Experimento 1

Isolamento do componente ativo de medicamentos
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Objetivo geral: Cada grupo recebera amostras de dois medicamentos comerciais,

que deverado ter seu principio ativo identificado. O procedimento estd segmentado em
duas etapas, correspondentes as atividades a serem desenvolvidas nas duas sessoes

praticas semanais.

Primeira etapa

1. Extragao do Componente Ativo

Pulverize os comprimidos de cada uma das amostras fornecidas para seu grupo entre
dois pedacos de papel de pesagem (ou almofariz). No caso de comprimidos revestidos
(drdgeas), lave-os rapidamente em dgua corrente e seque-os com papel absorvente
para remover parcialmente seu material de revestimento. Apds uma primeira
pulverizacdo parcial das drdgeas, caso necessdrio remova com uma pinga os pedacos

do revestimento que ainda possam ser identificados.

Transfira quantitativamente o material pulverizado para um erlenmayer, adicionando a
ele uma quantidade de metanol suficiente para recobrir o sélido (cerca de 3 mL]. Feche
o frasco com uma rolha de cortica teflonizada e agite-o em movimentos rotatdrios

constantes, ndo esquecendo de abrir a fampa pelo menos uma vez durante a agitacdo.

Deixe as porcdes ndo dissolvidas do pd sedimentarem no frasco [mesmo apds cinco
minutos ou mais de espera, a fase sobrenadante pode permanecer levemente turva;
deve-se aguardar somente até que ndo mais se perceba o aumento da sedimentacdo
do material, isso €, até que a quantidade de corpo de chdo sedimentada seja
constante]. Transfira a fase liquida sobrenadante para um tubo de centrifuga, com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur, evitando agitar o sistema. Adicione uma segunda
porcdo de metanol [de volume aproximadamente igual ao da primeira] ao sdlido

remanescente no frasco e repita o processo de extracdo descrito acima. Apds



sedimentacdo do sdlido, transfira a segunda fase liquida para o tubo de ensaio que j&

contém o primeiro extrato.

Coloque o tubo de ensaio contendo a amostra em uma centrifuga, em oposicdo a
outro tubo de igual massa, para equilibrar o rotor. Cenfrifugue a mistura por cerca de 2 a
3 minutos. Os sdlidos suspensos devem formar um agregado no fundo do tubo, resultando
em um sobrenadante limpido. Caso persistam particulas em suspensdo, repita a

operacdo de centrifugacdo.

2. Cromatografia em Coluna

O procedimento serd executado para cada uma das amostras-problema,

separadamente.

Prepare uma coluna de alumina usando uma pipeta de Pasteur conforme
esquematizado na Figura 1.1. Para isso, insira uma peqguena bola de algoddo no topo da
pipeta e, com o auxilio de um objeto longo e fino, empurre o algoddo para baixo até
que este atinja o ponto de constricdo da pipeta. Adicione cerca de 0,5 g de alumina &
pipeta de Pasteur seca e feche a coluna com o dedo, exercendo pressdo, para
empacotar a alumina. Fixe a coluna em posicdo vertical, utilizando suporte universal, de

maneira que o liquido que a percorra possa gotejar em um erlenmayer.
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Figura 1.1: Esquema de montagem da coluna para purificagcdo dos analgésicos.

Adicione cerca de 2,0 mL de metanol d coluna, com um conta-gotas, evitando
agitacdo da superficie da alumina, e permita que o liquido escoe até que o nivel do
metanol esteja préximo ao topo da camada de alumina. Depois da adicdo de metanol
a coluna, ndo se deve permitir que o topo da camada de alumina seque. Em caso de

necessidade, adicione mais metanol periodicamente.



Quando o nivel do metanol atingir a superficie da alumina, transfira a solucdo que
contém o fdrmaco, do béquer ou tubo de ensaio, para a coluna, usando uma pipeta de
Pasteur e colete o liquido que escoar através da coluna em um erlenmeyer limpo e seco.
Apds toda a solugcdo contendo o medicamento ter sido adicionada a coluna,
acrescente uma porcdo adicional de 1,0 mL de metanol ao topo da coluna, antes que
ela tenha secado, e permita que o solvente escoe através dela, recolhendo a nova
aliguota de material eluido sem trocar o erlenmayer. Este procedimento minimiza a perda

de amostra por retencdo na coluna.

3. Evaporagao do Solvente

No caso do dcido acetil-salicilico, é essencial que o processo de evaporacdo seja
efetuado em 10 a 15 minutos para minimizar a decomposicdo dessa substéncia. Usando
uma pipeta de Pasteur, transfira cerca de metade do liquido eluido da coluna, para um
erlenmayer adequado, de menor capacidade possivel [ca. do dobro do volume a ser
contido] e proceda d evaporacdo do metanol utilizando um banho de dgua a cerca de
50°C. Evapore o solvente até que o volume da solucdo tenha sido reduzido d metade e,
entdo, adicione o restante do liquido ao erlenmayer, e reduza novamente o volume do
material d cerca da metade. Permita que o frasco resfrie ligeiramente e observe se hd
inicio de formacdo de cristais [caso necessdrio, continue a evaporagcdo cuidadosamente

até que se perceba turvacdo ao se resfriar ligeiramente o erlenmayer].

Remova o frasco do banho de dgua e deixe-o resfriar lentamente d temperatura
ambiente. Para isso, tampe o erlenmayer com um papel aluminio perfurado para evitar
contaminacdo da amostra e permitir a evaporacdo lenta do solvente e guarde o
material eluido, adequadamente identificado, em seu armdrio, para prosseguir o

experimento na proxima aula experimental.

Segunda etapa

Coloque os erlenmalyers, j& frios, em um banho de gelo por 10 a 15 minutos, permitindo
a formacdo da maior quantidade de cristais possivel [prepare o banho de dgua gelada
em um béquer pequeno, utilizando dgua e gelo; assegure-se de que o frasco ndo possa
tombar dentro do banho.] Se ndo tiver havido formagdo de cristais, o que € bem possivel
no caso dos comprimidos contendo ibuprofeno ou acetaminofeno, a cristalizacdo do
produto pode ser induzida pelo atrito das paredes interiores do frasco com uma micro-
espdtula ou bastdo de vidro. Se o sélido obtido for muito duro e agregado, deve-se parti-

lo o mé&ximo possivel antes de prosseguir para a etapa de filtrac&o a vacuo.



4. Filtragdo a Vacuo

Monte uma aparelhagem para filtracdo a vacuo com trompa d’'adgua. Umedeca o
papel de filiro com algumas gotas de metanol e transfira os cristais para o funil, com o
auxilio de uma espdtula. Deixe os cristais secarem sob vdcuo por 5 a 10 minutos para que

o solvente remanescente nos cristais seja refirado mais eficientemente.

Transfira os cristais, cuidadosamente, do papel de filtro para um vidro de relégio
previamente pesado. Deixe os cristais secarem ao ar no vidro de relégio antes de

determinar sua massa e seu ponto de fusdo.

= Use a massa especificada no rétulo da preparacdo como base de cdlculo para a

porcentagem de recuperacdo.

= Use pequenas quantidades dos cristais isolados para determinacdo do ponto de fusdo.

5. Andlise de Analgésicos por Cromatografia em Camada Delgada

Prepare pelo menos seis tubos capilares. Apds a preparacdo dos capilares, pegue 2
placas cromatogrdficas. Na primeira placa, aplique as substéncias-referéncia (padrdes) a
serem utilizadas. Dissolva uma certa quantidade dos cristais, obtfidos do isolamento feito

nas etapas anteriores, em uma solu¢do de diclorometano:metanol (1:1 v/v).

5.1 Andlise Cromatogrdfica

Prepare uma cuba cromatogrdfica (pode ser um béguer com uma placa de vidro
como tampa) e adicione a ela uma pequena quantidade do eluente (acetato de etila
contendo 0,5% de dcido acético glacial), de forma a ndo ultrapassar a altura do ponto

de aplicacdo das amostras nas placas.

Quando o solvente estiver & cerca de 0,5 cm do topo da placa, retire a placa da
cuba e, com o auxilio de um I&pis, marque a altura atingida pelo solvente e deixe que o
eluente evapore para secar a placa (dentro da capela). Observe a placa seca sob luz
ultravioleta, marcando a posicdo e o contorno das manchas. Alternativamente, as
placas podem ser colocadas em uma cuba contendo iodo cristalino (deixe as placas
dentro desta cuba por alguns minutos e observe as modificacdes em coloracdo). Calcule
os valores de Rf para cada mancha e compare-os com aqueles obfidos para as

substéncias-referéncia.



