preparação amostra 
(I1), descontada da preparação em branco (I3) não deve ser maior do que a da preparação padrão 
(I2), descontada da preparação em branco (I3).  
 
MÉTODO II  
 
Preparação amostra: transferir quantidade da amostra especificada na monografia, ou calculada, e 
50 mL de água destilada para balão volumétrico de plástico de 100 mL e submeter ao banho de 
ultrassom durante 30 minutos. Adicionar 4 mL de ácido nítrico; completar o volume com água 
destilada e homogeneizar.  
 
Preparações padrão: preparar soluções contendo 0,01, 0,02 e 0,04 ppm de alumínio, imediatamente 
antes do uso, por meio da diluição da Solução padrão de alumínio (1 ppm Al) com Solução diluente 
de ácido nítrico em balão volumétrico de 100 mL.  
 
Procedimento: determinar as absorvâncias das preparações padrão e da preparação amostra por 
Espectrometria de absorção atômica com forno de grafite (5.2.13.1.4) equipado com lâmpada de 
cátodo oco de alumínio. Ajustar o comprimento de onda em 309,3 nm empregando uma resolução do 
monocromador de (0,7 ± 0,1) nm. Utilizar a Solução diluente de ácido nítrico como branco e proceder 
a calibração conforme descrito em (5.2.13.1.4) Método I (Calibração direta). Determinar a 
concentração de Al na preparação amostra em ppm. Calcular a quantidade de Al na amostra em ppm, 
por meio da multiplicação da concentração da preparação amostra em ppm por 100/P no qual P é a 
massa em gramas da substância utilizada na preparação amostra.  
 
MÉTODO III  
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Proceder conforme descrito no Método II e efetuar a determinação por Espectrometria de emissão 
ótica com plasma indutivamente acoplado (5.2.13.2.2). Proceder de acordo com as especificações do 
fabricante. Recomenda-se a utilização do comprimento de onda de 396,153 nm.  
 
5.3.2.11 ENSAIO LIMITE PARA FOSFATOS 
 
Solução padrão de fosfato (5 ppm): solubilizar 0,716 g de fosfato de potássio monobásico em água 
destilada e completar o volume para 1000 mL. Transferir 10 mL dessa solução para um balão 
volumétrico de 1000 mL e completar o volume com água destilada.  
 
Preparação amostra: transferir a quantidade da amostra especificada, calculada, ou o volume da 
solução da amostra preparada conforme descrito na monografia para balão volumétrico de 100 mL e 
completar o volume com solvente adequado. Transferir essa solução, 4 mL de reagente 
sulfomolíbdico, 0,1 mL de cloreto estanoso SR para béquer e homogeneizar.  
 
Preparação padrão: transferir 2 mL da Solução padrão de fosfato (5 ppm) para balão volumétrico de 
100 mL e completar o volume com solvente adequado. Continuar conforme descrito na preparação 
amostra.  
 
Procedimento: aguardar 10 minutos, transferir 20 mL do conteúdo das preparações amostra e padrão 
para tubos de Nessler (capacidade de 50 mL e 22 mL de diâmetro interno) e comparar a coloração 
das preparações. A coloração produzida na preparação amostra não é mais intensa do que na 
preparação padrão.  
 
Alternativamente, proceder conforme descrito em Cromatografia iônica (5.2.17.4.1) utilizando 
cromatógrafo equipado com coluna de troca iônica para separação de ânions e detector por 
condutividade com supressão química.  
 
5.3.2.12 ENSAIO LIMITE PARA CHUMBO  
 
Solução padrão de chumbo diluída (1 ppm Pb): diluir volume, medido com exatidão, da Solução 
padrão de chumbo (10 ppm Pb) preparada conforme descrito em Ensaio limite para metais pesados 
(5.3.2.3) com nove volumes de ácido nítrico a 1% (v/v).  
 
Nota: armazenar todas as soluções de reagentes em recipientes de vidro de borossilicato. Enxaguar 
toda a vidraria com solução de ácido nítrico a 20% (v/v) e, em seguida, com água destilada.  
 
Preparação amostra: na ausência de especificação na monografia, preparar a solução amostra como 
segue. Proceder em capela de exaustão, pois algumas substâncias podem reagir com violência quando 
digeridas com peróxido de hidrogênio. Transferir 1,0 g da amostra para frasco adequado, acrescentar 
5 mL de ácido sulfúrico, algumas pérolas de vidro e aquecer em placa de aquecimento, em capela, 
até evolução de fumos. Podem ser utilizados outros meios de aquecimento adequados. Se necessário, 
adicionar excesso de ácido sulfúrico para umedecer completamente a amostra não ultrapassando um 
total de 10 mL. Acrescentar, gota a gota, com cuidado, peróxido de hidrogênio concentrado, 
aquecendo entre as adições, permitindo que a reação ocorra. Adicionar as primeiras gotas aos poucos 
e muito lentamente misturando cuidadosamente para prevenir reação rápida e interrompendo o 
aquecimento se ocorrer excessiva formação de espuma. Agitar a solução no frasco para permitir a 
reação da amostra aderida nas paredes. Acrescentar peróxido de hidrogênio sempre que a mistura se 
tornar marrom ou escurecer. Continuar a digestão até que vapores de trióxido de enxofre sejam 
desprendidos abundantemente para que a reação seja completa e a solução torne-se incolor. Resfriar, 
cautelosamente, com o acréscimo de 10 mL de água destilada, evaporar novamente até que o trióxido 
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de enxofre se desprenda por completo e resfriar. Repetir esse procedimento com 10 mL de água 
destilada para remover qualquer traço de peróxido de hidrogênio. Cuidadosamente, diluir com 10 mL 
de água destilada e resfriar.  
 
Nota: se, antes de aquecer, a amostra reagir muito rapidamente e começar a fumegar com 5 mL de 
ácido sulfúrico, deve-se utilizar 10 mL de ácido sulfúrico a 50% (v/v) a frio e acrescentar algumas 
gotas de peróxido de hidrogênio antes de aquecer.  
 
Preparação padrão: utilizar volume especificado, ou calculado da Solução padrão de chumbo diluída 
(1 ppm Pb). Submeter ao mesmo tratamento da preparação amostra.  
 
Procedimento: transferir a Preparação amostra e a Preparação padrão para um funil de separação 
usando 10 mL de água destilada. Acrescentar 6 mL de citrato de amônio SR e 2 mL de cloridrato de 
hidroxilamina SR1 (para a determinação de chumbo em sais de ferro usar 10 mL de citrato de amônio 
SR). Adicionar duas gotas de vermelho de fenol a 0,1% (p/v) em álcool etílico, alcalinizar com 
hidróxido de amônio até coloração vermelha e homogeneizar. Resfriar a solução, se necessário, e 
acrescentar 2 mL de cianeto de potássio SR. Extrair, imediatamente, com porções de 5 mL da solução 
extratora de ditizona e recolher cada extrato para outro funil de separação até que a solução de ditizona 
mantenha sua cor verde. Agitar as soluções de ditizona combinadas durante 30 segundos com 20 mL 
de ácido nítrico a 1% (v/v) e descartar a fase orgânica. Transferir à solução ácida, 5 mL da solução 
padrão de ditizona e 4 mL de cianetoamônia SR, e agitar durante 30 segundos. A coloração violeta 
produzida na fase orgânica da preparação amostra não é mais intensa do que na preparação padrão.  
 
Alternativamente, preparar a amostra conforme descrito em Ensaio limite para metais pesados 
(5.3.2.3) e determinar chumbo por uma das técnicas de Espectrometria atômica (5.2.13).  
 
 
5.3.2.13 ENSAIO LIMITE PARA N,N-DIMETILANILINA  
 
MÉTODO I 
 
Proceder conforme descrito em Cromatografia a gás (5.2.17.5). Utilizar cromatografo a gás provido 
de detector de ionização de chama; coluna de sílica fundida de 25 m de comprimento e 0,32 mm de 
diâmetro interno, recoberta com uma película de polimetilfenilsiloxano reticulado de 0,52 µm de 
espessura, mantida à temperatura de 150 °C por cinco minutos, em seguida aumentar a temperatura 
na razão de 20 °C por minuto até 275 °C e manter a esta temperatura por durante três minutos. A 
temperatura do injetor deve ser de 220 °C e do detector 300 °C. Utilizar hélio como gás de arraste 
com uma relação de divisão de fluxo de 1:20, pressão na cabeça da coluna de 50 kPa e divisor de 
fluxo de 20 mL por minuto. A camisa do divisor de fluxo, consiste em uma coluna de 
aproximadamente 1 cm de comprimento, preenchida com terra diatomácea para cromatografia gasosa 
impregnada com 10% de polidimetilsiloxano. 
 
Solução padrão interno:  solubilizar 50 mg de N,N-dietilanilina em 4 mL de ácido clorídrico 0,1 M 
e diluir a 50 mL com água. Diluir 1 mL dessa solução a 100 mL com água. 
 
Solução padrão: solubilizar 50,0 mg de N,N-dimetilamina em 4 mL de ácido clorídrico 0,1 M e diluir 
a 50,0 mL com água. Diluir 1,0 mL desta solução a 100,0 mL com água. Diluir 1,0 mL dessa solução 
a 30,0 mL com água. Adicionar 1,0 mL de Solução padrão interno e 1,0 mL de hidróxido de sódio 
10,5 M. Adicionar 2,0 mL de trimetilpentano. Agitar por dois minutos e esperar a separação das fases. 
Utilizar a solução sobrenadante límpida. 
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Solução amostra: transferir cerca de 0,50 g de amostra, pesada com exatidão, para um tubo de 
centrífuga e adicionar 30 mL de água. Adicionar 1,0 mL de Solução padrão interno e ajustar a 
temperatura da solução entre 26 e 28 °C. Adicionar 1,0 mL de hidróxido de sódio 10,5 M e agitar até 
dissolução completa. Adicionar 2,0 mL trimetilpentano. Agitar por dois minutos e esperar a separação 
das fases. Utilizar a solução sobrenadante límpida. 
 
Procedimento: injetar separadamente no cromatógrafo volumes iguais (aproximadamente 1 µL) da 
Solução padrão e da Solução amostra, registrar os cromatogramas e as respostas dos picos principais. 
Os tempos de retenção devem ser de aproximadamente 3,6 minutos para a N,N-dimetilanilina e 5,0 
minutos para a N,N-dietilanilina. A razão entre as respostas dos picos de dimetilanilina e dietilanilina, 
obtidos a partir da Solução amostra, não deve ser maior que aquela obtida a partir da Solução padrão 
(0,002%). 
 
MÉTODO II 
 
Proceder conforme descrito em Cromatografia a gás  (5.2.17.5). Utilizar cromatografo a gás provido 
de detector de ionização de chama,coluna de vidro de 2 m de comprimento e 2 mm de diâmetro 
interno, empacotada com suporte de diatomáceas silanizada para cromatografia gasosa impregnado 
com 3% de polimetilfenilsiloxano, mantida à temperatura de 120 °C e a temperatura do injetor e do 
detector a 150 °C. Utilizar nitrogênio, como gás de arraste,fluxo de 30 mL por minuto. 
 
Solução padrão interno: solubilizar uma quantidade pesada, com exatidão, de naftaleno em 
cicloexano para obter uma solução de aproximadamente 0,05 mg/mL. 
 
Solução padrão: transferir cerca de 50,0 mg de N,N-dimetilamina, pesada com exatidão, para um 
balão volumétrico de 50,0 mL, adicionar 25,0 mL de ácido clorídrico M, agitar até solubilizar, diluir 
com água até volume e homogeneizar. Diluir 5,0 mL dessa solução para 250,0 mL com água e 
homogeneizar. Transferir 1,0 mL da solução resultante para um tubo de centrífuga, adicionar 5,0 mL 
de hidróxido de sódio M e 1,0 mL da Solução padrão interno, agitar vigorosamente por um minuto e 
centrifugar. Utilizar a solução sobrenadante límpida. 
 
Solução amostra: transferir cerca de 1,0 g de amostra, pesada com exatidão, para um tubo de 
centrífuga, adicionar 5 mL de hidróxido de sódio M até completa dissolução. Adicionar 1,0 mL da 
Solução padrão interno, agitar vigorosamente por um minuto e centrifugar. Utilizar a solução 
sobrenadante límpida. 
 
Procedimento: injetar separadamente no cromatógrafo volumes iguais (aproximadamente 1 µL) da 
Solução padrão e da Solução amostra, registrar os cromatogramas e registrar as respostas dos picos 
principais. A razão entre as respostas dos picos de dimetilanilina e naftaleno, obtidos a partir da 
Solução amostra, não deve ser maior que aquela obtida a partir da Solução padrão (0,002%). 
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5.3.3 ENSAIOS QUÍMICOS  
 
5.3.3.1 TITULAÇÕES POR DIAZOTAÇÃO  
 
Esse tipo de titulação é muito útil na análise de fármacos que contêm grupo amino aromático primário, 
tais como as sulfonamidas e os anestésicos locais derivados do ácido aminobenzóico. A titulação é 
realizada com solução volumétrica de nitrito de sódio, em meio ácido, fornecendo o sal de diazônio 
da amina aromática primária.  
 
São utilizados dois métodos de quantificação.  
 
No Método I, é utilizada solução de amido iodetado ou papel de amido iodetado como indicador. O 
excesso de ácido nitroso converte o iodeto a iodo, que em contato com o amido resulta a cor azul 
característica.  
 
No Método II, o ponto final da titulação é determinado potenciometricamente. Nesse método, 
empregam-se eletrodos de platina-calomelano ou platina-platina com diferença de potencial e 
sensibilidade adequados. Após o uso, deve-se imergir os eletrodos por alguns segundos em ácido 
nítrico SR ao qual se adicionou 1 mg/mL de cloreto férrico e, em seguida, lavar com água destilada.  
 
MÉTODO I  
 
Técnica - Pesar, com exatidão, cerca de 500 mg da sulfonamida ou a quantidade especificada na 
monografia para outras aminas aromáticas primárias e transferir para erlenmeyer de 250 mL.  
Adicionar, com agitação, 100 mL de ácido clorídrico SR para solubilizar a amostra. Em seguida, 
adicionar cerca de 30 mL de água e resfriar em banho de gelo até aproximadamente 15 ºC. Titular, 
sob agitação constante, com solução de nitrito de sódio 0,1 M SV previamente padronizada com 
sulfanilamida SQR. Atinge-se o ponto final de titulação quando uma gota da solução do erlenmeyer 
formar, imediatamente, uma coloração azul com uma solução de amido iodetado SI em placa de toque 
ou sobre papel de amido iodetado SI umedecido. Para se comprovar o término da titulação, repetir a 
prova de toque dois minutos após a última adição. Essa deve continuar positiva.  
 
O peso, em mg, da amostra correspondente a cada mL de nitrito de sódio 0,1 M SV encontra-se 
descrito na monografia de cada fármaco.  
 
MÉTODO II  
 
Técnica - Pesar, com exatidão, cerca de 500 mg da sulfonamida, ou o equivalente em massa do 
princípio ativo para as especialidades farmacêuticas, ou a quantidade especificada na monografia para 
outras aminas aromáticas primárias. No caso de injetáveis ou outras formas líquidas deve-se utilizar 
quantidade equivalente a 500 mg de princípio ativo ou a quantidade especificada na monografia. 
Transferir para erlenmeyer e adicionar 20 mL de ácido clorídrico SR e 50 mL de água. Agitar até 
dissolução. Resfriar até aproximadamente 15 ºC mantendo essa temperatura no curso da titulação. 
Acrescentar catalisador adequado quando especificado. Titular, lentamente e sob agitação magnética, 
com nitrito de sódio 0,1 M SV previamente padronizado com sulfanilamida SQR.  
 
O peso, em mg, da amostra que equivale a cada mL de nitrito de sódio 0,1 M SV adicionado encontra-
se especificado na monografia de cada fármaco.  
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desaparecimento dos resíduos de carbonização e a preparação azul clara estiver perfeitamente 
límpida. Cuidadosamente, adicionar 70 mL de água e resfriar. Conectar o balão ao aparelho de 
destilação e, através do funil, transferir 30 mL de solução de hidróxido de sódio 40% (p/v) 
possibilitando que o álcali escorra pela parede do balão e forme fase independente sob a solução 
ácida. Lavar o funil com água e, imediatamente, iniciar à destilação. Recolher o destilado em 
erlenmeyer de 250 mL contendo 15 mL de solução de ácido bórico 5% (p/v), quantidade de água 
suficiente para imergir o tubo coletor e três gotas de mistura de vermelho de metila com azul de 
metileno SI. Destilar até que o volume de destilado atinja 80 a 100 mL; remover o frasco coletor, 
lavar as paredes com pequena quantidade de água e titular com ácido sulfúrico 0,005 M SV. Realizar 
ensaio em branco e fazer as correções necessárias. Cada mL de ácido sulfúrico 0,005 M SV equivale 
a 0,1401 mg de nitrogênio.  
 
5.3.3.3 MÉTODO DE COMBUSTÃO  
 
Os métodos de combustão consistem na decomposição de substâncias orgânicas na presença de 
oxigênio, através da oxidação da matéria orgânica para a subsequente etapa de identificação ou 
doseamento. Estes métodos podem ser aplicados de duas maneiras: método do frasco de combustão 
em pressão atmosférica e método de combustão iniciada por micro-ondas em sistema pressurizado.  
 
MÉTODO DO FRASCO DE COMBUSTÃO EM PRESSÃO ATMOSFÉRICA  
 
Aparelhagem  
 
Compreende um frasco cônico de vidro borossilicato refratário resistente, com volume interno de 500 
mL e tampa de vidro esmerilhada. Para determinação de flúor, emprega-se frasco de quartzo. A base 
da tampa esmerilhada que acompanha o frasco apresenta um prolongamento de vidro no qual é fixado 
um fio de platina com extremidade composta por um suporte de platina onde é introduzida a amostra 
(Figura 1).  
 
Amostras sólidas  
 
Pesar a quantidade especificada na monografia em pedaço de papel de filtro de formato e dimensões 
apropriadas, dobrar e prender na tela de platina, deixando livre uma parte da extremidade. Colocar no 
interior do frasco a solução absorvedora especificada e borbulhar oxigênio nesta solução para saturar 
o interior do frasco. Fazer a ignição da extremidade do papel (veja Nota 1) e, sem demora, colocar a 
tampa no frasco, mantendo-o em posição com firmeza para evitar seu deslocamento devido à pressão 
exercida pelos gases de combustão. Inverter o frasco para assegurar vedação líquida na tampa, 
tomando a precaução de evitar que material incompletamente queimado caia no líquido. Concluída a 
combustão, agitar o frasco, até que os gases formados no processo desapareçam. Decorridos 15 a 30 
minutos, colocar pequena porção de água na borda do frasco e remover a tampa, permitindo que esta 
água flua para o interior do frasco, lavando as paredes do gargalo. Lavar tampa, gargalo, fio e rede 
de platina com água e transferir estas águas de lavagem à solução absorvente. A solução obtida 
segundo este procedimento é designada solução amostra. Para o preparo do branco, proceder da 
mesma maneira, omitindo a amostra (Nota 2).  
 
Amostras líquidas  
 
Embalar pequena quantidade de algodão absorvente em pedaço de papel de filtro e pesar, neste 
dispositivo, a quantidade especificada da amostra, que é absorvida no algodão. Após a fixação do 
algodão envolvido no papel de filtro à grade de platina, proceder à combustão tal como descrita para 
amostras sólidas.  
 





Farmacopeia Brasileira, 6ª edição  MG5.3.3-01  
 

indicador até que, a cor amarela mude para rósea. Cada mL de nitrato de bário 0,01 M SV equivale a 
0,3206 g de enxofre.  
 
Alternativamente, proceder conforme descrito em Cromatografia de íons (5.2.17.4.1), utilizando 
cromatógrafo equipado com coluna de troca aniônica e detector por condutividade com supressão 
química.  
 
Notas:  
 
1. Recomenda-se ao analista usar óculos de segurança e proteção adequada para evitar que 
estilhaços de frasco o atinjam em caso de acidente. Atualmente, existem comercialmente sistemas 
que evitam a ignição manual, empregando radiação infravermelha ou corrente elétrica, diminuindo 
os riscos ao operador.  
 
2. Assegurar-se de que os frascos de combustão estejam limpos e isentos de traços de solventes 
orgânicos.  
 
3. Substâncias contendo flúor fornecem teores baixos se a combustão for executada em frascos de 
vidro borossilicato. Obtêm-se resultados satisfatórios em frascos de vidro-soda isento de boro mas 
o rendimento ideal implica no emprego de frascos de quartzo. 
 

 
 

Figura 1 - Frasco de oxigênio para determinação de enxofre e halogênios. 
 
MÉTODO DE COMBUSTÃO INICIADA POR MICRO-ONDAS EM SISTEMA 
PRESSURIZADO  
 
Aparelhagem  
 
Compreende um frasco quartzo com volume interno de 80 mL e pressão operacional de trabalho de 
80 atm. A tampa que acompanha o frasco é de polímero fluorado, que possui um orifício para liberar 
os gases no caso da decomposição por via úmida, o qual é utilizado para a pressurização do sistema 
com oxigênio. Um suporte de quartzo para a amostra é inserido no interior do frasco de decomposição.  
 
Amostras sólidas  
 
Pesar a quantidade especificada de substância e prensar na forma de comprimido (aproximadamente 
1,2 cm de diâmetro). Colocar a amostra sobre o suporte de quartzo contendo um pedaço de papel de 
filtro (aproximadamente 10 mg) umedecido com nitrato de amônio 6 M. Colocar no interior do frasco 
a solução absorvente especificada e inserir o suporte contendo a amostra e o papel no interior do 
frasco. Fechar o sistema adequadamente, conforme especificações do fabricante, e pressurizar com 
20 atm de oxigênio. Proceder a inserção dos frascos de decomposição no rotor do forno de micro-
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Alumínio  
 
Pesar, com exatidão, a quantidade da substância indicada na monografia, adicionar 50 mL de água e 
acidificar, se necessário, com quantidade mínima de ácido clorídrico M, salvo se a monografia indicar 
outro tipo de solvente. Adicionar 25 mL de edetato dissódico 0,1 M SV e 10 mL da mistura, em 
volumes iguais, de acetato de amônio 2 M com ácido acético 2 M. Aquecer a solução até ebulição e 
manter por dois minutos. Resfriar. Adicionar 50 mL de álcool etílico e 3 mL de solução recém-
preparada de ditizona a 0,025% (p/v) em álcool etílico. Titular o excesso de edetato dissódico com 
sulfato de zinco 0,1 M SV até mudança da cor de azul-esverdeada para violeta-rósea. Cada mL de 
edetato dissódico 0,1 M SV é equivalente a 2,698 mg de alumínio.  
 
Bismuto  
 
Pesar, com exatidão, quantidade da substância indicada na monografia e solubilizar em quantidade 
mínima de ácido nítrico 2 M. Adicionar 50 mL de água e solução concentrada de amônia, gota a gota 
com agitação, até que a preparação fique turva. Adicionar 0,5 mL de ácido nítrico e aquecer a 70 °C 
até o desaparecimento da turbidez da preparação. Adicionar algumas gotas de alaranjado de xilenol 
SI. Titular, lentamente, com edetato dissódico 0,05 M SV até mudança da cor de violeta-rósea para 
amarela. Cada mL de edetato dissódico 0,05 M SV é equivalente a 10,45 mg de bismuto.  
 
Cálcio  
 
Pesar, com exatidão, quantidade da substância indicada na monografia, solubilizar em alguns 
mililitros de água e acidificar, se necessário, com quantidade mínima de ácido clorídrico 2 M. Diluir 
para 100 mL com água. Titular com edetato dissódico 0,05 M SV até cerca de 2 mL antes do ponto 
de equivalência previsto. Adicionar 4 mL de hidróxido de sódio 10 M e gotas de calcona SI. 
Prosseguir a titulação até que a cor mude de rósea para azul intensa. Cada mL de edetato dissódico 
0,05 M SV é equivalente a 2,004 mg de cálcio.  
 
Chumbo  
 
Pesar, com exatidão, quantidade da substância indicada na monografia e solubilizar em 5 a 10 mL de 
água, ou em quantidade mínima de ácido acético 5 M. Diluir para 50 mL com água. Adicionar gotas 
de alaranjado de xilenol SI e metenamina suficiente (cerca de 5 g) para que a solução adquira cor 
violeta. Titular com edetato dissódico 0,05 M SV, ou 0,1 M SV, conforme indicado na monografia 
até mudança da cor de violeta para amarela. Cada mL de edetato dissódico 0,05 M SV é equivalente 
a 10,36 mg de chumbo. Cada mL de edetato dissódico 0,1 M SV é equivalente a 20,72 mg de chumbo.  
 
Magnésio  
 
Pesar, com exatidão, quantidade da substância indicada na monografia e solubilizar em 5 a 10 mL de 
água, ou em quantidade mínima de ácido clorídrico 2 M. Diluir com água para 50 mL. Adicionar 10 
mL de tampão de cloreto de amônio pH 10,0, e algumas gotas de negro de eriocromo T SI. Titular 
com edetato dissódico 0,05 M SV ou 0,1 M SV, conforme indicado na monografia, até mudança da 
cor de violeta para azul. Cada mL de edetato dissódico 0,05 M SV é equivalente a 1,215 mg de 
magnésio. Cada mL de edetato dissódico 0,1 M SV é equivalente a 2,431 mg de magnésio.  
 
Zinco  
 
Pesar, com exatidão, quantidade da substância indicada na monografia e solubilizar em 5 a 10 mL de 
água, ou em quantidade mínima de ácido acético 5 M. Diluir para 50 mL com água. Adicionar gotas 
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de alaranjado de xilenol SI e metenamina suficiente (cerca de 5 g) para que a solução adquira cor 
violeta. Titular com edetato dissódico 0,05 M SV ou 0,1 M SV, conforme indicado na monografia, 
até mudança da cor de violeta para amarela. Cada mL de edetato dissódico 0,05 M SV é equivalente 
a 3,268 mg de zinco. Cada mL de edetato dissódico 0,1 M SV é equivalente a 6,536 mg de zinco.  
 
5.3.3.5 TITULAÇÕES EM MEIO NÃO AQUOSO  
 
Os fármacos que são bases ou ácidos fracos não podem ser quantificados em meio aquoso, mas podem 
ser em meio não aquoso. A titulação em meio não aquoso se baseia no conceito ácido/básico de 
Brönsted-Lowry, no qual o ácido é uma substância que doa próton e a base é aquela que recebe próton. 
Substâncias potencialmente ácidas são ácidas somente em presença de base à qual possam doar próton 
e vice-versa.  
 
O solvente desempenha, por conseguinte, papel muito importante na determinação do caráter 
ácido/básico de uma substância, já que a força do ácido ou da base depende da capacidade do solvente 
de receber ou doar prótons. A água deveria ser o solvente de escolha, devido à fácil disponibilidade. 
Entretanto, o ácido mais forte que pode existir em meio aquoso é o íon hidrônio (H3O+) e a base mais 
forte o íon hidróxido (OH-), isso é conhecido como efeito nivelador do solvente. No doseamento de 
ácidos ou bases muito fracos, o titulante deve ser uma base ou ácido muito forte, respectivamente, 
para que a reação ácido-base ocorra; contudo devido ao efeito nivelador da água não é possível titular 
tais substâncias em meio aquoso.  
 
Utilizando solventes fracamente protofílicos como o ácido acético, é possível a titulação de bases 
muito fracas já que o íon acetônio (CH3COOH2

+) é um ácido muito mais forte do que o íon hidrônio. 
Ácidos mais fortes do que o íon hidrônio não podem ser diferenciados em meio aquoso, mas podem 
em ácido acético mostrando que a ordem decrescente para a força dos ácidos é perclórico, bromídrico, 
sulfúrico, clorídrico e nítrico. Analogamente, a titulação de ácidos fracos é possível com o uso de 
solventes básicos como a n-butilamina. O amideto (CH3CH2CH2CH2NH-) é uma base muito mais 
forte que o hidróxido.  
 
Os solventes empregados na titulação em meio não aquoso devem satisfazer certas exigências: (1) 
não reagir com a substância nem com o titulante; (2) solubilizar a substância possibilitando, no 
mínimo, preparo de solução 0,01 M; (3) solubilizar o produto da titulação e, caso a precipitação seja 
inevitável, o precipitado deve ser compacto e cristalino; (4) possibilitar, com facilidade, a 
visualização do ponto final, seja esse medido com o uso de indicadores ou potenciômetro; (5) ser de 
baixo custo e de fácil purificação.  
 
Para a titulação de substâncias de caráter básico (aminas, heterocíclicos nitrogenados, compostos de 
amônio quaternário, sais alcalinos de ácidos orgânicos e inorgânicos e alguns sais de aminas) 
empregam-se solventes de natureza relativamente neutra, ou ácida, sendo o ácido acético glacial o 
mais utilizado. O anidrido acético reserva-se para bases muito fracas como amidas. A mistura de 
dioxano com ácido acético pode ocasionalmente ser utilizada a fim da redução da constante dielétrica 
e consequentemente menor potencial de ionização dos ácidos favorecendo a reação de neutralização. 
Como titulante emprega-se, geralmente, a solução de ácido perclórico em ácido acético. Outros 
titulantes úteis são ácido perclórico em dioxano; ácido p-toluenossulfônico (ácido tósico) e ácido 
fluorsulfônico são geralmente utilizados com solventes apróticos como clorofórmio.  
 
Para o doseamento de sais de ácidos halogenados (cloridrato, bromidrato e iodidrato) deve-se 
adicionar acetato de mercúrio; esse não se dissocia em solução de ácido acético. O íon haleto é uma 
base demasiadamente fraca para reagir quantitativamente com ácido perclórico em ácido acético. 
Esse íon pode ser substituído, quantitativamente, pelo íon acetato sendo removido na forma de 
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complexo mercúrico que não se dissocia. O acetato, que é uma base relativamente forte em ácido 
acético, pode ser precisamente titulado com ácido perclórico.  
 
Para a titulação de substâncias que se comportam como ácidos (haletos de ácidos, anidridos de ácidos, 
ácidos carboxílicos, aminoácidos, enóis, imidas, fenóis, pirróis e sulfas) empregam-se como solventes 
os de natureza básica ou aprótica. No doseamento de substâncias de acidez intermediária é comum o 
uso de dimetilformamida. Já no doseamento de ácidos fracos empregam-se bases mais fortes como 
morfolina, etilenodiamina e n-butilamina. Os solventes básicos selecionados, adequadamente, podem 
possibilitar a determinação seletiva de mistura de ácidos. Duas classes de titulantes podem ser 
empregadas para determinação de substâncias ácidas: os alcóxidos de metais alcalinos e os hidróxidos 
de alquilamônio quaternário. O metóxido de sódio é o mais empregado dos alcóxidos em mistura de 
álcool metílico e tolueno ou álcool metílico e benzeno. O metóxido de lítio em álcool metílico e 
benzeno é utilizado para os compostos que formam precipitado gelatinoso nas titulações com 
metóxido de sódio. O mais utilizado entre os hidróxidos é o de tetrabutilamônio. Com os hidróxidos 
de amônio quaternário como os hidróxidos de tetrabutilamônio e o de trimetilexadecilamônio (em 
mistura de benzeno e álcool metílico ou álcool isopropílico) há a vantagem de que o sal do ácido 
titulado é, em geral, solúvel no meio de titulação.  
 
É importante que se protejam os solventes para a titulação de substâncias ácidas da exposição 
excessiva à atmosfera devido à interferência de CO2. Por isso, pode-se empregar atmosfera inerte ou 
aparelho especial durante a titulação. Para determinar a absorção de CO2 deve-se proceder à titulação 
do branco que não deve consumir mais que 0,01 mL do metóxido de sódio 0,1 M SV por mililitro de 
solvente.  
 
O ponto final do doseamento pode ser determinado visualmente pela mudança de cor ou 
potenciometricamente. Geralmente a escolha do método baseia-se no pKa dos analitos em água. Para 
bases com o pKa da ordem de 4, a detecção é, em geral, por meio de indicadores; para as que o pKa 
está entre 1 e 4, a detecção é potenciométrica. Nesse caso, o eletrodo de vidro/calomelano é útil. Em 
ácido acético, tal eletrodo funciona de acordo com o previsto teoricamente. No caso do eletrodo de 
calomelano como referência, é vantajoso substituir a ponte salina de cloreto de potássio aquoso por 
perclorato de lítio 0,1 M em ácido acético glacial para titulação em solventes ácidos ou por cloreto de 
potássio em álcool metílico para a titulação em solventes básicos. A determinação do ponto final na 
quantificação de ácidos cujo pKa em água é em torno de 7 pode ser feita com o uso de indicador. Para 
os ácidos com pKa entre 7 e 11 recomenda-se determinação potenciométrica, ainda que em certos 
casos se recorra a indicadores, como violeta azoico ou o-nitroanilina com menor precisão.  
 
Com o uso de solventes orgânicos, deve-se considerar o alto coeficiente de expansão cúbica da 
maioria desses em relação ao da água. Isso porque há possibilidade de ocorrer variação do teor do 
titulante em meio não aquoso em função da temperatura. Deve-se corrigir o volume do titulante, 
multiplicando-o pelo fator de correção abaixo:  
 

[1 + coeficiente de expansão cúbica do solvente (t0 - t)] 
 
em que 
t0 = temperatura de padronização do titulante,  
t = temperatura de utilização do titulante.  
 
Os sistemas mais empregados para a titulação em meio não aquoso estão relacionados na Tabela 1.  
 

Tabela 1 - Sistemas para titulação em meio não aquoso. 
Tipo de solvente Solventea Indicador Eletrodos 

Ácido (para titulação Ácido acético glacial Alfazurina 2 G Mercúrio/Acetato de 
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adequado à determinação potenciométrica. Titular com metóxido de sódio 0,1 M SV previamente 
padronizada com ácido benzoico. Evitar a absorção de dióxido de carbono. Efetuar titulação na 
preparação em branco. Fazer as correções necessárias.  
 
MÉTODO II 
 
Pesar, com exatidão, quantidade da substância indicada na monografia e solubilizar no solvente ou 
mistura de solventes indicados. Titular com hidróxido de tetrabutilamônio 0,1 M SV utilizando bureta 
equipada com absorvedor de dióxido de carbono. Determinar o ponto final potenciometricamente. 
Efetuar titulação na preparação em branco. Fazer as correções necessárias.  
 
5.3.3.6 DETERMINAÇÃO DE METOXILA  
 
A técnica é destinada à determinação de grupos metoxila em substâncias orgânicas por reação com 
ácido iodídrico concentrado. O iodeto de metila formado é separado por destilação sob corrente 
contínua de nitrogênio ou dióxido de carbono, lavado e absorvido em solução bromo/acética. O iodeto 
de metila é convertido a iodo e, em seguida, titulado com tiossulfato de sódio.  
 
APARELHAGEM  
 
O aparelho (Figura 1) empregado na determinação da metoxila consiste de balão de fundo redondo 
com capacidade de 50 mL ao qual se encontra soldado um braço lateral capilar com 1 mm de diâmetro 
interno destinado ao influxo de gás de arraste inerte - nitrogênio ou dióxido de carbono. Ao balão 
conecta-se por juntas esmerilhadas um condensador vertical de 24 cm de altura e 12 mm de diâmetro 
externo em cujo topo está afixado tubo curvo cuja extremidade capilar com 3 mm de diâmetro 
encontra-se imersa em frasco de lavagem. A saída do lavador consiste em tubo de cerca de 10 mm de 
diâmetro que termina em tubo removível de 6 mm de diâmetro imerso no líquido absorvente. 
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Figura 1 - Aparelho empregado na determinação da metoxila. 

 
PROCEDIMENTO 
 
Preparação lavadora: suspender 1 g de fósforo vermelho em 100 mL de água.  
 
Líquido absorvente: pesar 15 g de acetato de potássio e solubilizar em 150 mL de uma mistura de 
ácido acético glacial e anidrido acético (9:1). A 145 mL dessa solução, adicionar 5 mL de bromo. 
Preparar imediatamente antes do uso.  
 
Adicionar preparação lavadora suficiente para cobrir metade do lavador de gás. Transferir 20 mL do 
líquido absorvente ao tubo de absorção. Transferir ao balão quantidade de amostra correspondente a 
6,5 mg de metoxila ou a quantidade indicada na monografia, juntamente com pérolas de vidro e 6 mL 
de ácido iodídrico. Umedecer a junta esmerilhada com ácido iodídrico e conectar ao condensador de 
ar. Conectar as duas partes do aparelho pela junta de bola utilizando graxa de silicone para vedação. 
Ajustar o influxo de gás pelo tubo B suficiente para formação de duas bolhas por segundo no lavador 
de gás E. Aquecer gradativamente por 20 - 30 minutos o balão até 150 ºC e manter o aquecimento 
nessa temperatura por 60 minutos. Após o resfriamento do balão até temperatura ambiente sob fluxo 
de gás, verter a preparação contida no tubo de absorção em erlenmeyer com capacidade de 500 mL 
provido de tampa esmerilhada contendo 10 mL da solução aquosa de acetato de sódio tri-hidratado 
(1:5). Lavar as paredes do tubo com água, transferir a água de lavagem para o erlenmeyer e diluir 
para 200 mL com água. Adicionar ácido fórmico gota a gota com agitação até o desaparecimento da 
cor avermelhada do bromo e, em seguida, 1 mL de ácido fórmico. Adicionar 3 g de iodeto de potássio 
e 15 mL de ácido sulfúrico M; tampar, agitar suavemente e deixar em repouso por cinco minutos. 
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Titular o iodo liberado com tiossulfato de sódio 0,1 M SV empregando amido SI como indicador. 
Realizar titulação na preparação em branco procedendo da maneira descrita omitindo a amostra e 
efetuar correção se necessário. Cada mL de Na2S2O3 0,1 M SV equivale a 0,5172 mg de metoxila 
(CH3O). 
 
5.3.3.7 DETERMINAÇÃO DE DIÓXIDO DE ENXOFRE  
 
O método compreende o arraste de SO2 liberado no aquecimento da substância em meio aquoso 
acidificado por corrente de dióxido de carbono seguido da absorção do SO2 em solução de peróxido 
de hidrogênio. O ácido sulfúrico formado no processo é titulado com hidróxido de sódio padronizado.  
 
APARELHAGEM  
 
O aparelho (Figura 1) empregado na determinação de dióxido de enxofre consiste de balão de fundo 
redondo tritubulado de capacidade de 1000 a l500 mL. A uma das saídas laterais do balão acopla-se 
dispositivo destinado ao influxo de dióxido de carbono. Funil de adição de capacidade de 100 mL e 
condensador de refluxo vertical ambos providos de juntas esmerilhadas são acoplados a outra saída 
lateral e a saída central, respectivamente. Na extremidade superior do condensador é conectado o 
tubo de absorção D.  
 
PROCEDIMENTO  
 
Transferir para o balão cerca de 300 mL de água, fixar o balão ao aparelho e promover influxo lento 
e uniforme de dióxido de carbono durante 15 minutos. Transferir ao tubo de absorção 20 mL de 
peróxido de hidrogênio 3% (p/v) SR previamente neutralizado com hidróxido de sódio 0,1 M 
utilizando como indicador azul de bromofenol SI. Sem interromper o influxo do gás, remover 
momentaneamente o funil, transferir ao balão, com exatidão, cerca de 50 g de amostra e 200 mL de 
água. Adicionar, gota a gota, 50 mL de ácido clorídrico 6 M pelo funil e manter em refluxo por 45 
minutos. Transferir, com exatidão, por lavagem com água, o líquido contido no tubo de absorção para 
erlenmeyer de 250 mL e titular com hidróxido de sódio 0,1 M SV empregando como indicador azul 
de bromofenol SI. Realizar titulação na preparação em branco procedendo da maneira descrita 
omitindo a amostra e efetuar correção se necessário. Cada mL de hidróxido de sódio 0,1 M SV 
equivale a 3,203 mg de dióxido de enxofre. 
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Figura 1 - Aparelho empregado na determinação de dióxido de enxofre. 
 
5.3.3.8 DETERMINAÇÃO DE ÁLCOOL  
 
5.3.3.8.1 MÉTODO POR DESTILAÇÃO  
 
Esse método deve ser usado na determinação de álcool, em solução que contenha álcool, a menos que 
na monografia seja especificado outro método. É adequado para análise da maioria dos extratos 
fluidos e tinturas.  
 
PROCEDIMENTO  
 
Notas:  
1 - Deve ser usado balão destilador com capacidade de duas a quatro, vezes, o volume, do líquido a 
ser aquecido.  
2 - Durante todas as manipulações, tomar precaução para minimizar a perda de álcool por evaporação.  
3 - Para evitar a ocorrência de ebulição violenta, adicionar fragmentos de material insolúvel e poroso, 
tal como carbonato de silício ou pérolas de vidro.  
4 - Os líquidos que formem demasiada espuma durante a destilação devem ser tratados previamente 
com ácido fosfórico, sulfúrico ou tânico, até reação fortemente ácida ou com ligeiro excesso de 
solução de cloreto de cálcio, ou pequena quantidade de parafina ou ainda óleo de silicona, antes de 
iniciar a destilação.  
5 - A velocidade de destilação deve ser tal que permita a produção de destilados límpidos. Destilados 
turvos devem ser clarificados por agitação com talco ou com carbonato de cálcio, precipitados e 
filtrados. Ajustar a temperatura do filtrado e determinar o teor de álcool pela densidade.  
 
MÉTODO 1  
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Pesar, com exatidão, quantidade da amostra contendo 10 mg de proteína e transferir para balão de 
fundo redondo de 25 mL e adicionar 2 mL de ácido perfórmico, em banho de gelo. Se a amostra for 
solúvel, manter a mistura em banho de gelo durante quatro horas e, caso a amostra seja insolúvel, por 
16 horas. Adicionar 0,5 mL de ácido bromídrico 40% para remover o excesso de ácido perfórmico. 
Acoplar o balão a evaporador rotatório e remover por meio de pressão reduzida o bromo residual 
fazendo os vapores passar por solução de hidróxido de sódio M. Proceder à hidrólise como descrito 
anteriormente.  
 
Separação e análise quantitativa de aminoácidos isolados  
 
A separação dos aminoácidos nos hidrolisados é, normalmente, realizada por cromatografia de troca 
iônica por meio de resinas de poliestireno sulfonado em analisadores de aminoácidos. Nesses 
aparelhos, após a separação, os aminoácidos eluídos das colunas cromatográficas formam substâncias 
de coloração azul/violeta pela reação com ninidrina e a determinação quantitativa é feita 
espectrofotometricamente. No uso de autoanalisadores de aminoácidos, devem ser seguidas as 
especificações dos respectivos fabricantes.  
 
5.3.3.10 ENSAIO IODOMÉTRICO DE ANTIBIÓTICOS  
 
O ensaio iodométrico de antibióticos destina-se ao doseamento de fármacos penicilâmicos e de suas 
respectivas formas farmacêuticas, para os quais a titulação iodométrica é particularmente adequada. 
 
Solução padrão: pesar, com exatidão, quantidade da substância química de referência (SQR) 
previamente dessecada conforme especificado na monografia individual, e solubilizar utilizando o 
solvente especificado na Tabela 1 ou descrito na monografia. Diluir, quantitativamente, com o 
mesmo solvente, de modo a obter solução com concentração final especificada na Tabela 1 ou 
descrita na monografia. Transferir 2,0 mL desta solução para erlenmeyer de 250 mL com tampa 
esmerilhada. 
 
Solução amostra: se não estiver especificado na monografia individual, pesar, com exatidão, 
quantidade da amostra e solubilizar utilizando o solvente descrito na Tabela 1. Diluir, 
quantitativamente, com o mesmo solvente, de modo a obter solução com concentração final 
especificada na Tabela 1. Transferir 2,0 mL desta solução para erlenmeyer de 250 mL com tampa. 
 

Tabela 1 - Solventes e concentrações finais. 
Antibiótico Solvente* Concentração final  

Amoxicilina tri-hidratada Água 2,00 mg/mL 
Ampicilina Água 2,50 mg/mL 

Ampicilina sódica Solução 1 2,50 mg/mL 
Ampicilina tri-hidratada Água 2,50 mg/mL 

Benzilpenicilina benzatina Solução 1 4000 U/mL 
Benzilpenicilina potássica Solução 1 4000 U/mL 
Benzilpenicilina procaína Solução 1 4000 U/mL 
Benzilpenicilina sódica Solução 1 4000 U/mL 

Cloxacilina sódica Água 2,50 mg/mL 
Ciclacilina Água 2,00 mg/mL 

Dicloxacilina sódica Solução 1 2,50 mg/mL 
Fenoximetilpenicilina potássica Solução 1 2,50 mg/mL 

Feneticilina potássica Solução 1 2,50 mg/mL 
Meticilina sódica Solução 1 2,50 mg/mL 
Nafcilina sódica Solução 1 2,50 mg/mL 
Oxacilina sódica Solução 1 2,50 mg/mL 
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Em ambos os casos, drogas com dimensões inferiores ou superiores a 1 cm, é permissível amostrar 
quantidades inferiores às especificadas acima desde que a quantidade total de droga disponível seja 
inferior a 10 kg. Todavia, a amostra final não deverá ser inferior a 125 g. 
 
Em caso de fardos ou embalagens grandes, as amostras devem ser recolhidas a mais de 10 cm das 
bordas, devido ao conteúdo de umidade superficial ser diferente em relação às camadas internas. 
 
QUARTEAMENTO 
 
Combinar e homogeneizar as amostras retiradas de cada embalagem aberta, tomando a precaução de 
não aumentar seu grau de fragmentação ou modificar significativamente o conteúdo de umidade 
durante a manipulação. 
 
Distribuir homogeneamente a amostra na forma de um quadrado, dividi-la em quatro partes iguais e 
desprezar as porções em dois quadrados opostos em uma das diagonais. Juntar as duas porções 
restantes e repetir o processo, até a obtenção da quantia indicada. Havendo diferença acentuada em 
dimensões de fragmentos, executar separação manual e anotar as porcentagens aproximadas dos 
componentes de diferentes graus de divisão encontrados na amostra. 
 
 
5.4.1.2 EXAME SENSORIAL E INSPEÇÃO MICROSCÓPICA DE DROGAS 
VEGETAIS  
 
A identidade, pureza e qualidade de um material vegetal devem ser estabelecidas mediante detalhado 
exame visual, macroscópico e microscópico. Sempre que possível, o material vegetal deve ser 
comparado com matéria-prima de referência, ou derivada de amostra perfeitamente identificada de 
acordo com farmacopeias. A amostra que não for semelhante em cor, consistência e odor deve ser 
descartada por não apresentar os requisitos mínimos especificados nas monografias. A identificação 
macroscópica das drogas, quando inteiras, é baseada na forma, tamanho, cor, superfície, textura, 
fratura e aparência da superfície de fratura. Em virtude dessas características de identificação serem 
subjetivas, e existirem adulterantes parecidos, são necessárias análises microscópica e físico-química 
da amostra. A inspeção microscópica é indispensável quando o material estiver rasurado ou em pó. 
 
Tamanho 
 
Medidas de comprimento, largura e espessura devem coincidir com aquelas citadas nas monografias. 
Frutos e sementes pequenos exigem uma amostra de dez unidades e posteriores cálculos da média e 
do desvio padrão. 
 
Cor 
 
Examinar a amostra antes de qualquer tratamento, à luz do dia ou sob lâmpada de comprimento de 
onda similar ao da luz do dia. A cor da amostra deve ser comparada com o material de referência. 
 
Superfície, textura e fratura 
 
Examinar a amostra sem tratamento prévio. Quando necessário, utilizar lente de aumento de cinco 
vezes a dez vezes. Quando indicado na monografia, umedecer com água ou com reagente 
especificado para observar características da superfície de fratura. Tocar no material para verificar se 
é macio ou duro, dobrar e partir o material para a obtenção de informações quanto à fragilidade e 
aparência da fratura, se fibrosa, lisa, rugosa, granulada, entre outras. 
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Odor 
 
Antes de verificar o odor do material, certificar-se de que não existe risco à saúde. Colocar uma 
pequena amostra na palma da mão ou em recipiente de vidro e inalar devagar e repetidamente. Se o 
odor for indistinto, pressionar parte do material entre os dedos e inalar novamente. Quando a 
monografia indicar risco tóxico, colocar um pouco de material esmagado em água quente. Determinar 
a intensidade do odor e classificar segundo as características: nenhum, fraco, distinto ou forte; e, a 
seguir, em relação à sensação causada pelo odor: aromático, frutado, mofado ou rançoso. Quando 
possível, é importante a comparação do odor com substância definida, como, por exemplo, hortelã-
pimenta deve ter odor similar ao mentol e cravo-da-índia, similar ao eugenol. 
 
Sabor 
 
Testar o sabor apenas quando exigido na monografia. 
 
PREPARAÇÃO DO MATERIAL PARA ANÁLISE MICROSCÓPICA 
 
Hidratação ou amolecimento do material 
 
Os órgãos vegetais ou suas partes normalmente se apresentam secos, e para serem seccionados e 
observados ao microscópio óptico é conveniente primeiro amolecê-los mediante tratamento com água 
quente ou solução de hidratação. O tempo necessário para o amolecimento de cada órgão vegetal ou 
suas partes varia de acordo com a sua textura. Tratando-se de órgãos frescos, apenas necessitam de 
tal tratamento os de consistência mais firme. 
 
Método de hidratação para materiais secos 
 
Colocar a amostra, em recipiente adequado: a) em placa aquecedora, ou tela metálica com água, em 
quantidade de 20 a 30 vezes o volume da amostra, aquecendo suavemente até a ebulição, mantendo 
por cinco minutos e se não houver o amolecimento necessário acrescentar detergente e ferver por 
mais cinco minutos; ou b) em uma solução de hidratação, preparada com cinco partes de água, quatro 
partes de álcool etílico, uma parte de glicerol e cinco gotas de detergente comercial para cada 200 mL 
de solução, em estufa a 60 ºC, por um período variável, de acordo com a textura do material. Flores 
e folhas costumam hidratar em poucos minutos, enquanto que materiais duros, como cascas e 
sementes exigem um tempo variável em água aquecida como em a); de acordo com o grau de 
lignificação, ou horas ou dias na solução de hidratação b). Na hidratação direta em água a), observar, 
cuidadosamente, o tempo, pois pode ocorrer amolecimento demasiado, impedindo a observação ao 
microscópio óptico. Nas duas técnicas, verificar periodicamente a consistência do material. Para 
análises futuras, determinar o tempo que cada droga vegetal necessita para adquirir a consistência que 
permita o seccionamento. 
 
Obtenção dos cortes histológicos 
 
Uma vez hidratados e amolecidos, proceder à preparação dos cortes dos órgãos vegetais ou suas 
partes. Devem ser realizados de forma transversal ao eixo do órgão, ou conforme estabelecido nas 
monografias individuais. Nestas, solicitados cortes longitudinais ou tangenciais (cascas, raízes etc.), 
ou ainda paradérmicos, para observação da epiderme de órgãos foliáceos (folhas, sépalas e pétalas). 
As secções à mão livre são realizadas com o auxílio de lâminas cortantes. Estruturas muito pequenas 
ou muito finas exigem que a amostra seja firmada ou incluída em material adequado. Secções de 
melhor qualidade podem ser obtidas com o emprego de micrótomos. Selecionar os cortes mais finos 
para observar ao microscópio em 10 vezes. 
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e frutos, mesmo de dimensões inferiores a 3 mm, devem ser quebrados. Evitar moinhos de alta 
velocidade para preparar a amostra e tomar as precauções necessárias para não modificar o conteúdo 
de umidade da amostra. 
 
Método gravimétrico 
 
Pesar, com exatidão, entre 1 a 10 g, ou o especificado na monografia, de amostra preparada 
previamente, transferir para pesa-filtro exatamente pesado, previamente dessecado nas mesmas 
condições a serem adotadas para a amostra, durante 30 minutos. Dessecar a amostra entre 100 ºC e 
105 ºC durante cinco horas, até peso constante, ou seja, até que a diferença entre duas pesagens 
sucessivas corresponda a, no máximo, 0,25% de amostra. Calcular a porcentagem de água em relação 
à droga seca ao ar. 
 
5.4.1.5 DETERMINAÇÃO DE CINZAS  
 
As cinzas totais incluem cinzas fisiológicas e cinzas não-fisiológicas. 
 
5.4.1.5.1 DETERMINAÇÃO DE CINZAS TOTAIS  
 
Procedimento 
 
Pesar, com exatidão, cerca de 3 g da amostra pulverizada, ou a quantidade especificada na 
monografia, e transferir para cadinho de porcelana previamente tarado. Distribuir a amostra 
uniformemente no cadinho e incinerar aumentando, gradativamente, a temperatura até, no máximo, 
(600 ± 50) ºC, até que todo o carvão seja eliminado. Pode ser utilizado um gradiente de temperatura 
(30 minutos a 200 ºC, 60 minutos a 400 ºC e 90 minutos a 600 ºC). Ao término do ensaio, aguardar 
o resfriamento em dessecador e pesar. Nos casos em que o carvão não puder ser eliminado totalmente, 
resfriar o cadinho e umedecer o resíduo com cerca de 2 mL de água ou solução saturada de nitrato de 
amônio. Evaporar até secura em banho-maria e, em seguida, colocar sobre chapa quente, e incinerar 
até que a diferença entre duas pesagens sucessivas seja, no máximo, 1,0 mg. Calcular a porcentagem 
de cinzas em relação à droga seca. 
 
5.4.1.5.2 DETERMINAÇÃO DE CINZAS SULFATADAS 
 
Procedimento 
 
Aquecer um cadinho de porcelana ao rubro por 10 minutos, aguardar o resfriamento um dessecador 
e pesar. Pesar, com exatidão, cerca de 1,0 g da droga no cadinho previamente tarado e umedecer a 
droga com ácido sulfúrico concentrado. Carbonizar; e umedecer novamente com ácido sulfúrico 
concentrado e incinerar com aquecimento gradativo até 800 ºC. Aguardar resfriamento, pesar 
novamente, e incinerar por mais 15 minutos. Repetir esse procedimento até que a diferença entre duas 
pesagens sucessivas seja, no máximo, 1,0 mg. 
 
5.4.1.5.3 DETERMINAÇÃO DE CINZAS INSOLÚVEIS EM ÁCIDO  
 
Cinzas insolúveis em ácido constituem o resíduo obtido na fervura de cinzas totais ou sulfatadas com 
ácido clorídrico diluído, após filtragem, lavagem e incineração. O método destina-se à determinação 
de sílica e constituintes silícicos da droga. 
 
Procedimento 
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Aquecer até ebulição as cinzas obtidas, segundo indicado em cinzas totais, com 25 mL de ácido 
clorídrico 2 M durante cinco minutos em um cadinho coberto por um vidro de relógio. Lavar o vidro 
de relógio com 5 mL de água quente, juntando a água de lavagem ao cadinho. Recolher o material 
insolúvel em ácido em um papel de filtro com teor de cinzas conhecidas, lavado com água quente até 
que o filtrado se mostre neutro. Transferir o papel de filtro contendo o resíduo para o cadinho original, 
secar sobre chapa e incinerar a cerca de 500 ºC até que a diferença entre duas pesagens sucessivas 
seja, no máximo, 1,0 mg. Calcular a porcentagem de cinzas insolúveis em ácido em relação à droga 
seca. 
 
 
5.4.1.6 DETERMINAÇÃO DE ÓLEOS VOLÁTEIS  
 
O teor de óleos voláteis em drogas vegetais é determinado pelo processo de hidrodestilação ou arraste 
de vapor, em equipamentos descritos a seguir. 
 
O equipamento 1 (Figura 1), confeccionado em vidro resistente, de qualidade apropriada, 
compreende: 

 

 

Figura 1 - Aparelho para determinação do teor de óleos 
voláteis em drogas vegetais pelo processo de 

hidrodestilação 
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Pesar quantidade suficiente da droga para se obter de 0,5 a 2 mL de óleo volátil em um balão de fundo 
redondo apropriado e adicionar água até a metade do recipiente. Conectar o condensador. Levar à 
fervura mantendo ebulição branda durante duas horas, ou conforme especificado na monografia. 

Deixar em repouso durante 10 minutos à temperatura ambiente, abrir a torneira do aparelho e retirar 
a água lentamente até que a superfície da camada de óleo alcance a linha zero no tubo graduado. 
Deixar em repouso à temperatura ambiente por cerca de uma hora e, em seguida, medir o volume 
(mL) do óleo obtido. 
 
 
5.4.1.7 DETERMINAÇÃO DE ÓLEOS FIXOS 
 
A determinação de óleos fixos baseia-se na sua extração por solvente. Após o processo de evaporação 
do solvente, o resíduo obtido, que é determinado por pesagem, representa a quantidade de oléos fixos 
presentes na amostra. 
 
Procedimento para amostras com teor elevado de substâncias hidrossolúveis(carboidratos, ureia, 
ácido láctico, entre outros): pode ser necessário tratamento prévio da amostra a fim de evitar 
interferência na determinação de matérias graxas.Transferir quantidade da amostra para funil 
contendo papel de filtro, lavar com água e secar o resíduo em estufa a 105 ºC durante duas horas. 
 
Empregar o aparelho de Soxhlet (Figura 4), previamente limpo e seco, montado em local livre de 
correntes de ar. O equipamento, confeccionado em vidro resistente, de qualidade apropriada, 
compreende balão de fundo redondo (A), com 500 mL a 1000 mL de capacidade, conectado ao 
extrator Soxhlet (B) e condensador de refluxo (C). 
 

 
Figura 4 - Aparelho de 

Soxhlet. 

 
Procedimento 
 
Pesar, com exatidão, cerca de 10 g de droga previamente dessecada conforme descrito em 
Determinação de água em drogas vegetais, Método gravimétrico, e transferir para aparelho extrator 
de Soxhlet (B), cobrindo-a com algodão desengordurado. Pesar o balão (A) limpo e seco, contendo 
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fragmentos de porcelana ou contas de vidro. Montar o sistema sobre banho-maria, assegurando a 
completa vedação na junta esmerilhada do balão, em capela de exaustão. Transferir éter de petróleo 
para o extrator, em quantidade suficiente para realizar três sifonagens e encaixar o condensador de 
refluxo (C). Proceder à extração, sob aquecimento suficiente para manter o solvente em ebulição 
moderada, durante quatro horas.Aguardar esfriamento, transferir o conteúdo do cartucho para 
almofariz de porcelana e adicionar quantidade equivalente de areia lavada e seca. Pulverizar a droga 
e trasferir, no interior do cartucho, para o extrator. Reiniciar a extração nas mesmas condições por 
mais duas horas. Desligar o balão do aparelho e evaporar o solvente, preferencialmente sob corrente 
de dióxido de carbono. Transferir o balão para estufa a 105 ºC, resfriar e pesar. Repetir a operação 
até peso constante. Calcular a porcentagem de óleos fixos na droga com base na massa de droga 
pesada e na massa de óleo obtida. 
 
 
5.4.1.8 DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE ESPUMA  
 
Pesar, com exatidão, 1 g do material vegetal reduzido a pó fino e transferir para erlenmeyer contendo 
50 mL de água fervente. Manter sob fervura durante 30 minutos. Resfriar, filtrar para balão 
volumétrico de 100 mL e completar o volume, através do filtro, para 100 mL. Distribuir o filtrado 
obtido, em 10 tubos de ensaio com tampa (16 mm de diâmetro por 16 cm de altura), em séries 
sucessivas de 1, 2, 3, até 10 mL. Completar  o volume do líquido em cada tubo para 10 mL com água. 
Tampar os tubos e agitá-los com movimentos verticais por 15 segundos, com duas agitações por 
segundo. Deixar em repouso por 15 minutos e medir a altura da espuma. Se a altura da espuma de 
todos os tubos for inferior a 1 cm, o índice de espuma é menor do que 100. Se, em qualquer um dos 
tubos, a altura da espuma medida for 1 cm, a diluição do material vegetal nesse tubo (A) é o índice 
observado. Se esse tubo for o primeiro ou segundo na série, é necessário fazer uma diluição 
intermediária, pelo mesmo método descrito anteriormente, para obter um resultado mais preciso. Se 
a altura da espuma for maior do que 1 cm em todos os tubos, o índice de espuma é maior do que 1000. 
Nesse caso, a determinação deve ser feita com uma nova série de diluições do decocto para se obter 
um resultado preciso. O índice de espuma é calculado segundo a equação 1000/A, sendo A o volume, 
em mililitros, do decocto usado para preparação da diluição no tubo onde a espuma foi observada. 
 
5.4.1.9 DETERMINAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS EXTRAÍVEIS  
 
Esse método determina a quantidade de constituintes ativos extraídos com solventes de uma 
determinada quantidade de material vegetal, sendo empregado na ausência de ensaio químico ou 
biológico adequados . 
 
MÉTODO A - EXTRAÇÃO A FRIO 
 
Pesar, com exatidão, cerca de 4,0 g de droga vegetal seca e pulverizada e transferir para erlenmeyer 
de 250 mL, de boca esmerilhada, previamente pesado. Macerar, com 100 mL de solvente especificado 
na monografia individual da droga vegetal, durante 6 horas, agitando frequentemente, e deixar em 
repouso por 18 horas. Filtrar, rapidamente, e transferir 25 mL do filtrado para um cristalizador 
previamente pesado e evaporar até secura em banho de água. Secar em estufa a 105 ºC até peso 
constante. Calcular a porcentagem de materiais extraídos em mg/g de material vegetal seco.  
 
MÉTODO B - EXTRAÇÃO A QUENTE 
 
Pesar, com exatidão,  cerca de 4,0 g de droga vegetal seca e pulverizada e transferir para erlenmeyer 
de 250 mL, de boca esmerilhada, previamente pesado. Adicionar 100 mL de solvente especificado 
no ensaio para a droga vegetal e pesar para obter o peso total, incluindo o frasco. Tampar, agitar bem 
e deixar em repouso por uma hora. Acoplar um condensador de refluxo e aquecer, suavemente, por 
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uma hora, resfriar e pesar. Corrigir o peso original com o solvente utilizado. Agitar e filtrar, 
rapidamente, num filtro seco. Transferir 25 mL do filtrado para um cristalizador previamente pesado 
e evaporar até secura em banho de água. Secar em estufa a 105 ºC até peso constante. Calcular a 
porcentagem de materiais extraídos em mg/g de material vegetal seco. 
 
MÉTODO C - EXTRAÇÃO POR SOXHLET 
 
Pesar, com exatidão, cerca de 2 g da droga vegetal e transferir para cartucho do extrator de Soxhlet, 
previamente pesado e seco. Introduzir no balão do extrator 0,2 g de hidróxido de sódio e álcool etílico 
absoluto em quantidade suficiente. Extrair por cinco horas, retirar o cartucho com o resíduo e secá-lo 
em estufa a 105 ºC até peso constante. Calcular a porcentagem de materiais extraídos em mg/g de 
material vegetal seco. 
 
 
5.4.1.10 DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE AMARGOR  
 
O índice de amargor de uma substância, um líquido ou um extrato é o inverso da diluição limite que 
ainda apresenta sabor amargo. É determinado pela comparação com cloridrato de quinina cujo índice 
de amargor é estabelecido em 200.000. 
 
Determinação do fator de correção 
 
Cada experimentador deve enxaguar sua boca com água potável antes do ensaio. Para corrigir as 
diferenças individuais na determinação do sabor amargo entre os experimentadores é necessário 
determinar o fator de correção para cada membro. É recomendado que o grupo de experimentadores 
seja constituído de no mínimo seis pessoas. 
 
Solução estoque 
 
Pesar, 0,1 g de cloridrato de quinina, solubilizar em água potável e diluir até 100 mL com o mesmo 
solvente. Transferir 1 mL para balão volumétrico de 100 mL e completar o volume com o mesmo 
solvente  
 
Soluções de referência 
 
Preparar uma série de diluições adicionando no primeiro tubo 3,6 mL da Solução estoque e 
aumentando o volume em 0,2 mL, gradativamente, em cada tubo subsequente até um total de 5,8 mL. 
Completar o volume de cada tubo para 10,0 mL com água potável. 
Determinar a maior diluição que ainda apresenta sabor amargo. Colocar na boca 10 mL da solução 
mais fraca e passá-la de um lado para o outro por baixo da língua durante 30 segundos. Se não for 
encontrado nítido sabor amargo, rejeitar a solução e esperar um minuto. Enxaguar a boca com água 
potável. Depois de 10 minutos, testar a solução subsequente em ordem crescente de concentração. 
Calcular o fator de correção (k) para cada experimentador usando a expressão a seguir: 
 

00,5
nk  

 
n = volume em mililitros da maior diluição da solução estoque em que foi encontrado nítido sabor 
amargo. 
 
Nota: experimentadores incapazes de sentir nítido sabor amargo na solução de referência preparada 
com 5,8 mL da solução estoque, devem ser excluídos do grupo. 
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Preparação da amostra 
 
Se necessário, reduzir a amostra a pó (710 µm). Pesar 1,0 g da amostra e adicionar 100 mL de água 
potável fervente. Aquecer em banho-maria por 30 minutos, agitando continuamente. Aguardar 
resfriamento e compensar o volume de água evaporada com água potável. Agitar vigorosamente e 
filtrar, descartando os primeiros 2 mL do filtrado. O filtrado é denominado C-1 e tem um fator de 
diluição (FD) de 100. 
Para amostras líquidas, tomar 1 mL e diluir com solvente apropriado para 100 mL denominando-a C-
1. 
 
Determinação do índice de amargor 
 
Soluções amostra: 
10,0 mL de C-1 é diluído com água para 100 mL: C-2 FD 1000 
10,0 mL de C-2 é diluído com água para 100 mL: C-3 FD 10 000 
20,0 mL de C-3 é diluído com água para 100 mL: C-3A FD 50 000 
10,0 mL de C-3 é diluído com água para 100 mL: C-4 FD 100 000 
Iniciando pela diluição C-4, cada experimentador determina a diluição na qual sente o nítido sabor 
amargo. Essa solução é designada D. A FD dessa solução D é igual Y. 
Iniciando pela solução D, preparar sequência de diluição conforme Tabela 1. 
 

Tabela 1 - Sequência de diluição da solução D para determinação de índice de amargor. 
Solução D (mL) 1,2 1,5 2,0 3,0 6,0 8,0 
Água potável (mL) 8,8 8,5 8,0 7,0 4,0 2,0 

 
Determinar o volume em mililitros da solução D em que, quando diluída para 10 mL, ainda apresenta 
nítido sabor amargo (X). 
 
Calcular o Índice de Amargor para cada experimentador conforme a fórmula: 
 

)
0,1  X
  Y(

x
kxIA  

 
O Índice de Amargor da amostra é o valor médio dos experimentadores. 
 
5.4.1.11 DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE INTUMESCÊNCIA  
 
O índice de intumescência é a medida do volume ocupado pelo intumescimento de 1 g da droga, pela 
adição de água ou outro agente intumescente, em condições definidas. 
 
Realizar o ensaio, simultaneamente, em triplicata. Pesar, com exatidão, 1 g da droga vegetal 
pulverizada e transferir para proveta de 25 mL de boca esmerilhada. O comprimento da parte 
graduada deve ser de, aproximadamente, 125 mm e o diâmetro, interno, próximo a 16 mm, com 
subdivisões de 0,2 mL, marcado de 0 a 25 mL, de forma ascendente. Adicionar 25 mL de água, ou 
outro agente definido, e agitar a cada 10 minutos, por uma hora. Deixar a mistura repousar por três 
horas, à temperatura ambiente. Medir o volume, em mililitros, ocupado pelo material vegetal 
acrescido da mucilagem ou qualquer outro material aderido subtraído do volume inicial da droga. 
Calcular o valor médio obtido a partir das determinações individuais realizadas e relacionar a 1 g de 
material vegetal. 
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5.4.2 MÉTODOS DE PREPARAÇÃO E ANÁLISE DE EXTRATOS VEGETAIS  
 
5.4.2.1 MÉTODOS DE PREPARAÇÃO DE EXTRATOS VEGETAIS 
 
PRODUÇÃO 
 
Extratos são produzidos por meio de processo apropriado empregando álcool etílico ou outro líquido 
extrator apropriado. Lotes diferentes de uma droga vegetal específica podem ser combinados antes 
da extração. A droga também pode ser submetida a tratamentos preliminares tal como a inativação 
de enzimas, trituração ou desengorduramento. Adicionalmente, substâncias indesejáveis (p. ex., 
tóxicas ou insolúveis), podem ser removidas após a operação de extração. 
 
Drogas vegetais, solventes e outros materiais utilizados para a preparação de extratos devem ter a 
qualidade adequada e devem estar em conformidade com os requisitos farmacopeicos e de boas 
práticas de fabricação. Solventes recuperados a partir do processo de concentração ou secagem de 
extratos podem ser reutilizados desde que os processos de recuperação sejam controlados e 
monitorados, de modo que assegure que o solvente atenda as especificações antes de sua reutilização 
ou mistura com outros materiais. A água utilizada para a produção de extratos deve estar em 
conformidade com as exigências da monografia de água purificada. 
 
Quando aplicável, as soluções extrativas podem ser concentradas até a consistência pretendida, 
utilizando métodos adequados, geralmente sob pressão reduzida e em temperatura na qual a 
possibilidade de degradação dos constituintes é reduzida. 
 
Óleos voláteis que foram separados durante o processamento, podem ser incorporados aos extratos 
em etapa apropriada do processo de produção. 
 
Excipientes adequados podem ser adicionados em diferentes fases do processo de produção para 
incrementar as propriedades tecnológicas (por exemplo, como parte do processo de secagem, ou para 
melhorar a homogeneidade ou a manutenção das qualidades do extrato). 
 
A extração com um determinado solvente leva a obtenção de constituintes típicos a partir da secagem 
do líquido extrator. Durante a produção de extratos padronizados e quantificados, procedimentos de 
purificação podem ser aplicados para aumentar a proporção de determinados constituintes. Tais 
extratos são denominados como purificados. 
 
IDENTIFICAÇÃO 
 
Os extratos são identificados utilizando métodos adequados. 
 
TESTES 
 
No processo de produção dos extratos, os testes para verificar a qualidade microbiológica (5.5.3.1), 
metais pesados (5.3.2.3), micotoxinas (5.4.4), e resíduos de pesticidas (5.4.3), podem ser necessários, 
conforme regulamento específico. Sempre que um teste para metais pesados é realizado na droga 
vegetal, os mesmos limites para os metais pesados indicados nas monografias das drogas vegetais são 
aplicáveis aos extratos, salvo indicação em contrário na monografia do extrato individual, ou salvo 
motivo justificado e autorizado. 
 
ENSAIOS 
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Os extratos devem ser analisados por métodos preconizados. 
 
ROTULAGEM 
 
O rótulo deve informar: 
- nome da droga; 
- a forma do extrato (por exemplo, líquido, tintura, mole, seco ou oleoresina); 
- se o extrato é padronizado, quantificado ou outros; 
- para extratos padronizados, a definição do conteúdo dos constituintes responsáveis pela atividade 

terapêutica; 
- para extratos quantificados, a faixa especificada do conteúdo de marcadores; 
- quando aplicável, se o extrato é purificado; 
- razão entre a quantidade de droga e a quantidade de extrato líquido (solução extrativa) (RDEgenuíno) 

expresso como relação massa/massa para extratos moles, oleoresinas e extratos secos, e, tanto em 
massa/massa ou massa/volume para as preparações de extratos líquidos; 

- solvente ou solventes utilizados na extração; 
- nome e quantidade de quaisquer excipientes presentes no extrato, inclusive estabilizantes e 

conservantes; 
- para extratos quantificados e outros extratos, a razão entre a quantidade de droga e a quantidade 

de extrato líquido (solução extrativa) (RDEgenuíno) expresso como relação massa/massa para 
extratos moles, oleoresinas e extratos secos, e, tanto em massa/massa ou massa/volume para as 
preparações de extratos líquidos; 

- quando aplicável, a porcentagem de resíduo seco; 
- as condições de armazenamento. 
 
PREPARAÇÕES EXTRATIVAS LÍQUIDAS 
 
Preparações extrativas líquidas consistem em produtos diversificados, obtidos por extração à líquido, 
descritos por seus solventes de extração, métodos de produção e relação droga-solvente ou relação 
droga-extrato. Incluem produtos obtidos utilizando como solventes de extração álcool etílico, água, 
glicerol, propilenoglicol e óleos fixos. Extratos fluidos e tinturas pertencem a essa categoria. 
 
5.4.2.1.1 EXTRATO FLUIDO  
 
Extratos fluidos são preparados utilizando álcool etílico, misturas hidroetílicas em proporções 
apropriadas, ou água. Quando necessário, outras substâncias poderão ser adicionadas (por exemplo, 
glicerol ou solução de amônia) para auxiliar na extração ou na dissolução de um extrato mole ou seco 
da droga vegetal (os quais devem ser produzidos usando o mesmo solvente de extração que seria 
utilizado para preparar o extrato fluido por extração direta) tanto em água ou álcool etílico na 
concentração necessária. 
 
Extratos fluidos podem ser ajustados, se necessário, de modo a satisfazer os quesitos de conteúdo de 
solvente. Extratos fluidos podem ser filtrados, se necessário. 
 
Um leve sedimento pode se formar quando em repouso. 
 
PROCESSOS DE PREPARAÇÃO DE EXTRATOS FLUIDOS 
 
Em sua maioria são preparados por um dos quatro processos gerais, descritos a seguir e designados 
pelas letras A, B, C e D. 
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O tempo de maceração e a vazão da percolação variam de acordo com a droga, visando extrair 
completamente os marcadores específicos da droga. A vazão do percolato é determinada pelas 
expressões percolar lentamente (até 1 mL por minuto); percolar rapidamente (3 a 5 mL por minuto) 
e percolar à velocidade moderada (1 a 3 mL por minuto), em referência à extração de 1000 g de droga. 
 
Um extrato, que, com o tempo, deposite algum sedimento, pode ser filtrado ou decantado, desde que 
o líquido resultante obedeça às especificações farmacopeicas. 
 
São os seguintes processos gerais de produção: 
 
Processo A 

 
Esse processo é empregado na preparação dos extratos fluidos por percolação, no qual o líquido 
extrator é o álcool etílico ou uma mistura hidroetílica. 
 
Procedimento: umedecer uniformemente 1000 g da droga pulverizada, com quantidade suficiente do 
líquido extrator indicado, e deixar em maceração em recipiente apropriado até o intumescimento da 
droga vegetal. Em seguida, transferir para um percolador. Comprimir a droga fortemente e verter 
sobre ela quantidade adicional e suficiente de líquido extrator até restar um excesso de líquido 
sobrenadante. Quando o líquido começar a gotejar, fechar a saída inferior do percolador, tampar e 
deixar macerar pelo tempo prescrito na monografia. Proceder à percolação na velocidade 
especificada, adicionando mais líquido extrator até esgotar a droga. Coletar separadamente os 
primeiros 850 mL do percolato, caso não espeficicado de outra forma na monografia. Continuar a 
percolação até esgotamento da droga e concentrar esse percolato restante até a consistência xaroposa, 
com temperatura de, no máximo, 60 ºC. Adicionar esse extrato concentrado ao percolato previamente 
separado e, adicionar, se necessário, quantidade suficiente de líquido extrator empregado, para obter 
1000 mL de extrato fluido. 
Esse processo pode ser substituído pelo Processo C. 
 
Processo B 

 
Empregar esse processo na preparação dos extratos fluidos em cuja extração são usadas, além do 
álcool etílico ou da mistura hidroetílica, quantidades determinadas de outros componentes, tais como 
ácidos, bases ou polióis (glicerol, etilenoglicol etc.), utilizados, sucessivamente, em dois líquidos 
extratores. O líquido extrator I contém mistura hidroetílica e outros componentes na proporção 
exigida para a quantidade de droga empregada e o líquido extrator II, uma mistura hidroetílica, na 
proporção indicada, utilizada para completar o esgotamento da droga.  
 
Procedimento: umedecer uniformemente 1000 g da droga pulverizada com quantidade suficiente do 
líquido extrator I (essa operação requer de 600 mL a 800 mL de líquido extrator). Deixar a droga, 
assim umedecida, em repouso por cerca de 15 minutos. A seguir, transferir para um percolador, 
comprimir a droga fortemente, e adicionar o restante do líquido extrator I. Quando o líquido começar 
a gotejar, fechar a saída do percolador, tampar e deixar a droga em maceração durante o tempo 
prescrito na monografia. Proceder à percolação na vazão indicada e, quando o nível do líquido 
extrator I atingir a superfície da droga, continuar a percolação com o líquido extrator II até o 
esgotamento da droga. Coletar separadamente os primeiros 850 mL de percolato. Continuar a 
percolação até esgotamento da droga e concentrar esse percolato restante até a consistência xaroposa, 
em temperatura que não exceda 60 ºC. Adicionar esse extrato concentrado ao percolato previamente 
separado e, juntar, se necessário, quantidade suficiente de líquido extrator II, para obter 1000 mL de 
extrato fluido ou ajustar o volume de acordo com doseamento. 
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O processo pode ser substituído pelo Processo C, com o devido ajuste no líquido extrator. 
 
Processo C 

 
Esse processo é o da percolação fracionada, especialmente em substituição aos processos A ou B e 
indicado para as drogas que contêm constituintes voláteis ou termolábeis e/ou quando não houver 
equipamento adequado para concentração e destilação. Ao empregar o Processo C em substituição 
ao Processo B, empregar o líquido extrator I em todo o transcurso de percolação.  
 
Procedimento: dividir 1000 g da droga previamente pulverizada em três porções de 500 g, 300 g e 
200 g respectivamente. Umedecer uniformemente a primeira porção com quantidade suficiente do 
líquido extrator. Transferir o pó umedecido para um percolador adequado, cuja capacidade não deve 
exceder, de muito, o volume da droga no percolador. Adicionar líquido extrator até cobrir 
completamente a droga e macerar pelo tempo prescrito na monografia. A seguir proceder à 
percolação, coletando separadamente os primeiros 200 mL (F1) e recolher depois, separadamente, 
cinco frações sucessivas de 300 mL de percolato, numerando-as na ordem em que forem obtidas (F2-
F6). 
Umedecer a segunda porção da droga, com quantidade suficiente do percolato F2; percolar, 
procedendo como com a primeira porção da droga, usando como líquido extrator, as porções restantes 
do percolato (F3-F6), obtidas na primeira operação, e usando-as na ordem em que foram recolhidas. 
Coletar e separar os primeiros 300 mL do novo percolato (F7) e recolher mais cinco frações, de 200 
mL, cada uma, numerando-as na ordem em que forem obtidas (F8-F12). 
Umedecer a terceira porção da droga com quantidade suficiente do percolato F8 e proceder à 
percolação como na operação precedente, empregando como líquido extrator as frações de 200 mL 
de percolato da segunda porção (F9-F12), na ordem em que foram recolhidas. Se não houver 
doseamento, recolher e separar 500 mL de percolato (F13). Homogeneizar os três percolatos (F1, F7 
e F13) separados das três porções da droga, para obter 1000 mL de extrato fluido. 
 
Quando necessário dosear o extrato fluido preparado pelo Processo C, recolher e separar somente 
420 mL de percolato da terceira porção ao invés dos 500 mL determinados anteriormente (F13). 
Homogeneizar os três percolatos separados (F1, F7 e F13), obtidos das três porções da droga e dosear 
uma fração da mistura. Se o teor for maior que o preconizado, ajustar usando o líquido extrator. Se o 
teor for menor que o preconizado, esgotar o líquido extrator do percolador e repetir a extração 
iniciando com o percolato mais concentrado (F1, F7 e F13) e em seguida os percolatos restantes. 
 
Processo D 

 
Esse processo é empregado para preparar extratos fluidos nos quais o líquido extrator é água fervente, 
adicionando-se álcool etílico ao percolato concentrado, como conservante. 
 
Procedimento: pesar 1000 g da droga grosseiramente pulverizada e juntar cerca de 3000 mL de água 
fervente, homogeneizar bem e deixar em maceração em recipiente adequado por duas horas. 
Transferir para um percolador e eluir na velocidade especificada, juntando, pouco a pouco, água 
fervente até completo esgotamento da droga. Evaporar os percolatos, em banho-maria ou em 
destilador a vácuo, até o volume determinado. Aguardar resfriamento, transferir o álcool etílico e 
deixar a mistura em repouso, em recipiente fechado, durante 24 horas. Decantar o líquido 
transparente, filtrar o restante, misturando-os e lavar o resíduo do filtro, com quantidade suficiente 
do líquido extrator de modo a obter 1000 mL. 
 
TESTES 
 



Farmacopeia Brasileira, 6ª edição  MG5.4.2-00  
 

Determinação da densidade de massa e densidade relativa (5.2.5). Quando aplicável, o extrato 
fluido deve estar em conformidade com os limites prescritos. 
 
Determinação do alcool (5.3.3.8). Para extratos fluidos etílicos, deve-se realizar a determinação do 
teor de álcool etílico. O teor de álcool etílico deve estar em conformidade com os limites prescritos. 
Álcool metílico e álcool isopropílico (5.4.2.2.1). Máximo de 0,05% (v/v) para extratos fluidos 
etílicos, a menos que prescrito de outra forma ou justificado e autorizado. 
 
Resíduo seco (5.4.2.2.2). Quando aplicável, o extrato fluido deve estar em conformidade com os 
limites prescritos. 
 
ARMAZENAMENTO 
 
Proteger da luz 
 
ROTULAGEM 
 
Os rótulos devem conter, além dos requisitos listados acima, o teor de álcool etílico em porcentagem 
(v/v), quando aplicável. 
 
5.4.2.1.2 TINTURAS 
 
Tinturas são normalmente preparadas por maceração ou percolação, usando álcool etílico em 
concentração apropriada para extrair a droga vegetal, ou por dissolução de um extrato mole ou seco 
da droga vegetal (que tenham sido produzidos utilizando o mesmo solvente de extração que seria 
usado para preparar a tintura por extração direta) em álcool etílico na concentração requerida. 
 
As tinturas podem ser ajustadas para atenderem os requisitos de conteúdo de solvente. Tinturas podem 
ser filtradas, se necessário e leve sedimento pode formar-se quando em repouso. 
 
5.4.2.1.2.1 Produção de tinturas por maceração 
 
Processo no qual, salvo indicação em contrário, a droga vegetal é cominuída a uma granulometria 
apropriada, misturada com o solvente de extração definido e deixada em repouso num recipiente 
fechado durante um tempo apropriado, com agitação, quando necessário. O marco é separado da 
solução extrativa e, se necessário, prensado. Nesse caso, o líquido é adicionado à solução extrativa e 
o volume/massa do produto final é ajustado. 
 
5.4.2.1.2.2 Produção de tinturas por percolação 
 
Processo no qual, salvo indicação em contrário, a droga vegetal é cominuída a uma granulometria 
apropriada e misturada com uma porção do solvente da extração prescrito e deixada intumescer 
durante um tempo apropriado. A mistura é transferida para um percolador e o solvente de extração é 
adicionado até que a droga vegetal esteja completamente coberta com uma camada de solvente de 
extração. O percolado é deixado fluir lentamente, recolhido na base do percolador, enquanto mais 
solvente de extração é lentamente adicionado ao topo do percolador, assegurando que a droga vegetal 
esteja constantemente coberta com solvente de extração, até que tenha sido adicionado todo o 
solvente. A percolação continua até que o percolado seja recuperado. Se o marco é prensado, os dois 
líquidos são combinados. 
 
TESTES 
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Determinação da densidade de massa e densidade relativa (5.2.5). Quando aplicável, a tintura 
deve estar em conformidade com os limites prescritos. 
 
Determinação do álcool (5.3.3.8). O teor deve estar em conformidade com os limites definidos nas 
monografias individuais. 
 
Álcool metílico e álcool isopropílico (5.4.2.2.1). Máximo de 0,05% (v/v), a menos que definido de 
outra forma ou justificado e autorizado. 
 
Resíduo seco (5.4.2.2.2). Quando aplicável, a tintura deve estar em conformidade com os limites 
definidos. 
 
ARMAZENAMENTO 
 
Proteger da luz 
 
ROTULAGEM 
 
Os rótulos devem conter, além dos requisitos listados acima, o teor de álcool etílico em porcentagem 
(v/v). 
5.4.2.1.3 EXTRATOS MOLES 
 
TESTES 
 
Resíduo seco (5.4.2.2.2). O extrato mole deve estar em conformidade com os limites definidos. 
Solventes. Resíduos de solventes devem ser controlados, a menos que definido ou justificado e 
autorizado. 
 
ARMAZENAMENTO 
 
Em recipiente hermético, protegido da luz. 
 
5.4.2.1.4 OLEORESINA  
 
Os requisitos abaixo se aplicam a oleoresinas produzidas por extração e não oleoresinas naturais. 
 
TESTES 
 
Determinação de água (5.2.20). A oleoresina deve estar em conformidade com os limites definidos. 
 
Solventes. Resíduos de solventes devem ser controlados, a menos que definido ou justificado e 
autorizado. 
 
ARMAZENAMENTO 
 
Em um recipiente hermético, protegido da luz. 
 
5.4.2.1.5 EXTRATO SECO 
 
TESTES 
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Em um cristalizador, de cerca de 50 mm de diâmetro e 30 mm de altura pesar 0,5 g de extrato seco e 
pulverizado. Secar em estufa entre 100 °C e 105 oC durante três horas. Aguardar resfriamento em 
dessecador em presença de pentóxido de difósforo concentrado, ou gel de sílica anidro concentrado 
e pesar. Expressar o resultado em % p/p. 
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Solução padrão 
Volume de solução 
estoque secundária 

(µL) 

Concentração final de 
AFB1 na solução padrão 

(µL/mL) 
2 250 0,1 
3 500 0,2 
4 750 0,3 
5 1000 0,4 

 
Curva analítica: preparar a curva analítica usando as soluções padrão de aflatoxina B1, de um a cinco, 
em faixa de concentração de 1 µg/kg a 8 µg/kg de aflatoxina B1 na droga vegetal. Verificar se a curva 
possui linearidade adequada. Se o teor de aflatoxina B1 na amostra a ser examinada estiver fora da 
faixa da curva analítica, a solução teste deverá ser diluída até que o teor de aflatoxinas fique adequado 
para a curva de calibração estabelecida. 
 
Coluna: de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de diâmetro interno, empacotada com sílica 
quimicamente ligada ao grupo octadecilsilano (5 µm) 
 
Fase móvel A: mistura de acetonitrila, álcool metílico e água (2:3:6) para a derivação pós-coluna com 
reator fotoquímico ou brometo de piridínio. 
 
Fase móvel B: adicionar 0,12 g de brometo de potássio e 350 mL de ácido nítrico diluído por litro de 
Fase móvel A para derivação pós-coluna com brometo derivado eletroquimicamente. 
 
Fluxo da Fase móvel: 1,0 mL/minuto. 
Detecção: detector de fluorescência (filtro de excitação a 360 nm e filtro de emissão a 420 nm). Se 
usar detector com comprimentos de ondas ajustáveis, usar 365 nm para excitação e 435 nm para 
emissão.  
 
Derivação pós-coluna com brometo-perbrometo de piridínio (PBPB): utilizar bomba sem pulso; T 
com volume morto igual a zero; tubo de reação de teflon de comprimento de (PTFE)0,45 m e 
diâmetro interno = 0,5 mm; Fase móvel A; Reagente de pós-derivação: dissolver 50 mg de PBPB 
em 1000 mL de água (proteger da luz e usar em até quatro dias)e fluxo do reagente de derivação: 
0,4 mL/minuto. 
 
Derivação pós-coluna com reator fotoquímico (PHRED): utilizar reator com lâmpada de bulbo de 
mercúrio de baixa pressão (mínimo de 8 W) a 254 nm; placa de suporte polida; bobina de reação com  
tubo de PTFE firmemente trançado em torno do bulbo de UV, comprimento de 25 cm e diâmetro de 
0,25 mm, volume morto nominal de 1,25 mL; tempo de exposição de dois minutos; e Fase móvel A. 
 
Derivação pós-coluna com bromo gerado eletroquimicamente (KOBRA): utilizar KOBRA-cell: 
célula eletroquímica que gera uma forma reativa de bromo para derivação de aflatoxinas, resultando 
em intensificação da fluorescência; fonte de corrente contínua em série com a KOBRA-cell, com 
corrente constante de cerca de 100 µA; tubo de reação de PTFE de  comprimento de 0,12 cm e 
diâmetro interno de 0,25 mm; e Fase móvel B. 
 
Coluna de imunoafinidade (IAC): utilizar uma coluna de imunoafinidade contendo anticorpos contra 
aflatoxina B1, com capacidade de, no mínimo, 100 ng de aflatoxina B1 e com recuperação de, no 
mínimo, 80% para solução de 5 ng de aflatoxina B1 em uma mistura de álcool metílico e água 
(12,5:87,5) é aplicada. Condicionar a IAC à temperatura ambiente. 
 
Procedimento: pesar 5 g de material vegetal seco e pulverizado, transferir eadicionar 100 mL de 
mistura de água e álcool metílico (30:70) e extrair por sonicação durante 30 minutos. Filtrar em papel 
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5.4.5 DETERMINAÇÃO DE METAIS PESADOS EM DROGAS 
VEGETAIS  
 
Proceder conforme Ensaio limite para metais pesados (5.3.2.3). 
 
Quando não determinado na monografia deverá ser observado o valor máximo total de metais pesados 
de 20 ppm, não podendo ultrapassar os limites especificados na Tabela 1. 
 

Tabela 1 - Limite para metais pesados. 
Metais Limite 
cádmio 1,0 ppm 
chumbo 5,0 ppm 
mercúrio 0,1 ppm 
arsênio 5,0 ppm 
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calcular a velocidade inicial de clivagem do substrato. Essa velocidade deve ser proporcional à 
concentração residual do Fator Xa. Verificar a validade do ensaio e calcular a atividade da heparina 
da amostra pelos procedimentos estatísticos aplicáveis aos ensaios biológicos (8). 
 
5.5.1.2 DETERMINAÇÃO DO FATOR DE VON WILLEBRAND HUMANO  
 
A potência do Fator de Von Willebrand humano é determinada pela comparação, em condições 
obrigatoriamente dadas, da sua atividade em colágeno ou como cofator de ristocetina com a mesma 
atividade, e calibrada utilizando-se um padrão de referência internacional, em unidades 
internacionais, quando aplicável. A Unidade Internacional é a atividade de um montante 
declarado do padrão de referência internacional para o Fator de Von Willebrand existente no 
concentrado de Fator VIII da coagulação do sangue humano. A equivalência em unidades 
internacionais do padrão de referência internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde 
(OMS). 
 
DOSEAMENTO DA LIGAÇÃO AO COLÁGENO 
 
A ligação ao colágeno é determinada por técnica de imunoensaio enzimático em placas de micro 
titulação, revestidas por colágeno. O método baseia-se na ligação específica do Fator de Von 
Willebrand às fibras de colágeno e da subsequente ligação de um anticorpo policlonal anti-Fator de 
Von Willebrand conjugado a uma enzima. Após a adição de um substrato cromogênico há a formação 
de um produto quantificável espectrofotometricamente. Em condições apropriadas, há uma relação 
linear entre o colágeno, Fator de Von Willebrand e a absorvância indicada. 
 
MATERIAIS 
 
Colágeno: usar fibrilas de colágeno de equino nativo, ou humanas, tipo I ou III. Para facilitar o 
manuseio, podem ser usadas as soluções de colágeno. 
 
Diluente de colágeno: pesar 50 g de glicose e solubilizar em água. Ajustar o pH em 2,7 a 2,9 com 
ácido clorídrico M e diluir em água a 1000 mL. 
 
Tampão de cloreto-fosfato: pesar 8 g de cloreto de sódio, 1,05 g de fosfato de sódio dibásico, 
diidratado, 0,2 g de fosfato de sódio monobásico diidratado e 0,2 g de cloreto de potássio e solubilizar 
em água. Ajustar o pH em 7,2 com hidróxido de sódio M ou ácido clorídrico M. Diluir a 1000 mL 
com água. 
 
Solução de lavagem tamponada: solução de polissorbato 20 a 0,1% (p/v) em Tampão de cloreto-
fosfato. 
 
Reagente de neutralização: preparar o Tampão de cloreto-fosfato contendo polissorbato 20 a 0,1% 
(p/v) e albumina bovina a 1,0% (p/v). 
 
Tampão para diluição: preparar o Tampão de cloreto-fosfato contendo polissorbato 20 a 0,1% (p/v) 
e albumina bovina a 5,0% (p/v). 
 
Conjugação: soro de coelho do anti-Fator de Von Willebrand humano conjugado à peroxidase do 
rábano silvestre, um marcador histoquímico, preparado conforme indicação do fabricante. 
 
Solução de substrato: solubilizar, imediatamente antes de seu uso, um comprimido de cloridrato de 
o-fenilenodiamina e um comprimido de peróxido de carbamida em 20 mL de água, ou usar um 
volume adequado de água oxigenada. Proteger da luz. 
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Placas de microtitulação: devem possuir fundo plano, placas de poliestireno com propriedades de 
superfície otimizadas para ensaio imunoenzimático e proteína de alta capacidade de ligação. 
 
PROCEDIMENTO 
 
Solução amostra: reconstituir a preparação a ser analisada como indicado no rótulo. Diluir com 
Tampão para diluição de modo a preparar uma solução contendo cerca de 1 UI/mL de Fator de Von 
Willebrand. Preparar duas séries independentes com pelo menos três diluições mediante o uso do 
Tampão para diluição. 
 
Soluções padrão: reconstituir a solução padrão como indicado pelo fabricante. Diluir com Tampão 
para diluição de modo a preparar uma solução contendo cerca de 1 UI/mL de Fator de Von 
Willebrand. Preparar duas séries independentes com pelo menos três diluições mediante o uso do 
Tampão para diluição. 
 
Diluir com Diluente de colágeno, em temperatura ambiente, para obter uma solução contendo 30 a 
75 mg/mL de colágeno. Homogeneizar, brandamente, para produzir uma suspensão uniforme das 
fibras do colágeno e em seguida pipetar 0,1 mL e transferir para cada poço da microplaca. Cobrir a 
placa com filme plástico e incubar a 37 °C de um dia para o outro. Esvaziar os poços da placa revestida 
com o colágeno por inversão e drenagem em uma toalha de papel. Adicionar 0,25 mL de Solução de 
lavagem tamponada. Esvaziar os poços da placa por inversão e drenar em uma toalha de papel, 
repetindo essa operação três vezes. Adicionar, a cada poço, 0,25 mL de Reagente de neutralização, 
cobrir a placa com filme plástico e incubar a 37 °C por uma hora. Os poços da placa devem ser 
esvaziados por inversão e drenagem em toalha de papel. Adicionar 0,25 mL de Solução de lavagem 
tamponada. Esvaziar os poços da placa por inversão e drenar em uma toalha de papel. Repetir essa 
operação três vezes. 
 
Adicionar 0,1 mL de cada uma das Soluções amostra ou referência aos poços. Adicionar 0,1 mL de 
Tampão para diluição a uma série de poços de modo a obter-se o controle negativo. Cobrir a placa 
com filme plástico e incubá-la a 37 °C por duas horas. Os poços da placa devem ser esvaziados por 
inversão e drenagem em toalha de papel. Adicionar 0,25 mL de Solução de lavagem tamponada. 
Esvaziar os poços da placa por inversão e drenagem em uma toalha de papel, repetindo esta operação 
por três vezes. 
 
Preparar uma diluição adequada de Conjugação com Tampão de cloreto-fosfato contendo albumina 
bovina a 0,5% (p/v) e adicionar 0,1 mL a cada poço. Cobrir a placa com filme plástico e incubar a 37 
°C por duas horas. Esvaziar os poços da placa por inversão e drenagem em uma toalha de papel. 
Adicionar 0,25 mL de Solução de lavagem tamponada. Esvaziar os poços da placa por inversão e 
drenar em uma toalha de papel. Repetir esta operação três vezes. 
 
Adicionar 0,1 mL de Solução de substrato a cada um dos poços e incubar à temperatura ambiente por 
20 minutos no escuro. Adicionar 0,1 mL de ácido clorídrico M a cada um dos poços. Medir a 
absorvância a 492 nm (5.2.14). Utilizar os valores de absorvância para estimar a potência da 
preparação a ser analisada mediante o emprego dos procedimentos estatísticos aplicáveis aos ensaios 
biológicos. O ensaio é válido se as absorvâncias medidas para os controles negativos forem maiores 
do que 0,05. 
 
5.5.1.3 DETERMINAÇÃO DO FATOR II DA COAGULAÇÃO SANGUÍNEA 
HUMANA  
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A Unidade Internacional da atividade do Fator VII corresponde à atividade de uma dada quantidade 
do padrão internacional que é atualmente constituído por um plasma liofilizado. A correspondência 
entre a Unidade Internacional e o Padrão Internacional é estabelecida pela Organização Mundial de 
Saúde.  
 
O método da determinação cromogênica comporta duas etapas sucessivas: a ativação do Fator X, sob 
a ação do Fator VIIa, numa mistura reativa contendo o Fator Tecidular/fosfolipídeo e o íon cálcio e a 
lise enzimática de um substrato cromogênico pelo Fator Xa que liberta um cromóforo quantificável 
por espectrofotometria. Em condições apropriadas de doseamento, existe uma relação linear entre a 
velocidade de formação do Fator Xa e a concentração do Fator VII. O esquema seguinte resume o 
princípio da determinação: 
 
 
Etapa 1 
                           Fator Tecidular + Ca+2 
a) Fator VI                                                       Fator VIIa 
 
 
                               Fator VIIa + Ca+2 

                     + Fator Tecidular/fosfolipídeo 
b) Fator X                                                               Fator Xa 
 
 
Etapa 2 
                                             Fator Xa 
a) Substrato cromogênico                    Peptídeo + cromóforo 
 
 
As duas etapas utilizam reagentes disponíveis no mercado, originário de diversos fornecedores. 
Embora a composição desses reagentes possa variar, ligeiramente, as suas características essenciais 
são descritas nas especificações que se seguem.  
 
REAGENTES  
 
A mistura reativa de fatores da coagulação contém, especialmente, proteínas purificadas de origem 
humana, ou bovina, especificamente o Fator X, a tromboplastina e Fator Tecidular/fosfolipídeo e um 
ativador do Fator VII. Essas proteínas são, parcialmente, purificadas e não contêm impurezas capazes 
de interferir na ativação do Fator VII ou do Fator X. O Fator X está presente em quantidade tal que a 
sua concentração final, fora da etapa de ativação, seja de 10 - 350 nmol/L, de preferência de 14 - 70 
nmol/L. A tromboplastina utilizada pode ser de origem natural (cérebro de boi ou coelho) ou sintética. 
A tromboplastina utilizada para a determinação do tempo de Quick é diluída de 5 a 50 vezes numa 
solução tampão de maneira que a concentração final de Ca2+ seja de 15-25 nmol/L. A etapa final de 
formação do Fator Xa é conduzida numa solução contendo albumina humana ou albumina bovina a 
uma concentração em que não ocorram perdas na adsorção e, convenientemente, tamponada a pH 
compreendido entre 7,3 e 8,0. O Fator VII é o único Fator que limita a formação do Fator Xa na 
mistura de incubação final e nenhum dos constituintes reativos da mistura tem o poder de induzir por 
si só a formação do Fator Xa.  
 
A segunda etapa consiste na quantificação do Fator Xa formado na etapa precedente, no meio de um 
substrato cromogênico específico do Fator Xa. Esse substrato é geralmente um peptídeo curto 
derivado de 3 a 5 ácidos aminados ligados a um grupamento cromóforo. A cisão desse grupamento e 
do substrato peptídico promove um deslocamento da atividade cromofórica para um comprimento de 
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onda que possibilita a sua quantificação por espectrofotometria. O substrato é geralmente dissolvido 
em água e utilizado numa concentração final de 0,2 - 2 nmol/L. Pode igualmente compreender os 
inibidores apropriados impedindo o prosseguir da formação do Fator Xa (adição de iodeto).  
 
PROCEDIMENTO  
 
Reconstituir, separadamente, o conteúdo de uma ampola da solução padrão e da amostra adicionando 
uma quantidade de água pretendida e uma vez reconstituídas utilize-as, em no máximo, uma hora. 
Adicionar às preparações reconstituídas as quantidades de pré-diluente necessárias para obter 
soluções a 0,5 - 2,0 UI do Fator VII por mililitro.  
 
Preparar as diluições seguintes da solução padrão e da amostra com uma solução tampão isotônica 
sem agente de quelação, contendo albumina humana ou bovina a 1,0% (p/v), e de preferência 
tamponada para pH 7,3 - 8,0. Fazer de cada uma das duas preparações pelo menos três diluições 
separadas independentes, de preferência, em duplicata. As concentrações dessas diluições em Fator 
VII são ajustadas de modo que a concentração final seja inferior a 0,005 UI/mL.  
 
Preparar, igualmente, uma solução controle contendo o conjunto dos constituintes da mistura reativa 
com exceção do Fator VII.  
 
Todas as diluições são preparadas em tubos de plástico e utilizadas, em no máximo, uma hora.  
 
Etapa 1. A cada uma das diluições, obtidas a partir da solução padrão e da amostra, adicionar um 
volume apropriado do reagente de coagulação pré-aquecido (ou de uma mistura dos seus constituintes 
separados), homogeneizar e incubar a 37 °C em tubos de plástico ou poços de uma microplaca. A 
concentração dos diferentes constituintes durante a formação do Fator Xa é como a especificada em 
reagentes. Deixar desenvolver a reação de ativação do Fator X durante um tempo apropriado; o 
término da reação acontece, de preferência, antes que a concentração em Fator Xa tenha atingido o 
seu nível máximo, a fim de que a curva dose-resposta apresente uma linearidade satisfatória. O tempo 
de reação é igualmente escolhido de modo que a condição de linearidade da curva de produção do 
Fator Xa em função do tempo seja satisfatória. É geralmente da ordem de dois a cinco minutos, mas 
são admissíveis certas variações para possibilitarem melhorar a linearidade da curva dose-resposta.  
 
Etapa 2. Parar a reação de ativação por adição de uma mistura reativa contendo o substrato 
cromogênico. A velocidade de lise do substrato, que é proporcional à concentração do Fator Xa é 
determinada com o auxílio de um espectrofotômetro pela variação da absorvância num comprimento 
de onda apropriado. Pode determinar-se a absorvância, continuamente, o que possibilita calcular a 
velocidade inicial de lise do substrato, quer interrompendo a reação de hidrólise ao fim de um tempo 
apropriado, baixando o pH com um reagente apropriado tal como o ácido acético a 50% (p/v) ou uma 
solução de citrato de sódio M em pH 3,0. Ajustar o tempo de hidrólise de modo que a condição de 
linearidade de formação do cromóforo em função do tempo seja satisfatória. Esse tempo é geralmente 
da ordem dos 3 a 15 minutos, mas são toleradas certas variações se possibilitarem melhorar a 
linearidade da curva dose-resposta. Verifique a validade da titulação e calcule a atividade da 
preparação da amostra pelos procedimentos estatísticos aplicáveis aos ensaios biológicos (8).  
 
5.5.1.6 DETERMINAÇÃO DO FATOR X DA COAGULAÇÃO SANGUÍNEA 
HUMANA  
 
A determinação do Fator X da coagulação sanguínea humana é realizada após ativação específica em 
Fator Xa, que é calculada por comparação da sua atividade em clivar um substrato cromogênico 
peptídico específico com a mesma atividade do Padrão Internacional ou de uma solução padrão 
aferida em Unidades Internacionais.  
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5.5.1.7 DETERMINAÇÃO DO FATOR VIII DA COAGULAÇÃO SANGUÍNEA 
HUMANA LIOFILIZADO  
 
E realizado pela determinação da atividade biológica do Fator VIII como um cofator na ativação do 
Fator X pelo Fator IX ativado (IXa) em presença de íons cálcio e de fosfolipídios. A atividade de uma 
preparação do Fator VIII é calculada por comparação das quantidades respectivas dessa preparação e 
do Padrão Internacional; ou de uma solução padrão aferida em unidades internacionais que são 
necessárias para se obter uma determinada velocidade de formação do Fator Xa num meio de reação 
contendo as diferentes substâncias que participam na ativação do Fator X.  
 
A Unidade Internacional da atividade do Fator VIII corresponde à atividade de uma determinada 
quantidade do Padrão Internacional que consiste em um concentrado liofilizado do Fator VIII da 
coagulação sanguínea humana. A equivalência do Padrão Internacional com Unidades Internacionais 
é estabelecida pela Organização Mundial de Saúde (OMS). O concentrado de Fator VIII da 
coagulação sanguínea humana é aferido em unidades internacionais em relação ao Padrão 
Internacional. O método de aferição colorimétrica consiste em duas etapas sucessivas: a ativação do 
Fator X sob a ação do Fator VIII numa mistura reativa de fatores de coagulação compostos de 
substâncias purificadas e a clivagem enzimática de um substrato cromogênico pelo Fator Xa que 
libera um cromóforo quantificável por espectrofotometria. Em condições apropriadas de aferição há 
uma relação linear entre a velocidade de formação do Fator Xa e a concentração do Fator VIII. No 
esquema seguinte resume-se o princípio da aferição:  
 
Etapa 1 
                               Fator VIII ativado 
Fator X                                                                Fator Xa 
                    Fator IXa, fosfolipídio, Ca2+ 
 
Etapa 2 
                                       Fator Xa 
substrato cromogênico                      peptídeo + cromóforo 
 
As duas etapas utilizam reagentes que podem ser obtidos comercialmente. Embora a composição 
desses reagentes possa estar sujeita a alguma variação, suas características essenciais são descritas 
nas presentes especificações. Podem ser permitidos desvios em relação a tais especificações desde 
que seja demonstrado, mediante o uso do Padrão Internacional, que os resultados obtidos não diferem 
significativamente. As embalagens comerciais são utilizadas de acordo com as instruções do 
fabricante; é importante assegurar que a embalagem escolhida é adequada.  
 
Os conjuntos usados devem ser devidamente validados, podendo ser utilizado nesse caso, a 
verificação do tempo de geração do Fator Xa, a fim de determinar o tempo necessário para alcançar 
50% de formação máxima de Fator Xa.  
 
REAGENTES  
 
A mistura reativa de fatores da coagulação corresponde às proteínas purificadas, de origem humana, 
ou bovina, especificadamente, o Fator X, o Fator IXa e um ativador do Fator VIII, geralmente a 
trombina. Essas proteínas são parcialmente purificadas, preferencialmente, no mínimo a 50% e não 
contêm impurezas capazes de interferir na ativação do Fator VIII, ou Fator X. A trombina pode estar 
presente sob a forma do seu precursor, a protrombina, desde que sua ativação na mistura reativa seja 
suficientemente rápida para possibilitar uma ativação completa e quase instantânea do Fator VIII no 
ensaio. A mistura reativa deve conter fosfolipídios que podem ser de origem natural (por exemplo: 
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Em linhas gerais, o método PCR é descrito como a técnica de referência. Podem ser utilizados 
métodos alternativos, desde que satisfaçam os requisitos da qualidade e sejam devidamente validados.  
 
CAMPO DE APLICAÇÃO  
 
Estabelecer os requisitos de preparação da amostra, da amplificação de sequências do DNA e da 
detecção específica do produto da reação PCR. A PCR possibilita detecção e amplificação de 
sequências definidas de DNA e de RNA (após sua transcrição reversa em DNA complementar - 
cDNA).  
 
PRINCÍPIO DO MÉTODO  
 
A PCR é o fundamento de um método que possibilita a amplificação específica in vitro de segmentos 
de DNA ou RNA. Após a desnaturação da cadeia dupla de DNA em cadeias simples de DNA, dois 
oligonucleotídeos sintéticos iniciadores, de polaridade oposta, se hibridizam com suas respectivas 
sequências complementares, no DNA a ser amplificado. Nesse caso, a atividade dos iniciadores 
possibilita que seja completada a cadeia simples do DNA, dando lugar a sequências curtas, 
biquaternárias que rodeiam o fragmento do DNA a ser amplificado; servindo assim como ponto de 
partida da síntese do DNA. Salientando-se que tal processo é realizado mediante a ação de uma DNA 
polimerase termoestável.  
 
A amplificação do DNA ocorre em ciclos que consistem em:  
- desnaturação do ácido nucleico pelo calor (sequência alvo a ser amplificada) em duas cadeias 
monoquaternárias;  
- hibridização específica dos iniciadores com a sequência a ser amplificada, sob condições adequadas 
de reação;  
- alongamento, mediante a ação da DNA polimerase, dos iniciadores ligados a cada uma das duas 
cadeias simples, a uma temperatura adequada (favorável ao processo de síntese de DNA).  
 
Os ciclos repetidos de desnaturação pelo calor, a hibridização dos iniciadores e a síntese de DNA dão 
lugar a uma amplificação exponencial do fragmento de DNA então delimitado pelos iniciadores. O 
produto específico da reação de PCR, conhecido como amplicon, pode ser detectado por meio de uma 
variedade de métodos de especificidade e sensibilidade apropriadas. O ensaio de PCR Multiplex usa 
vários pares de iniciadores, destinados à amplificação simultânea para diferentes alvos de uma reação.  
 
MATERIAL PARA O ENSAIO  
 
Devido à grande sensibilidade da PCR, as amostras devem ser protegidas da incidência de luz e de 
qualquer contaminação externa. A amostragem, conservação e transporte do material a ser analisado 
devem ser desenvolvidos em condições que possibilitam reduzir ao mínimo os riscos de degradação 
da sequência a ser amplificada. No caso das sequências de RNA marcado, devem ser tomadas 
precauções especiais já que o RNA é muito sensível à degradação por ribonucleases, como também, 
a alguns aditivos (anticoagulantes e conservantes) que podem interferir nos ensaios. 
 
PROCEDIMENTO  
 
Prevenção dos contaminantes  
 
O risco de contaminação requer a existência de áreas restritas, segundo a natureza dos materiais e 
tecnologia utilizados. Os pontos a serem considerados incluem: a movimentação de pessoal, o fluxo 
de trabalho, a movimentação de materiais, sistemas de ventilação e os procedimentos de 
descontaminação.  
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Convém realizar uma subdivisão do sistema em áreas, como:  
- área de preparação primária (local onde se manipulam exclusivamente os materiais não contidos na 
matriz, por exemplo, os iniciadores e tampões);  
- área pré-PCR (onde são manipulados os reativos, as amostras e os controles);  
- área de amplificação (onde o material amplificado é manipulado em sistema fechado);  
- área de detecção pós-PCR (única área em que os produtos da amplificação são manipulados em 
sistema aberto).  
 
Preparo das amostras  
 
O preparo das amostras consiste na extração ou na liberação da sequência alvo a ser amplificada a 
partir do material a examinar. O método utilizado para tal fim deve ser eficaz, ter reprodutibilidade e 
compatibilidade com a realização da amplificação nas condições de reação selecionadas. Pode ser 
utilizada uma variedade de métodos físico-químicos para extração e/ou de enriquecimento.  
 
Possíveis aditivos no material em análise podem interferir no método PCR. Devem ser utilizados os 
procedimentos descritos no item de Controle Interno, com objetivo de verificar a ausência de fatores 
de inibição no material a ser examinado.  
 
Quanto aos modelos de RNA, devem ser tomadas precauções para que haja ausência de atividade do 
tipo ribonuclease.  
 
Amplificação  
 
A amplificação de uma sequência alvo pela técnica de PCR requer, no mínimo, um par de iniciadores, 
os quatro tipos de desoxinucleotídeos trifosfato (dNTPs), íons de magnésio (MgCl2), e uma DNA 
polimerase termoestável para síntese do DNA.  
 
A amplificação da sequência alvo por PCR é conduzida sob condições cíclicas definidas: perfil de 
temperatura para desnaturação da dupla-hélice de DNA; anelamento e extensão dos iniciadores e 
tempos de incubação em temperaturas selecionadas dentro de uma faixa de variação.  
 
Devem ser considerados os seguintes parâmetros:  
- o comprimento e a composição base do iniciador e da sequência alvo;  
- o tipo de DNA polimerase, a composição do tampão e o volume de reação usado na amplificação; 
- o tipo de termociclador usado e a taxa de condutividade térmica entre o equipamento, o tubo de 
reação e o meio de reação.  
 
A amplificação ocorre em ciclos que consistem em:  
- desnaturação da sequência alvo do ácido nucléico por aquecimento das duas hélices simples; reação 
é aquecida entre 92 e 96 °C;  
- anelamento específico dos iniciadores à sequência alvo que será sintetizada, sob condições 
adequadas de reação. A temperatura normalmente é de 55 °C, dependendo da homologia dos 
iniciadores pela sequência alvo a ser amplificada, da composição dos iniciadores e da quantidade de 
bases citosina e guanina;  
- extensão dos iniciadores que estão ligados às hélices simples, por meio da ação da DNA polimerase 
termoestável, a uma temperatura adequada à síntese de DNA. Normalmente a 72 °C;  
- após o término do ciclo tem-se o resfriamento a 4 °C e conservação.  
 
Detecção  
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da sequência alvo a ser amplificada; desde que aquelas modificações não inibam a precisão e a 
eficácia da amplificação da sequência alvo.  
 
CONTROLES DO ENSAIO  
 
Controles externos  
 
Para detectar eventuais contaminações e assegurar a sensibilidade adequada, convém incluir em todos 
os ensaios de PCR os seguintes controles externos:  
- um controle positivo com um número definido de cópias da sequência alvo, sendo esse número 
determinado, especificamente, para cada sistema de ensaio e expresso como um múltiplo do limiar 
de resposta positiva do sistema em questão;  
- um controle negativo constituído por uma amostra de matriz que demonstrou estar isenta de 
sequências alvo.  
 
Controle interno  
 
O controle interno é formado por sequências nucleotídicas definidas contendo os locais de ligação do 
iniciador. O controle interno deve ser amplificado com eficácia definida e os produtos devem ser 
claramente discerníveis. Esse controle interno deve pertencer ao mesmo tipo de ácido nucleico 
(DNA/RNA) da amostra. O controle interno é preferencialmente adicionado à amostra antes do 
isolamento do ácido nucleico e, portanto, age como um controle global (extração, transcrição reversa, 
amplificação e detecção).  
 
Avaliação externa da qualidade  
 
Para cada laboratório e cada operador, a participação em programas externos da avaliação de 
qualidade constitui um aspecto importante da garantia de qualidade em matéria de PCR.  
 
5.5.1.10.1 RECOMENDAÇÕES PARA A VALIDAÇÃO DAS TÉCNICAS DE 
AMPLIFICAÇÃO DOS ÁCIDOS NUCLEICOS PARA A DETECÇÃO DO RNA 
DO VÍRUS DA HEPATITE C (HCV) NAS MISTURAS DE PLASMA.  
 
A maioria das técnicas de amplificação de ácidos nucleicos corresponde a ensaios analíticos 
quantitativos destinados a detectar sua presença. Há alguns ensaios quantitativos comercializados ou 
desenvolvidos internamente pelos próprios laboratórios. Para detectar a contaminação de RNA do 
HCV nas misturas de plasma, são adequados os ensaios qualitativos, podendo, inclusive, serem 
considerados como ensaios limite para controle de impurezas. Nessas recomendações estão descritos 
os métodos de validação das técnicas de amplificação dos ácidos nucleicos aplicáveis apenas aos 
ensaios qualitativos destinados a detectar o RNA do VHC nas misturas de plasma. Por conseguinte, 
os dois parâmetros de validação considerados os mais importantes são a especificidade e o limite de 
detecção. A robustez é, também, avaliada. Contudo, esse documento pode, também, ser utilizado 
como base de validação geral das técnicas de amplificação.  
 
Nesse documento está definida a técnica analítica como o conjunto de operações realizadas após 
extração do ácido nucleico, seguido de detecção dos produtos amplificados. Salientando-se que em 
casos de uso de conjuntos comerciais, como parte do procedimento analítico completo, as 
considerações de validação documentadas já realizadas pelo fabricante podem substituir a validação 
pelo operador. Entretanto, o desempenho do conjunto comercializado com respeito ao uso ao qual se 
destina tem de ser demonstrado pelo usuário (ex: limite de detecção, robustez e contaminação 
cruzada).  
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ESPECIFICIDADE  
 
A especificidade é a capacidade para avaliar, inequivocamente, o ácido nucleico em presença de 
componentes de presença não esperada. A especificidade dos procedimentos analíticos de 
amplificação do ácido nucleico é dependente da escolha dos iniciadores, da escolha da sonda (para 
análise do produto final) e o rigor das condições de teste (para ambas as etapas de amplificação e 
detecção).  
 
Na concepção dos iniciadores e das sondas, um dos aspectos a ser considerado é a sua especificidade 
na detecção do RNA do HCV; para esse fato é conveniente comparar as sequências alvo com as 
sequências publicadas em bancos de dados. Para o HCV, os iniciadores e sondas são, normalmente, 
escolhidos a partir das áreas da região 5´ não codificante (5´NCR) do genoma do HCV, composta por 
341 nucleotídeos, que são as mais conservadas entre os diferentes isolados do HCV.  
 
O produto amplificado deve ser identificado, inequivocamente, pelo uso de métodos como: 
amplificação com iniciadores entrelaçados, análise de enzimas de restrição, sequenciamento, ou 
hibridização com sonda específica.  
 
Para validação da especificidade da técnica analítica, é conveniente testar, no mínimo, 100 misturas 
de plasma negativo para o RNA do HCV, e todos os resultados obtidos serem negativos. A 
Organização Mundial de Saúde (OMS) dispõe de amostras apropriadas de plasmas não reativos.  
 
A capacidade da técnica na detecção de todos os genótipos do HCV dependerá da escolha dos 
iniciadores, das sondas e dos parâmetros operacionais. É conveniente que essa capacidade seja 
demonstrada por meio do uso de uma coleção de preparações de referência caracterizadas.  
 
Tem sido sugerido que o padrão de distribuição dos genótipos do HCV no Brasil é semelhante ao 
encontrado em muitos países europeus, com a prevalência dos tipos 1 e 3. Observa-se um 
comportamento epidemiológico típico de uma propagação exponencial nos últimos anos, 
provavelmente em decorrência de transfusões sanguíneas. Nesse contexto, os genótipos 1 e 3 devem 
ser detectados em níveis apropriados.  
 
LIMITE DE DETECÇÃO  
 
O limite de detecção de uma técnica individual é a menor quantidade de ácido nucleico que pode ser 
detectada, mas, não, necessariamente, quantificada, com um valor exato na amostra.  
 
O processo de amplificação utilizado para a detecção do RNA do HCV nas misturas de plasmas 
fornece, geralmente, resultados qualitativos. O número de resultados possíveis limita-se a duas 
respostas: positivo ou negativo. Embora seja recomendada a determinação do limite de detecção, por 
razões práticas, é determinado o limiar da resposta positiva para as técnicas de amplificação do ácido 
nucleico. O limiar da resposta positiva é o número mínimo de sequências alvo por unidade de volume 
que pode ser detectado em 95% dos ensaios. Esse limiar da resposta positiva é influenciado pela 
distribuição dos genomas virais nas amostras individuais ensaiadas e por fatores tais como a eficácia 
da enzima, que podem levar a diferenças de 95% nos limiares da resposta positiva obtidos nas análises 
individuais.  
 
Para determinar o limiar de resposta positiva, é indispensável executar a técnica em dias diferentes 
com uma série de diluições de um reagente de trabalho ou do vírus da Hepatite C (padrão biológico 
de referência), calibrado por comparação com o Padrão Internacional do HCV 96/790 OMS, a fim de 
avaliar entre os vários ensaios. São testadas, no mínimo, três séries de diluições separadas com um 
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número suficiente de replicações de cada diluição de modo a obter um número total de 24 resultados 
por diluição e possibilitar, assim, a análise estatística dos resultados.  
 
Por exemplo, num laboratório testa-se três séries de diluições com oito replicações para cada diluição 
em dias diferentes; quatro séries de diluição com seis replicações para cada diluição em dias 
diferentes, ou seis séries de diluições com quatro replicações para cada diluição em dias diferentes.  
 
Para que o número de diluições utilizadas se mantenha igual, é indispensável efetuar um ensaio 
preliminar (como, por exemplo, diluições logarítmicas na amostra da mistura de plasma para obter 
um valor preliminar do limiar de resposta positiva, ou seja, a maior diluição em que ocorre um sinal 
positivo).  
 
A distribuição das diluições pode então ser realizada com base nesse valor preliminar pré-calculado 
(utilizando, por exemplo, um fator de diluição de 0,5 log), ou inferior a uma mistura de plasma 
negativo como matriz de diluição. O teor em RNA do HCV que pode ser detectado é de 95% nos 
ensaios e pode ser calculado utilizando um método estatístico apropriado. Esses resultados, também, 
servem para demonstrar a variação interna do ensaio e a variação nos vários dias do método analítico.  
 
ROBUSTEZ  
 
A robustez de um método analítico é a medida da sua capacidade de permanecer inalterável quando 
sujeito a pequenas, mas deliberadas, variações nos parâmetros operacionais e fornece uma indicação 
da viabilidade da técnica nas condições normais de utilização. A avaliação da robustez é um dos 
aspectos a ser considerado durante a fase de desenvolvimento. Possibilita estabelecer a viabilidade 
da técnica face às variações deliberadas nos parâmetros operacionais. Nas técnicas de amplificação 
dos ácidos nucleicos, pequenas variações nos parâmetros operacionais podem ter uma importância 
especial. Contudo, a robustez dessa pode ser demonstrada durante o desenvolvimento do método, 
quando são ensaiadas pequenas variações na concentração de reagentes (por exemplo: MgCl2, 
iniciadores ou dNTPs). Para demonstrar a robustez durante a validação, devem examinar-se, no 
mínimo, vinte misturas de plasma (escolhidos ao acaso) negativas para RNA do HCV às quais é 
adicionada uma concentração, típica final, que corresponde ao limiar da resposta positiva, 
previamente, determinada. Todos os resultados obtidos são positivos.  
 
Podem surgir problemas com a robustez no caso de métodos em que se usam, em sua fase inicial, a 
ultracentrifugação previamente à extração do RNA viral. Por conseguinte, para testar a robustez 
desses métodos. São ensaiadas, no mínimo, vinte misturas de plasma contendo concentrações 
variadas de RNA do HCV, mas isentas de anticorpos específicos do HCV. Todos os resultados 
obtidos são positivos.  
 
É conveniente demonstrar a ausência de contaminação cruzada pela detecção exata de um conjunto 
de, pelo menos vinte amostras, alternando amostras de misturas de plasma negativas e de misturas de 
plasma negativos às quais foi adicionada uma alta concentração do HCV (no mínimo, 102 vezes 95% 
do limiar de resposta positiva, ou, no mínimo, 104 UI/mL.  
 
GARANTIA DA QUALIDADE  
 
Os métodos de ensaios biológicos tais como a técnica de amplificação dos ácidos nucleicos, podem 
apresentar problemas específicos que interferem na validação e interpretação dos resultados.  
 
Os procedimentos devem ser descritos precisamente na forma de procedimentos operacionais padrão 
(POPs), que devem abranger:  
- amostragem (tipo de recipientes, etc.);  
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- preparo das minimisturas (se for o caso);  
- condições de conservação antes da análise;  
- descrição exata das condições operacionais (incluindo precauções que devem ser tomadas, a fim de 
evitar contaminação cruzada ou destruição do RNA viral) assim como dos reagentes e preparações 
padrão utilizadas;  
- fórmulas detalhadas do cálculo dos resultados, incluindo a avaliação estatística. O uso de um 
controle apropriado (por exemplo, uma diluição apropriada do vírus da hepatite C, padrão biológico 
de referência; ou de plasma ao qual foi adicionada uma amostra do HCV calibrada por comparação 
com o Padrão Internacional do HCV 96/790 da OMS) pode ser considerado um meio estável 
satisfatório de controle do sistema e de assegurar e manter a viabilidade da técnica em cada utilização.  
 
Qualificação técnica: para cada elemento crítico do equipamento utilizado é criada uma instalação 
apropriada e um programa de qualificação operacional. Depois de qualquer modificação de um 
equipamento crítico (por exemplo, os termocicladores) é indispensável reconfirmar a aceitabilidade 
da técnica procedendo em paralelo o exame de oito amostras de uma mistura de plasma ao qual se 
adicionou uma concentração tripla de RNA do HCV daquela que corresponde ao limiar de resposta 
positiva previamente determinada; todos os resultados obtidos são positivos.  
 
Qualificação dos operadores: é desenvolvido um programa apropriado de qualificação para o 
conjunto de operadores envolvidos no ensaio. Para esse efeito, é conveniente que cada operador 
examine pelo menos oito amostras de uma mistura de plasma à qual foi adicionada uma concentração 
tripla de RNA do HCV que corresponde ao limiar de resposta positiva, previamente, determinada. 
Esse ensaio (oito amostras) é repetido duas vezes em dias diferentes num total de vinte e quatro 
análises realizadas em três dias diferentes. Todos os resultados obtidos são positivos.  
 
5.5.1.11 DETERMINAÇÃO DO TÍTULO DO ATIVADOR DA PRÉ -
CALICREÍNA  
 
O ativador da pré-calicreína (APC) transforma a pré-calicreína em calicreína e pode ser titulado por 
apresentar a capacidade de cindir um cromóforo de um substrato peptídico sintético, determinando-
se a velocidade da reação por espectrofotometria. A concentração em APC é calculada por 
comparação com a preparação padrão cuja atividade é expressa em unidades internacionais. A 
Unidade Internacional corresponde à atividade de uma determinada quantidade de Padrão 
Internacional constituído por ativador da pré-calicreína liofilizada. A correspondência entre a 
Unidade Internacional e o Padrão Internacional é estabelecida pela Organização Mundial de Saúde.  
 
REAGENTES  
 
Tampão A  
Trometamina 6,055 g 
Cloreto de sódio 1,170 g 
Brometo de hexadimetrina 50 mg 
Azida sódica 0,100 g 
Solubilizar os reagentes em água, ajustar o pH para 8,0 com ácido clorídrico 2 M e completar a 1000 
mL com água.  
 
 
Tampão B  
Trometamina   6,055 g 
Cloreto de sódio 8,770 g 
Solubilizar os reagentes em água, ajustar o pH para 8,0 com ácido clorídrico 2 M e completar a 1000 
mL com água.  
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da curva de calibração e da absorvância da solução da amostra, determinar o teor em proteína da 
solução amostra.  
 
Substâncias interferentes. Nesse método adiciona-se desoxicolato de sódio e ácido tricloroacético à 
amostra para precipitar as proteínas e separá-las das substâncias interferentes, antes de dosar. Essa 
técnica pode igualmente ser utilizada para concentrar as proteínas contidas numa solução muito 
diluída. A 1 mL de uma solução da amostra adicione 0,1 mL de desoxicolato de sódio a 0,15% (p/v). 
Homogeneizar com um agitador tipo vortex e deixar em repouso à temperatura ambiente durante 10 
minutos. Adicionar 0,1 mL de ácido tricloroacético a 72% (p/v). Homogeneizar com um agitador tipo 
vortex e centrifugar a 3000 g durante 30 minutos. Rejeitar o sobrenadante líquido e eliminar o líquido 
residual com uma pipeta. Solubilizar o coágulo em 1 mL do Reagente alcalino de cobre.  
 
MÉTODO 3  
 
Esse método foi baseado na propriedade que as proteínas possuem de deslocar de 470 nm para 595 
nm o máximo de absorção do azul ácido 90 quando se ligam ao corante. O corante azul ácido 90 
apresenta uma afinidade marcada para os resíduos de arginina e de lisina na proteína o que pode 
provocar variações da resposta ao doseamento de diferentes proteínas. A proteína utilizada como 
substância de referência deve, portanto, ser a mesma que a proteína a ser dosada. Existem, 
relativamente, poucas substâncias interferentes, mas é preferível evitar os detergentes e os analitos na 
amostra a dosar. Amostras muito alcalinas podem provocar interferências com o reagente ácido.  
 
Utilizar a água destilada para a preparação de todos os tampões e reagentes a serem usados nesse 
método.  
 
Solução amostra.  Pesar uma quantidade apropriada da amostra e solubilizar no tampão indicado de 
modo a obter uma concentração compreendida no intervalo coberto pela curva de calibração.  
 
Soluções padrão. Pesar a substância de referência correspondente à proteína a dosar e solubilizar no 
tampão indicado. Tomar amostras dessa solução e completar o volume com o mesmo tampão de 
modo a obter pelo menos cinco soluções padrão de concentrações proteicas compreendidas entre 0,1 
mg/mL e 1 mg/mL e uniformemente repartidas no intervalo escolhido.  
 
Solução em branco. Utilizar o mesmo tampão que foi utilizado para preparar a solução da amostra e 
as soluções padrão. 
 
Reagente azul ácido 90. Pesar 0,10 g de azul ácido 90 e solubilizar em 50 mL de álcool etílico. 
Adicionar 100 mL de ácido fosfórico, completar 1000 mL com água destilada e homogeneizar. Filtrar 
a solução e conservá-la a temperatura ambiente em frasco de vidro âmbar. Produz-se uma lenta 
precipitação do corante durante a armazenagem. O precipitado é eliminado por filtração antes de se 
utilizar o reagente.  
 
Procedimento. A 0,100 mL de cada Solução padrão, da Solução amostra e da Solução em branco 
adicionar 5 mL do Reagente azul ácido 90. Homogeneizar a mistura por rotação, evitando a formação 
de espuma que pode criar problemas de reprodutibilidade. Determinar a absorvância (5.2.14) das 
Soluções padrão e da Solução amostra em 595 nm, utilizando a Solução em branco para ajuste do 
zero. Evita-se o uso de cubetas de quartzo (sílica) já que o corante se liga a esse material.  
 
Cálculos. A relação entre a absorvância e o teor em proteína não é linear. Entretanto, se o intervalo 
de concentração coberto pela curva de calibração for suficientemente estreito, a curva obtida será 
sensivelmente linear. Construir um gráfico da absorvância das Soluções padrão em função do teor 
em proteína dessas soluções e determinar a curva de calibração por análise de regressão linear. A 
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Esse método, também, conhecido como método do biureto, elaborado com base na propriedade que 
as proteínas possuem de interagir com o íon cúprico (Cu2+), em meio alcalino, dando um produto de 
reação que apresenta absorvância em 545 nm. A utilização desse método possibilita obter um desvio 
mínimo entre amostras equivalentes de lgG e de albumina. Pelo contrário, a adição simultânea de 
hidróxido de sódio e do reagente de biureto (na forma de mistura), uma homogeneização insuficiente 
após a adição do hidróxido de sódio ou um intervalo de tempo muito longo entre a adição do hidróxido 
de sódio e do reagente de biureto conduz à obtenção de uma resposta mais elevada com amostras de 
lgG do que com amostras de albumina. O tratamento com ácido tricloroacético utilizado para reduzir 
as interferências pode igualmente permitir quantificar a proteína quando a sua concentração na 
amostra for inferior a 0,5 mg/mL.  
 
Utilizar a água destilada para o preparo dos tampões e reagentes a serem usados nesse método. 
 
Solução amostra. Pesar uma quantidade apropriada da amostra e solubilizar em solução de cloreto de 
sódio a 0,9% (p/v) de modo a obter uma concentração compreendida no intervalo da concentração 
das soluções padrão.  
 
Soluções padrão.  Pesar a substância de referência correspondente à proteína a dosar e solubilizar em 
solução de cloreto de sódio a 0,9% (p/v). Tomar amostras dessa solução e completar com solução de 
cloreto de sódio a 0,9% (p/v) de modo a obter pelo menos três soluções padrão de concentrações 
compreendidas entre 0,5 mg/mL e 10 mg/mL e, uniformemente, repartidas no intervalo escolhido.  
 
Solução em branco. Utilizar solução de cloreto de sódio a 0,9% (p/v).  
 
Reagente de biureto.  Pesar 3,46 g de sulfato de cobre e solubilizar em 10 mL de água destilada 
quente. Deixe resfriar (solução A). Pesar 34,6 g de citrato de sódio e 20 g de carbonato de sódio 
anidro e solubilizar em 80 mL de água destilada quente e deixar resfriar (solução B). Homogeneizar 
as soluções A e B e completar 200 mL com água destilada. Esse reagente é utilizado dentro dos 6 
meses que se seguem à sua preparação; não é utilizado se desenvolver turvação ou precipitado.  
 
Procedimento. A um volume da Solução amostra adicionar um volume igual de solução de hidróxido 
de sódio a 6% (p/v) e homogeneizar. Adicionar, imediatamente, 0,4 volume (calculado em relação à 
solução da amostra) de Reagente de biureto e homogeneizar rapidamente. Manter as amostras 
durante, pelo menos, 15 minutos a uma temperatura compreendida entre 15 °C e 25 °C. Nos 90 
minutos que se seguem à adição do reagente, determinar a absorvância (5.2.14), no máximo em 545 
nm, das Soluções padrão e da Solução da amostra, usando a Solução em branco como líquido de 
compensação. Se nas soluções surgirem turvação ou precipitado, não são usadas para o cálculo do 
teor em proteína.  
 
Cálculos. A relação entre a absorvância e o teor em proteína é, sensivelmente, linear no intervalo de 
concentrações indicado para as Soluções padrão. Construir um gráfico da absorvância das Soluções 
padrão em função do teor em proteína dessas soluções e determinar a curva de calibração por análise 
de regressão linear. Calcular o coeficiente de correlação para a curva de calibração. O sistema satisfaz 
se obtiver uma reta cujo coeficiente de correlação for, pelo menos, de 0,99. A partir da curva de 
calibração e da absorvância da Solução amostra determinar o teor em proteína da Solução amostra.  
 
Substâncias interferentes. É possível limitar o efeito das substâncias interferentes precipitando, como 
se indica a seguir, a proteína da amostra: junte 0,1 volume de solução de ácido tricloroacético a 50% 
(p/v) a um volume de Solução da amostra, eliminar o sobrenadante e solubilizar o precipitado num 
pequeno volume de hidróxido de sódio 0,5 M. Utilizar a solução assim obtida para preparar a solução 
da amostra. 
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Cálculos. A relação entre a intensidade de fluorescência e o teor em proteína é linear. Registrar num 
gráfico as intensidades de fluorescência obtidas com as Soluções padrão em função do teor em 
proteína dessas soluções e determine a curva de calibração por análise de regressão linear. A partir 
da curva de calibração e da intensidade de fluorescência da Solução amostra, determine o teor em 
proteína da Solução amostra.  
 
MÉTODO 7  
 
Esse método foi elaborado com base na quantificação das proteínas por doseamento do nitrogênio. A 
presença na amostra de outras substâncias nitrogenadas pode afetar o resultado do doseamento das 
proteínas. As técnicas utilizadas para dosar o nitrogênio conduzem à destruição da amostra durante a 
análise, mas não se limitam à determinação das proteínas em meio aquoso.  
 
Técnica A. Proceder como indicado para o doseamento do nitrogênio após mineralização pelo ácido 
sulfúrico (5.3.3.2) ou utilizar instrumentos disponíveis no mercado adaptados ao doseamento do 
nitrogênio pelo método de Kjeldahl.  
 
Técnica B. Existem no mercado instrumentos adaptados para o doseamento do nitrogênio. A maior 
parte deles utiliza a pirólise (combustão da amostra em presença do oxigênio a temperaturas próximas 
de 1000 °C), que provoca a formação de monóxido de nitrogênio (NO) e outros óxidos de forma NOx 
a partir do nitrogênio existente na amostra. Certos instrumentos convertem esses óxidos de nitrogênio 
em nitrogênio gasoso que é quantificado por condutimetria térmica. Outros misturam o monóxido de 
nitrogênio (NO) com ozônio (O3) para produzir dióxido de nitrogênio no estado excitado (NO2) que 
emite uma radiação luminosa quando do seu decréscimo e é quantificado por quimiluminescência. 
Um produto de referência, relativamente puro, e semelhante, quanto à sua composição, à proteína a 
dosar é utilizado para otimizar os parâmetros de injeção e de pirólise e para avaliar a reprodutibilidade 
da análise.  
 
Cálculos. O teor em proteína calcula-se dividindo o teor em nitrogênio da amostra pelo teor em 
nitrogênio (conhecido) da proteína que pode ser determinado quer a partir da estrutura química da 
proteína, quer por comparação com uma substância de referência apropriada. 
 
5.5.1.15 DETERMINAÇÃO DA IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTI -D  
 
A atividade da imunoglobulina humana anti-D é avaliada por comparação da quantidade necessária 
para produzir a aglutinação de eritrócitos D-positivos e a de uma solução padrão, aferida em unidades 
internacionais, necessárias para produzir o mesmo efeito. A Unidade Internacional corresponde à 
atividade de uma determinada quantidade da preparação internacional de referência. A 
correspondência entre unidades internacionais e a solução padrão internacional é indicada pela 
Organização Mundial de Saúde.  
 
Utilizar uma mistura de eritrócitos D-positivos, com menos de sete dias e conservados nas condições 
adequadas, obtida a partir de, pelo menos, quatro doadores do grupo OR1R1. A um volume apropriado 
de eritrócitos, lavados, previamente, três vezes com solução de cloreto de sódio a 0,9% (p/v), juntar 
um volume igual de bromelína SR, deixar em repouso a 37 °C durante 10 minutos. Centrifugar, 
eliminar o líquido sobrenadante e lavar três vezes os eritrócitos com solução de cloreto de sódio a 
0,9% (p/v). Suspender 20 volumes dos eritrócitos em uma mistura de 15 volumes de soro inerte, 20 
volumes de solução de albumina bovina a 30% (p/v) e 45 volumes de solução de cloreto de sódio a 
0,9% (p/v). Colocar a suspensão em água com gelo sob agitação contínua.  
 
Com um aparelho automático de diluição calibrado preparar diluições da amostra e da solução padrão 
numa solução de albumina bovina a 0,5% (p/v) e solução de cloreto de sódio a 0,9% (p/v).  













Farmacopeia Brasileira, 6ª edição  MG5.5.1-00  
 

Nota: a centrifugação pode ser substituída pela utilização de 2 mL de uma solução de dextrana a 
5%, a qual deve ser adicionada à amostra de sangue total, com uso de anticoagulante. Deixar a 
mistura em repouso por 15 minutos a uma temperatura de 37 ºC. O uso desta solução permite a 
sedimentação das hemácias. 
 
Retirar cuidadosamente a camada leucocitária, utilizando uma pipeta de Pasteur, cujo volume deve 
ser de 2 mL, transferir para um tubo de ensaio limpo de 17 x 100 mm contendo 5 mL de solução 
tampão fosfato-salina (PBS) e homogeneizar. Distribuir 4 mL de solução gradiente de polisacarose e 
diatrizoato sódico de meglumina, que deve estar à temperatura entre 20 °C a 22 °C, em um tubo de 
ensaio limpo de 17 x 100 mm. Adicionar cuidadosamente a suspensão da camada leucocitária sobre 
a solução gradiente de polisacarose e diatrizoato sódico de meglumina, por meio do escoamento pelas 
paredes do tubo que deve estar em posição inclinada, sem misturar as camadas. Centrifugar durante 
20 minutos a 700 g. Após a centrifugação, as células mononucleares podem ser observadas como 
uma faixa estreita na interface entre o plasma/diluente e a solução gradiente. Aspirar toda a camada 
de células mononucleares e transferir para um tubo de ensaio de 17 x 100 mm. Diluir com 4 mL de 
PBS. Centrifugar durante 10 minutos a 600 g. Remover o sobrenadante, ressuspender cuidadosamente 
o agregado celular, adicionar 4 mL de PBS e centrifugar durante 10 minutos a 600 g. Retirar o 
sobrenadante e ressuspender o agregado celular em 1 mL de meio para cultura de células 
desenvolvido por Moore et al (RPMI-1640 meio com tampão para HEPES) com 20% de PBS. 
Examinar a suspensão celular em um contador de células. Avaliar a pureza e efetuar uma contagem 
de células. Ajustar a concentração celular para 2 a 3 x 106 células/mL. 
 
Teste de viabilidade: adicionar uma gota de corante azul de tripano 0,4% em solução aquosa e uma 
gota de suspensão celular ou 19 gotas de corante azul de tripano 0,4% em PBS e uma gota de 
suspensão celular num tubo de ensaio limpo e, em seguida, misturar bem. Incubar a mistura à 
temperatura ambiente durante 15 minutos. Examinar a viabilidade das células em um contador de 
células. As células viáveis possuem membranas celulares intactas e aparecem lisas; são capazes de 
excluir o azul de tripano e consequentemente não serão coradas. As células não viáveis não possuem 
membranas celulares intactas e, portanto, não aparecem lisas; são incapazes de excluir o azul de 
tripano e consequentemente serão coradas. Caso haja células não viáveis, a amostra não deve ser 
utilizada.  
 
 
Separação de células B e T 
 
Empregar um dos métodos descritos a seguir. 
 
Método I. Separação através de lã de nylon  
 
Os linfócitos B e T são facilmente separados por meio da técnica de lã de nylon. As células B e os 
macrófagos apresentam o atributo de aderirem à lã de nylon, enquanto que as células T não.  
 
Método II. Separação através de partículas magnéticas 
 
Utilizando-se partículas magnéticas é possível separar os linfócitos T dos linfócitos B. As esferas 
imunomagnéticas são constituídas por partículas superparamagnéticas com anticorpos monoclonais anti-CD2 
para linfócitos T e anti-CD19 para linfócitos B, acoplados nas respectivas superfícies. As esferas podem ser 
recolhidas utilizando-se um campo magnético, que após a retirada não deixa nenhum magnetismo residual nas 
esferas. 
 
PROCEDIMENTO 
 
Empregar um dos métodos descritos a seguir. 
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5.5.2 ENSAIOS BIOLÓGICOS  
 
5.5.2.1 PIROGÊNIOS  
 
O teste de pirogênios fundamenta-se na medida do aumento da temperatura corporal de coelhos, após 
injeção intravenosa da solução estéril em análise. Para produtos bem tolerados pelos animais, utilizar 
uma dose que não exceda 10 mL/kg, injetada em tempo não superior a 10 minutos. Para os produtos 
que necessitem preparação preliminar ou condições especiais de administração, seguir as 
recomendações estabelecidas na monografia.  
 
Condições gerais  
 
Usar coelhos do mesmo sexo, adultos, sadios, preferencialmente da mesma raça, pesando, no mínimo, 
1,5 kg. Após a seleção, manter os animais em gaiolas individuais em sala com temperatura uniforme 
entre 20 e 23 ºC livre de perturbações que possam estressá-los. A temperatura selecionada pode variar 
até ± 3 ºC.  
 
Realizar condicionamento para determinação da temperatura dos animais, pelo menos uma vez, até 
sete dias antes de iniciar o teste. Os animais deverão ser condicionados segundo o mesmo 
procedimento do teste apenas sem inoculação do produto. Animais que apresentarem elevação de 
temperatura igual ou superior a 0,5 ºC, em relação à temperatura inicial, não deverão ser utilizados 
no teste.  
 
Quando da realização do teste, usar apenas animais com temperatura igual ou inferior a 39,8 ºC e que 
não apresentem, de um para o outro, variação superior a 1,0 ºC.  
 
 
Registro da temperatura  
 
Usar termômetro clínico calibrado com precisão de ± 0,1 ºC ou qualquer outro dispositivo de registro 
de temperatura calibrado de igual sensibilidade. Introduzir o termômetro no reto do animal em 
profundidade aproximada de 6 centímetros. Se for utilizado dispositivo registrador, que deva 
permanecer no reto durante o período do teste, conter os coelhos de maneira que fiquem em postura 
natural de repouso. Quando se empregar termômetro clínico, deixar transcorrer o tempo necessário 
(previamente determinado) para que alcance a temperatura máxima, antes de proceder à leitura.  
 
Material  
 
As seringas, agulhas e vidrarias estéreis e apirogênicas. Os diluentes e soluções extratoras ou de 
lavagem devem, também, ser estéreis e apirogênicos.  
 
Procedimento  
 
Executar o teste em área especialmente destinada para o teste, sob condições ambientais controladas, 
livre de perturbações que possam estressar os coelhos. Nas duas horas precedentes e durante o teste, 
suprimir a alimentação. O acesso à água é permitido, mas pode ser restringido durante o teste.  
 
No máximo 40 minutos antes da injeção da dose do produto a ser testado, registrar a temperatura de 
cada animal mediante duas leituras efetuadas com intervalo de 30 minutos. A média das duas leituras 
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será adotada como temperatura de controle necessária para avaliar qualquer aumento individual de 
temperatura subsequente à injeção da amostra.  
 
Preparar o produto a ser testado conforme especificado na monografia e aquecer a (37 ± 2) ºC. Para 
o teste de pirogênios de materiais de uso hospitalar lavar, com solução fisiológica estéril, as 
superfícies do material que entram em contato com o produto, local de injeção ou tecido interno do 
paciente. Efetuar os procedimentos assegurando que a solução não seja contaminada.  
 
Injetar pela veia marginal da orelha de três coelhos não menos do que 0,5 mL nem mais que 10 mL 
da solução por kg de peso corporal ou a quantidade indicada na monografia. A injeção não deve durar 
mais que 10 minutos, a menos que na monografia se especifique tempo diferente. Registrar a 
temperatura de cada animal em intervalos de 30 minutos durante três horas após a injeção.  
 
Interpretação  
 
Não considerar os decréscimos de temperatura apresentados pelos animais durante o teste. O aumento 
de temperatura é verificado pela diferença entre a maior temperatura apresentada pelo coelho durante 
o teste e a sua temperatura de controle.  
 
Se nenhum dos três coelhos apresentar aumento individual da temperatura igual ou superior a 0,5 ºC, 
em relação às suas respectivas temperaturas controle, o produto cumpre com os requisitos do teste de 
pirogênios.  
 
Se algum coelho apresentar aumento da temperatura igual ou superior a 0,5 ºC, repetir o teste 
utilizando outros cinco animais. 
 
O produto em exame cumpre os requisitos para ausência de pirogênios se no máximo três dos oito 
coelhos apresentarem aumentos individuais de temperatura iguais ou superiores a 0,5 ºC, e se a soma 
dos aumentos individuais de todos os coelhos não exceder a 3,3 ºC.  
 
5.5.2.2 ENDOTOXINAS BACTERIANAS  
 
O teste de endotoxina bacteriana é usado para detectar ou quantificar endotoxinas de bactérias gram 
negativas presentes em amostras para qual o teste é preconizado. Utiliza-se o extrato aquoso dos 
amebócitos circulantes do Limulus polyphemus ou do Tachypleus tridentatus preparado e 
caracterizado como reagente LAL.  
 
Há duas técnicas com sensibilidade diferente para este teste:  
 
1. MÉTODO DE COAGULAÇÃO EM GEL: baseado na formação de coágulo ou gel (método semi-
quantitativo)  
 
2. MÉTODOS FOTOMÉTRICOS quantitativos que incluem:  
- Método turbidimétrico (baseado no desenvolvimento de turbidez após quebra de um substrato 
endógeno); e 
 
- Método cromogênico (baseado no desenvolvimento de cor após quebra de um complexo peptídeo 
sintético cromógeno).  
 
Qualquer um destes procedimentos pode ser realizado, a menos que indicado contrário na monografia.  
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No método de coagulação em gel, a determinação do ponto final da reação é feita a partir de diluições 
da substância sob teste em comparação direta com diluições paralelas da endotoxina padrão. As 
quantidades de endotoxinas são expressas em unidades de endotoxina (UE) definidas. Nota: 1 UE é 
igual a 1 UI (unidade internacional).  
 
O reagente LAL (lisado de amemócito de Limulus sp.) é preparado para as leituras turbidimétricas ou 
colorimétricas e estes procedimentos podem ser utilizados se cumprirem os requisitos dos métodos. 
Para sua calibração é necessária a elaboração de uma curva padrão obtendo-se a sua regressão linear, 
na qual se determina, por interpolação, a concentração de endotoxina da substância sob teste.  
 
O procedimento inclui incubação da endotoxina padrão para obtenção de uma curva de calibração e 
das soluções controle com reagente LAL, por tempo pré-determinado e leitura espectrofotométrica 
no comprimento de onda adequado.  
 
No caso do procedimento do método turbidimétrico, a leitura é feita imediatamente após período final 
de incubação, e para o procedimento colorimétrico a reação enzimática é interrompida no final do 
tempo pré-determinado pela adição do reagente, antes das leituras. Para os procedimentos cinéticos 
turbidimétricos e colorimétricos os valores de absorvância medida durante o período da reação e 
valores de velocidades são determinados para aquelas leituras.  
 
VIDRARIAS E MATERIAIS DESCARTÁVEIS 
 
Todas as vidrarias devem ser despirogenisadas em estufa usando um processo validado. Utilizar um 
tempo e temperatura mínimos de 250 ºC por 30 minutos. Se utilizar descartáveis plásticos, como 
ponteiras e pipetas, usar somente os certificados que indicam ser livres de endotoxinas para não haver 
interferência no teste.  
 
PREPARAÇÃO DA ENDOTOXINA PADRÃO DE REFERÊNCIA E DO PADRÃO DE 
ENDOTOXINA  
 
O padrão de endotoxina de referência tem uma potência definida de 10 000 UE (unidades de 
endotoxina) por frasco. Reconstituir o frasco com 5 mL de água grau reagente LAL (livre de 
pirogênio) e agitar em vórtex intermitentemente por 30 minutos. Usar essa solução concentrada 
(conservada em refrigerador por não mais que 14 dias) para fazer diluições seriadas. Agitar 
vigorosamente antes do uso por pelo menos três minutos e proceder às diluições seriadas, agitando 
no mínimo 30 segundos antes das próximas diluições. Após o uso, desprezar as diluições devido à 
perda de atividade por adsorção. Para a preparação do padrão de endotoxina, seguir as orientações do 
fornecedor, certificados no laudo de endotoxina.  
 
Preparo para o teste  
 
Usar reagente LAL com sensibilidade declarada confirmada. A validade dos resultados do teste para 
endotoxinas bacterianas requer a demonstração de que as amostras, soluções de lavagens ou extratos 
sob teste não inibem ou potencializam a reação e tampouco interferem com o teste. A validação é 
realizada por meio de teste de inibição ou potencialização descrito para cada uma das técnicas 
indicadas. São incluídos controles negativos apropriados. A validação deve ser repetida se houver 
mudança na origem do reagente LAL, no método de produção ou na formulação da substância sob 
teste.  
 
Solução amostra: preparar a solução de amostra, solubilizando em água grau reagente LAL. Se 
necessário, ajustar o pH da solução da amostra para que a mistura do reagente LAL com amostra 
apresente pH entre 6 e 8. O pH pode ser ajustado usando um tampão adequado recomendado pelo 
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B. Método cinético cromogênico: baseado no desenvolvimento de cor após quebra de um complexo 
peptídeo sintético cromógeno.  
C. Método cromogênico limite (endpoint).  
D. Método turbidimétrico limite (endpoint).  
 
TÉCNICA TURBIDIMÉTRICA  
 
Esta técnica baseia-se na medida de aumento de turbidez e, dependendo do princípio empregado, 
pode ser classificado em dois tipos:  
A. Limite turbidimétrico: baseado na relação entre a concentração de endotoxina e a turbidez 
(absorvância ou transmissão) da reação.  
B. Cinético turbidimétrico: método baseado no tempo de reação (onset time) necessário para a mistura 
de a reação atingir uma absorvância pré-determinada ou na relação de desenvolvimento de turbidez.  
 
O teste é realizado numa temperatura de incubação recomendada de (37 ± 1) ºC.  
 
TÉCNICA CROMOGÊNICA  
 
Esta técnica é baseada na medida de um cromóforo liberado por um peptídeo cromogênico pela reação 
da endotoxina com o lisado e dependendo do princípio empregado pode ser classificado em dois tipos:  
A. Teste cromogênico limite: baseado na relação entre a concentração de endotoxina e a quantidade 
do cromóforo liberado no final de um período de incubação.  
B. Teste cinético cromogênico: baseado na medida do tempo de reação (onset time) necessário para 
a mistura de a reação atingir uma pré-determinada absorvância ou na velocidade de desenvolvimento 
de cor.  
 
O teste é realizado numa temperatura de incubação recomendada de (37 ± 1) ºC. 
 
Preparo do teste  
 
Para assegurar a precisão e validade dos testes turbidimétricos e cromogênicos, testes preparatórios 
são realizados para assegurar que os critérios para a curva padrão são satisfatórios e que a amostra 
em teste não interfere com o teste. A validação do método é requerida quando qualquer mudança nas 
condições experimentais é realizada e pode interferir no teste.  
 
Critérios para a curva padrão  
 
Preparar uma curva padrão utilizando três concentrações de endotoxina, usando uma solução 
preparada de padrão de endotoxina, e realizar o teste no mínimo em triplicata de cada concentração, 
como recomendado pelo fornecedor do LAL (relação de volume, tempo de incubação, temperatura e 
pH, etc.)  
 
Se for desejado uma faixa maior que 2 logs, uma concentração padrão deverá ser adicionada para 
aumentar a faixa da curva padrão. O valor absoluto de correlação linear R deverá ser maior ou igual 
a 0,980 para a faixa de concentração de endotoxina indicada pelo fornecedor de LAL.  
 
TESTE PARA FATORES DE INTERFERÊNCIA PARA AS TÉCNICAS FOTOMÉTRICAS  
 
Preparar soluções de amostra diluída sem exceder a MDV (máxima diluição válida) sem endotoxina 
(solução A) e com endotoxina adicionada (solução B) na concentração igual ou próxima do ponto 
médio da curva padrão. Preparar uma série de controle positivo com soluções de endotoxina (solução 
C) com três concentrações diferentes e também o controle negativo com água apirogênica (solução 
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Reconstituição do reagente  
 
Solubilizar o lisado de amebócito (LAL) em água grau reagente para BET (teste de endotoxina 
bacteriana) ou tampão, sem agitação, e armazenar o mesmo em refrigerador ou freezer de acordo com 
a recomendação do fornecedor.  
 
Água para teste de endotoxina bacteriana  
 
A água para o teste é a água para injetáveis ou água produzida por outros procedimentos que 
demonstre não haver nenhuma reação com o lisado empregado no limite de detecção do reagente. 
 
5.5.2.3 TOXICIDADE 
 
O teste de toxicidade possibilita detectar reatividade biológica inesperada e não aceitável de fármacos 
e medicamentos. Esse teste in vivo é sugerido para a avaliação da segurança de produtos biológicos 
e derivados de biotecnologia.  
 
TESTE GERAL  
 
Seleção dos animais  
 
Usar camundongos sadios, de ambos os sexos, de linhagem conhecidos, não utilizados previamente 
em testes biológicos. Mantê-los sob dieta uniforme, água à vontade e em temperatura ambiente 
constante de (21 ± 3) ºC. No dia do teste, selecionar camundongos com peso entre 17 g e 22 g.  
 
Preparo da amostra  
 
A amostra deve ser preparada conforme especificado na respectiva monografia e administrada 
imediatamente.  
 
Procedimento  
 
Usar seringas, agulhas e vidraria estéreis. Administrar, em cinco camundongos, volume da preparação 
amostra indicada na monografia, por uma das vias descritas a seguir.  
 
Intravenosa - Injetar a dose na veia caudal, mantendo-se a velocidade constante de 0,1 mL por 
segundo ou a indicada na monografia.  
 
Intraperitoneal - Injetar a dose na cavidade peritoneal.  
 
Subcutânea - Injetar a dose na região cervical ou abdominal.  
 
Oral - Administrar a dose por meio de sonda ou outro dispositivo adequado.  
 
Interpretação  
 
Manter os animais em observação durante 48 horas após a administração ou pelo tempo indicado na 
monografia. A amostra cumpre o teste se todos os animais sobrevivem e não mais que um apresenta 
sintomas anormais no intervalo de tempo estabelecido. Se um ou dois animais morrerem, ou mais de 
um apresentar sintomas anormais ou de toxicidade inesperada, repetir o teste utilizando outros cinco 
ou quinze amundongos, com peso entre 19 g e 21 g. A amostra cumpre os requisitos do teste se o 
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número de camundongos mortos não excede 10% do total de animais testados, incluindo o teste 
original, e nenhum animal do segundo grupo apresenta sintomas indicativos de toxicidade anormal. 
 
TESTE PARA PRODUTOS BIOLÓGICOS, SOROS E VACINAS  
 
Seleção dos animais  
 
Usar, pelo menos, cinco camundongos com peso entre 17 g e 22 g e, pelo menos, dois cobaios sadios 
com peso entre 250 g e 350 g.  
 
Procedimento  
 
Pesar os animais e registrar em formulário próprio antes de injetar a amostra. A menos que 
especificado de outra forma na monografia, injetar intraperitonealmente em cada animal o equivalente 
a uma dose humana da preparação, sem ultrapassar 1,0 mL para camundongos e 5,0 mL para cobaios. 
A dose humana é definida no rótulo da preparação sob teste ou na bula que a acompanha.  
 
Interpretação  
 
Por um período de, no mínimo, sete dias, observar os animais quanto a sinais de enfermidade, perda 
de peso, anormalidades ou morte. Se, durante o período de observação, todos os animais sobrevivem, 
não manifestam respostas que não são específicas ou esperadas para o produto e não sofrem redução 
de peso, a preparação cumpre o teste. Do contrário, o teste deve ser repetido para as espécies nas 
quais os requisitos não foram cumpridos. A preparação cumpre o teste se todos os animais do segundo 
grupo preenchem os critérios especificados para o teste inicial.  
 
Se, após o segundo teste, a preparação não cumprir os requisitos, mas não forem observadas mortes 
em porcentagem igual ou superior a 50% do número total de animais testados, um segundo reteste 
pode ser realizado, nas espécies nas quais se observou o não cumprimento dos requisitos. Utilizar o 
dobro de animais do teste inicial. Se os animais preenchem os critérios especificados para o teste 
inicial, a preparação cumpre o teste.  
 
5.5.2.4 SUBSTÂNCIAS VASOPRESSORAS  
 
Preparação padrão de referência  
 
Como preparação padrão, empregar bitartarato de epinefrina. Essa preparação deve ser conservada 
em frascos herméticos e opacos e dessecada sobre sílica-gel durante 18 horas antes do uso.  
 
Solução padrão de referência  
 
Solubilizar 91 mg de bitartarato de epinefrina (equivalente a 50 mg de epinefrina base C9H13NO3) em 
solução recente de bissulfito de sódio 0,4% (p/v). Completar 50 mL com água e homogeneizar. A 
solução final terá 1,0 mg de epinefrina (base livre) por mililitro. Conservar, sob refrigeração, em 
frasco hermético âmbar. Usa, no máximo, durante seis meses. Desprezar a solução quando essa 
apresentar algum sinal de deterioração, tal como mudança de cor.  
 
Diluição do padrão  
 
Diluir a solução padrão de referência de epinefrina, em solução fisiológica, de modo que a 
administração de dose entre 0,1 mL e 0,5 mL produza aumento de 20 mm a 70 mm de mercúrio na 
pressão arterial.  
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Método 
 
Selecionar ratos, com peso entre 275 g e 325 g, e anestesiar com anestésico que possibilita a 
manutenção da pressão arterial constante (isento de efeito sobre pressão arterial). Imobilizar o animal 
e mantê-lo aquecido para prevenir a perda de calor corporal. Cirurgicamente proceder à intubação 
traqueal, se necessário, e expor a veia femoral ou jugular, preparando-a, para injeções intravenosas. 
Administrar 200 unidades de heparina por 100 g de peso corporal. Cirurgicamente expor a artéria 
carótida e canular, conectando-a ao manômetro ajustado para o registro contínuo da pressão arterial.  
 
Injetar, por via intravenosa, solução de sulfato de atropina 0,1% (p/v) na proporção de 1 mL por 
quilograma de peso corporal. Considerar o receptor muscarínico suficientemente bloqueado somente 
se injeções subsequentes da solução recente de cloreto de acetilcolina 0,001% (p/v) na dose de 1 mL 
por quilograma de peso não produzir queda transitória na pressão arterial. Se esse mecanismo não 
estiver suficientemente paralisado, injetar dose de 0,5 mL da solução de sulfato de atropina até 
paralisia completa.  
 
Procedimento  
 
Selecionar dose da diluição padrão que produza aumento entre 2,7 kPa e 9,3 kPa (20 mm a 70 mm de 
mercúrio) na pressão arterial. Injetar a dose a intervalos constantes de, no mínimo, cinco minutos para 
possibilitar o retorno da pressão arterial ao nível basal. Após cada injeção administrar, imediatamente, 
0,2 mL de solução fisiológica para lavar a cânula. Assegurar-se da reprodutibilidade da resposta, 
repetindo a dose duas ou mais vezes. Administrar nova dose da diluição do padrão de modo a obter 
respostas hipertensora aproximadamente 20% maior do que a média das respostas da dose menor. 
Considerar o animal apto para o teste se (1) as respostas para a primeira dose selecionada forem 
reprodutíveis entre 2,7 kPa e 9,3 kPa (20 mm a 70 mm de mercúrio) e (2) significativamente menores 
em relação à resposta da dose maior.  
 
Mantendo constante o intervalo de tempo estabelecido, injetar série de cinco doses na qual se alternem 
a dose selecionada da diluição padrão e dose de igual volume da substância sob teste, diluída 
convenientemente. Após cada uma das cinco injeções, medir a variação na pressão arterial.  
 
Calcular a diferença entre cada resposta da amostra e a média das respostas das doses da diluição 
padrão, imediatamente anterior e posterior. A amostra cumpre os requisitos do teste se a média dessas 
diferenças significar que as respostas obtidas com solução da amostra não são maiores do que aquelas 
da diluição padrão. Os resultados devem corresponder ao limite de atividade pressora especificado 
para esse teste na monografia correspondente.  
 
5.5.2.5 HISTAMINA   
 
Submeter a eutanásia uma cobaia com peso entre 250 g e 350 g, em jejum de aproximadamente 24 
horas. Retirar aproximadamente 10 cm da porção distal do íleo. Lavar internamente com solução 
nutritiva. Selecionar porção com cerca de dois ou três centímetros de comprimento e amarrar duas 
linhas finas nas extremidades. Efetuar pequena incisão na porção central do tecido. Transferi-lo para 
cuba-de-órgão-isolado, de 10 mL a 20 mL de capacidade, em temperatura controlada entre 34 ºC a 
36 ºC sob corrente de ar ou mistura de 95% de oxigênio e 5,0% de CO2. Fixar uma das linhas no 
fundo da cuba e amarrar a outra na alavanca destinada a registrar as contrações musculares no 
quimógrafo ou outro sistema de registro adequado. Ajustar a alavanca para o registro das contrações 
do íleo com grau de amplificação da ordem de 20 vezes. Lavar a preparação com solução e deixá-la 
em repouso por 10 minutos.  
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5.5.3 ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS  
 
5.5.3.1 ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS PARA PRODUTOS NÃO ESTÉREIS 
 
A contaminação microbiana de um produto pode acarretar alterações em suas propriedades físicas e 
químicas e ainda caracteriza risco de infecção e toxi-infecção para o usuário. Assim, produtos 
farmacêuticos de uso oral e tópico (cápsulas, comprimidos, suspensões, cremes, adesivos, etc.) que 
não têm como requerimento serem estéreis devem estar sujeitos ao controle de contaminação 
microbiana.  
 
A garantia da qualidade e o controle de fabricação previstos nas boas práticas devem garantir que o 
produto cumpra as especificações determinadas, isto é, que atendam além de outros parâmetros, aos 
limites aceitáveis para micro-organismos.  
 
Para a realização do teste devem ser considerados os limites microbianos, o tipo de contaminação 
mais provável nas diferentes categorias de produtos e a via de administração.  
 
A natureza e a frequência do teste variam de acordo com a matéria-prima e o produto acabado. Certas 
categorias devem ser testadas rotineiramente quanto à contaminação total microbiana, tais como: 
aquelas de origem vegetal, mineral e/ou animal, assim como aquelas com elevado teor de água 
(soluções orais aquosas, cremes, etc). Para as demais categorias como matérias-primas sintéticas, 
comprimidos, pós, cápsulas, produtos líquidos não aquosos, pomadas e supositórios, a frequência do 
teste pode ser estabelecida com base em dados históricos dos testes de monitoramento microbiológico 
tanto o ambiental quanto o de equipamentos. Outros critérios a serem considerados seriam a carga 
microbiana da matéria-prima, o processo de fabricação, a formulação do produto e os resultados de 
determinação da atividade de água, quando aplicável. Resultados de baixa atividade de água (igual 
ou inferior a 0,75 medidos a 25 ºC), assim como baixo ou alto pH, ausência de nutrientes e adição de 
conservantes ajudam a prevenir a contaminação microbiana. Estes parâmetros devem ser 
considerados no estabelecimento de uma frequência mínima para realização dos ensaios 
microbiológicos. 
 
5.5.3.1.1 CONDIÇÕES GERAIS  
 
Para os ensaios microbiológicos em produtos não estéreis, deve-se utilizar técnicas assépticas na 
amostragem e na execução do teste. O teste deve ser realizado, preferencialmente, em capela de fluxo 
laminar e empregar, quando possível, a técnica de filtração em membrana.  
 
Se a amostra possuir atividade antimicrobiana, essa deve ser convenientemente removida ou 
neutralizada.  
 
A eficácia e a ausência de toxicidade do agente inativante para os micro-organismos considerados 
deve ser demonstrada. Se usar substâncias tensoativas na preparação da amostra, também, deve ser 
demonstrada a ausência de toxicidade para os micro-organismos e compatibilidade com o agente 
inativante, conforme descrito em Contagem do número total de micro-organismos mesofílicos 
(5.5.3.1.2).  
 
SOLUÇÕES E MEIOS DE CULTURA  
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Água 1000 mL 

Pesar os reagentes e solubilizar em água destilada sob agitação constante. Aquecer se necessário. 
Ajustar o pH de forma que seja 7,6 ± 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.  
 
Caldo caseína-soja  
Peptona de caseína pancreática 17,0 g 
Farinha de soja obtida por digestão papaínica 3,0 g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Fosfato de potássio dibásico 2,5 g 
Glicose monoidratada 2,5 g 
Água purificada 1000 mL 

pH 7,3 ± 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.  
 
Ágar caseína-soja  
Peptona de caseína pancreática 15,0 g 
Farinha de soja obtida por digestão papaínica 5,0 g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Ágar 15,0 g 
Água purificada 1000 mL 

pH 7,3 ± 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.  
 
 
Ágar violeta vermelho neutro glicose  
Extrato de levedura 3,0 g 
Peptona de gelatina pancreática 7,0 g 
Sais biliares 1,5 g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Glicose monoidratada 10,0 g 
Ágar 15,0 g 
Vermelho neutro 30,0 mg 
Cristal violeta 2,0 mg 
Água purificada 1000 mL 

pH 7,4 ± 0,2. Aquecer até ebulição e não esterilizar em autoclave. 
 
 
Caldo de enriquecimento para enterobactérias Mossel  
Hidrolisado de pancreático de gelatina 10,0 g 
Glicose monoidratada 5,0 g 
Bile de boi desidratada 20,0 g 
Fosfato de potássico monobásico 2,0 g 
Fosfato dissódico di-hidratado 8,0 g 
Verde brilhante 15,0 mg 
Água purificada  1000 mL 

pH 7,2 ± 0,2. Aquecer a 100 °C durante 30 minutos. Esfriar imediatamente.  
 
 
Caldo MacConkey  
Hidrolisado de pancreático de gelatina 20,0 g 
Lactose monoidratada 10,0 g 
Bile de boi desidratada 5,0 g 
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Púrpura de bromocresol 10,0 mg 
Água purificada 1000 mL 

pH 7,3 ± 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.  
 
 
Ágar MacConkey  
Hidrolisado de pancreático de gelatina 17,0 g 
Peptona (carne ou caseína) 3,0 g 
Lactose monoidratada 10,0 g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Bile de boi desidratada 1,5 g 
Vermelho neutro 30,0 mg 
Cristal violeta 1,0 mg 
Ágar 13,5 g 
Água purificada 1000 mL 

pH 7,1 ± 0,2. Ferver um minuto sob agitação constante. Esterilizar em autoclave usando ciclo 
validado.  
 
 
Ágar xilose lisina desoxicolato 
Xilose 3,5 g 
L-Lisina 5,0 g 
Lactose monoidratada 7,5 g 
Sacarose 7,5 g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Extrato de levedura 3,0 g 
Vermelho fenol 80,0 mg 
Ágar 13,5 g 
Desoxicolato de sódio 2,5 g 
Citrato de amônio férrico 0,8 g 
Tiossulfato de sódio 6,8 g 
Água purificada 1000 mL 

Ajustar de forma que após aquecimento seja pH 7,4 ± 0,2. Aquecer até a ebulição e não esterilizar 
em autoclave.  
 
Caldo enriquecimento Salmonella Rappaport Vassiliadis  
Peptona de soja 4,5 g 
Cloreto de magnésio hexaidratado 29,0 g 
Cloreto de sódio 8,0 g 
Fosfato de potássio dibásico 0,4 g 
Fosfato de potássio monobásico 0,6 g 
Verde malaquita 36,0 mg 
Água purificada 1000 mL 

pH 5,2 ± 0,2. Esterilizar em autoclave em temperatura que não exceda a 115 °C.  
 
Ágar cetrimida  
Hidrolisado de pancreático de gelatina 20,0 g 
Cloreto de magnésio 1,4 g 
Sulfato dipotássico 10,0 g 
Cetrimida 0,3 g 
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Ágar 13,6 g 
Água purificada 1000 mL 
Glicerol 10,0 mL 

Ferver um minuto sob agitação constante. Ajustar o pH de forma que seja 7,2 ± 0,2. Esterilização em 
autoclave usando ciclo validado.  
 
Ágar sal manitol  
Hidrolisado de pancreático de caseína 5,0 g 
Peptona péptica de tecido animal 5,0 g 
Extrato de carne 1,0 g 
D-manitol 10,0 g 
Cloreto de sódio 75,0 g 
Ágar 15,0 g 
Vermelho fenol 25,0 mg 
Água purificada 1000 mL 

Ferver um minuto sob agitação constante. Ajustar o pH de forma que seja 7,4 ± 0,2. Esterilizar em 
autoclave usando ciclo validado.  
 
Ágar batata-dextrose  
Infusão de batata 200,0 g 
Dextrose 20,0 g 
Ágar 15,0 g 
Água purificada 1000 mL 

Dispersar 39 g em 1000 mL de água. pH 5,6 ± 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado. 
Se pretende pH 3,5, adicionar aproximadamente 14 mL de solução estéril de ácido tartárico 10% (p/v) 
ao meio arrefecido a 45 °C a 50 °C.  
 
Ágar Sabouraud-dextrose 4%  
Dextrose 40,0 g 
Peptonas 10,0 g 
Ágar 15,0 g 
Água purificada 1000 mL 

pH 5,6 ± 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.  
 
Caldo Sabouraud-dextrose  
Dextrose 20,0 g 
Peptonas 10,0 g 
Água purificada 1000 mL 

pH 5,6 ± 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.  
 
Ágar seletivo para Candida segundo Nickerson  
Extrato de levedura 1,0 g 
Peptona farinha de soja 2,0 g 
Glicina 10,0 g 
Glicose 10,0 g 
Indicador bismuto-sulfito 2,0 g 
Ágar 15,0 g 
Água purificada 1000 mL 

Solubilizar 40 g em 1000 mL de água. pH 6,5 ± 0,2. Esterilizar sob vapor fluente.  
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Meio reforçado para Clostridium  
Extrato de carne 10,0 g 
Peptona 10,0 g 
Extrato de levedura 3,0 g 
Amido solúvel 1,0 g 
Glicose monoidratada 5,0 g 
Cloridrato de cisteína 0,5 g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Acetato de sódio 3,0 g 
Ágar 0,5 g 
Água purificada 1000 mL 

Deixar intumescer o ágar e solubilizar aquecendo à ebulição sob agitação constante. Se necessário 
ajustar o pH de forma que seja 6,8 ± 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.  
 
Ágar Columbia  
Hidrolisado de pancreático de caseína 10,0 g 
Peptona de carne digestão 5,0 g 
Digesto pancreático de coração 3,0 g 
Extrato de levedura 5,0 g 
Amido de milho 1,0 g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Ágar, de acordo com o poder gelificante 10,0 - 15,0 g 
Água purificada 1000 mL 

Deixar intumescer o ágar e solubilizar aquecendo até ebulição sob agitação constante. Se necessário 
ajustar o pH de forma que seja 7,3 ± 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado. Esfriar para 
45 °C a 50 °C e adicionar, se necessário, sulfato de gentamicina correspondente a 20 mg de 
gentamicina base, verter em placas de Petri.  
 
5.5.3.1.2 CONTAGEM DO NÚMERO TOTAL DE MICRO -ORGANISMOS 
MESOFÍLICOS  
 
Com esse teste é possível determinar o número total de bactérias mesofílicas e fungos em produtos e 
matérias-primas não estéreis e é aplicado para determinar se o produto satisfaz às exigências 
microbiológicas farmacopeicas, conforme Tabela 1 - Limites microbianos para produtos não estéreis 
(5.5.3.1.5). Quando usado para esse propósito, deve-se seguir as indicações dadas, incluindo o 
número de amostras tomadas e interpretação dos resultados. O teste não é aplicado para produtos que 
contêm micro-organismos viáveis como ingrediente ativo.  
 
Esse teste consiste na contagem da população de micro-organismos que apresentam crescimento 
visível, em até cinco dias, em Ágar caseína-soja a (32,5 ± 2,5) ºC e em até sete dias, em Ágar 
Sabouraud-dextrose a (22,5 ± 2,5) ºC.  
 
Métodos microbiológicos alternativos, inclusive os automatizados, podem ser utilizados desde que 
sua equivalência com o método farmacopeico tenha sido devidamente validada.  
 
PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS  
 







Farmacopeia Brasileira, 6ª edição  MG5.5.3-04 
  
  
 
Na amostragem de produtos em processamento, coletar três amostras do início, quatro do meio e três 
do fim do processo. Executar o teste na mistura dessas amostras.  
 
PROCEDIMENTOS  
 
A determinação pode ser efetuada pelo método de Filtração em membrana, Contagem em placa ou 
Método dos Tubos Múltiplos (NMP). Esse último é reservado para as determinações bacterianas que 
não possam ser realizadas por um dos outros métodos e quando se espera que o produto apresente 
baixa densidade bacteriana.  
 
A escolha do método é determinada por fatores tais como a natureza do produto e o número esperado 
de micro-organismos, sendo que o método escolhido deve ser devidamente validado.  
 
 
FILTRAÇÃO EM MEMBRANA 
 
Utilizar equipamento de filtração que possibilite a transferência da membrana para os meios de 
cultura. As membranas de nitrato de celulose, por exemplo, podem ser utilizadas para soluções 
aquosas, oleosas ou fracamente alcoólicas e as membranas de acetato de celulose para soluções 
fortemente alcoólicas. Preparar a amostra usando método mais adequado previamente determinado.   
 
Transferir 10 mL, ou a quantidade de diluição que represente 1 g ou 1 mL da amostra a ser testada, 
para duas membranas e filtrar imediatamente. Se necessário, diluir a amostra de forma a obter 
contagem de colônias entre 10 e 100 UFC. Lavar as membranas pelo menos três vezes com 
aproximadamente 100 mL do fluido de lavagem adequado. Transferir uma das membranas para a 
superfície de uma placa contendo Ágar caseína-soja, incubar a (32,5 ± 2,5) °C durante três a cinco 
dias, para determinação do número de micro-organismos aeróbicos totais. Transferir a outra 
membrana para a superfície de uma placa contendo Ágar Sabouraud-dextrose e incubar a (22,5 ± 2,5) 
°C durante cinco a sete dias, para a determinação de bolores e leveduras.  
 
Calcular o número de UFC por grama ou mililitro do produto.  
 
Quando analisar dispositivos transdérmicos e produtos médicos, filtrar, separadamente, 10% do 
volume da preparação, conforme procedimento de adequação do produto, e proceder à lavagem e 
incubação conforme descrito anteriormente.  
 
CONTAGEM EM PLACA  
 
Método de profundidade - Adicionar 1 mL da amostra preparada como descrito em Preparação das 
amostras, em placa de Petri e verter, separadamente, de 15 mL a 20 mL de Ágar caseína-soja e Ágar 
Sabouraud-dextrose mantidos de 45 °C a 50 °C. Utilizar duas placas para cada meio e diluição. 
Incubar as placas contendo Ágar caseína-soja a (32,5 ± 2,5) °C durante três a cinco dias e as placas 
contendo Ágar Sabouraud dextrose a (22,5 ± 2,5) °C durante cinco a sete dias para determinação do 
número de micro-organismos aeróbicos totais e bolores e leveduras, respectivamente. Somente as 
placas que apresentarem número de colônias inferior a 250 (bactérias) e 50 (bolores e leveduras) por 
placa deverão ser consideradas para o registro dos resultados. Utilizar a média aritmética das placas 
de cada meio e calcular o número de UFC por grama ou mL do produto.   
 
Método de superfície - Adicionar em placas de Petri, separadamente, de 15 mL a 20 mL de Ágar 
caseína-soja e Ágar Sabouraud-dextrose e deixar solidificar. Secar as placas. Adicionar à superfície 
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Seleção e subcultura: homogeneizar e transferir 0,1 mL do conteúdo para 10 mL de Caldo 
enriquecimento Salmonella Rappaport Vassiliadis. Incubar a (32,5 ± 2,5) °C durante 18 a 24 horas. 
Realizar subcultura em placa contendo Ágar xilose lisina desoxicolato e incubar a (32,5 ± 2,5) °C 
durante 18 a 48 horas.  
 
Interpretação: o crescimento de colônias bem desenvolvidas, vermelhas com ou sem centro negro 
indica presença provável de Salmonella que deve ser confirmada por testes de identificação 
microbiana. O produto cumpre o teste se não for observado crescimento de tais colônias ou se as 
provas microbianas forem negativas.  
 
 
Pseudomonas aeruginosa  
 
Preparação da amostra e pré-incubação: preparar a amostra usando a diluição 1:10 de, no mínimo, 
1 g do produto a ser examinado, conforme descrito em Contagem do número total de micro-
organismos mesofílicos (5.5.3.1.2). Utilizar 10 mL da diluição para 90 mL de Caldo de caseína-soja 
ou quantidade correspondente a 1 g ou 1 mL. Homogeneizar e incubar a (32,5 ± 2,5) °C durante 18 a 
24 horas.  
 
Quando testar o dispositivo transdérmico, filtrar 50 mL de Caldo caseína-soja por membrana estéril 
e transferir a membrana para 100 mL de Caldo caseína-soja. Incubar a (32,5 ± 2,5) °C durante 18 a 
24 horas.  
 
Seleção e subcultura: homogeneizar e transferir uma alça para placa contendo Ágar cetrimida. 
Incubar a (32,5 ± 2,5) °C durante 18 a 72 horas. O crescimento de colônias indica presença provável 
de Pseudomonas aeruginosa que deve ser confirmada por testes de identificação microbiana. O 
produto cumpre o teste se não for observado crescimento de tais colônias ou se as provas de 
identificação forem negativas.   
 
Staphylococcus aureus  
 
Preparação da amostra e pré-incubação: preparar a amostra usando a diluição 1:10 de, no mínimo, 
1 g do produto a ser examinado conforme descrito em Contagem do número total de micro-
organismos mesofílicos (5.5.3.1.2). Utilizar 10 mL da diluição para 90 mL de caldo de 
enriquecimento (Caldo caseína-soja) ou quantidade correspondente a 1 g ou 1 mL. Homogeneizar e 
incubar a (32,5 ± 2,5) °C durante 18 a 24 horas.  
 
Quando testar o dispositivo transdérmico, filtrar 50 mL de caldo de enriquecimento por membrana 
estéril e transferir a membrana para 100 mL de Caldo caseína-soja. Incubar a (32,5 ± 2,5) °C durante 
18 a 24 horas.  
 
Seleção e subcultura: homogeneizar e transferir uma alça para placa contendo Ágar sal manitol. 
Incubar a (32,5 ± 2,5) °C durante 18 a 72 horas.  
 
Interpretação: o crescimento de colônias amarelas ou brancas rodeada por uma zona amarela indica 
presença provável de S. aureus que deve ser confirmada por testes de identificação microbiana.  
 
O produto cumpre o teste se não for observado crescimento de tais colônias ou se as provas de 
identificação foram negativas.  
 
Clostridium  
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Preparação da amostra e pré-incubação: preparar a amostra conforme descrito em Contagem do 
número total de micro-organismos mesofílicos (5.5.3.1.2). Utilizar duas frações iguais 
correspondentes a, no mínimo, 1 g ou mL do produto a ser examinado. Aquecer uma das porções a 
80 °C durante 10 minutos e esfriar imediatamente. Inocular 10 mL de cada fração homogeneizada em 
dois frascos contendo 100 mL de meio Meio reforçado para Clostridium. Incubar em anaerobiose a 
(32,5 ± 2,5) °C durante 48 horas.  
 
Seleção e subcultura: transferir uma alça de cada frasco para placa contendo Ágar Columbia. Incubar 
em anaerobiose a (32,5 ± 2,5) °C durante 48 horas.  
 
Interpretação:o crescimento de colônias catalase negativas, com micromorfologia de bacilo Gram-
positivo (com ou sem endósporos) indica presença provável de Clostridium. O produto cumpre o teste 
se não for observado crescimento de micro-organismo anaeróbio ou se o teste de catalase for positivo.  
 
Candida albicans  
 
Preparação da amostra e pré-incubação: preparar a amostra usando a diluição 1:10 de, no mínimo, 
1 g ou mL do produto a ser examinado conforme descrito em Contagem do número total de micro-
organismos mesofílicos (5.5.3.1.2). Utilizar 10 mL da diluição para 90 mL de Caldo Sabouraud-
dextrose. Incubar a (32,5 ± 2,5) °C durante três a cinco dias.  
 
Seleção e subcultura: transferir uma alça para placa contendo Ágar Sabouraud-dextrose ou Ágar 
seletivo para Candida segundo Nickerson. Incubar a (32,5 ± 2,5) °C durante 24 a 48 horas.  
 
Interpretação: o crescimento de colônias brancas em Ágar Sabouraud-dextrose ou colônias 
marrons/pretas em Ágar seletivo para Candida segundo Nickerson indica presença provável de C. 
albicans que deve ser confirmada por testes de identificação microbiana. O produto cumpre o teste 
se não for observado o crescimento das colônias.  
 
5.5.3.1.4 ADEQUAÇÃO DOS MÉTODOS FARMACOPEICOS  
 
Para adequação dos métodos farmacopeicos aos produtos não estéreis deve ser demonstrada a 
eliminação de qualquer propriedade antimicrobiana antes da verificação da existência de 
contaminação microbiana nos produtos.  
 
O protocolo do teste de adequação deve mimetizar o teste de limite microbiano o preparo da amostra, 
tipo de meio de cultura e soluções tampão, número e tipo da solução de lavagens das membranas bem 
como as condições de incubação. Esse protocolo requer o uso de micro-organismos para o teste de 
recuperação microbiana.  
 
Durante a adequação, demonstrar que a escolha do método para estimativa qualitativa e/ou 
quantitativa dos micro-organismos viáveis é sensível, exato e confiável e que é capaz eliminar 
qualquer interferência ou inibição durante a recuperação dos micro-organismos viáveis.  
 
Revalidar o método de adequação se forem modificadas as condições de ensaio e/ou ocorrerem 
alterações no produto que possam afetá-lo.  
 
Com a finalidade de indicação, foram listados os micro-organismos disponíveis na ATCC. Os 
mesmos micro-organismos podem, também, ser obtidos de outras fontes: CIP, NBRC, NCIMB, 
NCPF, NCTC, NCYC, IMI e IP. A correspondência entre os micro-organismos e os endereços das 
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Ágar cetrimida  Crescimento presuntivo 

Inibitória 
P. aeruginosa 
E. coli 

Staphylococcus aureus   
Ágar sal manitol Crescimento presuntivo 

Inibitória 
S. aureus 
E. coli 

Clostridium   
Meio reforçado para Clostridium 
 
Ágar Columbia 

Promoção de crescimento 
 
Promoção de crescimento 

Clostridium sporogenes 
 
C. sporogenes 

Candida albicans   

Caldo Sabouraud-dextrose 
 
Ágar Sabouraud-dextrose 
 
Ágar Nickerson 

Promoção de crescimento 
 
Crescimento presuntivo 
 
Crescimento presuntivo 

Candida albicans 
 
C. albicans 
 
C. albicans 

 
Recuperação dos micro-organismos no produto  
 
Para cada produto a ser analisado realize o teste conforme descrito em Procedimento, em Pesquisa 
de micro-organismos patogênicos (5.5.3.1.3).  
 
Ao homogeneizar, adicionar cada cepa descrita na promoção de crescimento. Inocular os micro-
organismos individualmente em inóculos contendo, no máximo, 100 UFC. A realização do teste deve 
ocorrer no menor período de tempo.  
 
Os micro-organismos devem ser detectados pelas reações indicadas nos parágrafos correspondentes, 
descritos em Procedimento, em Pesquisa de micro-organismos patogênicos (5.5.3.1.3).  
 
Se o produto possuir atividade antimicrobiana e for necessário modificar a metodologia proceder 
como em Neutralização/remoção de atividade antimicrobiana deste capítulo utilizando Caldo 
caseína-soja como diluente. 
 
5.5.3.1.5 LIMITES MICROBIANOS  
 
A contaminação microbiana de um produto não estéril (especialidade e insumos farmacêutico) pode 
conduzir não somente à sua deterioração, com as mudanças físicas e químicas associadas, mas 
também ao risco de infecção e toxi-infecção para o usuário. Consequentemente, os produtos 
farmacêuticos orais e tópicos (cápsulas, comprimidos, suspensões, cremes, etc.), que não são estéreis, 
devem ser submetidos aos controles da contaminação microbiana.  
 
A garantia de qualidade e os controles de produção devem ser tais que os micro-organismos capazes 
de proliferar e contaminar o produto estejam dentro dos limites especificados. Os limites microbianos 
devem ser adequados às várias categorias de produtos que reflitam o tipo de contaminação mais 
provável introduzida durante a fabricação, bem como a via de administração, o consumidor final 
(neonatos, crianças, idosos, debilitados), o uso de agentes imunossupressores, corticosteroides e 
outros fatores. Ao avaliar os resultados dos testes microbiológicos, o número e os tipos de micro-
organismos presentes devem ser considerados no contexto do uso do produto proposto.  
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O teste microbiológico de produtos não estéreis e de insumos farmacêuticos é realizado segundo a 
metodologia descrita em Ensaios microbiológicos para produtos não estéreis (5.5.3.1) e os limites 
de aceitação estão descritos na Tabela 1. 
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pré-tratamento que reduz a 
carga microbiana. 

Limite máximo de 103 bactéria Gram negativa 
bile tolerantee em 1 g ou mL. 
 

Droga vegetal (rasurada ou 
triturada) que não será 
submetida a pré-tratamento que 
reduz a carga microbiana. 

105 103 Ausência de Escherichia coli em 1 g ou mL. 
Ausência de Salmonella em 10 g ou mL. Limite 
máximo de 103 bactéria Gram negativa bile 
tolerantee em 1 g ou mL. 
 
 

Extrato seco, extrato fluido e 
tintura 

104 102 Ausência de Escherichia coli em 1 g ou mL. 
Ausência de Salmonella em 10 g ou mL. 

3 Produtos de origem animal ou minerald 
Para uso oral 104 102 Ausência de Escherichia coli e Staphylococcus 

aureus em 1 g ou mL. Ausência de Salmonella 
em 10 g ou 10 mL. Limite máximo de 102 
bactéria Gram negativa bile tolerantee em 1 g 
ou mL. 
 

Para uso tópico  102 101 Ausência de Staphylococcus aureus e 
Pseudomonas aeruginosa em 1 g ou mL. 

4 Substâncias para uso farmacêutico 
Matéria primaf, base galênica 103 102 Ausência de Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus aureus em 1 g ou 
mL.  

 
(a) É aceitável um resultado duas vezes o valor de especificação em virtude da variabilidade maior de execução dos 

testes para determinação da biocarga, porém, quando estes valores são encontrados com frequência, é necessário 
rever o processo produtivo. Assim: 

- 101 UFC: valor máximo aceitável = 20  
- 102 UFC: valor máximo aceitável = 200  
- 103 UFC: valor máximo aceitável = 2000 e assim sucessivamente. 

(b) Resultados de contagem de bactérias e fungos dentro dos limites aceitáveis não exclui a necessidade da pesquisa 
de patógenos.  

(c) Além dos micro-organismos listados na Tabela, a significância de outros micro-organismos recuperados deve ser 
avaliada levando em consideração: 

- o uso do produto: considerar a via de administração a ser utilizada;  
- a natureza do produto: o produto é susceptível ao crescimento microbiano?  
- o usuário: considerar o risco para neonatos, infantes e debilitados. 

(d) Para produtos que se enquadrem em mais de uma situação prevalecerão os limites mais restritivos. 
(e) Outras enterobactérias. 
(f) Para matérias-primas, a frequência da realização dos testes de contagem e identificação de patógenos deve ser 

determinada considerando a sua susceptibilidade à contaminação microbiana. Resultados de baixa atividade de 
água (igual ou inferior a 0,75 medidos a 25 ºC), assim como baixo ou alto pH, diminuem essa susceptibilidade. 

 
Com base em dados históricos dos testes de monitoramento microbiológico, da baixa carga 
microbiana da matéria-prima, de composição aquosa, do processo de fabricação, da formulação, a 
frequência do teste para a determinação do limite microbiano pode ser alterada para as formas 
farmacêuticas se apresentarem atividade de água (Aa) inferior a 0,75 medida a 25 °C. Para os 
correlatos, considerar como limite microbiano àqueles expressos de acordo com a via de aplicação. 
 
5.5.3.2 ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS PARA PRODUTOS ESTÉREIS  
 
5.5.3.2.1 TESTE DE ESTERILIDADE  
 
Os testes de esterilidade se aplicam a insumos farmacêuticos, medicamentos e produtos para saúde 
que, de acordo com a Farmacopeia, devem ser estéreis, sendo adequados para revelar a presença de 
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DESSECAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS ANTIBIÓTICAS  
 
Utilizar para dessecação dos padrões, os procedimentos indicados a seguir, e recomendados de acordo 
com as informações descritas nas Tabelas 2 em 5.5.3.3.1 e 5.5.3.3.2.  
 
Método 1: transferir quantidade suficiente de padrão para pesa-filtro tarado provido de tampa 
esmerilhada. Pesar o frasco e colocá-lo em estufa sob pressão reduzida, inclinando a tampa sobre a 
boca do frasco para assegurar que permaneça aberto durante a dessecação. Dessecar a 60 °C, sob 
pressão de 0,67 kPa ou menos, durante três horas. Concluído o processo, introduzir ar seco na estufa, 
submetendo-o a agente dessecante como ácido sulfúrico ou silica-gel. Repor a tampa e colocar o pesa-
filtro em dessecador contendo agente dessecante como pentóxido de fósforo ou sílica-gel. Deixar 
esfriar à temperatura ambiente e pesar, calculando a perda porcentual de massa do padrão.  
 
Método 2: proceder conforme o Método 1. Empregar, porém, pesa-filtro tarado provido de tampa 
com tubo capilar de diâmetro interno da ordem de 0,20 mm a 0,25 mm, e dessecar sem remover a 
tampa.  
 
Método 3: proceder conforme o Método 1. Dessecar, porém, a amostra a 110 °C, sob pressão de 0,67 
kPa ou menos, durante três horas.  
 
 
Método 4: proceder conforme o Método 1. Dessecar, porém, a amostra a 40 °C, sob pressão de 0,67 
kPa ou menos, durante duas horas.  
 
Método 5: proceder conforme o Método 1. Dessecar, porém, a amostra a 100 °C, sob pressão de 0,67 
kPa ou menos, durante quatro horas.  
 
Método 6: proceder conforme o Método 1. Dessecar, porém, a amostra a 40 °C, sob pressão de 0,67 
kPa ou menos, durante três horas.  
 
Método 7: proceder conforme o Método 1. Dessecar, porém, a amostra a 25 °C, sob pressão de 0,67 
kPa ou menos, durante três horas.  
 
Método 8: a substância antibiótica não é submetida à dessecação.  
 
PROCEDIMENTO  
 
Todo material deve ser adequado para o uso pretendido e deve ser minuciosamente limpo, após cada 
utilização, para remover qualquer vestígio de antibiótico. O material deve permanecer coberto quando 
não estiver em uso. Toda vidraria utilizada em contato com o micro-organismo deve ser esterilizada 
em estufa, em temperatura entre 200 ºC e 220 ºC por duas horas. Na diluição da solução padrão e 
amostra empregar balões volumétricos, pipetas ou equipamentos cuidadosamente calibrados.  
 
5.5.3.3.1 ENSAIO MICROBIOLÓGICO POR DIFUSÃO EM ÁGAR  
 
PROCEDIMENTO  
 
Para cada antibiótico relacionado na Tabela 1, verificar o meio de cultura (conforme a relação dos 
meios de cultura), a quantidade de meio a ser usada na camada base e na camada inoculada e o micro-
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organismo de ensaio. O volume de inóculo a ser adicionado a cada 100 mL de meio de cultura deve 
ser determinado experimentalmente.   
 
Entretanto, como referência inicial, sugere-se quantidade de inóculo a ser adicionada por 100 mL de 
meio.  
 
Preparar a camada base por meio da adição de quantidade apropriada de ágar fundido nas placas de 
Petri as quais devem ser especialmente selecionadas, ter fundo plano, possuir dimensões de 20 x 100 
mm e tampa de material apropriado. Distribuir o ágar uniformemente nas placas, que devem ser 
colocadas em superfície nivelada para que a camada de meio tenha profundidade uniforme. Colocar 
a tampa de cada placa ao lado dessa; se for utilizada tampa não porosa, deixá-la levemente entreaberta 
para evitar o acúmulo de umidade condensada a partir da camada de ágar quente.  
 
Após o endurecimento do ágar, tampar as placas. Para preparar a camada inoculada - superfície, 
adicionar o volume de inóculo determinado para a quantidade apropriada de meio de cultura que 
tenha sido fundido e resfriado entre 46 ºC e 48 ºC. Agitar o frasco, por rotação, para obter suspensão 
homogênea e adicionar a quantidade indicada do meio inoculado em cada placa de Petri, contendo a 
camada base não inoculada. Espalhar uniformemente a camada, tampar as placas e permitir o seu 
endurecimento sobre superfície plana.  
 
Após o endurecimento do meio, colocar seis cilindros de aço inoxidável, com diâmetro externo de (8 
± 0,1) mm, diâmetro interno de (6 ± 0,1) mm e comprimento de (10 ± 0,1) mm, sobre a superfície do 
ágar inoculado, de maneira que formem entre si ângulo de 60º e com raio de 2,8 cm. Também, podem 
ser utilizados cilindros confeccionados em vidro, porcelana ou alumínio e esterilizados nas condições 
já descritas. Em lugar dos cilindros, podem ser perfurados, no meio, com furador estéril, poços de 5 
mm a 8 mm de diâmetro. Podem, ainda, ser usados discos de papel, confeccionados com papel de 
qualidade apropriada ou moldes de aço inoxidável. Quando são usados discos de papel, estes devem 
ser estéreis. É recomendável para a obtenção de resultados satisfatórios que os halos formados pela 
difusão do fármaco no meio tenham, no mínimo, 14 mm de diâmetro e um diâmetro máximo de modo 
que não haja sobreposição entre eles. 
 
 
Preparação da solução padrão de trabalho, da amostra e da curva padrão  
 
A preparação das amostras dos antibióticos está indicada na respectiva monografia. As concentrações 
do antibiótico utilizadas no ensaio devem estar em progressão geométrica; por exemplo, pela 
preparação de séries de diluição na razão 2:1 ou outra determinada experimentalmente desde que seja 
comprovada a relação linear entre o logaritmo da concentração do antibiótico e o diâmetro do halo 
de inibição.  
 
Na Tabela 2 está indicada para cada antibiótico, a preparação da solução padrão de trabalho e da 
curva padrão, compreendendo:  
a) condições de dessecação, conforme descrito no item Dessecação de substâncias antibióticas 
(5.5.3.3);  
b) solvente inicial para dissolução do antibiótico, caso seja necessário, e até qual concentração é 
usado;  
c) solução para diluição até a concentração de trabalho, conforme descrito em Soluções;  
d) concentração da solução de trabalho, expressa em peso, ou Unidades Internacionais por mL de 
solução;  
e) prazo de validade da solução padrão de trabalho sob refrigeração;  
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f) solução empregada para diluição da solução de trabalho, por ocasião da preparação da curva padrão, 
conforme Soluções;  
g) faixas de concentração sugeridas, em peso ou Unidades Internacionais por mL, dentro das quais 
podem ser encontradas as concentrações adequadas para a curva padrão.  
 
Procedimento para delineamento retas paralelas (3 x 3 ou 2 x 2): empregar, no ensaio, pelo menos 
seis placas de Petri. Dispor as soluções do padrão e amostra, em cada placa, com três concentrações 
para ensaio 3 x 3 (baixa, média e alta) ou duas concentrações para ensaio 2 x 2 (baixa e alta). As 
soluções devem ser distribuídas de tal forma que as soluções da preparação padrão e amostra estejam 
alternadas na camada inoculada (concentração alta e baixa) para evitar a sobreposição dos halos de 
inibição.  
 
Procedimento para delineamento 5 x 1: para a curva padrão, utilizar um total de 12 placas, três para 
cada uma das soluções do padrão (P1, P2, P4, P5), exceto para a concentração média da curva (P3) que 
é incluída em todas as placas. Em cada conjunto de três placas, utilizar três cilindros para a 
concentração média (P3) e alternar três cilindros para a concentração baixa (P1) e assim 
sucessivamente com as demais soluções do padrão. Dessa maneira, obtém-se 36 halos de inibição 
para a concentração (P3) e nove halos de inibição para cada uma das outras quatro concentrações da 
curva. Para cada amostra, empregar três placas, onde serão colocados três cilindros para a 
concentração média do padrão (P3) e três com a solução da amostra preparada na mesma concentração 
do padrão (A3).  
 
Aplicar 0,2 mL das soluções nos cilindros ou nos moldes de aço inoxidável por meio de pipeta ou 
outro instrumento calibrado, caso não especificado na monografia individual. Quando for usado o 
sistema de poços, o volume de líquido aplicado deve ser suficiente para enchê-los completamente.  
 
Após realizar os procedimentos adequados para o delineamento escolhido, incubar as placas na 
temperatura indicada, cuja variação não deverá exceder ± 0,5 °C, durante um período de 16 a 18 
horas. Em seguida, medir o diâmetro dos halos de inibição empregando dispositivo adequado para 
medida, como paquímetro, ou projetor óptico que tenha precisão de 0,1 mm ou menos.  
 
Para alguns micro-organismos, o procedimento pode ser melhorado se as placas preparadas 
permanecerem à temperatura ambiente por período de 30 minutos a duas horas antes da incubação, 
período em que ocorre a difusão do antibiótico para o meio.   
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2 Diluir alíquotas da solução de trabalho com dimetilformamida, para obter concentrações entre 10 e 40 unidades por mL conforme os pontos da curva padrão. 
3 Adicionar 2 mL de água estéril para cada 5 mg de padrão.  
4 Diluir alíquotas da solução de trabalho com dimetilformamida, para obter concentrações entre 40 e 200 mg por mL conforme os pontos da curva padrão.  
5 Quando se empregar eritromicina sob a forma de estolato, hidrolisar a solução de trabalho, em banho-maria, a 60 ºC, durante duas horas.  
6 Sisomicina é higroscópica, utilizar precauções durante a pesagem. O padrão de trabalho de permanecer a 20 ºC, em atmosfera de nitrogênio.  
7 Preparar concomitantemente as soluções do padrão e amostra. As diluições da amostra devem conter a mesma quantidade de dimetilformamida que as diluições do padrão.  
8 A solução padrão de trabalho deve permanecer durante uma noite à temperatura ambiente para completa dissolução.   
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5.5.3.3.2 ENSAIO MICROBIOLÓGICO POR TURBIDIMETRIA  
 
PROCEDIMENTO  
 
Preparação da solução de trabalho, da amostra e da curva padrão  
 
A preparação das amostras dos antibióticos está indicada na respectiva monografia.  
 
Na Tabela 2, apresentada a seguir, há indicação, para cada antibiótico, da preparação da solução 
padrão de trabalho e da curva padrão, compreendendo:  
a) condições de dessecação, conforme descrito no item Dessecação de substâncias antibióticas 
(5.5.3.3);  
b) solvente inicial para dissolução do antibiótico, caso seja necessário, e até qual concentração é 
usado;  
c) solução para diluição do antibiótico até a concentração de trabalho, conforme Soluções;  
d) concentração de solução de trabalho, expressa em peso ou Unidades Internacionais por mL de 
solução;  
e) prazo de validade da solução padrão de trabalho sob refrigeração;  
f) solução empregada para diluição da solução de trabalho, na ocasião da preparação da curva padrão, 
conforme Soluções;  
g) faixa de concentração, em peso ou Unidades Internacionais por mL, dentro da qual as 
concentrações adequadas para a curva padrão podem ser encontradas.  
 
Empregar para cada antibiótico o micro-organismo e o caldo nutritivo relacionados na Tabela 1. 
Determinar experimentalmente o volume de inóculo a ser adicionado a 100 mL de caldo a partir da 
quantidade sugerida como referência inicial. O meio inoculado deve ser preparado e utilizado 
imediatamente.  
 
Procedimento para delineamento retas paralelas (3 x 3 ou 2 x 2): distribuir, em tubos idênticos, 
volume igual de cada uma das soluções do padrão e da amostra. Adicionar para cada tubo volume 
igual de caldo nutriente inoculado, por exemplo, 1 mL de solução com antibiótico e 9 mL do meio 
(0,1 mL de solução para gramicidina e tirotricina). Pelo menos dezoito tubos são usados para ensaio 
por retas paralelas 3 x 3 e doze tubos para ensaio por retas paralelas 2 x 2. O número de replicas por 
concentração em cada ensaio deve ser suficiente para assegurar a precisão estatística especificada na 
monografia, porém deve-se realizar, no mínimo, três tubos para cada concentração do padrão e da 
amostra. Pode ser necessário realizar o ensaio com número maior de doses do padrão e da amostra 
ou repeti-lo e combinar os resultados para obter a precisão requerida. As doses usadas devem estar 
em progressão geométrica.  
 
Procedimento para delineamento curva 5 x 1: para o delineamento 5 x 1, preparar diluições que 
representem cinco concentrações do padrão (P1, P2, P3, P4 e P5) e uma concentração da amostra 
(A3). A solução da amostra deve corresponder à mesma diluição do padrão que corresponde à 
concentração média da curva (P3). Empregar pelo menos três tubos para cada concentração do padrão 
e da amostra. Dessa forma, pelo menos 18 tubos são necessários no ensaio.  
 
Após realizar os procedimentos adequados para o delineamento escolhido, inocular o meio de cultura 
recomendado com quantidade conhecida de suspensão do micro-organismo sensível ao antibiótico, 
de modo que, após incubação de aproximadamente quatro horas, a turbidez bacteriana no meio seja 
de fácil medida e mantenha correlação entre a dose e a resposta da substância em análise.  
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10031) 

Doxiciciclina Staphylococcus aureus (ATCC 
6538p) 3 0,1 37 

Espectinomicina Escherichia coli (ATCC 10536) 3 0,1 37 

Estreptomicina Klebsiella pneumoniae (ATCC 
10031) 3 0,1 37 

Gramicidina Enterococcus hirae (ATCC 
10541) 3 1,0 37 

Lincomicina Staphylococcus aureus (ATCC 
6538p) 3 0,1 37 

Minociclina Staphylococcus aureus (ATCC 
6538p) 3 0,2 37 

Oxitetraciclina Staphylococcus aureus (ATCC 
6538p) 3 0,1 37 

Rolitetraciclina Staphylococcus aureus (ATCC 
6538p) 3 0,1 37 

Tetraciclina Staphylococcus aureus (ATCC 
6538p) 3 0,1 37 

Tirotricina Enterococcus hirae (ATCC 
10541) 3 1,0 37 

Tobramicina Staphylococcus aureus (ATCC 
6538p) 3 0,15 37 

 
 
 
 
 
 











http://www.atcc.org/
http://www.pasteur.fr/ip/index.jsp
mailto:cultures@cabi.org
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NCIMB  National Collection of Industrial Bacteria  

http://www.ncimb.com  

Email:enquiries@ncimb.com  

NBRC NITE Biological Resource Center  

http://www.nbrc.nite.go.jp  

Email: collection@nbrc.nite.go.jp  

Email: collection@nbrc.nite.go.jp  

NCPF National Collection of Pathogenic Fungi  

http://www.hpacultures.or.uk  

Email: hpacultures@hpa.org.uk  

NCTC National Collection of Type Cultures  

http://www.hpacultures.or.uk  

Email: hpacultures@hpa.org.uk  

NCYC National Collection of Yeast Cultures  

http://www.ncyc.co.uk  

Email: ncyc@ncyc.co.uk  

 

http://www.ncimb.com/
http://www.nbrc.nite.go.jp/
mailto:collection@nbrc.nite.go.jp
mailto:collection@nbrc.nite.go.jp
http://www.hpacultures.or.uk/
mailto:hpacultures@hpa.org.uk
http://www.hpacultures.or.uk/
mailto:hpacultures@hpa.org.uk
http://www.ncyc.co.uk/
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5.5.3.6 ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS DA ÁGUA PARA USO 
FARMACÊUTICO  
 
AMOSTRAGEM 
 
A amostragem é uma etapa importante na avaliação da qualidade da água, uma vez que a amostra 
retirada para análise deve refletir com precisão o desempenho do sistema de produção e distribuição 
e a qualidade da água utilizada. Uma amostragem inadequada pode levar a uma avaliação equivocada, 
gerando intervenções desnecessárias no sistema de purificação, ou comprometendo a veracidade do 
estado da qualidade da água por meio de um resultado impreciso. 
 
Considerando as particularidades de cada sistema, as amostras de água devem ser retiradas desde o 
local de sua geração até os pontos de uso, visto que os resultados obtidos na geração podem não 
refletir a qualidade da água nos pontos de uso. 
 
A coleta de amostras nos pontos de uso deve ser realizada utilizando práticas idênticas àquelas 
empregadas rotineiramente na utilização da água naquele ponto, minetizando a operação do sistema 
(purga da válvula, utilização de mangueiras, sanitização do ponto, etc). 
 
O plano de amostragem inicial é normalmente desenvolvido para um programa de validação do 
sistema de produção de água para uso farmacêutico, a fim de caracterizar a sua capacidade de 
purificação, distribuição e fornecimento de água. O plano de amostragem é de curta duração (por 
exemplo, de duas a quatro semanas) e determina uma frequência elevada de coleta de amostras, a fim 
de gerar um volume significativo de dados, que proporcione uma avaliação inicial do desempenho do 
sistema, para orientar as decisões sobre o uso da água produzida. 
 
O plano de amostragem inicial é reavaliado quando o sistema é colocado em operação, geralmente 
para buscar a redução da quantidade de dados que está sendo gerada sem comprometer a capacidade 
de identificar operações/eventos anômalos, especialmente durante a fase inicial do ciclo de vida do 
sistema de água. Na ausência de tais desvios de qualidade durante o período de amostragem inicial, 
a frequência de amostragem pode ser reduzida para garantir que em um prazo um pouco mais longo 
(por exemplo, por pelo menos, mais duas a quatro semanas), não ocorram tendências adversas da 
qualidade. Durante este período de tempo de validação do segundo plano de amostragem, o uso da 
água na rotina pode ser considerado um risco. Após a conclusão da avaliação, se bem-sucedida, o 
monitoramento pode, eventualmente, ser reduzido novamente para o plano de amostragem que será 
adotado na rotina. 
 
Periodicamente, é necessário revisar a operação e o monitoramento do sistema para avaliar a 
variabilidade sazonal da fonte de água, a eficácia da sanitização e os eventos de manutenção de rotina. 
Essa revisão deve ser realizada durante o ciclo completo de vida do sistema de produção de água, 
normalmente anualmente, para evidenciar tendência de desvios da qualidade dos dados de longo 
prazo.  
 
O plano de amostragem adotado na rotina também deve ser reavaliado periodicamente, com base nos 
dados disponíveis, para reavaliar a frequência e os locais de amostragem adequados. Esta etapa 
oferece uma oportunidade para melhorar a avaliação dos dados e reduzir as cargas de trabalho com 
base no que os dados indicam sobre o processo e o controle de qualidade. O plano de amostragem 
adotado na rotina deve ter uma base racional para a frequência e locais de amostragem estabelecidos, 
a fim de justificar como os dados resultantes serão utilizados para caracterizar a operação geral do 
sistema e para a liberação da água para uso. 
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As amostras devem ser coletadas em recipientes de vidro borossilicato estéreis ou bolsas plásticas 
estéreis apropriadas para o uso microbiológico. O volume da amostra deve ser suficiente para realizar 
todas as análises necessárias. A quantidade de amostra adicionada nos recipientes deve permitir a 
homogeneização antes da realização dos ensaios, sendo sugerido um espaço de pelo menos 2,5 cm 
acima da superfície da água (headspace). 
 
Agentes desinfetantes, como cloro ou outros compostos halogenados, quando presentes nas amostras 
de água, devem ser neutralizados antes da realização dos testes, para garantir uma recuperação 
adequada dos micro-organismos possivelmente presentes. Um agente neutralizante comumente usado 
é a solução de tiossulfato de sódio (0,1 mL de uma solução a 3% neutraliza acima de 5 mg/L de cloro 
residual em uma amostra de 120 mL). 
 
CONDIÇÕES DE ARMAZENAMENTO 
 
Os testes devem ser realizados na amostra em até duas horas após a coleta e, caso não seja possível 
proceder ao teste neste intervalo, a amostra deve ser mantida em temperatura de refrigeração na faixa 
de 2 °C a 8 °C por, no máximo, 12 horas para manter as características microbiológicas até a análise. 
Em situações em que nem mesmo isso seja possível (tais como quando se utiliza laboratórios 
contratados fora do local), o ensaio dessas amostras refrigeradas deve ser realizado dentro do período 
de 24 horas após a coleta.  
 
MEIOS DE CULTURA 
 
Ágar caseína-soja 
Peptona de caseína pancreática 15,0 g 
Farinha de soja obtida por digestão papaínica 5,0 g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Ágar  15,0 g 
Água purificada q.s.p. 1000 mL 

pH 7,3 ± 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado. 
 
Ágar endo C 
Hidrolisado péptico de tecido animal 10,0 g 
Lactose 10,0 g 
Fosfato dibásico de potássio 3,5 g 
Sulfito de sódio 2,5 g 
Fucsina básica 0,5 g 
Ágar  15,0 g 
Água purificada q.s.p. 1000 mL 

pH 7,4 + 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.   
 
Ágar eosina azul de metileno 
Hidrolisado pancreático de gelatina 10,0 g 
Lactose 5,0 g 
Sacarose 5,0 g 
Fosfato dibásico de potássio 2,0 g 
Ágar 13,5 g 
Eosina Y 0,4 g 
Azul de metileno 0,065 g 
Água purificada q.s.p. 1000 mL 

pH 7,2 + 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.   
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Ágar M-Pa-C  
L-lisina  5,0 g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Extrato de levedura 2,0 g 
Xilose 1,25 g 
Sacarose 1,25 g 
Lactose 1,25 g 
Vermelho de fenol 0,08 g 
Citrato de amônio e ferro III 0,8 g 
Sulfato de magnésio 1,5 g 
Ágar 12,0 g 
Tiossulfato de sódio 5,0 g 
Canamicina  8,0 mg 
Ácido nalidíxico 37,0 mg 
Agua purificada estéril q.s.p. 1000 mL 

pH 7,1 ± 0,2. Não autoclavar. Ferver o meio por um minuto. Determinar o prazo de validade do meio 
preparado. 
 
Ágar MacConkey 
Hidrolisado pancreático de gelatina  17,0 g 
Hidrolisado pancreático de caseína 1,5 g 
Hidrolisado péptico de tecido animal 1,5 g 
Lactose 10,0 g 
Sais biliares 1,5 g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Vermelho neutro 0,03 g 
Cristal violeta 0,001 g 
Ágar 13,5 g 
Água purificada q.s.p. 1000 mL 

pH 7,1 + 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.   
 
Ágar m-HPC 
Peptona 20,0 g 
Gelatina 25,0 g 
Glicerol 10,0 mL 
Ágar 15,0 g 
Água purificada q.s.p.                                                              1000 mL 

Homogeneizar os reagentes, exceto o glicerol. Ajustar o pH para 7,1 ± 0,2, aquecer para solubilizar e 
transferir o glicerol. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.   
 
Ágar para contagem em placa (plate count agar - PCA) 
Peptona de caseína                                                      5,0 g  
Extrato de levedura                                                      2,5 g  
Glicose      1,0 g 
Ágar 15,0 g 
Água purificada q.s.p.                                                           1000 mL          

pH 7,0 ± 0,1. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.   
 
Ágar R2A 
Peptona (caseína ou tecido animal) 0,5 g 
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a recuperação dos micro-organismos específicos que podem ser encontrados nos sistemas de 
purificação de água e que podem ser indesejáveis para os produtos a serem manipulados. 
 
Existem duas categorias de meios de cultura para a contagem do número total de bactérias 
heterotróficas: os com alta concentração de nutrientes, tendo como exemplos o ágar para contagem 
em placa (plate count agar - PCA), ágar caseína-soja e o ágar m-HPC, sendo adequados para 
isolamento geral e enumeração de bactérias heterotróficas ou copiotróficas, e os de baixa 
concentração de nutrientes, como o ágar R2A, o qual é indicado para recuperação de bactérias 
oligotróficas. 
 
A temperatura e tempo de incubação são aspectos críticos para os testes microbiológicos da água, 
devido aos tipos de micro-organismos encontrados nos sistemas de água. Incubações a baixas 
temperaturas (por exemplo, de 20 °C a 25 °C ou de 25 °C a 30 °C) por períodos mais longos, por pelo 
menos quatro dias, podem levar a recuperações mais altas de micro-organismos, do que as 
temperaturas clássicas. Os meios com baixa quantidade de nutrientes requerem períodos de incubação 
mais longos (pelo menos cinco dias), pois esses meios promovem crescimento mais lento. Mesmo 
aqueles com alta concentração de nutrientes podem algumas vezes resultar em alta recuperação 
microbiana por longos períodos de incubação e temperaturas mais baixas.  
 
A decisão sobre o tipo de meio de cultura e a temperatura de incubação para se testar um sistema de 
purificação de água deve ser baseada em estudos comparativos de cultivo usando um microbioma 
nativo dos sistemas de purificação da água em análise. 
 
PROCEDIMENTO 
 
Método por profundidade em placa: adicionar 1 mL da amostra em placa de Petri e verter 15 mL a 
20 mL do meio de cultura mantido de 45 °C a 50 °C, conforme Tabela 1. Realizar o teste pelo menos 
em duplicata.  
 
Método de filtração em membrana: utilizar equipamento de filtração que possibilite a transferência 
da membrana para os meios de cultura. Utilizar membrana estéril com 47 mm de diâmetro e 
porosidade de 0,45 µm, lavando-se a membrana, após a filtração da amostra, com três porções de 20 
mL a 30 mL de água purificada estéril. O volume a ser filtrado poderá variar de acordo com a amostra 
obedecendo a um volume máximo que forneça de 20 UFC a 200 UFC por membrana.  
 
 

Tabela 1 - Condições para contagem do número total de bactérias heterotróficas. 

Método 
Tipos de água 

Água potável Água purificada Água para injetáveis e 
água ultrapurificada 

Tipo de método 
Profundidade em placa 

ou Filtração em 
membrana 

Profundidade em placa 
ou Filtração em 

membrana 
Filtração em membrana 

Tamanho sugerido da 
amostraa 1,0 mL/100 mLb 1,0 mL/100 mLb 200,0 mL 

Meioc Ágar R2A, PCA Ágar R2A, PCA Ágar R2A, PCA 





Farmacopeia Brasileira, 6ª edição  MG5.5.3-04 
  
  
 
Fase confirmatória - Usar Caldo lactose bile verde brilhante. Garantir que os tubos de Durham 
invertidos estejam livres de bolhas. Agitar levemente os tubos de fermentação do Caldo lauril triptose 
positivos e inocular uma ou mais alçadas da cultura em Caldo bile lactose verde brilhante. Incubar os 
tubos de Caldo bile lactose verde brilhante a (35 ± 0,5) ºC. O crescimento e formação de qualquer 
quantidade de gás dentro de (48 ± 3) horas constitui uma fase confirmatória positiva, indicando a 
presença de coliformes totais. 
Para estimar a densidade de coliformes, calcular o número mais provável (NMP) a partir do número 
de tubos positivos do Caldo bile lactose verde brilhante (Tabelas 3 e 4).  
 
Tabela 3 - Índice do NMP e limites de 95% de confiança para todas as combinações de resultados positivos e 

negativos quando são usadas cinco porções de 20 mL da amostra. 

Nº de tubos com 
resultado positivo (20 
mL de amostra cada) 

Índice de NMP/100 
mL 

95% de limite de confiança (exato) 

Baixo Alto 
0 < 1,1 - 3,5 
1 1,1 0,051 5,4 
2 2,6 0,40 8,4 
3 4,6 1,0 13 
4 8,0 2,1 23 
5 > 8,0 3,4 - 

 
Tabela 4 - Índice do NMP e limites de 95% de confiança para todas as combinações de 
resultados positivos e negativos quando são usadas 10 porções de 10 mL da amostra. 
 

Nº de tubos com 
resultado positivo 
(10 mL de amostra 
cada) 

Índice de NMP/100 
mL 

95% de limite de confiança (exato) 

Baixo Alto 
0 < 1,1 - 3,4 
1 1,1 0,051 5,9 
2 2,2 0,37 8,2 
3 3,6 0,91 9,7 
4 5,1 1,6 13 
5 6,9 2,5 15 
6 9,2 3,3 19 
7 12 4,8 24 
8 16 5,8 34 
9 23 8,1 53 
10 >23 13 - 

 
Fase completa:  - Agitar levemente os tubos de fermentação do Caldo bile lactose verde brilhante 
positivos e inocular uma ou mais alçadas da cultura no Caldo EC ou EC-MUG. Alternativamente, a 
inoculação no Caldo EC ou EC-MUG pode ser feita a partir da cultura em Caldo lauril triptose 
simultaneamente à inoculação em Caldo bile lactose verde brilhante na fase confirmatória. Incubar 
os tubos de EC ou EC-MUG à temperatura de (44 ± 0,2) ºC por (24 ± 2) horas.  
A observação de crescimento e produção de gás nos tubos de EC ou EC-MUG indica a presença de 
coliformes fecais ou E. coli, respectivamente. Paralelamente, culturas positivas de Caldo bile lactose 
verde brilhante com resultados negativos nos Caldos EC ou EC-MUG indicam a presença de 
coliformes não fecais.  
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5.6 MÉTODOS IMUNOQUÍMICOS  
 
Os métodos imunoquímicos baseiam-se numa ligação seletiva, reversível e não covalente entre 
antígenos e anticorpos. Esses métodos são utilizados para detectar ou dosar antígenos e anticorpos. A 
detecção ou doseamento do complexo antígeno-anticorpo pode ser realizada por várias técnicas. Os 
requisitos desse método se aplicam aos métodos imunoquímicos utilizados, no caso de reagentes 
marcados ou não.  
 
Os resultados dos métodos imunoquímicos dependem das condições da experiência; da natureza e da 
qualidade dos reagentes empregados. É essencial aferir os componentes de um ensaio imunológico e 
utilizar preparações internacionais de referência para imunodoseamento sempre que disponíveis. Os 
reagentes necessários a muitos dos métodos imunoquímicos estão disponíveis no mercado sob a 
forma de conjuntos que incluem reagentes (especialmente o antígeno ou o anticorpo) e os materiais 
destinados à avaliação in vitro de uma determinada substância; bem como as instruções necessárias 
para a sua correta utilização. Os conjuntos devem ser utilizados de acordo com as instruções do 
fabricante, sendo importante assegurar que eles são adequados à análise da amostra, especialmente, 
no que diz respeito à seletividade e sensibilidade. Os requisitos relativos aos conjuntos para 
imunodoseamento são fornecidos pela Organização Mundial de Saúde.  
 
MÉTODOS EM QUE SÃO UTILIZADOS ANTÍGENOS OU ANTICORPOS MARCADOS  
 
As técnicas que utilizam substâncias marcadas devem empregar marcadores apropriados, tais como 
enzimas e radioisótopos. Quando o marcador é um radioisótopo chamamos à técnica de ensaio 
radioimunológico. Todas as técnicas realizadas com substâncias radioativas devem ser feitas em 
conformidade com a legislação nacional e internacional para proteção contra o risco de radiações.  
 
MÉTODOS EM QUE SÃO UTILIZADOS ANTÍGENOS OU ANTICORPOS NÃO MARCADOS 
 
Métodos de imunoprecipitação. Os métodos de imunoprecipitação incluem as reações de floculação 
e de precipitação. Quando uma solução de um antígeno é misturada aos anticorpos correspondentes, 
em condições adequadas, os reagentes formam agregados floculantes ou precipitantes. A relação entre 
as quantidades dos reagentes correspondentes ao mais curto tempo de floculação, ou à precipitação 
mais acentuada chama-se relação ótima. Essa é geralmente obtida em presença de quantidades 
equivalentes de antígeno e anticorpo. A imunoprecipitação pode ser avaliada, visualmente, ou pela 
medição da dispersão da luz.  
 
Métodos imunoquímicos turbidimétricos. Pode obter-se um aumento da sensibilidade do método 
mediante o uso de partículas revestidas de anticorpos, ou de antígenos (por exemplo, látex). Nos 
métodos de floculação utilizam-se, geralmente, diluições sucessivas de um dos reagentes enquanto 
que no método de imunodifusão (ID), a diluição é obtida por difusão num gel. São obtidos gradientes 
de concentração de um, ou dois reagentes de modo a criar no gel zonas nas quais as proporções de 
reagentes favoreçam a precipitação. Enquanto que os métodos de floculação são realizados em tubos 
de ensaio, os métodos de imunodifusão podem ser realizados usando-se diferentes suportes, como: 
provetas, placas, lâminas, tinas ou câmaras. Chama-se imunoprecipitação simples quando o antígeno 
reage apenas com o seu anticorpo correspondente; diz-se complexa quando se utilizam vários 
reagentes sorologicamente aparentados; e múltiplos, quando se utilizam vários reagentes 
sorologicamente não aparentados. No método de difusão simples é estabelecido um gradiente de 
concentração somente para um dos reagentes difundidos a partir de uma fonte exterior para dentro do 
gel que contém o reagente correspondente a uma concentração relativamente baixa.  
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Imunodifusão radial simples (IDRS). É uma técnica de imunodifusão simples quantitativa. Quando 
se estabelece o equilíbrio entre os reagentes externo e interno, a área da zona circular de precipitação, 
originada a partir do reagente externo, é diretamente proporcional à concentração do antígeno 
aplicado e inversamente proporcional à concentração de anticorpos no gel.  
 
Métodos de difusão dupla. Os gradientes de concentração são estabelecidos para dois reagentes. Tanto 
o antígeno como o anticorpo difundem a partir de locais separados num gel inicialmente neutro sob 
o ponto de vista imunológico. Os métodos de imunodifusão dupla são utilizados para comparar, 
qualitativamente, vários antígenos em relação a um anticorpo apropriado ou vice-versa. A 
comparação é baseada na presença ou ausência de interação entre os padrões de precipitação. É 
possível distinguir reações de identidade, de não identidade, ou de identidade parcial entre antígenos 
e anticorpos.  
 
Métodos de imunoeletroforese. A imunoeletroforese (IE) é uma técnica qualitativa de dois métodos 
associados: eletroforese em gel, seguida de imunodifusão.  
 
Imunoeletroforese cruzada. A imunoeletroforese cruzada é uma modificação da imunoeletroforese 
(IE), adaptada à análise qualitativa e quantitativa. Num primeiro tempo é realizada uma eletroforese 
clássica. Uma faixa do gel que contém as frações a analisar, separadas pela eletroforese, é 
posteriormente recortada e transferida à outra placa. Essa nova placa é então sujeita a uma segunda 
eletroforese numa direção perpendicular à faixa anterior, mediante o uso de um gel que contém um 
teor relativamente baixo em anticorpos correspondentes ao antígeno. Para uma dada concentração de 
anticorpos e espessura do gel, a relação entre a área de cada um dos picos de precipitação e a 
quantidade do antígeno correspondente é linear.  
 
Método eletroimunológico ou imunoeletroforese fusiforme. O ensaio eletroimunológico muitas vezes 
referido como imunoeletroforese fusiforme é um método rápido para se dosar os antígenos cuja carga 
difere do anticorpo e vice-versa. A eletroforese do antígeno a ser dosado é realizada num gel que deve 
conter uma concentração relativamente inferior à do anticorpo correspondente. A substância a ser 
analisada e as diluições do antígeno usado para a calibração devem ser colocadas nas diferentes 
cavidades do gel. Durante a eletroforese formam-se zonas de precipitação fusiformes que migram a 
partir das cavidades. Quando o antígeno já não está em excesso, a linha de precipitação torna-se 
estacionária. Para uma dada concentração de anticorpos, a relação entre a distância percorrida pela 
linha de precipitação e a quantidade de antígeno aplicada é linear.  
 
Contra-imunoeletroforese. É um método quantitativo rápido que possibilita estabelecer gradientes de 
concentração de antígenos e anticorpos externos, num campo elétrico dependente das suas diferentes 
cargas. As diluições do padrão e da amostra devem ser organizadas em uma fila de cavidades no gel. 
Uma quantidade conhecida de reagente correspondente é colocada numa fila oposta de cavidades. O 
título da substância a ser dosada pode ser considerado como a maior diluição em que se observa uma 
linha de precipitação. Existem variantes da imunoeletroforese cruzada e do imunoeletrodoseamento. 
Outras técnicas associam a separação do antígeno pelo tamanho molecular e propriedades 
sorológicas. A visualização e caracterização das linhas de imunoprecipitação podem ser realizadas 
por colorações seletivas, ou não seletivas, por fluorescência, por marcadores enzimáticos, marcadores 
isotópicos, ou por outras técnicas apropriadas. As colorações seletivas são, habitualmente, utilizadas 
para a caracterização de substâncias não proteicas nos precipitados.  
 
Nos géis translúcidos, tais como ágar ou agarose, a linha de precipitação torna-se claramente visível 
no gel, desde que a concentração de cada um dos reagentes seja apropriada.  
 
VALIDAÇÃO DO MÉTODO  
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Um método imunoquímico quantitativo só será válido se:  
a) o antígeno ou o anticorpo não discriminar, significativamente, do padrão a substância em análise. 
No caso de um reagente marcado, o reagente correspondente não deve distinguir, de maneira 
significativa, a substância marcada da não marcada;  
b) o método não seja influenciado pela matriz do ensaio, isso é, todos os componentes da amostra em 
análise, ou seus excipientes, que possam variar de uma amostra a outra. Esses podem incluir altas 
concentrações de outras proteínas, sais, conservantes em concentrações elevadas ou exercer uma 
atividade de contaminação proteolítica;  
c) o limite de quantificação seja menor do que os critérios de aceitaçao indicados na monografia 
individual;  
d) a exatidão do doseamento seja tal que a variação dos resultados corresponda às exigências 
estabelecidas na monografia individual;  
e) ausência de erros sistemáticos na realização do ensaio. 
 
Parâmetros de validação do método 
 
Para que esses critérios sejam verificados, a validação inclui os seguintes elementos:  
a) o ensaio deve ser efetuado pelo menos em triplicata;  
b) o ensaio deve incluir pelo menos três diluições diferentes do padrão e três diluições diferentes da 
amostra com suposta atividade semelhante à da preparação padrão;  
c) a distribuição das amostras deve ser feita ao acaso;  
d) se a amostra está presente no soro, ou se está misturada com outros constituintes, o padrão deve 
ser preparado do mesmo modo;  
e) o ensaio deve incluir uma medida de ligação não específica do reagente marcado;  
f) para ensaios radioimunológicos com deslocamento: deve ser determinada a ligação máxima 
(deslocamento zero) e as diluições devem cobrir a gama completa de respostas para os valores mais 
próximos da ligação não específica à ligação máxima, de preferência tanto para a amostra como para 
o padrão.  
 
CÁLCULO ESTATÍSTICO  
 
Para análise dos resultados, as curvas de resposta da amostra e do padrão podem ser analisadas pelos 
procedimentos estatísticos aplicáveis aos ensaios biológicos. O não paralelismo significativo indica 
que antígeno ou anticorpo distingue a amostra do padrão e implica a invalidação do resultado. Nos 
imunodoseamentos com deslocamento, os valores de ligação não específica e do deslocamento 
máximo a uma alta concentração da amostra ou do padrão não devem ser significativamente 
diferentes. As diferenças poderão refletir efeitos devido à matriz, quer seja por inibição da ligação ou 
degradação do marcador.  
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5.7 MÉTODOS FÍSICOS APLICADOS A MATERIAIS CIRÚRGICOS E 
HOSPITALARES  
 
5.7.1 RESISTÊNCIA À TRAÇÃO 
 
A determinação da resistência à tração das suturas cirúrgicas deve ser realizada em ambiente com 
umidade e temperatura constantes. A umidade relativa do ar deve estar compreendida entre  60% e 
80% e a temperatura entre 20 ºC e 25 °C. 
 
EQUIPAMENTO 
 
Na determinação da resistência à tração das suturas cirúrgicas o equipamento deve possuir motor 
elétrico que aplique à sutura em análise, taxa de carga constante por unidade de tempo.  
 
EQUIPAMENTO DE PLANO INCLINADO 
 
Especificações: os prendedores devem ser do tipo de rolo com superfícies planas para a fixação das 
suturas. O diâmetro do rolo deve ser de 1,8 cm a 1,9 cm e as superfícies planas devem ter, no mínimo, 
2,5 cm de comprimento. A distância entre os prendedores deve ser de 1,25 cm. O atrito do carro da 
carga deve permitir que a pena inscritora deslize até 2,5% da capacidade de registro quando não 
houver amostra. A velocidade de inclinação do plano deve ser regulada de modo a serem necessários 
20 segundos a partir do início do teste para que a inclinação máxima de 30 graus seja atingida.  
 
PROCEDIMENTO 
 
Determinar a resistência à tração das suturas cirúrgicas com os mesmos cuidados preliminares 
exigidos para o teste de determinação do diâmetro. Ajustar o peso do carro para que, no momento em 
que ocorre a ruptura, a posição da pena inscritora esteja entre 20% e 80% da capacidade de registro.  
 
Tração direta: inserir a sutura no equipamento prendendo uma das extremidades e passando a 
extremidade livre pelo outro prendedor. Aplicar nessa última uma tensão equivalente a 25% da 
resistência mínima exigida para a sutura em teste e apertar o prendedor. Ajustar a pena inscritora no 
ponto zero do gráfico e ligar o equipamento; anotar a leitura e avaliar a resistência. Desprezar a 
determinação quando houver rompimento da sutura, próximo aos prendedores. 
 
Tração sobre-nó: determinar a resistência à tração sobre-nó cirúrgico executando na sutura em teste 
um nó de cirurgião (Figura 1) sobre um segmento de um tubo de borracha flexível de 5 cm de 
comprimento, 6,5 mm de diâmetro interno e 8,1 mm de diâmetro externo. Colocar a sutura no 
equipamento de modo que o nó se posicione de forma equidistante dos prendedores. Ajustar a pena 
inscritora no ponto zero do gráfico e ligar o equipamento; anotar a leitura e avaliar a resistência. 
Desprezar a determinação quando houver rompimento da sutura, próximo aos prendedores.  
 
Execução do nó cirúrgico 
 
Para fazer um nó cirúrgico, proceder conforme a seguir: 
a) segurar as pontas da sutura cirúrgica, uma em cada mão;  
b) colocar a ponta que se encontra na mão esquerda sobre a ponta da mão direita formando um círculo;  
c) introduzir a ponta sobreposta no círculo;  
d) repetir a operação;  
e) prender no tubo de borracha flexível;  
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5.7.4 DETERMINAÇÃO DE ABSORÇÃO  
 
Para a realização dos testes de Determinação de absorção, remover o algodão da sua embalagem 
original e condicioná-lo previamente, por no mínimo quatro horas, em local com umidade relativa do 
ar de (65 ± 2)% e a temperatura de (21 ± 1,1) °C. 
 
PROCEDIMENTO 
 
Utilizar cesto, que pese no máximo 3 g, constituído de arame de cobre de aproximadamente 0,4 mm 
de diâmetro, na forma de um cilindro de aproximadamente 5 cm de diâmetro e 8 cm de profundidade, 
com espaços de cerca de 2 cm entre os arames. Transferir porções de algodão hidrófilo de, 
exatamente, cerca de (1 ± 0,05) g, de cinco diferentes partes do pacote, através de puxões e não de 
cortes da amostra. Colocar as porções combinadas no cesto e pesar. Segurar o cesto pela lateral 
aproximadamente a 12 mm acima da superfície da água a (25 ± 1) °C e deixar cair na mesma. 
Determinar, de preferência pelo uso de um cronômetro, o tempo em segundos requerido para 
submersão completa.  
 
Remover o cesto da água, deixá-lo drenar por 10 segundos na mesma posição horizontal, então 
colocá-lo imediatamente num recipiente tarado e coberto e pesar. Calcular a massa de água absorvida 
a partir da massa do cesto de teste e da massa do algodão hidrófilo.  
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5.7.5 DETERMINAÇÃO DO COMPRIMENTO DA FIBRA  
 
Para a realização dos testes de Determinação do comprimento da fibra, remover o algodão da sua 
embalagem original e condicioná-lo previamente, por no mínimo quatro horas, em local com umidade 
relativa do ar de (65 ± 2)% e a temperatura de (21 ± 1,1) °C. 
 
Este procedimento aplica-se ao aparelho separador dúplex de fibra de algodão Suter-Webb. Com 
alterações no procedimento, pode ser aplicado a dois separadores Baer arranjados em sequência, ou 
a um Johannsen ou outro aparelho semelhante. 
 
APARELHAGEM 
 
O separador consiste em dois bancos de pentes rigidamente montados lado a lado sobre uma base 
comum. Cada banco de pentes consiste em pelo menos 12 pentes individuais espaçados por 3,2 mm, 
um atrás do outro e montados de modo encaixado para que, à medida que eles sejam aproximados 
durante o processo de fracionamento e não mais necessários, eles possam ser soltos para caírem 
abaixo do plano de trabalho. Cada pente tem uma série simples de dentes precisamente alinhados e 
bem pontiagudos, de 12 mm de comprimento, consistindo em agulhas de 0,38 mm de diâmetro. Os 
dentes são espaçados de 62 mm a 25 mm numa extensão de aproximadamente 50 mm. 
 
Os acessórios consistem em fórceps separador de fibras, grade depressora de fibras, prato plano 
depressor de fibras e pratos cobertos por veludo. O fórceps separador consiste em duas peças de latão, 
de 75 mm de comprimento, aproximadamente, engonçado de um lado e levemente curvado, 
apresentando, assim, um formato de bico para pegar as fibras que estejam fora e próximas às 
superfícies dos pentes. Usualmente, uma das extremidades apanhadoras tem um estofamento de couro 
ou outro material fibroso. A extremidade apanhadora tem aproximadamente 19 mm de largura.  
 
A grade depressora de fibras consiste em séries de hastes de metal espaçadas por 3,2 mm, de modo 
que elas possam ser colocadas entre os pentes para pressionar as fibras para baixo entre os dentes. O 
prato plano depressor de fibras consiste em um prato de metal polido, de aproximadamente 25 mm 
por 50 mm, com uma saliência arredondada ou alça na superfície superior por meio da qual o prato 
pode ser aplainado sobre as fibras à medida que elas são colocadas na superfície dos pratos cobertos 
por veludo. Os pratos cobertos por veludo, sobre os quais as fibras podem ser colocadas em ordem, 
são placas de alumínio de aproximadamente 100 mm por 225 mm e 2,4 mm de espessura, cobertas 
em ambos os lados por veludo de alta qualidade, de preferência preto. 
 
SELEÇÃO DO ALGODÃO 
 
Após desenrolar o algodão, preparar uma amostra representativa pela tomada, a partir de um pacote 
contendo de 225 g a 450 g, de 32 amostras (cada uma com cerca de 75 mg) bem distribuídas ao longo 
da peça, sendo 16 retiradas de uma metade longitudinal e o restante da outra metade. 
 
Evitar as extremidades da peça e, cuidadosamente, assegurar que as porções sejam retiradas levando-
se em conta a espessura da peça. Para evitar a seleção de somente fibras longas ou fibras curtas, 
remover todas as fibras de cada amostra e não deixar que as mesmas passem através dos dedos. 
 
De pacotes de, no máximo, 112,5 g, pesar oito amostras e de pacotes pesando entre 112,5 g e 225 g, 
pesar 16 amostras, todas bem distribuídas. 
 
Misturar as amostras aos pares, indiscriminadamente, e combinar cada par puxando e enrolando 
suavemente nos dedos. Então dividir longitudinalmente cada par combinado em duas partes 
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aproximadamente iguais e utilizar uma parte na mistura posterior (a outra parte pode ser descartada 
ou reservada para quaisquer outros testes ou controles). 
 
Repetir o processo descrito no parágrafo anterior com as metades sucessivas das séries bifurcadas até 
que resulte somente uma amostra. Suavemente, dispor em posição paralela as fibras da amostra final, 
puxando e enrolando-as nos dedos. Reter todas as fibras, incluindo, tanto como possível, as 
embaraçadas e as massas de fibras trançadas, descartando somente os fragmentos de sementes 
imaturos com fibras e material estranho não fibroso tal como pecíolos, folhas e fragmentos de 
tegumentos. 
 
A partir da amostra final descrita no parágrafo anterior, separar longitudinalmente uma amostra de 
(75 ± 2) mg, exatamente pesados. Reter o resíduo para qualquer teste necessário. 
 
PROCEDIMENTO 
 
Utilizando a grade depressora de fibras, inserir cuidadosamente a amostra pesada num banco de 
pentes do separador de algodão, de modo que ela se estenda através dos pentes em ângulos 
aproximadamente retos. 
 
Com o fórceps separador, segurar, pelas extremidades livres, uma pequena porção das fibras que se 
estende através dos dentes do pente mais próximo ao operador; suavemente tirá-la dos pentes e 
transferi-la para as pontas dos dentes do segundo banco, deitando as fibras paralelamente umas às 
outras, linearmente e aproximadamente em ângulos retos em relação às faces dos pentes, liberando 
tão próximo à face do pente frontal como possível. 
 
Utilizando a grade depressora, cuidadosamente pressionar as fibras transferidas para baixo, nos dentes 
dos pentes. Continuar a operação até que todas as fibras sejam transferidas para o segundo banco de 
pentes. Durante esta transferência das fibras, deixar cair os pentes do primeiro banco sucessivamente 
quando e enquanto todas as fibras salientes forem removidas. 
 
Girar o equipamento em 180° e transferir as fibras de algodão de volta para o primeiro banco de 
pentes à maneira descrita anteriormente. 
 
Deve-se aplainar cuidadosamente as extremidades das fibras durante ambas as transferências, 
arranjando-as tão proximamente como possível à superfície frontal do pente proximal. Tal 
aplainamento pode envolver a retirada de fibras isoladas de ambos os lados, frontal e distal, dos 
bancos de pentes e o redepósito das mesmas no feixe principal dos pentes. 
 
Girar o equipamento novamente em 180º. Deixar cair pentes sucessivos, se necessário, para expor as 
extremidades das fibras mais longas. Pode ser necessário redepositar algumas fibras isoladas. 
Utilizando o fórceps, retirar as poucas fibras mais salientes. Desta maneira, continuar a retirar 
sucessivamente as fibras salientes remanescentes de volta à face frontal do pente proximal. Deixar 
cair este pente e repetir as séries de operações da mesma maneira até que todas as fibras tenham sido 
retiradas. Para não perturbar seriamente a amostra e, portanto, viciar o fracionamento em grupos, 
puxar diversas vezes (oito a dez) entre cada par de pentes. 
 
Colocar os puxões sobre os pratos cobertos por veludo em paralelo uns aos outros, tão retamente 
como possível, com as extremidades tão claramente definidas como possível e com as partes distais 
arranjadas em linha reta, pressionando-as para baixo suavemente com o prato plano depressor de 
fibras antes de liberar o puxão do fórceps. Empregar, no mínimo, 50 e, no máximo, 100 puxões para 
fracionar a amostra. 
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Agrupar todas as fibras que tenham comprimento de 12,5 mm ou mais e pesar o grupo até décimos 
de miligrama. Da mesma maneira, agrupar todas as fibras que tenham comprimento de 6,25 mm ou 
menos e pesar da mesma maneira. Finalmente, agrupar as fibras remanescentes, de comprimentos 
intermediários e pesar. A soma dos três pesos não deve diferir do peso inicial da amostra por mais do 
que 3 mg. Dividir a massa de cada um dos dois primeiros grupos pela massa da amostra para obter a 
porcentagem em peso de fibra nas duas faixas de comprimento. 
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Dióxido de carbono: o tubo detector de dióxido de carbono deve indicar a concentração mínima de 
100 micromol/mol (ppm), com o desvio padrão relativo dos resultados, no máximo, de 15,0%. 
 
Dióxido de enxofre: o tubo detector de dióxido de enxofre deve indicar a concentração mínima de 0,5 
micromol/mol (ppm), com o desvio padrão relativo dos resultados, no máximo, de 15,0%. 
 
Monóxido de nitrogênio e dióxido de nitrogênio: o tubo detector de monóxido de nitrogênio e dióxido 
de nitrogênio deve indicar a concentração mínima de 0,5 micromol/mol (ppm), com o desvio padrão 
relativo dos resultados, no máximo, de 15,0%. 
 
5.8.1.2 DETERMINAÇÃO DE GASES POR ESPECTROFOTOMETRIA NO 
INFRAVERMELHO NÃO DISPERSIVO  
 
Gases absorvem luz em um ou mais comprimentos de ondas específicos e essa propriedade é 
amplamente utilizada para determinação de suas concentrações. A técnica analítica que utiliza o 
analisador infravermelho pode ser usada para determinação de impurezas, como monóxido de 
carbono, dióxido de carbono, entre outras. 
 
O analisador compreende dois geradores de feixes infravermelhos idênticos: um feixe atravessa uma 
cela com a amostra e o outro atravessa uma cela com o gás de referência. A radiação infravermelha 
emitida por uma fonte é convertida em luz intermitente por meio de um interruptor giratório (chopper) 
e entra na câmara do detector após passar por uma das celas de medida. Uma parte da radiação é 
absorvida pela impureza porventura existente na cela da amostra produzindo uma diferença na 
intensidade nos dois feixes que entram nas câmaras do detector. Essa diferença produz uma corrente 
elétrica que é proporcional à quantidade de impureza existente na amostra. 
 
Sempre que o equipamento for ligado, ele deverá ser ajustado conforme descrito na monografia 
específica de cada gás. 
 
5.8.1.3 DETERMINAÇÃO DE GASES POR ANÁLISE PARAMAGNÉTICA  
 
O sinal paramagnético identifica o oxigênio na amostra. O princípio do método está baseado na alta 
sensibilidade paramagnética da molécula do oxigênio, que exerce uma forte interação no campo 
magnético, cujo sinal é medido eletronicamente, amplificado e convertido em um valor transmitido 
no leitor de concentração de oxigênio. 
 
O equipamento deve ser calibrado periodicamente. A faixa de leitura do equipamento é de 0 a 100,0% 
v/v, com resolução de 0,1%, com linearidade de ± 0,1% e com precisão de 0,1%. 
 
Para a calibração do equipamento, ajustar o zero passando o gás nitrogênio padrão certificado com 
pureza mínima de 99,99% v/v pelo aparelho até que uma leitura constante seja atingida; configurar 
para a escala de 100% passando o gás de calibração (oxigênio padrão certificado com pureza mínima 
de 99,99% v/v) com o mesmo fluxo utilizado ao realizar a calibração do zero até que uma leitura 
constante seja atingida. 
 
Procedimento: passar o gás a ser analisado pelo analisador com o mesmo fluxo utilizado no ato da 
calibração até que uma leitura constante seja atingida. Registrar a concentração do gás amostra lida 
no instrumento. O resultado deve estar em porcentagem de volume de oxigênio. 
 
5.8.1.4 DETERMINAÇÃO DE GASES POR ESPECTROFOTOMETRIA NO 
ULTRAVIOLETA  
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5.8.3 DETERMINAÇÃO DE ÓLEO EM GASES  MEDICINAIS  
 
Proceder conforme descrito em Determinação de gases utilizando tubos detectores (5.8.1.1). O tubo 
detector de óleo deve indicar a concentração mínima de 0,1 micromol/mol (ppm), com o desvio 
padrão relativo dos resultados, no máximo, de 30%. 
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Todos os componentes de polietileno estão sujeitos a testes de espectroscopia no infravermelho e 
calorimetria diferencial de varredura. Quando estudos de estabilidade são realizados para determinar 
a data de validade de uma forma farmacêutica especial em um recipiente de polietileno adequado, 
qualquer outro recipiente de polietileno que cumpra esses requisitos pode ser igualmente utilizado 
para embalar a forma farmacêutica em questão, desde que os programas de estabilidade apropriados 
sejam ampliados para incluir o recipiente alternativo para garantir que a identidade, a força, a 
qualidade e a pureza da forma farmacêutica sejam mantidas durante o período de validade. 
 
ENSAIOS 
 
Polietileno de alta densidade 
 
Espectroscopia de infravermelho. Utilizar o acessório de reflexão total atenuada, conforme descrito 
no item Infravermelho médio (5.2.14). O espectro corrigido da amostra deve apresentar bandas de 
maior absorção apenas nos mesmos comprimentos de onda do espectro do padrão de referência. 
 
Calorimetria diferencial de varredura. Proceder como descrito na Análise térmica de Métodos de 
testes (6.2.1.3). O termograma da amostra deve ser parecido com o do padrão de referência, 
determinado de maneira semelhante, e a temperatura endotérmica (derretimento) no termograma da 
amostra não deve diferir em mais de 6,0 °C dos padrões de referência. 
 
Metais pesados e resíduo não volátil. Preparar extratos da amostra conforme descrito nos Testes 
físico químicos, em Métodos de testes (6.2.1.3), com amostra de área equivalente a 60 cm2, sem 
considerar a espessura, para cada 20,0 mL de Meio de extração. 
 
Metais Pesados. Os recipientes devem cumprir os requisitos para Metais pesados em Testes físico 
químicos, em Métodos de testes (6.2.1.3). 
 
Resíduo não volátil. Proceder como descrito em Resíduo não volátil em Testes físico químicos em 
Métodos de teste (6.2.1.3), sendo que o Branco deve ser o mesmo solvente utilizado em cada uma 
das condições de teste. A diferença entre as quantidades obtidas da Preparação da amostra e do 
branco não deve exceder 12,0 mg quando a água mantida a 70 °C é utilizada como Meio de extração; 
não exceder 75,0 mg quando o álcool mantido a 70 °C é utilizado como Meio de extração; e não 
exceder 100,0 mg quando o hexano mantido a 50 °C é utilizado como Meio de extração. 
 
Substâncias utilizadas em contato com líquidos orais. Proceder como descrito na Capacidade 
tamponante de Testes físico químicos, Métodos de testes (6.2.1.3). 
 
Polietileno de baixa densidade 
 
Espectroscopia de infravermelho. Utilizar o acessório de reflexão total atenuada, conforme descrito 
no item Infravermelho médio (5.2.14). O espectro corrigido da amostra deve apresentar bandas de 
maior absorção apenas nos mesmos comprimentos de onda do espectro do padrão de referência. 
 
Calorimetria diferencial de varredura. Proceder como descrito na Análise térmica, em Métodos de 
testes (6.2.1.3). O termograma da amostra deve ser parecido com o do padrão de referência, 
determinado de maneira semelhante, e a temperatura endotérmica (derretimento) no termograma da 
amostra não deve diferir em mais de 8,0 °C dos padrões de referência. 
 
Metais pesados e resíduo não volátil. Preparar extratos da amostra conforme descrito em 
Preparação da amostra em Testes físico químicos de Métodos de testes, com amostra de área 
equivalente a 60 cm2, sem considerar a espessura, para cada 20,0 mL de Meio de extração. 
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Metais pesados. Os recipientes devem cumprir os requisitos para Metais pesados de Testes físico 
químicos, em Métodos de testes (6.2.1.3). 
 
Resíduo não volátil. Proceder conforme descrito em Resíduo não volátil de Testes físico químicos, 
em Métodos de testes (6.2.1.3), sendo que o Branco deve ser o mesmo solvente utilizado em cada 
uma das condições de teste. A diferença entre as quantidades obtidas da Preparação da amostra e do 
branco não deve exceder 12,0 mg quando a água mantida a 70 °C é utilizada como Meio de extração; 
não exceder 75,0 mg quando o álcool mantido a 70 °C é utilizado como Meio de extração; e não 
exceder 350,0 mg quando o hexano mantido a 50 °C é utilizado como Meio de extração. 
 
Substâncias utilizadas em contato com líquidos orais. Proceder conforme descrito na Capacidade 
tamponante de Testes físico químicos, em Métodos de testes (6.2.1.3). 
 
6.2.1.2 RECIPIENTES DE POLIPROPILENO 
 
Os polímeros de polipropileno são polímeros de cadeia longa, sintetizados com o auxílio de 
catalisadores sob condições controladas de calor e pressão. Fatores como composição do plástico, 
processamento e procedimentos de limpeza, meios de contato, corantes, adesivos, absorção, adsorção, 
permeabilidade de conservantes e condições de armazenamento podem afetar a adequação de um 
plástico para um uso específico. A adequação de um polipropileno característico deve ser estabelecida 
por meio de testes adequados. 
 
O polipropileno tem um espectro no infravermelho distinto e propriedades térmicas características. 
Possui uma densidade de 0,880 g/cm3 a 0,913 g/cm3. As propriedades de permeabilidade dos 
recipientes em polipropileno moldados podem ser alteradas quando o polímero repulverizado é 
incorporado, dependendo de sua proporção no produto final. Outras propriedades que podem afetar 
a adequação de polipropileno utilizado em recipientes para embalagem de medicamentos incluem 
permeabilidade ao oxigênio e à umidade, módulo de elasticidade, índice de fluidez, resistência à 
quebra sob tensão ambiental e grau de cristalinidade após a moldagem. 
 
As normas e ensaios fornecidos caracterizam recipientes em polipropileno, produzidos a partir de 
homopolímeros ou copolímeros, que são adequados para acondicionamento de formas farmacêuticas 
orais secas sólidas e líquidas. Considerando-se que estudos adequados de estabilidade tenham sido 
realizados para determinar a data de validade de uma forma farmacêutica específica em um recipiente 
apropriado em polipropileno, qualquer outro recipiente em polipropileno que atenda a esses requisitos 
pode ser utilizado para embalar a mesma forma farmacêutica, desde que os programas de estabilidade 
apropriados sejam ampliados para incluir esse recipiente alternativo, a fim de garantir que a 
identidade, a força, a qualidade e a pureza da forma farmacêutica sejam mantidas durante o período 
de validade. 
 
ENSAIOS 
 
Espectroscopia de infravermelho. Utilizar acessório de reflexão total atenuada, conforme descrito 
no item Espectrofotometria de absorção no infravermelho (5.2.14). O espectro corrigido da amostra 
deve apresentar bandas de maior absorção somente nos mesmos comprimentos de onda do espectro 
do respectivo padrão de referência (homopolímero ou copolímero de polipropileno) determinado de 
forma semelhante. 
 
Calorimetria diferencial de varredura. Proceder conforme descrito na Análise térmica de Métodos 
de testes (6.2.1.3). A temperatura endotérmica (derretimento) no termograma não deve diferir em 
mais que 6,0 °C dos padrões de referência para homopolímeros. A temperatura endotérmica obtida 
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do termograma da amostra de copolímero de polipropileno não deve diferir em mais que 12,0 °C dos 
padrões dessa substância. 
 
Metais pesados e resíduo não volátil. Preparar extratos das amostras conforme descrito em 
Preparação da amostra, de Testes físico químicos, em Métodos de testes (6.2.1.3), com porção de 60 
cm2, sem considerar a espessura, para cada 20,0 mL de Meio de extração. 
 
Metais pesados. Os recipientes devem cumprir os requisitos para Metais pesados de Testes físico 
químicos, em Métodos de testes (6.2.1.3). 
 
Resíduo não volátil. Proceder conforme descrito em Resíduo não volátil de Testes físico químicos, 
em Métodos de testes (6.2.1.3), sendo que o Branco deve ser o mesmo solvente utilizado em cada 
uma das condições de teste. A diferença entre as quantidades obtidas da Preparação da amostra e do 
branco não deve exceder 10,0 mg quando a água mantida a 70 °C é utilizada como Meio de extração; 
não exceder 60,0 mg quando o álcool mantido a 70 °C é utilizado como o Meio de extração; e não 
exceder 225,0 mg quando o hexano mantido a 50 °C é utilizado como Meio de extração. Os 
recipientes devem atender aos requisitos para Resíduo não volátil para todos os meios de extração. 
 
Nota: hexano e álcool são inflamáveis. Ao evaporar esses solventes, utilizar uma corrente de ar com 
banho-maria; ao secar o resíduo, utilizar estufa a prova de explosão. 
 
Substâncias utilizadas em contato com líquidos orais. Proceder conforme descrito na Capacidade 
tamponante de Testes físico químicos, em Métodos de testes (6.2.1.3). 
 
6.2.1.3 RECIPIENTES DE POLI (TEREFTALATO DE ETILENO) E POLI 
(TEREFTALATO DE ETILENOGLICOL)  
 
Resinas de poli (tereftalato de etileno) (PET) são polímeros cristalinos de cadeia longa preparados 
pela condensação do etilenoglicol com dimetiltereftalato ou ácido tereftálico. As resinas de 
copolímero PET são preparadas de forma semelhante, exceto que, também, podem conter uma 
pequena quantidade de ácido isoftálico (inferior a 3% de mol da resina) ou 1,4-ciclo-hexano-
dimetanol (inferior a 5% de mol da resina). A polimerização é conduzida sob condições controladas 
de calor e vácuo; com o auxílio de catalisadores e estabilizadores. 
 
As resinas de copolímero PET têm propriedades físicas e espectrais semelhantes ao PET e, para 
efeitos práticos, são tratadas como PET. Os ensaios e as especificações fornecidas nesta seção para 
caracterizar resinas e recipientes de PET, aplicam-se também às resinas de copolímero e aos 
recipientes fabricados a partir delas. 
 
Geralmente, o PET e suas resinas de copolímero apresentam um grau elevado de ordem em sua 
estrutura molecular. Como resultado, apresentam um comportamento térmico característico 
dependente da composição, incluindo uma temperatura de transição vítrea de cerca de 76 °C e uma 
temperatura de fusão de aproximadamente 250 °C. Essas resinas têm um espectro de absorção de 
infravermelho particular que permite a diferenciação de outros materiais plásticos, como 
policarbonato; poliestireno; polietileno e resinas poli (tereftalato de etilenoglicol) (PETG). O PET e 
suas resinas de copolímero têm uma densidade entre 1,3 e 1,4 g/cm3 e uma viscosidade intrínseca 
mínima de 0,7 dL/g, que corresponde a um peso molecular médio de cerca de 23 000 Da. 
 
As resinas PETG são polímeros de alto peso molecular preparadas pela condensação do etilenoglicol 
com dimetiltereftalato, ou ácido tereftálico e com 15 a 34% de 1,4-hexano-dimetanol molar. As 
resinas PETG são polímeros transparentes, amorfos, com uma temperatura de transição vítrea de 
cerca de 81 °C e sem um ponto de fusão cristalina, conforme determinado pela calorimetria 



Farmacopeia Brasileira, 6ª edição  RC6.2-01 
 

diferencial de varredura. As resinas PETG têm um espectro de absorção infravermelho particular que 
possibilita a distinção entre outros materiais plásticos, inclusive o PET. As resinas PETG têm uma 
densidade de aproximadamente 1,27 g/cm3 e uma viscosidade intrínseca mínima de 0,65 dL/g, o que 
corresponde a um peso molecular médio de cerca de 16 000 Da. 
 
As resinas PET e PETG não contêm nenhum plastificante, apoio de processamento ou antioxidantes. 
Quando corantes são utilizados na fabricação de recipientes de PET e de PETG, esses não devem 
migrar para o líquido. 
 
As normas e ensaios fornecidos nessa seção caracterizam recipientes de tereftalato de polietileno 
(PET) e tereftalato de polietileno glicol (PETG) que são usados para embalar formas farmacêuticas 
orais líquidas. Considerando que estudos adequados de estabilidade tenham sido realizados para 
determinar a validade de uma forma farmacêutica líquida particular em um recipiente que atenda os 
requisitos para recipientes de PET ou de PETG, qualquer outro recipiente dessas substâncias que 
atenda a esses requisitos pode ser utilizado para embalar a mesma forma farmacêutica, desde que 
programas de estabilidade apropriados sejam ampliados para incluir esse recipiente alternativo, para 
garantir que a identidade, a força, a qualidade e a pureza da forma farmacêutica sejam mantidas 
durante toda a validade. A adequação de um recipiente de PET ou de PETG específico para ser usado 
na dispensação de uma forma farmacêutica oral líquida específica deve ser estabelecida por meio de 
testes adequados. 
 
ENSAIOS 
 
Espectroscopia de infravermelho. Utilizar acessório de reflexão total atenuada, proceder conforme 
descrito em Espectrometria no ultra-violeta, visível e infravermelho (5.2.14). O espectro corrigido da 
amostra apresenta bandas de maior absorção apenas nos mesmos comprimentos de onda do espectro 
dos padrões de referência, determinados semelhantemente. 
 
Calorimetria diferencial de varredura. Proceder conforme descrito no item Análise térmica em 
Métodos de testes. Para o tereftalato de polietileno, o termograma da amostra deve ser parecido com 
o do padrão de referência, determinado de forma semelhante; o ponto de derretimento da amostra 
(Tm) não deve diferir dos padrões de referência em mais de 9 °C e a temperatura de transição vítrea 
em mais de 4 °C. Para o tereftalato de polietileno glicol, o termograma da amostra deve ser parecido 
com o do padrão de referência, determinado de forma semelhante; a temperatura de transição vítrea 
da amostra (Tg) não deve diferir em mais de 6 °C dos padrões de referência. 
 
Extração de corantes. Selecionar três recipientes para o ensaio. Cortar uma parte relativamente plana 
da parede lateral de um recipiente e apará-la na medida necessária para ajustar a amostra ao suporte 
do espectrofotômetro. Realizar varredura (5.2.14) para obter o espectro visível de 350-700 nm da 
parede lateral. Com aproximação de 2 nm, determinar o comprimento de onda de absorvância 
máxima. Preencher os dois recipientes restantes com 50% de álcool etílico para recipientes PET e 
25% de álcool etílico para PETG. Preparar os recipientes com vedações impermeáveis, como uma 
folha de alumínio, e fechar com as tampas. Encher com o solvente correspondente um recipiente de 
vidro de mesma capacidade que os recipientes em teste, prepará-lo com vedação impermeável, como 
uma folha de alumínio, e fechar com uma tampa. Incubar os recipientes em teste e o recipiente de 
vidro a 49 °C por 10 dias. Retirar os recipientes e aguardar que atinjam a temperatura ambiente. 
Concomitantemente, determinar as absorvâncias (5.2.14) das soluções em teste em células de 5 cm 
no comprimento de onda de absorvância máxima, utilizando o solvente correspondente do recipiente 
de vidro como branco. Para ambas as soluções em teste, os valores de absorvância obtidos devem ser 
inferiores a 0,01. 
 
Metais pesados; Total de tereftaloíla e etilenoglicol. 
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Meios de extração. 
Água purificada 
Álcool etílico a 50%. Diluir 125 mL de álcool etílico em água para 238 mL de solução e 
homogeneizar. 
Álcool etílico a 25%. Diluir 125 mL de Álcool etílico a 50% em água para 250 mL de solução e 
homogeneizar. 
n-Heptano. 
 
Procedimento geral. Utilizar um meio de extração de Álcool etílico a 50% para recipientes de PET 
e Álcool etílico a 25% para PETG. Para cada meio de extração, encher um número suficiente de 
recipientes testes com 90% da sua capacidade nominal para obter no mínimo 30 mL. Encher um 
número correspondente de recipientes de vidro com Água purificada, a mesma quantidade de 
recipientes com Álcool etílico a 50%, ou Álcool etílico a 25% e o mesmo número de recipientes de 
vidro com n-Heptano para ser utilizado como branco dos meios de extração. Colocar, nos recipientes, 
vedações impermeáveis, como folha de alumínio, e tampá-los. Incubar os recipientes testes e os 
recipientes de vidro a 49 °C por 10 dias. Retirar os recipientes testes com as amostras e os brancos 
do meio de extração e armazená-los em temperatura ambiente. Não transferir as amostras do meio de 
extração para recipientes de armazenamento alternativos. 
 
Metais pesados. Pipetar 20 mL de Água purificada extraída dos recipientes testes, filtrada conforme 
necessário, colocar em um, ou dois tubos de 50 mL para comparação de cor e guardar a Água 
purificada restante para utilizar no teste de Etilenoglicol. Ajustar o pH do extrato entre 3,0 e 4,0 com 
ácido acético M ou hidróxido de amônio 6 M, utilizando um papel indicador de curto intervalo de pH. 
Diluir com água até cerca de 35 mL e homogeneizar. Pipetar 2 mL da Solução padrão de chumbo (10 
ppm Pb) (5.3.2.3), preparada no dia do uso; transferir para um segundo tubo de comparação de cor e 
adicionar 20 mL de Água purificada. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético M ou hidróxido 
de amônio 6 M, utilizando um papel indicador de curto intervalo de pH. Diluir com água até cerca de 
35 mL e homogeneizar. Em cada tubo, adicionar 1,2 mL de tioacetamida SR e 2 mL de Tampão 
acetato pH 3,5 (5.3.2.3) diluir com água até 50 mL de solução e homogeneizar. Qualquer cor 
produzida dentro de 10 minutos no tubo que contém a Água purificada extraída dos recipientes testes, 
não deve ser mais intensa do que a do tubo contendo a Solução padrão de chumbo (10 ppm Pb), 
ambas visualizadas sobre uma superfície branca (limite 1 ppm). 
 
Total de tereftaloíla. Determinar a absorvância do extrato de Álcool etílico a 50% ou de Álcool 
etílico a 25% em uma célula de 1 cm, no comprimento de onda de absorvância máxima a cerca de 
244 nm (5.2.14), utilizando como branco aquele correspondente ao meio de extração. A absorvância 
do extrato não deve exceder 0,150, o que corresponde, no máximo, 1 ppm do total de tereftaloíla do 
meio. Determinar a absorvância do extrato de n-Heptano em uma célula de 1 cm, no comprimento de 
onda de absorvância máxima a cerca de 240 nm (5.2.14), utilizando como branco o meio de extração 
de n-Heptano. A absorvância do extrato não deve exceder 0,150, o que corresponde, no máximo, 1 
ppm de tereftaloíla do meio. 
 
Etilenoglicol. 
Solução de ácido periódico. Solubilizar 125 mg de ácido periódico em 10 mL de água. 
Ácido sulfúrico diluído. Para 50 mL de água, adicionar lentamente e em constante agitação, 50 mL 
de ácido sulfúrico e aguardar que atinja a temperatura ambiente. 
Solução de bissulfito de sódio. Solubilizar 0,1 g de bissulfito de sódio em 10 mL de água. Utilizar 
essa solução em até sete dias. 
Solução de cromotropato dissódico. Solubilizar 100 mg de cromotropato dissódico em 100 mL de 
ácido sulfúrico. Proteger a solução da luz e utilizá-la em até de sete dias. 
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Procedimento. Cortar uma seção com peso aproximado de 12 mg e colocá-la no compartimento para 
a amostra. O contato próximo entre o compartimento e o termoelemento é essencial para a 
reprodutibilidade dos resultados. Determinar o termograma sob nitrogênio, utilizando as condições 
de aquecimento e resfriamento conforme especificadas para o tipo de resina e utilizar um 
equipamento capaz de realizar as determinações. 
 
Para polietileno. Determinar o termograma sob nitrogênio em temperaturas entre 40 °C e 200 °C, a 
uma taxa de aquecimento entre 2 °C e 10 °C por minuto, seguido de resfriamento para 40 °C, a uma 
taxa entre 2 °C e 10 °C por minuto. 
 
Para polipropileno. Determinar o termograma sob nitrogênio em temperaturas que variem entre a 
temperatura ambiente e 30 °C acima do ponto de fusão. Manter a temperatura por 10 minutos, em 
seguida, resfriar para 50 °C abaixo da temperatura máxima de cristalização a uma taxa de 10 °C a 20 
ºC por minuto. 
 
Para poli (tereftalato de etileno). Aquecer a amostra da temperatura ambiente até 280 °C a uma taxa 
de aquecimento de cerca de 20 °C por minuto. Manter a amostra a 280 °C por um minuto. Resfriar 
rapidamente a amostra para a temperatura ambiente e reaquecê-la para 280 °C a uma taxa de 
aquecimento de aproximadamente 5 °C por minuto. 
 
Para poli (tereftalato de etileno) glicol. Aquecer a amostra da temperatura ambiente até 120 °C a 
uma taxa de aquecimento de cerca de 20 °C por minuto. Manter a amostra a 120 °C por um minuto. 
Resfriar rapidamente a amostra para a temperatura ambiente e reaquecê-la para 120 °C a uma taxa de 
aquecimento de aproximadamente 10 °C por minuto. 
 
Testes biológicos 
 
Os testes biológicos in vitro são realizados de acordo com os procedimentos estabelecidos em Testes 
de reatividade biológica in vitro (6.2.5). Os componentes que satisfazem os requisitos dos testes in 
vitro não precisam ser submetidos a testes adicionais. Nenhuma designação de classe de plástico é 
atribuída a esses materiais. Os materiais que não cumprem os requisitos dos testes in vitro não são 
adequados para uso como recipientes de medicamentos. 
 
Se a designação de classe for necessária para plásticos e outros polímeros que atendam aos requisitos 
previstos em Testes de reatividade biológica in vitro (6.2.5), realizar o teste in vivo adequado 
especificado para Classificação de plásticos em Testes de reatividade biológica in vivo (6.2.6). 
 
Testes físico-químicos 
 
Os seguintes testes destinados a determinar as propriedades físicas e químicas de plásticos e seus 
extratos, são baseados na extração de material plástico, sendo essencial que a quantidade designada 
do plástico seja utilizada. Além disso, a área de superfície especificada deve estar disponível para a 
extração na temperatura determinada. 
 
Parâmetros do teste: 
 
Meio de extração. A menos que direcionado de outra forma em um teste específico a seguir, utilizar 
Água purificada como meio de extração, mantendo a temperatura a 70 °C, durante a extração para a 
Preparação da amostra. 
 
Branco. Utilizar Água purificada onde o branco é especificado nos testes que se seguem. 
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Equipamentos. Utilizar banho-maria e Recipientes de extração, conforme descrito em Testes de 
reatividade biológica in vivo (6.2.6). Proceder conforme descrito na Preparação de equipamentos 
em Testes de reatividade biológica in vivo (6.2.6). Os recipientes e equipamentos não precisam ser 
estéreis. 
 
Preparação da amostra. A partir de uma amostra homogênea de plástico, utilizar uma alíquota para 
cada 20 mL de meio de extração, equivalente a 120 cm2 da área da superfície total (unindo ambos os 
lados), e subdividida em faixas de, aproximadamente, 3 mm de largura e próximo a 5 cm de 
comprimento. Transferir a amostra subdividida para uma proveta de vidro tipo I, graduada, de 250 
mL com tampa e adicionar cerca de 150 mL de Água purificada. Agitar por, aproximadamente, 30 
segundos, esvaziar, descartar o líquido e repetir uma segunda lavagem. 
 
Extração para preparação da amostra. Transferir a Preparação da amostra pronta para um frasco 
de extração adequado e adicionar a quantidade solicitada de meio de extração. Extrair por 24 horas 
por aquecimento em um banho-maria na temperatura especificada para o meio de extração. Resfriar 
para temperaturas não abaixo de 20 °C. Pipetar 20 mL do extrato preparado para um recipiente 
adequado. Utilizar essa parte no teste para Capacidade tamponante. Decantar, imediatamente, o 
extrato residual em um recipiente limpo adequado e fechá-lo. 
 
Resíduo não volátil . Transferir, em alíquotas adequadas, 50 mL do Extrato de preparação da 
amostra para um cadinho adequado tarado (preferencialmente um cadinho de sílica fundida que tenha 
sido limpo com ácido) e evaporar a parte volátil em um banho a vapor. Evaporar de forma semelhante 
50 mL do Branco em outro cadinho. Se for esperado um resíduo oleoso, examinar repetidamente o 
cadinho durante a evaporação e o processo de secagem e reduzir a quantidade de calor, se o óleo 
tender a deslizar pela parede do cadinho. Secar a 105 ºC por uma hora. A diferença entre as 
quantidades obtidas do Extrato para a preparação da amostra e o Branco não devem ser superiores 
a 15 mg. 
 
Resíduo por incineração (5.2.10). Não é necessário realizar esse teste quando o resultado do teste 
de Resíduo não volátil não exceder 5 mg. Proceder com a obtenção dos resíduos, a partir do Extrato 
para a preparação da amostra e Branco descrito no teste para Resíduo não volátil acima, utilizando, 
se necessário, mais ácido sulfúrico para a mesma quantidade em cada cadinho. A diferença entre as 
quantidades obtidas de resíduo de ignição a partir do Extrato para a preparação da amostra e do 
Branco não deve ser superior a 5 mg. 
 
Metais pesados. Pipetar 20 mL do Extrato da preparação da amostra, filtrado, se necessário, para 
um dos dois tubos de 50 mL para comparação de cor. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético 
M ou hidróxido de amônio 6 M, utilizando um papel indicador de curto intervalo de pH. Diluir com 
água até cerca de 35 mL e homogeneizar. 
 
Pipetar 2 mL de Solução padrão de chumbo (10 ppm Pb) (5.3.2.3), transferir para o segundo tubo 
para comparação de cor e adicionar 20 mL do Branco. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético 
M ou hidróxido de amônio 6 M, utilizando um papel indicador de curto intervalo de pH. Diluir com 
água até cerca de 35 mL e homogeneizar. Em cada tubo, adicionar 1,2 mL de tioacetamida SR e 2 
mL de Tampão acetato pH 3,5 (5.3.2.3), diluir com água até 50 mL de solução e homogeneizar. 
Qualquer cor produzida dentro de 10 minutos na preparação que contém o Extrato da preparação da 
amostra extraída dos recipientes testes, não deve ser mais intensa do que na Preparação padrão, 
ambas visualizadas sobre uma superfície branca (1 ppm no extrato). 
 
Capacidade tamponante. Titular, potenciometricamente, as alíquotas de 20 mL, previamente 
coletadas, do Extrato da Preparação da amostra para um pH 7,0, utilizando ácido clorídrico 0,010 
M ou hidróxido de sódio 0,010 M, conforme necessário. Tratar, semelhantemente, uma alíquota de 
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20 mL do Branco. Se o mesmo titulante for necessário para ambos os titulados, a diferença entre os 
dois volumes não deve ser superior a 10 mL; e se o ácido for necessário ou para o Extrato da 
preparação da amostra, ou para o Branco, e o álcali para o outro, o total dos dois volumes solicitados 
não deve ser superior a 10 mL. 
 
6.2.2 TAMPAS DE ELASTÔMERO  
 
Tampas de elastômero são fabricadas em materiais obtidos a partir da polimerização, poliadição ou 
policondensação de substâncias orgânicas. Os polímeros obtidos são, geralmente vulcanizados. As 
formulações das tampas contêm elastômeros naturais ou sintéticos e aditivos inorgânicos e orgânicos 
para auxiliar ou controlar a vulcanização, proporcionar propriedades físicas e químicas, coloração, 
ou estabilizar a formulação da tampa. 
 
Para tampas formuladas com substâncias de elastômero naturais ou sintéticas, utilizadas para 
estocagem de longo prazo. Não se aplica a tampas fabricadas em elastômero de silicone, mas se aplica 
a tampas tratadas com silicone, como dimeticona, e tampas revestidas com outros materiais 
lubrificantes, como materiais ligados quimicamente, ou mecanicamente à tampa. 
 
Os comentários a seguir referem-se apenas às tampas laminadas ou revestidas com materiais 
destinados a fornecer ou funcionar como uma barreira à base do elastômero, por exemplo 
poli(tetrafluoretileno) (PTFE) ou revestimentos envernizados. Não é permitida a utilização de um 
material com o intuito de transformar uma tampa que não se encontra dentro das exigências 
específicas para uma que esteja em conformidade. No entanto, todos os testes físico-químicos se 
aplicam à fórmula base de tais tampas, bem como às tampas laminadas ou revestidas. Os testes de 
funcionalidade devem ser realizados utilizando tampas de elastômero laminadas ou revestidas. Os 
testes biológicos aplicam-se aos materiais revestidos ou laminados, bem como à fórmula base. Os 
testes biológicos podem ser realizados em tampas ou materiais revestidos ou laminados e em tampas 
não laminadas e não revestidas, sendo que os resultados devem ser reportados, separadamente. A 
fórmula base, utilizada nos testes físico-químicos, ou biológicos deve cumprir as especificações de 
uma tampa com barreira de revestimento que deve ser similar ao revestimento da tampa em 
configuração e tamanho. 
 
Os testes dessa seção limitam-se às tampas de elastômero dos Tipos I e II, sendo que as do Tipo I são 
utilizadas para preparações aquosas e as do Tipo II são normalmente destinadas às preparações não 
aquosas. Se uma tampa não atender a todas as exigências do teste do Tipo I, mas atender às exigências 
para o teste do Tipo II, a tampa recebe a classificação final do Tipo II. 
 
Nessa seção propõe-se realizar uma triagem inicial para identificar tampas de elastômero que podem 
ser apropriadas para o uso com preparações injetáveis, com base em suas compatibilidades biológicas; 
nas propriedades físico-químicas de seus extratos aquosos e nas suas funcionalidades. Todas as 
tampas de elastômero adequadas para uso em preparações injetáveis cumprem tanto com os limites 
do teste do Tipo I como do Tipo II. No entanto, com essa especificação não se tem o intuito de servir 
como um único critério de avaliação para a seleção de tais tampas. 
 
Dentre os requisitos para avaliação de tampas que estão além do âmbito dessa seção está o 
estabelecimento de testes de identificação e especificações da tampa, a verificação da tampa, 
compatibilidade físico química do produto, a identificação e a determinação de segurança de tampas 
filtráveis encontradas na embalagem do produto, a verificação da funcionalidade da embalagem do 
produto sob condições reais de estocagem e condições de uso. 
 
O usuário das tampas deve obter do fornecedor uma garantia de que a composição da tampa não varia 
e de que é a mesma utilizada no teste de compatibilidade. Quando o fornecedor informar ao usuário 



Farmacopeia Brasileira, 6ª edição  RC6.2-01 
 

final sobre mudanças na composição, o teste de compatibilidade deve ser repetido, total ou 
parcialmente, dependendo da natureza das mudanças. 
 
CARACTERÍSTICAS  
 
As tampas de elastômero são translúcidas, ou opacas e não tem coloração característica, dependendo 
dos aditivos utilizados. São homogêneas e praticamente isentas de materiais luminosos e acidentais, 
como fibras, partículas estranhas, e resíduos de borracha. 
 
IDENTIFICAÇÃO  
 
As tampas são fabricadas a partir de uma ampla variedade de materiais elastoméricos e revestimentos 
poliméricos opcionais. Portanto, nessa seção não se especifica testes de identificação envolvendo 
todas as possíveis apresentações das tampas. É de responsabilidade do fornecedor da tampa e do 
fabricante do produto acabado verificar a formulação da tampa e quaisquer materiais revestidos, ou 
laminados utilizados de acordo com os testes de identificação adequados. Exemplos de alguns testes 
analíticos que podem ser empregadas incluem densidade específica, análise de cinzas, determinação 
do conteúdo de enxofre, cromatografia em camada delgada do extrato, espectrofotometria de 
absorção ultravioleta do extrato, ou espectrofotometria de absorção. 
 
PROCEDIMENTOS DE TESTES 
 
As tampas de elastômero devem estar em conformidade com as exigências biológicas; físico-
químicas e funcionais. Como as tampas de elastômero são processadas pelo fornecedor antes da 
distribuição para o usuário final, o fornecedor deve demonstrar a conformidade das tampas expostas 
às etapas de processamento ou esterilização. De modo análogo, se as tampas de elastômero recebidas 
pelo usuário final forem processadas, ou esterilizadas, subsequentemente, o usuário final é 
responsável em comprovar a conformidade continuada das tampas subsequentes às condições de 
processamento ou esterilização. Isso é importante se as tampas são expostas a processos ou condições 
que possam ter impacto significativo nas características biológicas, físico-químicas ou funcionais da 
tampa, como a radiação gama. 
 
Para tampas que normalmente são lubrificadas com silicone antes do uso, é permitido realizar o teste 
físico-químico em tampas não lubrificadas para evitar interferência potencial de método e/ou 
dificuldades na interpretação dos resultados do teste. Para tampas fornecidas com outros lubrificantes 
não oclusivos, todos os testes devem ser realizados utilizando a tampa revestida. 
 
Para tampas revestidas, ou laminadas com revestimentos destinados a conferir uma função de 
barreira, como PTFE, ou revestimentos envernizados, os testes físico-químicos serão aplicados ao 
elastômero com base não revestida, bem como às tampas revestidas. A tampa não revestida submetida 
aos testes físico-químicos deve ser similar à tampa revestida em tamanho e configuração. Os usuários 
finais de tampas revestidas, também, são responsáveis em comprovar a conformidade dessas tampas 
com das especificações físico-químicas, processadas ou tratadas de uma maneira que simula as 
condições normalmente empregadas pelo usuário final antes do uso. 
 
Em todos os casos é adequado documentar as condições de processamento, pré-tratamento, 
esterilização ou lubrificação da tampa quando se relatam os resultados. 
 
Na Tabela 1 estão resumidas as exigências dos testes das tampas e as responsabilidades do fornecedor 
e do usuário final. 
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Testes biológicos 
 
São indicados dois estágios de teste. O primeiro estágio é a realização do teste in vitro. Os materiais 
que não atendem às exigências do teste in vitro são submetidos ao segundo estágio de testes in vivo, 
conforme descrito em Testes de reatividade biológica in vivo (6.2.6). Os materiais que atendem as 
exigências para os testes in vitro não necessitam ser submetidos ao teste in vivo. As tampas Tipo I e 
Tipo II devem estar em conformidade com os testes de reatividade biológica in vitro e in vivo. 
 
Testes físico-químicos 
 
Desenvolvimento da preparação S.  
Colocar as tampas inteiras, não cortadas, correspondentes a uma área de superfície de (100 ± 10) cm2 
em um recipiente de vidro adequado. Cobrir as tampas com 200 mL de água purificada ou água para 
injetáveis. Se não for possível obter uma tampa com a área de superfície prescrita utilizando tampas 
não cortadas, selecionar um número de tampas que irão se aproximar de 100 cm2, e ajustar o volume 
de água utilizado para o equivalente a 2 mL para cada 1 cm2 da área de superfície real da tampa 
utilizada. Ferver por 5 minutos e enxaguar cinco vezes com água purificada ou água para injetáveis 
fria. 
 
Colocar as tampas lavadas em um frasco de vidro de gargalo largo do Tipo I, adicionar a mesma 
quantidade de água purificada ou água para injetáveis, inicialmente adicionada às tampas e pesar. 
Cobrir a boca do frasco com um béquer de vidro do Tipo I. Esterilizar em uma autoclave, de modo 
que a temperatura de (121 ± 2) °C seja atingida dentro de 20 a 30 minutos e manter essa temperatura 
durante 30 minutos. Deixar esfriar até atingir a temperatura ambiente durante um período de 
aproximadamente 30 minutos. Adicionar água purificada ou água para injetáveis para voltar à massa 
original. Agitar, decantar imediatamente e coletar o líquido. Esse líquido deve ser agitado antes de 
ser utilizado em cada um dos testes. 
 
Preparo do branco: O preparo do branco deve ser realizado similarmente, utilizando 200 mL de água 
purificada, ou água para injetáveis, omitindo as tampas. 
 
Aparência da preparação (turbidez e coloração) 
 
Determinação da turbidez.  A determinação da turbidez pode ser realizada por meio de comparação 
visual (Procedimento A), ou instrumentalmente utilizando um turbidímetro adequado (Procedimento 
B). A avaliação instrumental da turbidez fornece um teste que não depende da acuidade visual do 
analista. 
 
Solução de sulfato de hidrazina. 1,0 g de sulfato de hidrazina em água e diluir com água a 100,0 mL. 
Deixar em repouso durante quatro a seis horas. 
 
Solução de hexametilenotetramina. Solubilizar 2,5 g de hexametilenotetramina em 25,0 mL de água 
em frasco de vidro, com rolha, de 100 mL. 
 
Suspensão estoque de opalescência. Transferir 25,0 mL da solução de sulfato de hidrazina à solução 
de hexametilenotetramina no frasco, misturar e deixar em repouso durante 24 horas. Essa suspensão 
é estável por dois meses, se estocada em um recipiente de vidro isento de defeitos de superfície. A 
suspensão não deve aderir ao vidro e deve ser misturada antes do uso. 
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Preparação padrão de opalescência. Preparar uma suspensão através da diluição de 15,0 mL da 
suspensão estoque de opalescência com água para 1000,0 mL. A preparação padrão de opalescência 
é estável por, aproximadamente, 24 horas após a preparação. 
 
Suspensões de referência. Preparar de acordo com a Tabela 2. Misturar e agitar antes do uso. 
Suspensões estáveis de formazina que podem ser utilizadas para preparar padrões estáveis estão 
disponíveis comercialmente e podem ser utilizadas após a comparação com padrões preparados como 
descrito. 

Tabela 2 - Preparo das suspensões de referência. 

 Referência 
Suspensão A 

Referência 
Suspensão B 

Referência 
Suspensão C 

Referência 
Suspensão D 

Padrão de opalescência 5,0 mL 10,0 mL 30,0 mL 50,0 mL 
Água 95,0 mL 90,0 mL 70,0 mL 50,0 mL 

Unidade de turbidez 
nefelométrica 

3 UTN 6 UTN 18 UTN 30 UTN 

 
Procedimento A. Comparação visual - Utilizar tubos de ensaio idênticos, de vidro incolor; 
transparente e neutro; com uma base plana e um diâmetro interno de 15 mm a 25 mm. Preencher um 
tubo com comprimento de 40 mm com a Preparação S, um tubo de mesmo comprimento com água 
e quatro outros tubos de mesmo comprimento com as Suspensões de Referência A, B, C e D. 
Comparar as preparações em luz diurna difusa cinco minutos após a preparação das Suspensões de 
referência, visualizando, verticalmente, contra um fundo preto. As condições de luz devem ser tais 
que a Suspensão de referência A possa ser prontamente distinguida da água e que a Suspensão de 
referência B possa ser prontamente distinguida da Suspensão de referência A. Limite. A Preparação 
S não deve ser mais opalescente do que a Suspensão de referência B para as tampas do Tipo I, e não 
mais opalescente do que a Suspensão de referência C para as tampas do Tipo II. A Preparação S é 
considerada límpida se a claridade é a mesma do que a da água quando examinada como descrito 
acima, ou se sua opalescência não é mais pronunciada do que a Suspensão de referência A (consultar 
a Tabela 3). 
 
Procedimento B. Comparação instrumental: medir a turbidez das Suspensões de referência em um 
turbidímetro calibrado adequado. O branco deve ser testado e os resultados corrigidos para o branco. 
As Suspensões de referência A, B, C e D representam 3, 6, 18 e 30 Unidades de Turbidez 
Nefelométricas (UTN) respectivamente. Medir a turbidez da Preparação S utilizando o turbidímetro 
calibrado. Limite. A turbidez da Preparação S não deve ser maior do que aquela para a Suspensão de 
referência B (6 UTN) para as tampas do Tipo I, e não é maior do que da Suspensão de referência C 
(18 UTN) para as tampas do Tipo II (Tabela 3). 
 
 

Tabela 3 - Método de comparação da turbidez desenvovida nas preparações. 

Exigências de 
opalescência Procedimento A (visual) Procedimento B 

(instrumental) 
Tampas do Tipo I Não mais opalescente do 

que a Suspensão B 
No máximo, 6 UTN 

Tampas do Tipo II Não mais opalescente do 
que a Suspensão C 

No máximo, 18 UTN 

 
Determinação da cor 
 
Cor padrão. Preparar uma diluição 3,0 mL da Solução padrão de cor (SC) O (5.2.12) com 97,0 mL 
de ácido clorídrico diluído. 
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Solução amostra. Preparar uma Solução amostra por meio da diluição de 10,0 mL da Preparação S 
para 100 mL com ácido clorídrico a 0,1 M. Preparar o branco do teste similarmente, utilizando o 
branco para a Preparação S. 
Solução padrão de zinco. Preparar uma solução (10 ppm de Zn) dissolvendo sulfato de zinco em 
ácido clorídrico 0,1 M. 
Soluções de referência. Preparar, no mínimo, três Soluções de referência por meio da diluição da 
Solução padrão de zinco com ácido clorídrico 0,1 M. As concentrações de zinco nessas Soluções de 
referência são a extensão do limite esperado da Solução amostra. 
Procedimento. Utilizar um espectrômetro de absorção atômica; adequado e equipado com uma fonte 
de radiação eletromagnética, adequada e uma chama de ar acetileno. Um procedimento alternativo 
como uma análise por espectrometria de massa ou espectrometria de emissão óptica com plasma 
indutivamente acoplado, apropriadamente validada pode ser utilizado.  
Avaliar cada uma das Soluções de referência em comprimento de onda para Zinco selecionado em 
213,9 nm, pelo menos três vezes. Registrar as leituras estáveis. Enxaguar o equipamento com a 
solução branco, toda vez para garantir que a leitura retorna ao valor inicial do branco. Preparar uma 
curva de calibração a partir da média das leituras obtidas para cada Solução de referência. Registrar 
a absorvância da Solução amostra. Determinar a concentração de zinco em ppm da Solução amostra 
utilizando a curva de calibração. 
Limite. A Preparação S contém, no máximo, 5 ppm de zinco extraível. 
 
Amônio 
 
Solução de tetraiodomercurato (II) de potássio alcalina. Preparar uma solução de 100 mL contendo 
11 g de iodeto de potássio e 15 g de iodeto de mercúrio em água. Imediatamente antes do uso, misturar 
um volume dessa solução com igual volume de uma solução a 250 g/L de hidróxido de sódio. 
Solução amostra. Diluir 5 mL da Preparação S em 14 mL de água. Tornar alcalina, se necessário, 
por meio da adição de hidróxido de sódio 1 M, e diluir em água a 15 mL. Adicionar 0,3 mL da solução 
de tetraiodomercurato (II) de potássio alcalina, e fechar o recipiente. 
Solução padrão de amônio. Preparar uma solução de cloreto de amônio em água (1 ppm de NH4). 
Misturar 10 mL da solução de 1 ppm de cloreto de amônio com 5 mL de água e 0,3 mL de solução 
de tetraidomercurato (II) de potássio alcalina. Fechar o recipiente. 
Limite. Após cinco minutos, qualquer cor amarela na Solução amostra não deve ser mais escura do 
que na Solução padrão de amônio (no máximo, 2 ppm de NH4 na Preparação S). 
 
Sulfetos voláteis 
 
Procedimento. Colocar as tampas, cortar se necessário, com uma área de superfície total de (20 ± 2) 
cm2 em um frasco de 100 mL, e adicionar 50 mL de uma solução de ácido cítrico a 20 g/L. Da mesma 
maneira e ao mesmo tempo, preparar uma solução controle em um frasco de 100 mL separado por 
meio da dissolução de 0,154 mg de sulfeto de sódio em 50 mL de uma solução de ácido cítrico a 20 
g/L. Colocar um pedaço de papel de acetato de chumbo sobre a boca de cada frasco, e segurar o papel 
na posição, colocando sobre ele um frasco de pesagem invertido. Aquecer os frascos em autoclave a 
(121 ± 2) °C por 30 minutos. 
Limite. Qualquer coloração preta no papel produzida pela Preparação S não é mais intensa do que a 
produzida pela solução controle. 
 
TESTES FUNCIONAIS 
 
As amostras tratadas como descrito para obter a Preparação S e secas ao ar devem ser utilizadas para 
os testes de funcionalidade; penetrabilidade; fragmentação e capacidade auto-selante. Os testes de 
funcionalidade são realizados em tampas destinadas a serem penetradas por uma agulha hipodérmica. 
O teste de capacidade auto-selante é necessário apenas para tampas destinadas para recipientes de 
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fechados se não mais do que um dos 10 recipientes testes exceder a 2000 mg por dia por L em 
permeabilidade à umidade e nenhum exceder a 3000 mg por dia por L. 
 

Tabela 1 - Torque aplicável ao recipiente com tampa tipo rosca. 

Diâmetro do fechamentoa 
(mm) 

Intervalo de aperto 
sugerido com torque 

aplicado manualmenteb 
(polegadas / libras) 

8 5 
10 6 
13 8 
15 5-9 
18 7-10 
20 8-12 
22 9-14 
24 10-18 
28 12-21 
30 13-23 
33 15-25 
38 17-26 
43 17-27 
48 19-30 
53 21-36 
58 23-40 
63 25-43 
66 26-45 
70 28-50 
83 32-65 
86 40-65 
89 40-70 
100 45-70 
110 45-70 
120 55-95 
132 60-95 

 
____________ 
a o torque designado para o próximo diâmetro de fechamento maior deve ser aplicado nos recipientes testes que tenham um diâmetro de fechamento 
intermediário aos diâmetros listados. 
b utilizar equipamento adequado para medição de torque. 
 
6.2.3.2 RECIPIENTES DE UNIDADES MÚLTIPLAS PARA CÁPSULAS E 
COMPRIMIDOS (sem fechamento) 
 
Recipiente de polietileno. Fechar os recipientes, com selos impenetráveis obtidos por meio de 
selagem a quente com uma folha de alumínio laminada com polietileno ou outra selagem adequada. 
Testar os recipientes conforme descrito acima. Os recipientes de polietileno de alta densidade, 
testados atendem aos requisitos se a permeabilidade à umidade exceder 10 mg por dia por L, no 
máximo, em 1 dos 10 recipientes testes e não exceder 25 mg por dia por L em nenhum deles. Os 
recipientes de polietileno de baixa densidade, assim, testados atendem aos requisitos se a 
permeabilidade à umidade exceder 20 mg por dia por L, no máximo, em 1 dos 10 recipientes testes e 
não exceder 30 mg por dia por L em nenhum deles. 
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20 30 12 
50 15 10 

 
Qualquer recipiente, com um tamanho intermediário dos listados na Tabela 1, apresenta uma 
transmissão não maior do que o próximo tamanho maior, listado na tabela. Para recipientes maiores 
do que 50 mL, aplicam-se os limites para 50 mL. A transmissão de luz observada para recipientes 
plásticos para produtos destinados à administração oral ou tópica não deve exceder a 10% em 
qualquer comprimento de onda no intervalo entre 290 nm a 450 nm. 
 
6.2.4 BIOCOMPATIBILIDADE  
 
Nessa seção há orientações sobre procedimentos de avaliação da biocompatibilidade de recipientes 
plásticos para medicamentos, tampas de elastômero e correlatos. A biocompatibilidade refere-se à 
tendência desses produtos permanecerem, biologicamente, inertes, quando em contato com o corpo. 
Em combinação com os ensaios químicos, os processos biológicos podem ser utilizados para detectar 
e identificar a toxicidade inerente ou adquirida de correlatos, antes ou durante sua fabricação e 
processamento. 
 
Os procedimentos utilizados para avaliar a biocompatibilidade de um correlato ou de seus 
constituintes foram classificados em um painel de efeitos biológicos ou procedimentos de toxicidade 
como citotoxicidade, sensibilização, irritação ou reatividade intracutânea, toxicidade sistêmica aguda, 
toxicidade subcrônica (toxicidade subaguda), genotoxicidade, implantação, hemocompatibilidade, 
toxicidade crônica (prolonga em 10% a expectativa de vida do animal teste, ou para mais de 90 dias), 
carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva ou de desenvolvimento e biodegradação. 
 
A pirogenicidade, em uma área de toxicidade especial, é avaliada pelo teste de Endotoxinas 
bacterianas (5.5.2.2) e teste de Pirogênios (5.5.2.1). Atualmente não há capítulos que detalham sobre 
sensibilização, toxicidade subcrônica, genotoxicidade, toxicidade crônica, carcinogenicidade, 
hemotoxicidade, toxicidade reprodutiva ou requisitos de teste de biodegradação. 
 
6.2.4.1 RECIPIENTES PLÁSTICOS E TAMPAS DE ELASTÔMEROS  
 
Os recipientes plásticos podem ser constituídos por polímeros que, por extração, não apresentam 
toxicidade ou não alteram a estabilidade do produto embalado. Os requisitos de teste de 
biocompatibilidade de recipientes para medicamentos são relacionados a recipientes plásticos. O 
plástico, ou outras porções poliméricas desses produtos são testados de acordo com os procedimentos 
estabelecidos em Testes de reatividade biológica in vitro (6.2.5), sendo que aqueles que não atendem 
aos requisitos desses testes não são adequados para um recipiente de medicamentos. Os materiais que 
atendem aos requisitos in vitro qualificam-se como materiais biocompatíveis, sem a necessidade de 
outros testes, e podem ser utilizados na fabricação de um recipiente para medicamentos. Se for 
solicitada uma designação de classe (classes I-VI) para plásticos ou outros polímeros, os 
procedimentos adequados de teste são realizados conforme apresentado em Testes de reatividade 
biológica in vivo (6.2.6) e Designação de classe. 
 
A biocompatibilidade de um material elastomérico é avaliada em duas fases, conforme descrito em 
Procedimentos de Teste biológico em Tampas de elastômero (6.2.2). 
 
Ao contrário de plásticos ou outros polímeros, um material elastomérico que não atende às exigências 
da primeira fase de teste in vitro, pode ser considerado um material biocompatível, se for aprovado 
na segunda fase - in vivo, que consiste no teste de injeção sistêmica e o teste intracutâneo em Testes 
de reatividade biológica in vitro (6.2.5). Nenhuma distinção de classe ou tipo é realizada entre os 
materiais elastoméricos que atendem aos requisitos da primeira fase de teste e aqueles que cumprem 
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de plásticos, ou outros polímeros, os extratos da substância teste são produzidos de acordo com os 
procedimentos descritos em diversos meios. Para avaliar a biocompatibilidade, os extratos são 
inoculados, por via sistêmica e intracutânea, em camundongos e coelhos. De acordo com os requisitos 
para injeção, um plástico ou outro polímero pode ser classificado inicialmente como I, II, III, ou V. 
Se, além do teste de injeção, for realizado o teste de implantação com o mesmo material, o plástico 
ou o polímero pode ser classificado como classe IV ou VI. 
 
6.2.4.4 BIOCOMPATIBILIDADE DE CORRELATOS  
 
Além de avaliar os correlatos para esterilidade, testes in vitro e in vivo, os correlatos são avaliados 
para sensibilização, toxicidade subcrônica, genotoxicidade, hemocompatibilidade, toxicidade 
crônica, carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva ou de desenvolvimento e biodegradação. 
 
Nas orientações internacionais há indicação de que a extensão dos testes executados para um correlato 
depende dos seguintes fatores: a semelhança e a exclusividade do produto em relação aos produtos 
anteriormente comercializados, como considerado no Fluxograma de decisão; a extensão e a duração 
do contato entre o produto e o paciente, como descrito na Categorização de correlatos e a composição 
do material do produto, como considerado nas seções Fluxograma de decisão, Testes in vivo e 
Designação de classes. 
 
FLUXOGRAMA DE DECISÃO  
 
As orientações para a comparação de um correlato com produtos comercializados anteriormente são 
fornecidas pelo Fluxograma de decisão de biocompatibilidade (Figura 1). 
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Figura 1 - Fluxograma de biocompatibilidade adaptado a partir do FDA Blue Book Memorandum # G95-1. 

 
O objetivo com o fluxograma é determinar se os dados disponíveis de correlatos anteriormente 
comercializados são suficientes para garantir a segurança do correlato em questão. Como indicado no 
fluxograma, a composição do material e as técnicas de fabricação de um produto são comparadas 
com os correlatos já comercializados, que entram em contato direto com o corpo. Além disso, no 
fluxograma há exigência de uma avaliação da toxicidade de um material exclusivo que não tenha sido 
utilizado anteriormente em produtos correlatos. As respostas às questões colocadas no fluxograma 
levam à conclusão de que os dados disponíveis são suficientes, ou que testes adicionais são 
necessários para garantir a segurança do produto. As orientações quanto à identificação dos 
procedimentos apropriados para testes adicionais são fornecidas na seção Matriz de seleção de teste. 
 
CATEGORIZAÇÃO DE CORRELATOS  
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Para facilitar a identificação dos procedimentos de testes adequados, os correlatos estão divididos e 
subdivididos, como está registrado na Tabela 1 de acordo com a natureza e a extensão do seu contato 
com o corpo. As principais categorias de correlatos são de superfície, comunicação extracorpórea e 
implantáveis. Depois, essas classificações são subcategorizadas e exemplos de correlatos 
pertencentes a cada uma das subcategorias (Tabela 1). 
 

Tabela 1 - Classificação e exemplos de correlatos. 

Categoria do 
correlato 

Subcategoria do 
correlato 

Natureza ou 
extensão 

de contato 
Exemplos 

Superfície Pele 
 
 

Correlatos que 
entram em 
contato somente 
com a 
superfície intacta 
da pele. Correlatos 
que se 
comunicam com 
membranas 
intactas 
da mucosa. 
 

Eletrodos, próteses externas, fitas de fixação, 
bandagens de compressão e monitores de 
diversos tipos. 
Lentes de contato, cateteres urinários, 
dispositivos intravaginais e intra intestinais 
(tubos de estômago, sigmoidoscópios, 
colonoscópios, gastroscópios), tubos 
endotraqueais, broncoscópios, próteses 
dentárias, dispositivos ortodônticos e 
intrauterinos. Curativos, dispositivos de 
cicatrização  
e bandagens oclusivas para úlcera, queimadura 
e tecido granulado. 

Mucosa 
 
 
 
 

Superfícies 
Comprometidas 
ou Não Íntegras 

Correlatos que 
entram em 
contato com 
superfícies 
corporais 
comprometidas 
ou não-íntegras. 

 Vaso Sanguíneo, 
Indireto 

Correlatos que 
entram 
em contato com o 
vaso sanguíneo 
em um 
ponto e servem 
como 
canal de entrada 
para 
o sistema vascular. 

Conjunto de administração de 
solução, de transferência e de 
administração de sangue, extensores. 

Comunicação 
extracorpórea 

Comunicação 
com Tecido, 
Osso 
ou Dentina 

Correlatos e 
materiais 
que se comunicam 
com tecido, osso 
ou 
sistema 
dentina/polpa. 

Laparoscópios, artroscópios, sistemas de 
drenagem, cimento odontológico, material 
de enchimento dentário e grampos de pele. 

Circulação 
sanguínea 

Correlatos que 
entram 
em contato com a 
circulação 
sanguínea. 

Cateteres intravasculares, eletrodos de 
marca-passo temporário, oxigenadores, 
tubo de oxigenador extracorpóreo 
e acessórios, dialisadores, tubo de 
diálise e acessórios, hemoadsorventes 
e imunoadsorventes. 
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Implantáveis Tecido ou Osso Correlatos que 
entram em contato 
principalmente 
com o osso, o 
tecido ou 
com o fluido de 
tecido. 

Exemplos de molde como pinos 
ortopédicos, placas, juntas de substituição, 
próteses de osso, cimentos e dispositivos 
intra-ósseos. Exemplos dos últimos 
são marca-passos, dispositivos de 
suprimento de medicamentos, sensores  
e estimuladores neuromusculares, 
tendões de substituição, implantes 
mamários, laringes artificiais, implantes. 

    
   subperiosteais e grampos de ligação. 
 Sangue Correlatos em 

contato 
principalmente 
com sangue. 

Eletrodos de marca passo, fístula 
arteriovenosa artificial, válvulas 
cardíacas, enxerto de válvula, cateteres de 
administração interna de medicamentos 
e dispositivos de assistência ventricular. 

 
 

MATRIZ DE SELEÇÃO DE TESTE  
 
Na matriz há orientações para identificação dos procedimentos adequados para testes biológicos para 
as três categorias de correlatos: Testes para dispositivos de superfície (Tabela 1 em Guia para a 
seleção de plástico e outros polímeros (6.2.4.5)), Testes para dispositivos de comunicação 
extracorpórea (Tabela 2 em Guia para a seleção de plástico e outros polímeros (6.2.4.5)), e Testes 
para dispositivos implantáveis (Tabela 3 em Guia para a seleção de plástico e outros polímeros 
(6.2.4.5)). Cada categoria de correlatos é subcategorizada e subdividida conforme a duração do 
contato entre o dispositivo e o corpo. A duração do contato é definida como limitada (menos de 24 
horas); prolongada (24 horas a 30 dias) ou permanente (mais de 30 dias). Os efeitos biológicos que 
estão incluídos na matriz são: citotoxicidade, sensibilização, irritação ou reatividade intracutânea, 
toxicidade sistêmica, toxicidade subcrônica, genotoxicidade, implantação, hemocompatibilidade, 
toxicidade crônica, carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva ou de desenvolvimento e 
biodegradação. Na matriz, para cada subcategoria há um quadro associado aos requisitos de teste e, 
geralmente, o número de testes aumenta conforme a duração do contato entre o dispositivo e o corpo 
é estendida e de acordo com a proximidade de contato entre o dispositivo e o sistema circulatório. 
Dentro das subcategorias, a opção de realizar testes adicionais deve ser considerada caso a caso. As 
situações específicas, como o uso de dispositivos implantáveis permanentes ou com comunicação 
extracorpórea em mulheres grávidas, devem ser consideradas pelo fabricante que decidirá quanto à 
inclusão do teste de reprodução ou de desenvolvimento. As orientações sobre a identificação de 
eventuais procedimentos adicionais para teste são fornecidas na matriz de cada subcategoria de 
correlatos. 
 
6.2.4.5 GUIA PARA A SELEÇÃO DE PLÁSTICO E OUTROS POLÍMEROS 
 
Designação de classe para correlato 
 
Na Figura 1 há orientação para a escolha da designação da classe apropriada do plástico ou de outro 
polímero para um correlato e cada subcategoria de Dispositivos de superfície e na Figura 2 para 
Dispositivos de comunicação. As designações de classe podem ser encontradas em Testes de 
reatividade biológica in vivo (6.2.6). 
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etileno for utilizado como agente esterilizante, aguardar pelo menos 48 horas para desgaseificação 
completa.  
 
Procedimento  
Preparação da amostra para extrato. Preparar conforme descrito no Procedimento de Testes de 
reatividade biológica in vivo (6.2.6).  
Preparação de extratos. Preparar conforme descrito no Procedimento de Testes de reatividade 
biológica in vivo (6.2.6), utilizando solução de cloreto de sódio injetável (0,9% NaCl) ou meio livre 
de soro para cultura de células de mamíferos conforme descrito em Solventes de extração. Se a 
extração for feita a 37 °C por 24 horas em incubadora, utilizar meios de cultura celular suplementados 
com soro. Em nenhum caso, as condições de extração devem causar mudanças físicas, tais como 
fusão ou derretimento das porções do material, exceto uma leve aderência.  
 
TESTE DE DIFUSÃO EM ÁGAR  
 
Esse teste foi elaborado para materiais elastoméricos de diversos modelos. A camada de ágar atua 
como um suporte para proteger as células de danos mecânicos, possibilitando a difusão de produtos 
químicos lixiviáveis das amostras poliméricas. Em um pedaço de papel de filtro, são aplicados os 
extratos de materiais a serem testados.  
 
Preparação da amostra. Utilizar extratos preparados conforme descrito ou porções das amostras 
com superfícies planas e não inferiores a 100 mm2.  
Preparação do controle positivo. Proceder conforme descrito em Preparação da amostra.  
Preparação do controle negativo. Proceder conforme descrito em Preparação da amostra.  
Procedimento. Utilizar 7 mL da suspensão de células preparada conforme descrito na Preparação 
da cultura celular e preparar as camadas em placas de 60 mm de diâmetro. Depois de realizada a 
incubação, aspirar o meio de cultura das camadas e substituí-lo por meio suplementado com soro 
contendo quantidades de até 2% de ágar. A qualidade do ágar deve ser adequada para sustentar o 
crescimento celular. A camada de ágar deve ser suficientemente fina para possibilitar a difusão dos 
produtos químicos lixiviáveis. Colocar as superfícies planas da amostra, controle negativo e controle 
positivo, ou seus extratos, em contato com a superfície solidificada de ágar, em duplicata. Não utilizar 
mais do que três amostras em cada placa preparada. Incubar todas as culturas a (37 ± 1) °C, por, no 
mínimo, 24 horas, em incubadora apropriada. Examinar, visualmente, ou com um microscópio cada 
cultura ao redor da amostra; controle negativo e controle positivo, utilizando coloração adequada, se 
necessário.  
Interpretação de resultados. A reatividade biológica, ou seja, má-formação e degeneração celular, 
é descrita e classificada em uma escala de 0 a 4 (Tabela 1). Medir as respostas das culturas celulares 
da amostra, controle negativo e controle positivo. O sistema de ensaio de cultura de células é 
adequado se as respostas observadas forem classificadas como 0 (sem reatividade) para o controle 
negativo e no mínimo 3 (moderada) para o controle positivo. A amostra atende aos requisitos do teste 
se a resposta não for superior à classificação 2 (suavemente reativa). Repetir o procedimento, se a 
adequação do sistema não for confirmada. 
 

Tabela 1 -  Classificação da reatividade para Teste de difusão em ágar e Teste de contato direto. 
Classificação Reatividade Descrição da zona de reatividade 

0 Nenhuma Nenhuma zona detectável ao redor ou sob a amostra. 
1 Leve Algumas células mal formadas ou degeneradas sob a amostra. 
2 Suave Zona limitada à área sob a amostra. 
3 Moderada Zona estende-se de 0,5 a 1,0 cm além da amostra. 
4 Forte Zona estende-se mais que 1,0 cm além da amostra. 
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TESTE DE CONTATO DIRETO  
 
Esse teste é definido para materiais em diversos formatos. O procedimento possibilita extrações 
simultâneas e teste de produtos químicos lixiviáveis da amostra em um meio suplementado com soro. 
O procedimento não é apropriado para materiais com densidade muito alta ou muito baixa, pois pode 
causar danos mecânicos às células.  
 
Preparação da amostra. Utilizar porção da amostra com superfície plana não inferior a 100 mm2.  
Preparação do controle positivo. Proceder conforme descrito em Preparação da amostra.  
Preparação do controle negativo. Proceder conforme descrito em Preparação da amostra.  
Procedimento. Utilizar 2 mL da suspensão de células preparada conforme descrito em Preparação 
da cultura celular, preparar as camadas em placas de 35 mm de diâmetro. Após a incubação, aspirar 
o meio das culturas e substituí-lo por 0,8 mL de meio de cultura fresco. Colocar uma única amostra, 
controle negativo e controle positivo em cada uma das duplicatas do meio de cultura. Incubar todas 
as culturas à (37 ± 1) °C, por, no mínimo, 24 horas, em incubadora apropriada. Examinar, 
visualmente, ou com um microscópio cada cultura ao redor da amostra; do controle negativo e do 
controle positivo, utilizando coloração adequada, se necessário.  
Interpretação de resultados. Proceder conforme a interpretação de resultados do Teste de difusão 
em ágar. A amostra atende aos requisitos do teste, se a resposta da amostra não for superior à 
classificação 2 (suavemente reativa). Repetir o procedimento, se a adequação do sistema não for 
confirmada.  
 
TESTE DE ELUIÇÃO  
 
Esse ensaio é definido para a avaliação de extratos de materiais poliméricos. O procedimento 
possibilita a extração de amostras por intervalos de tempo variados e em temperaturas fisiológicas e 
não fisiológicas. É apropriado para materiais de alta densidade e avaliações de dose resposta.  
 
Preparação da amostra. Preparar conforme descrito em Preparação de extratos, utilizando solução 
de cloreto de sódio injetável (0,9% NaCl) ou meio livre de soro para cultura de células de mamíferos 
conforme Solventes de extração. Se o tamanho da amostra não puder ser prontamente medido, pode 
ser utilizada uma massa de no mínimo 0,1 g de material elastomérico ou 0,2 g de plástico ou material 
polimérico, por mL de meio de extração. Alternativamente, para simular condições mais próximas às 
fisiológicas, utilizar para a extração, um meio de cultura de células de mamíferos, suplementado com 
soro. Preparar os extratos por meio do aquecimento a (37 ± 1) °C por 24 horas, em uma incubadora 
apropriada. Temperaturas superiores podem causar a desnaturação das proteínas do soro.  
Preparação do controle positivo. Proceder conforme descrito em Preparação da amostra.  
Preparação do controle negativo. Proceder conforme descrito em Preparação da amostra.  
Procedimento. Utilizar 2 mL da suspensão de células preparada conforme descrito na Preparação 
da cultura celular, preparar as monocamadas em placas de 35 mm de diâmetro. Após a incubação, 
aspirar o meio das camadas e substituí-lo com extrato da amostra; do controle negativo e do controle 
positivo. Os extratos dos meios suplementados, ou não com soro são testados em duplicata, sem 
diluição (100%). O extrato da solução de cloreto de sódio injetável é diluído com células do meio de 
cultura suplementado com soro e testado, em duplicata, a uma concentração de 25%. Incubar todas 
as culturas a (37 ± 1) °C por 48 horas, em uma incubadora apropriada. Examinar com um microscópio 
cada cultura após 48 horas, utilizando coloração adequada, se necessário.  
Interpretação de resultados. Proceder conforme interpretação de resultados do Teste de difusão em 
ágar, porém utilizando a Tabela 2. A amostra atende aos requisitos do teste, se a resposta da amostra 
não for superior à classificação 2 (suavemente reativa). Repetir o procedimento se a adequação do 
sistema não for confirmada. Para avaliações de dose-resposta, repetir o procedimento, utilizando 
diluições quantitativas do extrato da amostra.  
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Tabela 2 - Classificação da reatividade para teste de eluição. 

Classificação Reatividade Condições das culturas 
0 Nenhuma Grânulos intracitoplasmáticos descontínuos; sem lise celular. 
1 Leve Até 20% das células são redondas, vagamente unidas, sem grânulos 

intracitoplasmáticos; células lisadas estão ocasionalmente presentes. 
2 Suave Até 50% das células são redondas e desprovidas de grânulos 

citoplasmáticos; sem lise celular extensiva e áreas vazias entre 
células. 

3 Moderada Até 70% das camadas contêm células arredondadas ou lisadas. 
4 Forte Destruição quase integral das camadas de células. 

 
 
6.2.6 TESTES DE REATIVIDADE BIOLÓGICA IN VIVO 
 
Os testes a seguir são elaborados para determinar a resposta biológica de animais a materiais 
elastoméricos, plásticos e outros materiais poliméricos, que entram em contato direto, ou indireto 
com o paciente, ou a resposta à inoculação de extratos específicos elaborados a partir dos materiais 
em teste. É essencial disponibilizar a área de superfície específica para extração. Quando a área de 
superfície da amostra não puder ser determinada, utilizar 0,1 g de elastômero ou 0,2 g de plástico, ou 
outro material, para cada mL de fluido de extração.  
 
Três ensaios são descritos para classificar plásticos e outros polímeros, que são aplicáveis a materiais 
e correlatos, baseando-se em ensaios de reatividade biológica in vivo. O Teste de injeção sistêmica e 
o Teste intracutâneo são utilizados para materiais elastoméricos, especialmente para materiais em 
que o Teste de reatividade biológica in vitro (6.2.5) adequado indicou reatividade biológica 
significativa. O Teste de implante é usado para verificar a adequação de plásticos e outros polímeros, 
utilizados na fabricação de recipientes e acessórios; em preparações parenterais, em correlatos, 
implantes e outros sistemas.  
 
Nesse capítulo se aplicam as seguintes definições: amostra é o material em teste, ou o extrato 
preparado a partir de um determinado material. O branco consiste da mesma quantidade do meio que 
é utilizado para a extração da amostra, sendo tratado da mesma forma que o meio que contém a 
amostra analisada. O controle negativo é uma amostra que não apresenta nenhuma reação nas 
condições do ensaio.  
 
Classificação de plásticos. Seis classes de plástico são definidas (Tabela 1), baseadas nas respostas 
para uma série de ensaios in vivo no qual os extratos, materiais e vias de administração são 
especificados. Esses testes estão, diretamente relacionados, com a utilização final dos artigos de 
plástico. Nas preparações em que os plásticos estão susceptíveis a entrar em contato com os veículos, 
a escolha da solução de extração é representativa. A classificação registrada na Tabela 1 resume os 
testes a serem realizados em recipientes para injetáveis e em dispositivos médicos, caso haja 
necessidade de classificação.  
 

Tabela 1 - Classificação de plásticos e testes a serem realizados. 

Classes de plásticos a Testes a serem realizados 

I  II  III  IV V VI  Material de teste Animal Dose Procedimentos b 
x x x x x x Extrato de amostra 

em solução de 
cloreto de sódio 

Camundongo 50 mL/kg A (IV)  

x x x x x x Coelho 0,2 mL/ B 
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administração do material de ensaio, por meio de processo adequado. Se o óxido de etileno for 
utilizado como agente esterilizante, possibilitar tempo adequado para a desgaseificação completa.  
 
Procedimento.  
 
Preparação da amostra. O Teste de injeção sistêmica e o Teste intracutâneo podem ser realizados 
com o mesmo extrato ou com extratos distintos. Selecionar e subdividir em partes a amostra do 
tamanho indicado na Tabela 3. Remover o material particulado de cada amostra subdividida, ou do 
controle negativo, colocando a amostra em uma proveta graduada de 100 mL, de vidro de tipo I, 
limpa e com tampa, e adicionar cerca de 70 mL de água para injetáveis. Agitar por cerca de 30 
segundos e drenar a água, repetir essa etapa e secar as peças preparadas para a extração com óleo em 
uma estufa até 50 °C. Não limpar a amostra com pano seco ou molhado ou lavar e enxaguar com 
solvente orgânico, tensoativo, etc.  
 

Tabela 3 - Área de superfície da amostra a ser utilizada. 
Forma do 
material Espessura Quantidade de amostra para cada 20 mL 

de meio de extração Subdividida em 1 

Filme ou lâmina < 0,5 mm Equivalente a 120 cm2 da área total de 
superfície (ambos lados combinados) 

Tiras com cerca de 
5 × 0,3 cm 

 0,5 a 1 mm Equivalente a 60 cm2 da área total de 
superfície (ambos lados combinados) 

 

Tubo < 0,5 mm (parede) Comprimento (em cm) = 120 
cm2/(somatória das circunferências de 
diâmetro interno e externo) 

Partes com cerca 
de 5 × 0,3 cm 

 0,5 a 1 mm 
(parede) 

Comprimento (em cm) = 60 
cm2/(somatória das circunferências de 
diâmetro interno e externo) 

 

Tiras, tubo e itens 
moldados 

> 1 mm Equivalente a 60 cm2 da área total de 
superfície (todas as superfícies expostas 
combinadas) 

Pedaços com até 5 
× 0,3 cm 

Elastômeros > 1 mm Equivalente a 25 cm2 da área total de 
superfície (todas as superfícies expostas 
combinadas) 

Sem subdivisão2 

 
Preparação de extratos. Colocar uma amostra, devidamente preparada, para ser testada em um 
recipiente de extração e transferir 20 mL do meio adequado. Repetir essas instruções para cada meio 
de extração necessário para o teste. Preparar, também, um branco de 20 mL de cada meio para 
injeções paralelas e comparações. Extrair por aquecimento, em uma autoclave a 121 °C, por 60 
minutos, e no caso de um forno a 70 °C, por 24 horas, ou a 50 °C, por 72 horas. Possibilitar tempo 
suficiente para que o líquido do recipiente atinja a temperatura de extração. Em nenhum momento as 
condições de extração devem causar alterações físicas, tais como fusão ou derretimento das partes de 
amostra, para não resultar em uma diminuição da superfície disponível. Uma leve aderência das partes 
pode ser tolerada. Transferir sempre, individualmente, as partes limpas ao meio de extração. Se os 
tubos de cultura são utilizados para extração de óleo vegetal com autoclave, selar adequadamente as 
tampas de rosca com fita adesiva sensível à pressão. Resfriar até a temperatura ambiente, porém, não 
inferior a 20 °C, agitar, vigorosamente, por vários minutos e, imediatamente, decantar cada extrato 
de forma asséptica, em um recipiente estéril e seco. Armazenar os extratos a uma temperatura entre 
20 °C e 30 °C e não utilizar para testes após 24 horas.  
 
TESTE DE INJEÇÃO SISTÊMICA  
 
Esse teste é elaborado para avaliar as respostas sistêmicas aos extratos de materiais testados por meio 
de inoculação em camundongos.  
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ser estabelecidas baseadas em fatores como natureza do material e sua termolabilidade, 
penetrabilidade do vapor no produto a ser esterilizado e outros parâmetros definidos no processo de 
validação. Quando for utilizada temperatura de esterilização diferente de 121 °C, o conceito de F0 
deve ser empregado. O F0 em uma temperatura particular diferente de 121 °C, é o tempo em minutos 
necessário para fornecer a letalidade equivalente àquela fornecida a 121 °C durante um referido 
tempo. F0 é uma medida da eficácia esterilizante, isso é, é o número de minutos de esterilização 
térmica por vapor à determinada temperatura fornecida a um recipiente ou unidade de produto num 
dado valor Z.  
 
Para garantir a eficiência do processo de esterilização, a distribuição da carga na câmara deve ser feita 
de maneira a propiciar o contato do vapor com as regiões de mais difícil acesso. Para materiais 
esterilizados por calor úmido, é aceitável que se alcance uma probabilidade de sobrevivência 
microbiana da ordem de 10-6. Para produtos termoestáveis, o tempo necessário para atingir a condição 
anterior pode ser excedido, resultando em sobremorte, o que não se aplica a produtos que possam 
sofrer alteração em função da exposição excessiva ao calor. Nessa situação, o desenvolvimento do 
ciclo de esterilização depende, especialmente, do conhecimento da carga microbiana no produto, que 
deve ser determinada em quantidade substancial de lotes do produto, anteriormente à esterilização. O 
valor D do indicador biológico adequado usado, como Geobacillus stearothermophilus, deve ser 
avaliado no programa de validação e na ocorrência de alguma alteração desse programa.  
 
Calor seco  
 
A esterilização térmica por calor seco é realizada em estufa com distribuição homogênea do calor, 
que pode ser obtida por circulação forçada de ar. Podem ser esterilizados artigos como vidros, metais, 
pós, vaselinas, gorduras, ceras, soluções e suspensões oleosas, e tecidos especiais. Esse processo é 
aplicado, principalmente, para materiais sensíveis à esterilização por calor úmido. Para esse método 
de esterilização, a condição de referência é uma temperatura mínima de 160 °C por, pelo menos, duas 
horas. Combinações distintas de tempo e temperatura podem ser utilizadas, contanto que validadas e 
que demonstrem a eficácia do processo escolhido, proporcionando um nível adequado e reprodutível 
de letalidade quando operado rotineiramente dentro das tolerâncias estabelecidas.  
 
Um nível de garantia de esterilidade de 10-12 é considerado aceitável para produtos termoestáveis. 
Um exemplo de indicador biológico para validar e monitorar a esterilização por calor seco é a 
preparação de esporos de Bacillus atrophaeus.  
 
O processo empregando o calor seco, também, pode ser usado para esterilização e despirogenização 
como parte integrante do processo de enchimento asséptico, em que se requer temperaturas muito 
altas devido ao menor tempo de exposição ao calor. Nos processos contínuos, usualmente, há 
necessidade de um estágio de resfriamento anterior ao processo de envase. Em função do menor 
tempo de exposição do material, o programa de validação deve abranger parâmetros como a 
uniformidade de temperatura e o tempo de permanência.  
 
O calor seco em temperaturas maiores que 220 °C pode ser utilizado para a esterilização e 
despirogenização de vidraria. Nesse caso, um desafio com endotoxina bacteriana deve fazer parte do 
programa de validação, demonstrando uma redução de no mínimo três ciclos logarítmicos de 
endotoxina resistente ao calor, ou seja, testar materiais inoculados com no mínimo 1000 unidades de 
endotoxina bacteriana. O teste, com lisado de Limulus, pode ser usado para demonstrar que a 
endotoxina foi inativada a não mais do que 1/1000 da quantidade original, sendo que o remanescente 
de endotoxina é medido para garantir a redução de 3 ciclos logarítmicos.  
 
ESTERILIZAÇÃO POR RADIAÇÃO IONIZANTE  
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Requirements for development, validation and routine control of a sterilization process for medical 
devices).  
 
A eficiência do ciclo de esterilização deve ser avaliada, periodicamente, pela determinação da carga 
microbiana do produto, ou pelo emprego de indicador biológico e pelo uso de dosímetros calibrados.  
 
ESTERILIZAÇÃO POR FILTRAÇÃO  
 
A filtração é empregada para esterilização de soluções termossensíveis por remoção física dos micro-
organismos contaminantes. O material filtrante não pode liberar fibras ou materiais extraíveis 
indesejáveis para a solução filtrada, o que restringe a natureza do elemento filtrante a vidro, metal, 
polímeros sintetizados e membranas poliméricas.  
 
A montagem de um filtro consiste de uma matriz porosa inserida em um abrigo impermeável. A 
eficiência de um meio, ou substrato filtrante depende do tamanho do poro do material, da adsorção 
de micro-organismos sobre ou dentro da matriz do filtro e do mecanismo de peneira ou exclusão. O 
efeito de exclusão por tamanho é função da abertura (diâmetro) dos poros, e a adsorção depende da 
composição, espessura do elemento filtrante e fluido que está sendo filtrado.  
 
O tamanho dos poros das membranas filtrantes é estimado por valor nominal que reflete a capacidade 
da membrana do filtro de reter micro-organismos representados por cepas específicas. A filtração 
para fins de esterilização é, normalmente, realizada com membranas de graduação de tamanho de 
poro nominal de 0,2 mm, ou menor. Essas membranas de filtração esterilizante, classificadas como 
0,22 mm ou 0,2 mm, dependendo do fabricante, são capazes de reter 100% de uma cultura contendo 
107 micro-organismos de Brevundimonas diminuta ATCC 19146, por cm2 de superfície de membrana 
filtrante, sob uma pressão mínima de 30 psi (2,0 bar).  
 
O usuário é responsável pela escolha do filtro em função da natureza do material a ser filtrado, que 
atenda à necessidade do processo de esterilização, devendo, também, determinar se os parâmetros 
empregados na produção influenciarão a eficiência da retenção microbiana. Uma vez que a eficiência 
do processo de filtração, também, é influenciada pela biocarga da solução a ser filtrada, é importante 
a determinação da qualidade microbiana das soluções antes da filtração, bem como o estabelecimento 
de parâmetros como pressão; taxa de fluxo e características da unidade filtrante.  
 
O valor de redução logarítmica, também, pode ser utilizado para avaliar a capacidade de retenção da 
membrana filtrante. Por exemplo, um filtro de 0,2 mm, que pode reter 107 micro-organismos de uma 
cepa específica, terá um valor de redução logarítmica de, no mínimo, 7, sob condições declaradas.  
 
As membranas filtrantes comercialmente disponíveis incluem acetato de celulose, nitrato de celulose, 
fluorcarbonato, polímeros acrílicos, poliéster, policarbonato, cloreto de polivinila, vinil, nylon, 
polytef e, ainda, membranas metálicas. Os filtros de membrana, por serem filmes poliméricos, 
oferecem muitas vantagens e algumas desvantagens quando comparados aos filtros de profundidade 
como porcelana ou material sinterizado. Como boa parte da superfície da membrana é um espaço 
vazio ou aberto, a correta montagem e esterilização do filtro proporcionam a vantagem de uma alta 
taxa de fluxo. Uma desvantagem é que, devido à fragilidade da membrana, deve-se garantir a ausência 
de ruptura durante a montagem, esterilização ou uso.  
 
O sistema de filtração deve ser testado antes e após o processo de filtração para garantir a manutenção 
de sua integridade durante o processo de filtração. Testes típicos de uso incluem o teste do ponto de 
bolha, o teste de fluxo de ar difusivo, o teste de retenção sob pressão e o teste de fluxo progressivo. 
O teste de ponto de bolha consiste em teste não destrutivo, cuja denominação decorre da visualização 
de bolhas após a aplicação de uma determinada pressão sobre o filtro. Como exemplo, após a filtração 
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de cerca de dois litros de água destilada estéril, aplica-se pressão constante de nitrogênio, durante 
cinco minutos para membranas de éster de celulose de 0,2 mm. Para cada tipo de filtro há um valor 
limite de pressão a ser suportado, sem que apresente a formação de bolhas, indicando a resistência do 
material filtrante. Os testes devem ser correlacionados com a retenção de micro-organismos. Testes 
adicionais realizados pelo fabricante do filtro, como o de desafio microbiano, não são normalmente 
repetidos pelo usuário.  
 
 
MÉTODO QUÍMICO  
 
ESTERILIZAÇÃO POR GÁS ÓXIDO DE ETILENO  
 
A esterilização por gás pode ser o método de escolha para materiais que não resistem a altas 
temperaturas como no processamento por calor seco ou calor úmido. O agente ativo geralmente 
empregado na esterilização por gás é o óxido de etileno. Entre as desvantagens desse agente 
esterilizante estão suas propriedades mutagênicas; a possibilidade de resíduos tóxicos nos materiais 
tratados e sua natureza altamente inflamável, exceto quando em certas misturas com gases inertes. O 
processo de esterilização é geralmente realizado em uma câmara pressurizada projetada de forma 
semelhante à autoclave, mas com características específicas como sistema para desgaseificação após 
a esterilização e minimização da exposição dos operadores ao gás.  
 
O programa de qualificação do processo de esterilização com óxido de etileno é mais amplo que de 
outros processos de esterilização, visto que além da temperatura, devem ser controlados a umidade; 
vácuo / pressão positiva e a concentração de óxido de etileno. É importante determinar e demonstrar 
que todos os parâmetros críticos do processo estão adequados no interior da câmara de esterilização 
durante todo o ciclo. Como os parâmetros de esterilização aplicados aos produtos a serem processados 
são críticos, é recomendável o pré-condicionamento da carga para minimizar o tempo de exposição à 
temperatura requerida.  
 
O programa de validação é geralmente realizado empregando o produto inoculado, ou produto 
simulado inoculado com preparações apropriadas como esporos de Bacillus atrophaeus. Os 
indicadores biológicos, normalmente, são empregados para estabelecer a probabilidade final de 
sobrevivência microbiana, usando o conceito de ciclo fracionado, para se projetar um ciclo de 
esterilização com óxido de etileno, e devem ser usados em cargas do produto, ou produto simulado, 
com câmara cheia.  
 
O indicador biológico deve ser empregado no monitoramento de ciclos de rotina, além do 
planejamento do ciclo de esterilização por óxido de etileno. Outro aspecto importante do 
planejamento do processo de esterilização é a definição do tipo de acondicionamento do material a 
ser processado e sua distribuição na câmara de esterilização, devido à limitada capacidade de difusão 
do óxido de etileno em áreas mais internas do produto.  
 
RESÍDUOS DA ESTERILIZAÇÃO POR ÓXIDO DE ETILENO  
 
O controle de resíduos em produtos esterilizados por óxido de etileno é necessário para garantir um 
risco mínimo para o paciente na utilização do produto. Os níveis residuais de óxido de etileno (OE), 
etilenocloridrina (ECH) e etilenoglicol (EG) devem ser acompanhados para minimizar a exposição 
de profissionais e pacientes. 
 
São apresentados os resíduos máximos admissíveis para OE e ECH. Efeitos locais, como irritação, 
são considerados e incorporados no limite de contato tolerável (LCT). Não há limite definido para 
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EG, pois a avaliação de risco disponível indica que os níveis calculados admissíveis são mais altos 
do que os níveis residuais que podem ser encontrados nos produtos.  
 
Nos limites descritos, considerou-se a proteção contra os efeitos sistêmicos. O nível residual de OE 
é considerado no momento da liberação do produto.  
 
Para estabelecer as doses diárias máximas de OE e ECH, os produtos devem ser classificados de 
acordo com a duração do contato com o paciente: 
 
Exposição limitada  
 
Produtos com uso ou contato cumulativo único, múltiplo ou repetido de até 24 horas; 
 
Exposição prolongada  
 
Produtos com uso ou contato cumulativo único, múltiplo ou repetido de longa duração - de 24 horas 
a 30 dias; 
 
Contato permanente  
 
Produtos com uso ou contato cumulativo único, múltiplo ou repetido de longa duração - acima de 30 
dias. 
 
A utilização múltipla significa o uso repetido do mesmo tipo de produto, como, por exemplo, 
cartuchos dialisadores. 
 
Se um produto for classificado em mais de uma categoria de duração, as considerações mais rigorosas 
de teste e/ou avaliação devem ser aplicadas. Para as exposições múltiplas, a classificação deve levar 
em conta o efeito cumulativo potencial, considerando o período de tempo em que essas exposições 
ocorrem. 
 
Os limites para produtos de contato permanente e de exposição prolongada são expressos como doses 
diárias médias máximas. Se os dados estiverem disponíveis, deve considerar-se a redução 
proporcional de limites caso múltiplos produtos sejam usados de uma só vez, ou o aumento 
proporcional de limites quando o produto é usado apenas em parte do período de exposição. 
 
Para produtos de contato permanente, a dose diária média de OE é no máximo 0,1 mg. A dose máxima 
de OE é 4 mg nas primeiras 24 horas; 60 mg nos primeiros 30 dias e 2,5 g durante a vida. A dose 
diária média de ECH é no máximo 0,4 mg. A dose máxima de ECH é 9 mg nas primeiras 24 horas; 
60 mg nos primeiros 30 dias e 10 g durante a vida. 
 
Para produtos de exposição prolongada, a dose diária média de OE é, no máximo, 2 mg. A dose 
máxima de OE é 4 mg nas primeiras 24 horas e 60 mg nos primeiros 30 dias. A dose diária média de 
ECH é, no máximo, 2 mg/dia. A dose máxima de ECH é 9 mg nas primeiras 24 horas e 60 mg nos 
primeiros 30 dias. 
 
Para produtos de exposição limitada, a dose diária média de OE é, no máximo, 4 mg e a dose diária 
média de ECH é, no máximo, 9 mg. 
 
O limite de contato tolerável (LCT) é estabelecido para prevenir a irritação localizada pela liberação 
de OE ou ECH do produto, sendo expresso em unidades de microgramas por centímetro quadrado 





Farmacopeia Brasileira, 6ª edição IG8.1-00 
 

sensibilidade de detecção. Para maximizar a sensibilidade analítica, uma quantidade mínima de fluido 
de extração deve ser utilizada, sendo que produtos com materiais altamente absorventes podem exigir 
razões de amostra/fluido de extração aumentado.  
 
Dois métodos de extração básica são usados na determinação de resíduos de OE: extração de uso 
simulado e extração exaustiva. O método escolhido deve ser adequado ao uso do produto e exemplos 
podem ser verificados na norma ISO 10993-7. 
 
As temperaturas e os tempos de extração devem ser determinados com base na natureza da exposição 
do paciente e da duração de contato com o produto. A norma ISO 10993-12 é uma referência para 
temperaturas de extração. 
 
Para determinados produtos, a extração de uso simulado pode resultar em volumes de eluição 
relativamente grandes, podendo aumentar significativamente o limite de detecção para o material 
residual, comprometendo a determinação de conformidade. Em produtos muito grandes, a extração 
de porções representativas pode ser utilizada para assegurar a confiança nos dados.  
 
A extração aquosa de uso simulado é o método de referência, pois é o único que produz resultados 
diretamente comparáveis com os limites especificados.  
 
A água, normalmente utilizada para a recuperação de resíduos de OE e ECH em extrações de uso 
simulado, é usada para a eluição de resíduos de OE a partir da amostra e não para dissolver a amostra. 
No caso de simulação de uso por envase, o produto deve ser preenchido para eliminar bolhas de ar, a 
37 °C, para produtos que estão em contato total ou parcial com o corpo durante o uso (temperatura 
corporal) e a 25 °C para produtos sem qualquer contato imediato com o corpo durante sua utilização 
(temperatura ambiente). Se o teste não for realizado imediatamente, o extrato deve ser retirado da 
amostra e lacrado em frasco revestido de poli-tetrafluoroetileno. O headspace do frasco de solução 
padrão ou extrato deve ser inferior a 10% do volume total. O extrato pode ser armazenado no 
refrigerador por vários dias. Cuidado deve ser tomado quando se utiliza água uma vez que o OE pode 
ser convertido para EG e/ou ECH durante o período de extração, bem como durante o armazenamento 
do extrato.  
 
As quantidades de OE ou ECH extraídas por meio da simulação de uso normal do produto não são 
necessariamente iguais ao conteúdo residual total do produto. 
 
Os métodos de extração exaustiva são destinados a recuperar todo o conteúdo residual do produto, 
sendo alternativa aceitável em certas situações. 
 
Uma variedade de fluidos de extração pode ser utilizada para a recuperação exaustiva de OE residual, 
sendo sua seleção dependente da composição do material do produto e dos seus componentes.  
 
A norma ISO 10993-7 é um guia detalhado para avaliação de resíduos da esterilização por OE e indica 
como converter a concentração de resíduo observada nos extratos para a quantidade administrada a 
um paciente, em miligramas. 
 
Se dados experimentais suficientes sobre a cinética de difusão de resíduos estiverem disponíveis, 
pode ser possível agrupar produtos para testes com base na similaridade dos materiais, processos de 
fabricação e utilização. 
 
Curvas de dissipação podem ser usadas para estimar o tempo de pós-esterilização requerido para os 
produtos ou famílias de produtos similares, para alcançar os limites de resíduos, principalmente para 
o OE. Os produtos devem ser liberados de acordo com os tempos e condições de pós-esterilização, 
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pré-determinados e definidos por curvas de dissipação experimentais de modo que os níveis alvo de 
resíduos de OE para o produto sejam assegurados. As preocupações de aeração de produtos devem 
ser consideradas reunindo dados de cargas de esterilização coletados do armazenamento de 
quarentena ou aeração em diferentes épocas do ano, caso as temperaturas de aeração sejam diferentes. 
A reesterilização do produto e a presença de outros produtos esterilizados com OE em áreas 
adjacentes também devem ser considerados ao obter dados experimentais para gerar tais curvas de 
dissipação. 
 
Quando os dados da curva de dissipação não estão disponíveis, o produto pode ser liberado se os 
dados foram obtidos a partir de testes realizados de acordo com procedimentos e cumprir os limites 
descritos para o OE e, se aplicável, para o ECH. 
 
O produto está em conformidade quando satisfaz aos limites descritos para o OE e, se aplicável, para 
o ECH.  
 
A liberação de produtos fabricados e esterilizados em condições controladas pode ser efetuada 
considerando dados de pelo menos três lotes de esterilização em épocas diferentes. 
 
 
VALIDAÇÃO DO PROCESSO DE ESTERILIZAÇÃO  
 
A validação deve demonstrar de forma documentada que o processo de esterilização estabelecido irá, 
consistentemente, fornecer produtos que atendam o nível de garantia de esterilidade requerido. Os 
produtos esterilizados de acordo com o processo validado devem atender as especificações pré-
determinadas e as características de qualidade relacionadas à funcionalidade e segurança.  
 
Uma vez o processo validado, ele deverá ser revalidado, periodicamente, e após alterações de produto, 
equipamentos e processo, que possam comprometer o nível de garantia de esterilidade especificado.  
 
Os principais elementos da validação são: qualificação de instalação; qualificação de operação e 
qualificação de desempenho.  
 
QUALIFICAÇÃO DE INSTALAÇÃO   
 
A aplicação do plano de qualificação de instalação deve fornecer evidência documentada de que o 
equipamento e todos os itens auxiliares foram fornecidos, instalados e funcionam de acordo com as 
especificações. Deve demonstrar-se que o equipamento de esterilização, seus componentes, itens 
auxiliares e suprimentos, como vapor, água e ar, foram corretamente projetados, instalados e 
calibrados.  
 
A fim de atender aos parâmetros e limites recomendados para a esterilização, é necessário o emprego 
de instrumentação apropriada para monitorar e controlar os parâmetros críticos como temperatura, 
tempo, umidade, concentração do gás esterilizante ou radiação absorvida. Esses instrumentos devem 
ser avaliados na qualificação de instalação.  
 
A qualificação de instalação compreende os seguintes elementos: equipamento, instalação e função.  
 
No que se refere ao equipamento e instalação, as especificações do esterilizador; itens auxiliares e 
serviços; os procedimentos operacionais; a localização de instalação e a documentação devem ser 
previamente definidas e verificadas na qualificação de instalação, garantido sua conformidade. Para 
garantir a função, deve ser verificado que o equipamento e os sistemas de segurança operacional 
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funcionam de acordo com suas especificações; que os ciclos de operação estão de acordo com o 
definido e que não há evidência de vazamento das utilidades ou esterilizador, quando aplicável.  
 
Nos procedimentos documentados para a qualificação de instalação deve estar especificado como 
cada elemento da qualificação é planejado, realizado e revisado. A documentação que proporciona 
suporte à qualificação de instalação inclui descrição das características físicas e operacionais do 
equipamento; seus componentes e serviços. Desenhos e diagramas de processo e instrumentação 
devem ser verificados contra a configuração proposta e atualizados, quando necessário. Sistemas de 
segurança aplicáveis devem ser avaliados para garantir desempenho; qualidade e segurança dos 
equipamentos e operadores.  
 
A qualificação da instalação é necessária para novos equipamentos, ou quando o esterilizador 
existente é substituído ou realocado. A qualificação deve ser refeita a intervalos de tempo definidos, 
e ao menos parcialmente quando ocorrerem modificações que possam alterar a eficácia do processo 
de esterilização, como substituição ou reforma de equipamentos, ou partes, modificações nos 
suprimentos de processo e alteração em fonte radioativa.  
 
QUALIFICAÇÃO DE OPERAÇÃO   
 
Na qualificação de operação deve demonstrar-se que o equipamento instalado é capaz de realizar o 
processo de esterilização especificado dentro dos intervalos definidos. O intervalo de parâmetros e os 
limites de operação devem ser estabelecidos na definição do processo. Antes da qualificação de 
operação, o estado de calibração de toda instrumentação usada para monitorar, controlar, indicar e 
registrar deve ser confirmado.  
 
Para autoclaves e outros esterilizadores que empregam processo térmico, devem ser realizados 
estudos de distribuição do calor em diferentes posições considerando o tamanho da câmara e a carga. 
Deve confirmar-se que a câmara (vazia e cheia) opera dentro dos parâmetros críticos em todos os 
seus principais locais. O número e posição dos termopares são determinados pelo tipo e configuração 
da carga; tamanho de equipamento; tipo de instrumento e ciclo empregado. Uma faixa aceitável de 
temperatura na câmara vazia é ± 1 °C quando a temperatura da câmara é 121 °C. Para esterilizadores 
a óxido de etileno, a umidade relativa, a concentração do gás e a temperatura devem ser monitorados 
por sensores distribuídos em posições adequadas. Sistemas de segurança aplicáveis devem ser 
testados. Softwares de controle devem ser validados e desafiados em condições de falha. A penetração 
e distribuição da radiação ionizante na carga deve ser realizada e monitorada por dosímetros. A 
operação de qualificação de filtros esterilizantes é feita por meio do teste de integridade dos filtros, 
medidas de pressão diferencial e velocidade de fluxo. Como os fluidos esterilizados por membranas 
filtrantes podem ser expostos ao ambiente durante o processamento seguinte, o controle ambiental e 
a qualificação e/ou validação da área de manuseio asséptico devem ser parte integrante do processo 
de esterilização por filtração.  
 
QUALIFICAÇÃO DE DESEMPENHO   
 
Na qualificação de desempenho deve se demonstrar que o processo de esterilização é capaz de atingir, 
repetidamente, o nível de garantia de esterilidade pré-determinado para as cargas definidas de 
produtos; que o equipamento opera consistentemente de acordo com critérios pré-determinados e que 
o produto atende aos requisitos especificados de segurança, qualidade e desempenho.  
 
A qualificação de desempenho compreende avaliações físicas e microbiológicas que demonstrem a 
eficácia e reprodutibilidade do processo de esterilização, mantendo as características especificadas 
do produto.  
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Nos estudos físicos devem ser considerados: critérios como carga teste representativa do processo; 
embalagem idêntica ao produto; pré-condicionamento; perfil de temperatura e temperatura no ponto 
de referência; resposta de indicadores químicos; integridade de embalagem; documentação; entre 
outros. A carga para esterilização deve ser estabelecida e documentada, levando em consideração 
parâmetros como configuração, distribuição, orientação, densidade, dimensão, composição do 
material, uso e tipo de pallets. O produto ou material com características similares ao produto 
(produto simulado) usado para a qualificação deve ter embalagem idêntica ao produto e representar, 
no mínimo, o pior caso da carga de rotina de produção, ou seja, a configuração mais difícil de 
esterilizar. Critérios para reutilização de carga devem ser definidos, sendo que ela deve ser equilibrada 
às condições ambientais ou aeradas antes do reuso. Com os dados gerados deve demonstrar-se a 
conformidade com os parâmetros físicos e químicos aplicáveis. A relação entre as condições de 
posições de monitoramento durante a qualificação e a rotina deve ser estabelecida.  
 
Na qualificação de desempenho físico deve demonstrar-se a reprodutibilidade do processo com 
mínimo de três ciclos consecutivos para verificar o atendimento de todos os critérios de aceitação.  
 
Na qualificação microbiológica deve seguir-se requisitos específicos para cada agente esterilizante. 
Diferentes métodos podem ser usados na validação do processo de esterilização e incluem três 
categorias: processo baseado na inativação da carga microbiana natural (biocarga); processo 
combinado com base na inativação de micro-organismo referência e conhecimento da carga 
microbiana (biocarga e indicador biológico) e processo baseado na inativação de micro-organismo 
referência (sobremorte ou overkill). Indica-se que o desafio microbiano seja executado nos 
parâmetros mínimos de processo e deve atender o nível de garantia de esterilidade para todas as 
combinações de carga, podendo usar o pior caso de produto representante das famílias. Para cada tipo 
de carga a ser esterilizada, a reprodutibilidade do processo deve ser demonstrada empregando-se, pelo 
menos, três ciclos consecutivos. Os indicadores biológicos usados devem ser posicionados no e/ou 
sobre o produto em localização definida.  
 
A qualificação de desempenho deve ser repetida quando alterações significativas forem propostas, 
como mudanças em desenho e embalagem do produto; configuração ou densidade de carga e 
equipamento ou processo de esterilização. Os efeitos dessas mudanças nos estágios de validação do 
processo de esterilização devem ser avaliados.  
 
REVISÃO E APROVAÇÃO DA VALIDAÇÃO  
 
A revisão documentada dos dados de validação, gerados nas qualificações de instalação, operação e 
desempenho, deve ser feita para confirmar a aceitabilidade do processo de esterilização e definir a 
especificação do processo, incluindo parâmetros e tolerância.  
 
O estágio final do programa de validação requer a documentação dos dados de apoio desenvolvidos 
na execução desse programa.  
 
 
INDICADORES BIOLÓGICOS  
 
O indicador biológico é definido como uma preparação caracterizada de micro-organismo específico 
que fornece uma resistência definida e estável a um determinado processo de esterilização. Bactérias 
formadoras de esporos são os micro-organismos reconhecidos como apropriados para emprego como 
indicadores biológicos uma vez que, com exceção da radiação ionizante, esses micro-organismos são, 
significativamente, mais resistentes aos processos de esterilização do que os micro-organismos da 
carga microbiana natural do produto. 
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Um indicador biológico pode ser usado na qualificação de desempenho do equipamento de 
esterilização e no desenvolvimento e estabelecimento do processo de esterilização para um produto 
específico. Os indicadores biológicos são usados em processos de obtenção de produto estéril em seu 
recipiente final e na esterilização de equipamentos, materiais e componentes de embalagem, 
empregados no processo asséptico. Os indicadores biológicos podem, ainda, ser utilizados para 
monitorar ciclos de esterilização em revalidações periódicas e para avaliar a capacidade do processo 
usado na descontaminação de isoladores ou salas limpas.  
 
TIPOS DE INDICADORES BIOLÓGICOS  
 
Há, pelo menos, três tipos de indicadores biológicos, sendo que cada tipo incorpora uma espécie 
microbiana com resistência conhecida ao processo de esterilização.  
 
Um tipo de indicador biológico inclui os esporos que são adicionados a um suporte ou carreador 
(disco, ou tira de papel de filtro, vidro, plástico, ou outro material) embalado de forma a manter a 
integridade e viabilidade do material inoculado. Os carreadores e embalagens primárias não devem 
conter qualquer tipo de contaminação química, física ou microbiológica que possa comprometer o 
desempenho e estabilidade do indicador biológico e não podem sofrer alteração em função do 
processo de esterilização submetido. Os carreadores e embalagens primárias devem resistir ao 
transporte e manuseio até o momento do uso e devem evitar a perda do inóculo original durante o 
transporte, manuseio e armazenamento até o vencimento do período de validade.  
 
Outro tipo de indicador biológico consiste de uma suspensão de esporos inoculada em unidades 
representativas do produto a ser esterilizado. Quando não for possível o emprego do produto real, 
pode inocular-se um produto simulado, que difere do produto real em algumas características, mas se 
comporta de forma semelhante quando submetido às condições de teste, ou de esterilização. Uma 
suspensão de esporos de valor D conhecido deve ser utilizada para inoculação do produto real ou 
simulado, garantindo que ao ser usado o produto simulado, esse não comprometa a resistência do 
indicador biológico. A configuração física do produto a ser inoculado (real ou simulado) pode afetar 
a resistência da suspensão microbiana inoculada. No caso de produtos líquidos é recomendável a 
determinação do valor D e valor Z do indicador biológico no produto líquido especificado. A 
população, valor D, valor Z onde aplicável e tempo de destruição do micro-organismo devem ser 
determinados. Valor Z é a elevação de temperatura em graus, necessária para reduzir o valor D em 
90%, ou produzir a redução de um ciclo logarítmico na curva de resistência térmica.  
 
O terceiro tipo é o indicador biológico autocontido, apresentado de tal forma que a embalagem 
primária destinada para incubação após a esterilização contenha o meio de crescimento requerido 
para a recuperação do micro-organismo. Nesse caso, o sistema constituído pelo indicador biológico 
e o meio de crescimento do micro-organismo deve ser resistente ao processo de esterilização e deve 
possibilitar a penetração do agente esterilizante. O valor D, tempo de destruição do micro-organismo 
e o tempo de sobrevivência devem ser determinados para o sistema e não somente para a tira ou disco 
de papel que contém os micro-organismos. Após a esterilização, é permitido o contato das tiras ou 
discos, contendo os micro-organismos, com o meio de cultura.  
 
O indicador biológico autocontido, também, pode consistir de uma suspensão de esporos em um meio 
de cultura contendo indicador de pH que permita visualizar a presença ou a ausência de crescimento 
após a incubação. A resistência do sistema autocontido é dependente da penetração do agente 
esterilizante na embalagem, que deve ser controlada pelo fabricante por meio do desenho e 
composição do material que constitui a embalagem, ampola ou recipiente. O indicador biológico 
autocontido na forma de ampola pode ser incubado diretamente após a exposição ao processo de 
esterilização, nas condições especificadas. A ausência ou a presença do crescimento microbiano é 
determinada visualmente, a partir da mudança de coloração de um indicador incorporado ao meio, ou 



Farmacopeia Brasileira, 6ª edição IG8.1-00 
 

pela turbidez decorrente do desenvolvimento do micro-organismo; ou ainda, pelo exame 
microscópico do meio inoculado. O indicador biológico autocontido deve suportar o transporte e o 
manuseio durante o uso sem que ocorram quebras ou perda do inóculo original. Durante ou após o 
processo de esterilização, o material do qual é constituído o sistema autocontido não deve reter ou 
liberar qualquer substância que possa inibir o crescimento de micro-organismos sobreviventes. A 
capacidade promotora de crescimento do meio de cultura após exposição ao processo de esterilização 
deve ser comprovada.  
 
PREPARO DO INDICADOR BIOLÓGICO  
 
Todas as operações envolvidas na preparação de indicadores biológicos devem ser monitoradas por 
meio de um sistema da qualidade documentado que possibilite a rastreabilidade de todos os materiais 
e componentes incorporados à suspensão microbiana, o carreador inoculado ou o indicador biológico. 
A preparação de suspensões estoque dos esporos dos micro-organismos selecionados como 
indicadores biológicos requer o desenvolvimento de procedimentos apropriados incluindo seu 
cultivo, coleta, purificação e manutenção. As suspensões estoque devem conter, predominantemente, 
esporos latentes (não germinativos) mantidos em líquido não nutritivo. O produto final fornecido 
pelos fabricantes (suspensão microbiana, carreador inoculado ou indicador biológico) não deve conter 
micro-organismo diferente do micro-organismo teste em número suficiente que possa afetar o 
produto. O sistema para minimizar a presença de micro-organismos diferentes do micro-organismo 
teste deve ser validado, monitorado e registrado.  
 
SELEÇÃO DO INDICADOR BIOLÓGICO  
 
A escolha do indicador biológico requer conhecimento de sua resistência ao processo de esterilização 
específico para garantir que o sistema do indicador biológico proporciona desafio maior que o da 
carga microbiana no produto.  
 
O uso eficiente dos indicadores biológicos para desenvolvimento do ciclo, processo e validação, ou 
para monitoramento do processo de esterilização de rotina requer conhecimento do material a ser 
esterilizado incluindo seus componentes e material de embalagem. Apenas indicadores biológicos 
reconhecidos e especificados nas monografias devem ser usados no desenvolvimento ou validação 
de um processo de esterilização para garantir que o indicador biológico selecionado propicie um 
desafio maior ao processo de esterilização do que a carga microbiana no produto.  
 
Nos casos do uso de indicadores biológicos com características diferentes daqueles comercialmente 
disponíveis, pode cultivar-se micro-organismos descritos em literatura científica para preparo de 
indicadores biológicos. O usuário deve ser capaz de determinar os valores D e Z para os indicadores 
domésticos. Quando indicador biológico não comercial for utilizado, a população, pureza e validade 
devem ser confirmadas para garantir a legitimidade dos testes a serem realizados usando esse 
indicador.  
 
Quando a definição do processo de esterilização é baseada na carga microbiana do produto, essa deve 
ser quantificada e as resistências do indicador biológico e da carga microbiana devem ser comparadas. 
O processo de esterilização deve resultar em nível de garantia de esterilidade de no mínimo 10-6.  
 
O método de sobremorte (overkill) pode ser empregado no desenvolvimento do processo de 
esterilização e, nesse caso, devem ser feitas considerações específicas relacionadas à suposta 
resistência usada no estabelecimento dos requisitos de letalidade do processo. Em geral, os processos 
de sobremorte são desenvolvidos com a suposição de que a carga microbiana é igual a 106 micro-
organismos altamente resistentes. Um processo 12 D é definido como o processo que provê letalidade 
suficiente para redução de 12 ciclos logarítmicos, equivalente a 12 vezes o valor D para micro-
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organismos com resistência acima da resistência média dos micro-organismos presentes na carga 
microbiana do produto. Ao assumir uma carga microbiana de 106, um processo de sobremorte 
resultará em uma probabilidade de não esterilidade menor que 10-6. O uso do processo de sobremorte 
e sua validação podem minimizar ou evitar a necessidade de quantificação e identificação da carga 
microbiana do produto.  
 
Para o processo de calor úmido, esporos de cepas apropriadas de Geobacillus stearothermophilus 
estão disponíveis comercialmente como indicadores biológicos. Outros micro-organismos 
formadores de esporos resistentes ao calor úmido como Clostridium sporogenes, Bacillus atrophaeus 
e Bacillus coagulans, também, podem ser utilizados no desenvolvimento e validação de um processo 
de esterilização por calor úmido.  
 
Para a validação do processo de esterilização, por via calor seco, podem ser empregados esporos de 
Bacillus atrophaeus. Durante a validação podem ser realizados estudos para avaliação da 
despirogenização no lugar da inativação microbiana, uma vez que a taxa de inativação de endotoxinas 
bacterinas é bem mais lenta que a inativação dos esporos de Bacillus atrophaeus. Na prática, uma 
redução da ordem de pelo menos três ciclos logarítmicos do nível de endotoxina resulta em uma 
probabilidade de não esterilidade menor que 10-6.  
 
Para monitorar os processos de esterilização empregando radiação ionizante, esporos de Bacillus 
pumilus têm sido usados apesar de não ser prática usual. O método de estabelecimento da dose de 
radiação, mais empregado, não usa indicadores biológicos. Alguns micro-organismos na carga 
microbiana do material a ser esterilizado podem apresentar maior resistência ao processo de 
esterilização por radiação em comparação com os esporos de Bacillus pumilus.  
 
Para o processo de esterilização por óxido de etileno são comumente utilizados esporos de 
subespécies de Bacillus atrophaeus var. niger, quando se emprega óxido de etileno 100%, ou 
diferentes misturas de gases.   
 
Tabela 1 - Características exemplificativas de sistemas de indicadores biológicos disponíveis comercialmente. 

Processo de esterilização Valor D 
(minutos) 

Faixa de valor 
D para 

seleção de 
indicador 
biológico 
(minutos) 

Limites para resistência adequada 
(dependente do valor D em minutos) 

Tempo de 
sobrevivência Tempo de morte 

Calor secoa 

(160 ºC) 
1,9 Mín. 1,0 

Máx. 3,0 
Mín. 4,0 

Máx. 14,0 
10,0 
32,0 

Óxido de etilenob 
(600 mg/L, 54 ºC, 60% UR) 

3,5 Mín. 2,5 
Máx. 5,8 

Mín. 10,0 
Máx. 27,0 

25,0 
68,0 

Calor úmidoc 
(121 ºC) 

1,9 Mín. 1,5 
Máx. 3,0 

Mín. 4,5 
Máx. 14,0 

13,5 
32,0 

__________ 
a para 1,0 x 106 a 5,0 x 106 esporos / carreador 
b para 1,0 x 106 a 5,0 x 107 esporos / carreador 
c para 1,0 x 105 a 5,0 x 106 esporos / carreador 
 
AVALIAÇÃO DE DESEMPENHO  
 
São responsabilidades do fabricante: determinação e fornecimento das características de desempenho 
do lote de indicador biológico por meio de certificado de análise que ateste a validade do desempenho 
declarado na embalagem do produto; definição do processo de esterilização para o qual o indicador 
biológico é recomendado; caracterização de cada tipo de indicador biológico, usando condições 
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padronizadas e equipamentos adequados; valor D e o método pelo qual esse valor foi definido; 
contagem microbiana; estabilidade da resistência até a validade indicada no rótulo; condições de 
armazenagem, incluindo temperatura e umidade relativa; orientações sobre o meio de cultura a ser 
empregado e as condições de recuperação dos micro-organismos após a exposição ao processo de 
esterilização e seu descarte.  
 
PRODUTOS COMERCIAIS  
 
Quando um indicador biológico é adquirido, comercialmente, sua adequação para uso em um 
processo de esterilização deve ter sido estabelecida em estudos, a não ser que existam dados 
disponíveis para confirmar o emprego do indicador em um processo específico. O usuário deve 
estabelecer dentro de sua instituição, os critérios de aceitação para os lotes do indicador biológico. 
Ao adquirir um indicador biológico, esse deve vir acompanhado de um certificado emitido para cada 
lote. Se o indicador biológico for empregado de forma diferente daquela indicada pelo fabricante, o 
usuário deve proceder ao registro das condições de uso, das verificações e do desempenho do 
indicador biológico.  
 
Após o recebimento de um lote de indicador biológico, o usuário deve quantificar a carga de esporos 
por unidade e proceder à verificação da morfologia e pureza dos micro-organismos, confirmando, 
pelo menos, o gênero do micro-organismo. As informações referentes ao valor D; às condições de 
armazenagem; ao prazo de validade e à estabilidade do indicador biológico devem ser observadas e 
registradas. O usuário pode considerar a necessidade de auditar o valor D antes da aceitação do lote 
de indicador biológico. Para armazenamento por longo período, é importante verificar o valor D e a 
estabilidade da contagem. No caso de armazenamento da suspensão de esporos, por período superior 
a 12 meses, sob condições documentadas, a confirmação da contagem e a comprovação da resistência 
dos esporos devem ser realizadas, a menos que o desempenho de uma cultura anterior tenha sido 
validado após longo período de armazenamento. Os resultados dos ensaios de resistência e contagem 
de esporos devem estar dentro da faixa de aceitação estabelecida durante a aprovação do lote de 
suspensão de esporos.  
 
PRODUTOS NÃO COMERCIAIS  
 
O usuário pode decidir cultivar micro-organismos para desenvolvimento de indicadores biológicos a 
serem empregados no desenvolvimento ou na validação de um processo de esterilização. No caso do 
usuário tornar-se um produtor, as exigências de desempenho do indicador biológico devem ser 
satisfeitas. Se um sistema de indicador biológico for empregado para o desenvolvimento de um novo 
processo de esterilização ou validação de um processo já existente, os mesmos critérios de 
desempenho para produtos comerciais devem ser cumpridos.  
 
PREPARO DA SUSPENSÃO DE ESPOROS  
 
Os registros da identificação das suspensões de esporos devem ser mantidos por produtores 
comerciais ou não comerciais e devem incluir informações sobre a fonte da cultura inicial de micro-
organismos; a identificação; a rastreabilidade da cultura mãe de esporos; a frequência de subcultura; 
o meio de cultura utilizado para a esporulação; as mudanças ocorridas na preparação do meio; as 
observações sobre contaminação da suspensão; os dados anteriores e posteriores ao choque térmico; 
os registros do uso da suspensão de esporos e a resistência à esterilização (particularmente, valores D 
e Z, onde aplicável).  
 
USO DE INDICADOR BIOLÓGICO PARA VALIDAÇÃO  
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Independentemente do processo de esterilização a ser empregado, a população inicial de micro-
organismos, a sua resistência ao processo esterilizante e o local de inoculação do produto podem 
influenciar a taxa de inativação do indicador biológico. Durante o processo de validação, em vários 
locais do produto devem ser inoculados o indicador biológico, garantindo o desafio tanto da 
embalagem quanto do produto nela contido, para que se assegure um nível de garantia de esterilidade 
de 10-6 para o produto e para a embalagem.  
 
Pode ser necessário, por meio de estudos laboratoriais, determinar se os componentes do produto são 
mais difíceis de esterilizar do que, por exemplo, uma solução, ou medicamento nele contido. A fase 
de qualificação de desempenho do produto deve identificar os parâmetros mais importantes do 
processo para inativação dos micro-organismos nos locais mais difíceis de esterilizar. A 
sobrevivência do indicador biológico é consequência da resistência e tamanho da população 
microbiana. Portanto, nem sempre um indicador biológico com população de 106 é necessário para 
confirmar um nível de garantia de esterilidade de 10-6. O uso apropriado dos indicadores biológicos 
é para confirmar que os parâmetros estabelecidos no processo de esterilização garantem o nível de 
segurança de esterilidade desejado. Na esterilização por calor úmido, o emprego do indicador 
biológico confirma a letalidade determinada por parâmetros físicos. Indicadores biológicos com valor 
D relevante e populações substancialmente menores que 106 são adequados para validar muitos 
processos de esterilização e descontaminação. É importante que os usuários estejam capacitados para 
justificar, cientificamente, a escolha de um indicador biológico. 
 
 
PROCESSO ASSÉPTICO  
 
Embora a esterilização terminal de um produto embalado seja o procedimento que garanta riscos 
mínimos de contaminação microbiana na produção de um lote, existem classes de produtos que não 
podem ser esterilizados no seu acondicionamento final e que devem ser preparados empregando 
processo asséptico. Esse processo é projetado de forma a prevenir a contaminação dos componentes 
estéreis por micro-organismos viáveis, ou ainda, na fase intermediária da produção, quando algum 
componente deve ser fornecido isento de micro-organismos. Um produto definido como processado 
assepticamente consiste de componentes que foram esterilizados por um dos processos de 
esterilização como, por exemplo, a filtração, no caso de tratar-se de um líquido. No caso de material 
de acondicionamento constituído por vidro, pode ser empregado o calor seco e, quando se tratar de 
material de acondicionamento polimérico, como tampas, pode ser utilizada a autoclavação ou óxido 
de etileno.  
 
No processo asséptico, o ambiente onde os insumos são manipulados e a etapa de enchimento 
asséptico são considerados pontos críticos. As exigências para um projeto adequadamente validado e 
que mantenha as condições necessárias para o processo asséptico abrangem um ambiente livre de 
micro-organismos viáveis, onde a qualidade do ar seja garantida por equipamentos adequados, por 
pessoal treinado e paramentado de acordo com as exigências do ambiente e por operação a ser 
realizada. O ambiente desejado pode ser obtido por meio da tecnologia de filtração do ar que propicia 
o fornecimento do ar com a qualidade microbiana exigida. O planejamento da planta deve 
proporcionar um sistema de cascata de fluxo de ar com pressão positiva maior, das áreas mais críticas 
(assépticas) para aquelas de exigência intermediária (áreas de preparação) e finalmente, aquelas de 
menor exigência de controle; e ainda, deve permitir a troca frequente do ar, além do emprego de fluxo 
de ar unidirecional na vizinhança imediata do produto ou componentes expostos e o controle da 
temperatura e umidade (quando aplicável). As instalações devem incluir sistemas de isolamento 
primário (próximo ao produto) e secundário (onde o processo asséptico é realizado) por meio de 
barreiras físicas. As superfícies, como paredes e teto, devem ser lisas possibilitando a sanitização 
frequente. Os vestiários devem ter espaço adequado para o pessoal e armazenamento das vestimentas 
estéreis. O treinamento do pessoal quanto à paramentação deve abranger o uso correto das 
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importante porque ambos são necessários para alcançar as exigências relativas ao material particulado 
e esterilidade estabelecidas para os produtos.  
 
Programas de monitoramento microbiológico para salas e zonas limpas devem avaliar a efetividade 
das práticas de limpeza e desinfecção que podem ter impacto sobre a carga microbiana do ambiente. 
O monitoramento microbiológico, normalmente, não identifica e quantifica todos os contaminantes 
microbianos nos ambientes; porém, o monitoramento de rotina deve fornecer informação suficiente 
para se certificar de que o ambiente esteja operando dentro do estado de controle adequado.  
 
O monitoramento microbiológico ambiental e a análise de dados realizados por pessoas qualificadas 
possibilitam que o estado de controle seja mantido em salas e zonas limpas. O ambiente deve ser 
amostrado durante operações normais para possibilitar a coleta de dados significativos e a 
amostragem microbiana deve ocorrer quando os materiais estiverem na área, as atividades de 
processamento estiverem ocorrendo e todos os funcionários estiverem em operação no local.  
 
O monitoramento microbiológico de salas e zonas limpas deve incluir a quantificação do conteúdo 
microbiano do ar ambiental; do ar comprimido que entra na área crítica; das superfícies; dos 
equipamentos; dos recipientes; dos pisos; das paredes e das vestimentas das pessoas. O objetivo 
pretendido com o programa é obter estimativas representativas da carga microbiana do ambiente e, 
uma vez compilados e analisados, quaisquer tendências devem ser avaliadas por pessoas treinadas. É 
importante rever resultados ambientais com base em frequência especificada, bem como rever 
resultados por períodos prolongados para determinar se há tendências presentes. Tendências podem 
ser visualizadas por meio de quadros de controle estatístico que incluem níveis de alerta e de ação. O 
controle microbiológico de ambientes controlados, também, pode ser avaliado com base nos dados 
de tendência. Relatórios ou resumos periódicos devem ser emitidos para alertar o responsável pela 
área.  
 
Quando o nível microbiológico especificado para um ambiente controlado for excedido, revisão da 
documentação e investigação devem ocorrer. A investigação deve incluir a revisão da documentação 
de manutenção da área; da documentação de desinfecção; dos parâmetros físicos ou operacionais 
inerentes, tais como, mudanças na temperatura ambiental e umidade relativa e o estágio de 
treinamento dos funcionários envolvidos. Em seguida à investigação, as ações adotadas podem incluir 
o reforço no treinamento das pessoas para enfatizar o controle microbiológico do ambiente; a 
amostragem adicional em frequência aumentada; a desinfecção adicional; os testes adicionais de 
produto; a identificação do contaminante microbiano e sua possível fonte e a reavaliação e 
revalidação dos atuais procedimentos operacionais padronizados, se necessário. Com base na revisão 
da investigação e nos resultados dos testes, o significado do nível microbiológico excedido e a 
aceitabilidade das operações ou produtos processados sob aquela condição podem ser definidos. Toda 
investigação e justificativa das ações devem ser documentadas e fazer parte do sistema de 
gerenciamento da qualidade.  
 
Sala e zona limpa são definidas por certificação de acordo com a norma aplicável, sendo que os 
parâmetros avaliados incluem integridade de filtros, diferenciais de pressão e velocidade, padrões e 
mudanças do ar. Um exemplo de método para conduzir o teste de desafio de partículas para o sistema 
consiste em aumentar a concentração de partículas no ambiente por meio de fumaça no entorno de 
áreas de trabalho críticas e visualizar os movimentos do ar. A presença de vórtices e zonas turbulentas 
podem ser visualizados e o padrão de fluxo de ar pode ser finamente ajustado para eliminar ou 
minimizar efeitos indesejáveis. Essa avaliação é feita sob condições de produção simuladas, porém 
com equipamentos e funcionários no local.  
 
O teste e a otimização apropriados das características físicas da sala limpa ou ambiente controlado 
são essenciais antes de concluir a validação do programa de monitoramento microbiológico. A 
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garantia de que o ambiente está operando adequadamente e de acordo com suas especificações dará 
maior garantia de que a carga microbiana do ambiente será apropriada para processamento asséptico. 
Esses testes devem ser repetidos durante a certificação de rotina da sala ou zona limpa e sempre que 
alterações consideradas significativas forem feitas na operação, tais como mudanças no fluxo de 
pessoas, processamento, operação, fluxo de material, sistemas de manipulação de ar ou layout de 
equipamentos.  
 
 
TECNOLOGIAS ALTERNATIVAS PARA PROCESSO ASSÉPTICO  
 
Devido à forte correlação entre o envolvimento e intervenção humanos e o risco potencial para 
contaminação de produto no envase asséptico, sistemas de produção onde pessoas são removidas das 
zonas críticas têm sido implementados, empregando, portanto, estratégias avançadas de 
processamento asséptico, com requisitos reduzidos de monitoramento ambiental de partículas viáveis 
e não viáveis.  
 
Seguem algumas definições de sistemas usados para reduzir a taxa de contaminação no processo 
asséptico.  
 
Barreiras: dispositivo que restringe o contato entre o operador e o campo asséptico. Barreiras não 
podem ser esterilizadas e nem sempre possuem sistemas de transferência que permite a passagem de 
materiais para dentro ou fora do sistema sem exposição ao ambiente ao redor. Há diferentes tipos de 
barreiras, desde cortinas de plástico em zonas críticas até barreiras rígidas em equipamentos, que 
podem incorporar elementos como suporte de luvas e porta de transferência.  
 
Sopro/Enchimento/Selagem (Blow/Fill/Seal): esse sistema combina a montagem do recipiente com o 
envase do produto e a selagem em um único equipamento. Do ponto de vista microbiológico, a 
sequência de formação do recipiente, envase do produto estéril e a formação e aplicação do selo são 
obtidos, assepticamente, em uma operação ininterrupta com exposição mínima ao ambiente. Esses 
sistemas existem há muitos anos e as taxas de contaminação são menores que 0,1%.  
 
Isoladores: tecnologia usada para dupla proposta, de proteger o produto da contaminação do ambiente 
e de pessoas durante envase e fechamento e de proteger pessoas de produtos tóxicos ou deletérios 
durante sua produção. Essa tecnologia é baseada no princípio de colocar materiais previamente 
esterilizados, como recipientes, produtos e tampas, em um ambiente estéril, que permanecem estéreis 
durante toda operação, uma vez que pessoas ou componentes não estéreis não estão dentro do 
isolador. A barreira do isolador é uma barreira absoluta que não permite trocas entre ambientes 
protegidos e não protegidos. Isoladores podem ser fisicamente selados contra a entrada de 
contaminantes externos ou podem ser efetivamente selados pela aplicação contínua de sobrepressão. 
Manipulação de material por funcionários é realizada por meio de luvas ou vestimentas completas ou 
parciais. O ar que entra no isolador passa através de um filtro HEPA ou ULPA e a exaustão de ar 
normalmente passa por um filtro HEPA. Vapores de peróxido de hidrogênio ou ácido peracético 
normalmente são usados para esterilização das superfícies ou ambiente interno. A esterilização do 
interior dos isoladores e todo conteúdo são normalmente validados para um nível de garantia de 
esterilidade de 10-6.  
 
A introdução de equipamentos, componentes e materiais pode ser feita de diversas maneiras, como 
uso de autoclave de porta dupla, introdução contínua de componentes através de uma esteira que 
passa por túnel de esterilização ou uso de um sistema de doca. É necessário monitorar a integridade, 
calibração e manutenção do isolador.  
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Os requisitos para os ambientes controlados adjacentes a essas novas tecnologias usadas no 
processamento asséptico dependem do tipo de tecnologia usada.  
 
Equipamentos de Sopro/Enchimento/Selagem que limitam o contato do operador com o produto 
podem ser instalados em um ambiente controlado, especialmente se alguma intervenção do operador 
é possível durante a produção.  
 
Sistemas de barreiras requerem alguma forma de ambiente controlado. Em função dos numerosos 
tipos e aplicações, os requisitos para o ambiente adjacente podem variar. As estratégias de desenho e 
operação para o ambiente onde circulam esses sistemas devem ser desenvolvidas pelos produtores 
usando um critério lógico e racional e a capacidade do sistema de fornecer produtos estéreis deve ser 
validada de acordo com critérios pré-estabelecidos.  
 
Em isoladores, o ar entra através dos filtros integrais de qualidade HEPA, ou melhor, e seu interior é, 
tipicamente, esterilizado com um nível de garantia de esterilidade de 10-6. Portanto, isoladores que 
contêm ar estéril não trocam ar com o ambiente ao redor e são livres de operadores humanos. 
Entretanto, quando o isolador está em um ambiente controlado, o potencial de produto contaminado 
é reduzido na eventualidade de um vazamento nas luvas ou vestimentas.  
 
A extensão e escopo do monitoramento microbiológico ambiental dependem do sistema utilizado. 
Produtores devem balancear a frequência da amostragem ambiental que requer intervenção humana, 
com os benefícios acumulados pelos resultados do monitoramento. Uma vez que barreiras são 
desenhadas para reduzir a intervenção humana, sistemas de amostragem remotos devem ser usados 
em substituição à intervenção de pessoas. Em geral, uma vez que a validação estabeleceu a eficácia 
da barreira, a frequência de amostragem para monitorar o estado microbiológico da área de 
processamento asséptico pode ser reduzida quando comparada à frequência de um sistema clássico 
de processo asséptico.  
 
Sistemas de isoladores requerem frequência menor de monitoramento microbiológico. O 
monitoramento contínuo de partículas totais pode fornecer garantia de que o sistema de filtração de 
ar dentro do isolador está funcionando adequadamente. Métodos tradicionais para amostragem 
microbiológica quantitativa do ar podem não serem suficientes para testar o ambiente dentro do 
isolador. Experiências com isoladores indicam que, sob condições normais de operação, vazamento 
ou rompimento nas luvas representam o maior potencial para contaminação microbiológica, o que 
requer testes frequentes de integridade das luvas e monitoramento das suas superfícies. O 
monitoramento não frequente de superfícies dentro do isolador deve ser avaliado e pode ser benéfico.  
 
 
TREINAMENTO DE PESSOAL  
 
Produtos processados assepticamente exigem muita atenção aos detalhes, disciplina rigorosa e 
supervisão estrita das pessoas, a fim de manter o nível de qualidade ambiental apropriado para a 
garantia de esterilidade do produto.  
 
O treinamento de todos os funcionários que trabalham em salas e zonas limpas é crítico. Esse 
treinamento, também, é importante para as pessoas responsáveis pelo programa de monitoramento 
microbiológico, uma vez que a contaminação da área de trabalho pode ocorrer inadvertidamente 
durante a amostragem microbiológica, por uso de técnicas impróprias. Em operações altamente 
automatizadas, o monitoramento pode ser realizado por pessoas que têm contato mais direto com 
zonas críticas dentro da área de processamento. O monitoramento dos funcionários deve ser 
conduzido antes e depois do trabalho na área de processamento.  
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O gerenciamento da instalação deve garantir que todas as pessoas envolvidas em operações nas salas 
e zonas limpas conheçam princípios microbiológicos relevantes, incluindo princípios básicos do 
processamento asséptico e a relação dos procedimentos de fabricação e manipulação com fontes 
potenciais de contaminação do produto. Também, devem ter conhecimento sobre princípios básicos 
de microbiologia; fisiologia microbiana; limpeza, desinfecção e esterilização; seleção e preparação 
de meios de cultura, de acordo com o envolvimento dos funcionários no processo. As pessoas 
envolvidas na identificação microbiana requerem treinamento especializado nos métodos 
laboratoriais aplicáveis. Treinamento adicional no gerenciamento dos dados ambientais coletados 
deve ser fornecido. Conhecimento e compreensão dos procedimentos operacionais padrão aplicáveis 
são críticos, especialmente aqueles relacionados com as medidas corretivas que são tomadas quando 
as condições ambientais exigirem. A compreensão das políticas de adesão às exigências regulatórias 
e a responsabilidade de cada indivíduo, relativas às Boas Práticas de Fabricação devem ser parte 
integrante do programa de treinamento, bem como treinamento sobre como conduzir investigações e 
analisar dados.  
 
O controle da contaminação microbiana associada com as pessoas é um dos elementos mais 
importantes do programa de controle ambiental. A contaminação pode ocorrer a partir da 
disseminação de micro-organismos por indivíduos, particularmente aqueles com infecções ativas e, 
portanto, apenas indivíduos saudáveis devem ser autorizados a acessar ambientes controlados. A boa 
higiene pessoal e atenção cuidadosa nos detalhes dos procedimentos de paramentação asséptica são 
itens importantes. Os funcionários apropriadamente paramentados devem ser cuidadosos em manter 
a integridade de suas luvas e aventais durante todo o período de permanência nos ambientes 
controlados.  
 
Como o programa de monitoramento ambiental não é capaz de detectar todos os eventos do 
processamento asséptico que poderiam comprometer a qualidade microbiológica do ambiente, 
estudos periódicos de envase de meio de cultura ou simulação de processo são necessários para 
garantir que os controles operacionais apropriados e treinamento sejam efetivamente mantidos.   
 
 
PROJETO E IMPLANTAÇÃO DO PROGRAMA DE CONTROLE 
MICROBIOLÓGICO AMBIENTAL  
 
É responsabilidade do fabricante desenvolver, iniciar, implantar e documentar um programa de 
monitoramento microbiano ambiental que seja capaz de detectar um evento adverso nas condições 
microbiológicas a tempo de permitir ações corretivas significativas e efetivas. É imperativo que o 
programa seja feito sob medida para as condições e instalações específicas.  
 
Um meio de cultura de crescimento microbiológico geral como o meio de caseína-soja, deve ser 
adequado na maioria dos casos. Esse meio pode ser suplementado com aditivos para contornar ou 
minimizar os efeitos dos agentes desinfetantes ou de antibióticos, se usados ou processados nesses 
ambientes. A detecção e quantificação de leveduras e bolores devem ser consideradas. Meios 
geralmente aceitos são tais como Sabouraud e Sabouraud modificado. Outros meios validados para 
promover o crescimento de fungos podem ser usados, tal como Ágar caseína-soja. Em geral, a análise 
de micro-organismos anaeróbicos obrigatórios não é realizada na rotina, a não ser que condições ou 
investigações exijam. A capacidade dos meios de cultura selecionados para detectar e quantificar os 
micro-organismos anaeróbicos ou microaerófilos deve ser avaliada.  
 
Os processos de esterilização usados para preparar meios de cultura para o programa ambiental devem 
ser validados e devem ser examinados para esterilidade e promoção de crescimento. Os meios devem 
ser capazes de manter o crescimento quando inoculados com menos de 100 UFC. A seleção de tempo 
e temperatura de incubação é feita uma vez que os meios apropriados tenham sido selecionados. 
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Tipicamente, temperaturas de incubação nos intervalos de (22,5 ± 2,5) °C e (32,5 ± 2,5) °C têm sido 
usadas com tempos de incubação de 72 horas e 48 horas, respectivamente.  
 
O programa de controle ambiental deve incluir identificação e avaliação dos locais de amostragem e 
validação dos métodos de amostragem microbiológica do ambiente.  
 
PLANO E LOCAIS DE AMOSTRAGEM  
 
Durante a fase inicial de atividades, assim como, na preparação de uma sala limpa, ou outro ambiente 
controlado, locais específicos para amostragem de ar ou de superfícies devem ser determinados. Deve 
considerar-se a proximidade do produto, se o ar e as superfícies existentes na sala estão em contato 
com ele ou com superfícies internas dos sistemas de fechamento dos recipientes.  
 
A frequência de amostragem dependerá da criticidade dos locais especificados e o tratamento 
subsequente ao processo asséptico.  
 
À medida que intervenções manuais durante a operação e o potencial de contato pessoal com o 
produto aumentam, cresce a importância do programa de monitoramento ambiental. Esse é mais 
crítico para produtos processados assepticamente do que para aqueles submetidos à esterilização 
terminal. Quando o ciclo de esterilização terminal não se basear no conceito de sobremorte, o 
programa de carga microbiana anterior à esterilização é crítico. Os planos de amostragem devem ser 
dinâmicos com frequências de monitoramento e localizações ajustados com base no desempenho de 
tendência. É apropriado aumentar ou diminuir a amostragem com base nesse desempenho.  
 
LIMITES MICROBIOLÓGICOS DE ALERTA E AÇÃO EM SALAS E ZONAS LIMPAS  
 
Os princípios e conceitos de controle de processos estatísticos são úteis para estabelecer níveis de 
alerta e ação, assim como mecanismos para controle de tendências.  
 
O nível de alerta no monitoramento microbiológico ambiental evidencia nível de contaminação 
significativamente superior às condições de operação normais. Exceder o nível de alerta não 
necessariamente deve exigir ação corretiva, porém, deve gerar uma investigação de acompanhamento 
documentada, que pode incluir modificações no plano de amostragem.  
 
O indicativo de ação em monitoramento microbiológico ambiental, quando excedido, requer 
acompanhamento imediato e, se necessário, ação corretiva.  
 
Níveis de alerta se baseiam normalmente em informações históricas obtidas de operações de rotina 
do processo em um ambiente controlado específico.  
 
Em uma instalação nova, esses níveis geralmente se baseiam na experiência anterior de instalações e 
processos similares e em dados obtidos no decorrer de várias semanas. Esses níveis são normalmente 
reexaminados para adequação a uma frequência estabelecida. Tendências a uma deterioração da 
qualidade ambiental requerem atenção para determinar a causa e para instituir um plano de ação 
corretiva, a fim de trazer as condições de volta aos níveis esperados. Uma investigação deve ser 
implementada, e a avaliação do impacto potencial sobre o produto deve ser efetuada.  
 
MÉTODOS E EQUIPAMENTOS USADOS PARA MONITORAMENTO AMBIENTAL  
 
Micro-organismos viáveis do ar podem influenciar a qualidade microbiológica dos produtos 
fabricados em salas e zonas limpas. A quantificação destes micro-organismos pode ser influenciada 
por instrumentos e procedimentos utilizados nos ensaios. O emprego dos métodos ou equipamentos 



Farmacopeia Brasileira, 6ª edição IG8.1-00 
 

alternativos deve ser precedido da verificação quanto à equivalência dos resultados. Há diferentes 
formas de monitoramento de tipos de equipamentos disponíveis para quantificar micro-organismos 
viáveis, incluindo amostradores de sedimentação, de impacto e centrífugos. A seleção e adequação 
do método a ser utilizado é responsabilidade do usuário.  
 
O método utilizando placas de sedimentação é ainda o mais amplamente disseminado devido a sua 
simplicidade e baixo custo e fornece informações qualitativas sobre o ambiente de exposição por 
tempo prolongado, porém, a exposição de placas de Petri abertas e contendo meio de ágar não é para 
avaliação quantitativa dos níveis de contaminação microbiana de ambientes críticos.  
 
Uma das principais limitações dos amostradores de ar mecânicos é o tamanho da amostra de ar que 
está sendo testada, pois o nível de micro-organismos no ar de um ambiente controlado é normalmente 
reduzido e um grande volume de ar deve ser testado para que o resultado seja preciso e exato, o que, 
muitas vezes, não é prático. Para demonstrar que as contagens microbianas no ambiente não estão 
aumentando depois da amostragem, ela pode ser estendida para determinar se o tempo de amostragem 
é um fator limitante para obter uma amostra representativa. Há equipamentos capazes de amostrar 
altas taxas de volume de ar, mas deve considerar-se a ruptura do fluxo de ar em áreas críticas ou a 
criação de turbulência que possam aumentar a probabilidade de contaminação.  
 
Amostradores centrífugos demonstram seletividade para partículas maiores e, portanto, o uso desses 
equipamentos pode resultar em contagens maiores de partículas no ar. Ao usar esses amostradores, 
deve considerar-se seu efeito na linearidade do fluxo de ar na zona controlada onde é posicionado 
para a amostragem. A utilização de sondas remotas requer que seja determinado se o tubo extra usado 
não tem efeito adverso na contagem de partículas viáveis, pois esse efeito deve ser eliminado, ou um 
fator de correção deve ser usado para os resultados obtidos.  
 
MÉTODOS E EQUIPAMENTOS USADOS PARA MONITORAMENTO DE PARTÍCULAS 
VIÁVEIS EM SUPERFÍCIES  
 
A amostragem de superfícies de equipamentos, de áreas e de funcionários é um componente do 
programa de controle microbiológico de ambientes controlados. Para minimizar a ruptura de 
operações críticas, normalmente a amostragem é realizada no final das operações. A amostragem 
pode ser feita usando placas de contato ou swab.  
 
O monitoramento é realizado normalmente nas áreas que entram em contato com o produto e em 
áreas adjacentes. Placas de contato com ágar nutriente são usadas para amostrar superfícies planas e 
são incubadas em temperatura adequada para quantificação de partículas viáveis. Ágar específico 
pode ser usado para quantificar fungos, esporos, etc. O swab é empregado em superfícies irregulares, 
especialmente nos equipamentos. O swab é colocado em um diluente adequado e a estimativa de 
contagem microbiana é feita plaqueando uma alíquota apropriada em ágar nutriente específico. A 
área a ser amostrada usando swab é definida usando um molde de tamanho apropriado estéril, em 
geral entre 24 cm2 a 30 cm2. O resultado é dado por placa de contato, ou por swab.  
 
MEIOS DE CULTURA E DILUENTES PARA AMOSTRAGEM E QUANTIFICAÇÃO DE 
PARTÍCULAS VIÁVEIS  
 
Os meios de cultura e diluentes usados para amostragem e quantificação de micro-organismos em 
salas e zonas limpas dependem dos procedimentos e equipamentos usados. O ágar caseína-soja é o 
meio sólido normalmente usado, mas há diferentes meios e diluentes disponíveis para diferentes 
propostas. Meios alternativos devem ser validados para a proposta usada. Quando se usa desinfetantes 
ou antibióticos na área controlada, deve considerar-se o emprego de meios com agentes inativantes 
apropriados.  
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IDENTIFICAÇÃO DE ISOLADOS MICROBIANOS  
 
O programa de controle ambiental inclui um nível apropriado de identificação da flora obtida na 
amostragem. O conhecimento da flora normal das salas e zonas limpas é importante para definir o 
monitoramento da área, a eficácia dos procedimentos de limpeza e desinfecção e os métodos de 
desinfecção microbiana. A informação obtida utilizando o programa de identificação pode ser útil na 
investigação de fontes de contaminação, especialmente quando os limites de ação são excedidos. A 
identificação de micro-organismos isolados de áreas críticas é importante.  
 
AVALIAÇÃO OPERACIONAL DO ESTADO MICROBIOLÓGICO DE PRODUTOS 
ENVASADOS ASSEPTICAMENTE  
 
Salas e zonas limpas são monitoradas por um programa de monitoramento ambiental apropriado. Para 
garantir carga microbiana mínima, informação adicional na avaliação do estado microbiológico do 
ambiente pode ser obtida por meio do teste de envase asséptico de meio de cultura (media fill). O 
teste de media fill é empregado para avaliar o processamento asséptico usando meio de cultura estéril 
no lugar do produto. Resultados satisfatórios de media fill demonstram a adequação da linha para a 
fabricação do produto. Entretanto, outros fatores são importantes, como construção das áreas, 
monitoramento ambiental e treinamento de pessoas.  
 
Quando um processo asséptico é desenvolvido e instalado, é necessário qualificar o estado 
microbiológico do processo, realizando, no mínimo, três media fill consecutivos. Os problemas no 
desenvolvimento do programa de media fill a serem considerados compreendem procedimentos do 
envase do meio; seleção do meio; volume de envase; tempo e temperatura de incubação; inspeção de 
unidades envasadas; interpretação de resultados e possíveis ações corretivas requeridas.  
 
Uma vez que o media fill é realizado para simular o processamento asséptico de um produto, é 
importante que seja realizado em condições normais de produção. Isso inclui número máximo de 
pessoas e uso de todas as etapas e materiais usados no processo de produção normal. Durante a 
condução do media fill, intervenções pré-documentadas conhecidas devem ser planejadas durante as 
corridas normais de produção, como troca de bicos de envase, componentes de fixação, etc. 
Alternativamente, para adicionar uma margem de segurança, uma combinação de condições possíveis 
pode ser usada e exemplos incluem paradas frequentes, reparos não esperados, troca de filtros, etc.  
 
A qualificação de um processo asséptico deve ser feita para todos os produtos e para cada linha. Desde 
que a geometria do recipiente (como tamanho e abertura) e a velocidade da linha sejam fatores 
variáveis, a combinação apropriada desses fatores, preferencialmente nos extremos, deve ser usada 
na qualificação. Uma análise racional dos produtos usados deve ser documentada.  
 
Recomenda-se que o media fill seja realizado para cobrir todos os turnos de produção para 
linha/produto/combinações de recipientes para qualificação inicial e revalidações periódicas. O 
programa de media fill deve simular práticas de produção em tempos prolongados e pode ser realizado 
no final do turno de produção.  
 
Meios de cultura ricos podem ser usados, como caldo caseína-soja. Após o processamento asséptico 
do meio de cultura, esses devem ser incubados a (22,5 ± 2,5) °C ou (32,5 ± 2,5) °C, por no mínimo 
14 dias. Se duas temperaturas forem usadas para a incubação das amostras de meio de cultura, esses 
devem ser incubados, no mínimo, sete dias em cada uma delas. Após incubação, as amostras devem 
ser inspecionadas para crescimento. Isolados devem ser identificados para gênero e, quando possível, 
para espécie a fim de propiciar a investigação das fontes de contaminação.  
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Pontos críticos na realização do media fill são número de recipientes para qualificar o processo 
asséptico; número de unidades enchidas para o media fill; interpretação de resultados e 
implementação de ações corretivas. Normalmente três corridas de media fill são usadas para 
qualificação inicial, ou início de uma área para demonstrar consistência na linha de envase asséptico. 
O número mínimo para demonstrar a taxa de contaminação de não mais que 0,1%, critério de 
aceitação para corrida de media fill, é de, no mínimo, 3000 unidades. Plantas pilotos que preparam 
pequenos lotes podem usar número menor de unidades.  
 
Uma vez que os funcionários são uma fonte crítica de contaminação em salas limpas, documentação 
visual pode ser útil para verificar correlação de atividades de produção com eventos de contaminação.  
 
 
PROCEDIMENTOS DE LIBERAÇÃO  
 
Deve ser estabelecido um programa de garantia da qualidade que descreva, detalhadamente as etapas 
e a documentação requerida para a liberação da carga ou lote. A liberação dos produtos esterilizados 
dependerá de liberação que pode ser convencional ou paramétrica.  
 
LIBERAÇÃO PARAMÉTRICA DE PRODUTOS COM ESTERILIZAÇÃO TERMINAL  
 
A liberação paramétrica é definida como a liberação de cargas ou lotes de produtos submetidos à 
esterilização terminal por meio do cumprimento de parâmetros críticos do processo de esterilização 
sem a necessidade de realização do teste de esterilidade. A liberação paramétrica é uma possibilidade 
quando o processo de esterilização é muito bem conhecido, os pontos importantes de controle do 
processo são bem definidos, previsíveis e mensuráveis e a letalidade do ciclo de esterilização foi 
validada com indicador biológico adequado, ou, no caso de esterilização por radiação ionizante, a 
realização dos testes microbiológicos e dosimétricos apropriados. O uso de liberação paramétrica para 
processos de esterilização requer aprovação prévia do órgão regulatório, que deve avaliar a 
justificativa científica para o processo de esterilização empregado e os dados documentados de 
validação.  
 
É importante considerar as limitações do teste de esterilidade na avaliação dos produtos submetidos 
à esterilização terminal, que tem sensibilidade comprometida e é estatisticamente limitado devido à 
baixa probabilidade da presença de unidades contaminadas. Portanto, uma vez que o processo de 
esterilização esteja completamente validado e operando, consistentemente, os dados físicos da 
esterilização combinados com outros métodos, como indicadores biológicos, indicadores 
termoquímicos e integradores físico-químicos, podem fornecer informações mais exatas que o teste 
de esterilidade para a liberação de produtos submetidos à esterilização terminal.  
 
Quatro processos de esterilização podem ser qualificados para a liberação paramétrica: calor úmido, 
calor seco, óxido de etileno e radiação ionizante. Os produtos submetidos à esterilização terminal 
representam a categoria de menor risco dentre os produtos farmacêuticos estéreis. Ao contrário de 
produtos estéreis obtidos por produção asséptica em ambientes controlados, produtos submetidos à 
esterilização terminal apresentam nível de garantia de esterilidade mensurável.  
 
Os produtos estéreis obtidos por esterilização terminal devem atender a um nível de garantia de 
esterilidade de 10-6, ou seja, não mais que uma unidade contaminada em um milhão de unidades 
produzidas. A aplicação apropriada dos métodos usados para desenvolvimento de processo terminal 
requer amplo conhecimento científico do método de esterilização selecionado, dentro de três 
categorias, para uso com produto específico:  
a) processo baseado na carga microbiana (biocarga);  
b) processo combinado: indicador biológico e biocarga;  
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c) processo de sobremorte.  
 
O processo baseado na biocarga requer amplo conhecimento da carga microbiana do produto. Deve 
ser observado que diversos procedimentos de estabelecimento de dose no processo de esterilização 
por radiação utilizam o conhecimento da carga microbiana do produto e sua resistência à radiação. 
Esse método exige, também, um nível de garantia de esterilidade de pelo menos 10-6. O método 
baseado na determinação da biocarga necessita que sejam desenvolvidos pontos críticos de controle 
do processo quanto à carga microbiana do produto. Procedimentos de análise de risco, como Análise 
de Perigos e Pontos Críticos de Controle (HACCP), são úteis para estabelecer condições de controle 
de manufatura e parâmetros apropriados de controle em processo.  
 
Para os produtos que possibilitam a sobrevivência da carga microbiana são necessários ambientes de 
produção mais controlados e controles de processo mais precisos. Esse processo é mais indicado para 
produtos limpos, com reduzido nível de carga microbiana e baixa frequência de micro-organismos 
formadores de esporos. Esse processo, também, pode ser útil para produtos que podem sofrer 
alterações quando submetidos a processos de esterilização mais drásticos.  
 
O processo combinado que usa indicador biológico e biocarga é geralmente empregado para produtos 
que podem perder atributos ao usar processo de sobremorte e quando se deseja um processo de 
esterilização que demonstre a inativação de altos números de micro-organismos dos indicadores 
biológicos, reconhecidamente mais resistentes ao processo de esterilização. Esse processo requer o 
conhecimento da carga microbiana do produto e dados relativos à sua resistência ao processo de 
esterilização. A resistência relativa do indicador biológico selecionado deve ser estabelecida pela 
inoculação dos esporos microbianos no produto. Normalmente são usados indicadores biológicos 
com 106 esporos e valor D maior que um minuto. Ciclos fracionados são usados para determinar a 
resistência (valor D) relativa entre produto inoculado com os micro-organismos do indicador 
biológico e com aqueles, frequentemente, encontrados na carga microbiana. Esse processo é 
empregado geralmente para desenvolvimento de ciclos de esterilização de produtos parenterais 
empregando esterilização terminal e esterilização de correlatos por óxido de etileno.  
 
O processo de sobremorte é usado quando o produto a ser esterilizado não é deleteriamente 
influenciado pelo agente esterilizante ou condições do processo de esterilização. Quando empregar 
esse processo, é importante conhecer a carga microbiana do produto e a prevalência dos micro-
organismos formadores de esporos. Nesse caso, os dados sobre a carga microbiana não necessitam 
ser minuciosos como para os outros dois processos (biocarga e indicador biológico/biocarga). 
Geralmente os indicadores biológicos são resistentes ao processo. A sobremorte é demonstrada pela 
redução logarítmica dos esporos do indicador biológico, calibrado em um processo que possibilita 
obter F0 mínimo de 12 minutos.  
 
VALIDAÇÃO DO PROCESSO DE ESTERILIZAÇÃO  
 
A liberação paramétrica requer que o processo de esterilização escolhido seja desenvolvido e 
consistentemente validado, para inativação da carga microbiana e o atendimento a um nível de 
garantia de esterilidade de 10-6. A validação da maioria dos processos de esterilização inclui a 
validação de parâmetros físicos e da eficácia microbiológica por intermédio do uso de indicadores 
biológicos para demonstrar uma correlação razoável entre a letalidade obtida por meio de medidas 
físicas (F0) e a letalidade biológica determinada com o uso de indicadores biológicos.  
 
Uma vez que a eficácia do processo de esterilização terminal definido em função da biocarga está 
associada com o número e a resistência dos micro-organismos no produto, um dos componentes da 
liberação paramétrica é o programa ativo de controle microbiológico para monitorar a contagem e 
resistência da carga microbiana do produto. O controle da carga microbiana e sua enumeração não é 
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um fator crucial quando se emprega o método de sobremorte, pois, em geral, o método de sobremorte 
não requer extensa avaliação da carga microbiana no decorrer do processo e exige menor controle em 
processo do ambiente de produção.  
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Havendo possibilidade de alguns subgrupos, como camadas, posições em estantes ou dias de 
experimento, serem mais homogêneos que a totalidade das unidades, a precisão do ensaio pode ser 
aumentada introduzindo-se uma ou mais restrições no delineamento experimental.  
 
Blocos ao acaso  
 
Possibilita segregar uma fonte de variação tal como a sensibilidade de diferentes ninhadas de animais 
ou a variação entre as placas de Petri no ensaio microbiológico por difusão. Esse planejamento obriga 
que cada tratamento seja aplicado uma vez em cada bloco (ninhada, placa, etc.) e só pode ser realizado 
quando o bloco for suficientemente grande para acomodar todos os tratamentos.  
 
Cruzado  
 
Utilizar esse planejamento quando o experimento puder ser ajustado em blocos. Contudo, só é 
possível aplicar dois tratamentos por bloco. Por exemplo, um bloco pode ser um animal possível de 
ser testado em duas ocasiões diferentes. Tem-se como objetivo aumentar a precisão, eliminando a 
influência da variação dos animais, ao mesmo tempo que se equilibram os efeitos de qualquer 
diferença entre os níveis gerais de resposta, nas duas etapas do ensaio. Denominar duplo cruzado o 
ensaio com duas doses do padrão e da amostra, e triplo cruzado aquele de três doses de cada 
preparação. Proceder o ensaio em duas fases conforme o período de tempo definido no método. 
Distribuir 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 preparação receberão outra; os animais que 
receberam doses menores, nessa etapa receberão as maiores. Seguir o esquema da Tabela 6.  
 
Quadrado latino  
 
Adequado quando a resposta pode ser afetada por duas fontes de variação, cada qual podendo ter k 
níveis diferentes. Por exemplo, se realiza o experimento em k dias diferentes e por k 
experimentadores, ou se realiza um ensaio de antibióticos por difusão em placa, no qual os 
tratamentos podem ser aplicados num esquema de k × k, onde cada tratamento só ocorre uma vez em 
cada fila e em cada coluna. Utilizar somente quando o número de colunas, filas e tratamentos forem 
iguais.  
 
As respostas são registradas em forma de um quadrado denominado latino. Existem muitas 
possibilidades de quadrados latinos encontradas na literatura especializada. A partir de um podem 
confeccionar-se outros, alternando ao acaso filas e/ou colunas. Na Tabela 7 há exemplo de quadrado 
latino com duas doses do padrão e da amostra.  
 
Para qualquer delineamento, a distribuição das unidades experimentais nos blocos deve ser feita por 
procedimento ao acaso, sendo as unidades mantidas o mais uniformemente possível antes e durante 
o experimento.  
 
ANÁLISE DE VARIÂNCIA   
 
Ao realizar essa análise tem-se como objetivo estudar a validade do ensaio e calcular o erro residual. 
Com exceção do cálculo do erro residual, a análise dos dados de um ensaio é idêntica para os 
delineamentos ao acaso, blocos ao acaso e quadrado latino. A seguir, serão descritas as fórmulas para 
a análise de cada tipo de ensaio. Consultar o glossário de símbolos. As fórmulas são apropriadas para 
o caso em que se esteja comparando uma única amostra (A) contra o padrão de referência (P), como, 
também, para o caso de ensaios múltiplos onde estejam incluídas h-1 amostras (A...Z). As fórmulas 
para os ensaios cruzados não se enquadram no esquema geral e serão apresentadas separadamente.  
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Tabela 16 - Probitos correspondentes a porcentagem. 
% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 - 2,67 2,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,59 3,66 

10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,92 3,96 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 5,13 5,15 5,18 5,20 5,23 

60 5,25 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 5,41 5,44 5,47 5,50 

70 5,52 5,55 5,58 5,61 5,64 5,67 5,71 5,74 5,77 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 7,33 

% 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 

97 6,88 6,90 6,91 6,93 6,94 6,96 6,98 7,00 7,01 7,03 

98 7,05 7,07 7,10 7,12 7,14 7,17 7,20 7,23 7,26 7,29 

99 7,33 7,37 7,41 7,46 7,51 7,58 7,65 7,75 7,88 8,09 

 
 

Tabela 17 - Coeficientes de ponderação para probitos (w). 
Probitos 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 

1 0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003 0,005 0,006 0,008 0,011 

2 0,015 0,019 0,025 0,031 0,040 0,050 0,062 0,076 0,092 0,110 

3 0,131 0,154 0,180 0,208 0,238 0,269 0,302 0,336 0,370 0,405 

4 0,439 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 0,616 0,601 0,581 0,558 0,532 0,503 0,471 

6 0,439 0,405 0,370 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 












































































































































































































































































