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ANEXO | Glicose: 2,1; 2,3; 2,5; 2,7; 2,9; 3,1 e 3,3 g/L. 2.5.2.1 - Aparelhagem e material:
Frutose: 0,010; 0,083; 0,156; 0,229; 0,302; 0,375 e 0,448 a) cromatografo liquido dotado de forno para coluna e de-
ENSAIOS glL. tector de ultravioleta;

1 - Ensaios Fisicos:

1.1 - Esvaziamento sob pressdo:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

1.2 - Resisténcia a tracao:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

1.3 - Fixac8o da agulha:

Aplicar e manter uma forga de tracéo de 20 N ao longo do
eixo longitudinal durante 15 segundos.

1.4 - Permanéncia do Rétulo:

As bolsas plésticas, cheias com &gua até sua capacidade
nominal e seladas, devem ser armazenadas por 5 dias a uma tem-
peratura de (5 + 1)°C. Esse periodo inicial deve ser seguido de um
periodo de 24 horas a uma temperatura méaxima de —40°C e entéo 24
horas a (5 + 1)°C. As bolsas plésticas rotuladas e/lou com iden-
tificagdo impressa devem ser submersas em um reservatério de dgua
mantido a uma temperatura de (20 = 1)°C por 24 horas.

1.5 - Velocidade de enchimento:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

1.6 - Transparéncia:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

1.6.1- Preparo da suspensdo opalescente padréo:

A - Reagentes:

1 - Solugdo de sulfato de hidrazina:

Dissolver 1,0 g de sulfato de hidrazina em égua destilada e
diluir para 100 ml. Deixar em repouso por 4 a 6 horas.

2 - Solucdo de hexametilenotetramina:

Dissolver 2,5 g de hexametilenotetramina em 25 ml de &gua
destilada em um frasco de 100 ml com tampa.

3 - Suspensdo opalescente primaria:

Adicionar a solugdo de hexametilenotetramina 25 ml da so-
lucdo de sulfato de hidrazina Misturar e deixar em repouso por 24
horas.

Esta suspensdo é estavel por 2 meses, quando estocada em
recipiente de vidro, isento de defeitos na superficie. A suspensdo ndo
deve aderir a0 vidro e deve ser bem misturada antes do uso.

4 - Suspensdo opalescente padréo:

Diluir 15 ml da suspensdo opalescente priméria para 1000 ml
com &gua destilada.

Esta suspensdo deve ser recentemente preparada e pode ser
estocada por, no maximo, 24 horas.

1.7 - Permeabilidade ao vapor:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

1.8 - Resisténcia a deformagéo e vazamento:

1.8.1 - Resisténcia a centrifugagao:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

1.8.2 - Resisténcia a pressdo:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

1.9 - Alga de Suspenséo:

Os meios de suspensdo ou posicionamento devem ser ca-
pazes de suportar, sem se romper, uma forca de 20 N aplicada ao
longo do eixo longitudinal dos tubos de saida, durante 60 minutos, a
uma temperatura de (23 £ 2)°C.

Nota: Este teste serd realizado apenas apés a realizagdo do
teste de estabilidade térmica.

1.10 - Resisténcia a variagoes de temperatura:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

1.11 - Volume da solug&o:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

1.12 - Absorcéo no ultravioleta:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

1.13 - pH:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Americana.

1.14 - Particulas subvisiveis.

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia para
solucdes injetaveis.

2 - Ensaios quimicos e fisico-quimicos:

2.1 - Teor de fosfato diécido de sodio:

2.1.1 - Método A (espectrofotometria):

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Americana.

Espectrofotometria para ambas as solugdes CPD e CPDA,
utilizando como reagentes solugdes de molibdato de amoénia e hi-
droquinona para formacéo de complexo lido a 660 nm.

2.1.2 - Método B (cromatografia liquida):

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Americana.

2.2 - Teor de glicose, frutose e manitol:

2.2.1 - Método A (cromatografia liquida):

2.2.1.1. - Aparelhagem e material:

a) cromatografo liquido dotado de forno para coluna e de-
tector de indice de refracao;

b) coluna para carboidratos L-19 com resina de troca ca-
tiénica forte constituida de copolimero estireno divinilbenzeno com
ligagdo cruzada sulfonatado na forma cécio;

¢) balanca analitica;

d) vidraria de laboratorio;

€) micropipetas de volumes variados;

f) glicose, frutose e manitol padréo grau analitico com pu-
reza conhecida

2.2.1.2- Condices de andlise:

a) fase movel: agua tipo | degaseificada;

b) fluxo: 0,5 ml/minuto;

¢) temperatura do forno: 80 °C.

2.2.1.3 - Preparo das solugdes padréo:

Secar glicose, frutose e manitol e preparar solucdo mae de
glicose a 40 g/L, frutose a 5 g/L e manitol a 20 g/L. Diluir e
avolumar aiquotas dessas solugbes em fase mével para obter os
niveis de concentragfes das curvas analiticas dos analitos:

Manitol: 0,90; 1,05; 1,20; 1,35; 1,50; 1,65 e 1,80 g/L.

2.2.1.4 - Preparo das solugbes amostra:

Preparar as solugdes amostra em triplicata.

Solugdo anticoagulante CPDA-1, CPD e ACD-A:

Pipetar volumetricamente aliquota de 5,0 ml, diluir e avo-
lumar para 50,0 ml com a fase mével em baldo volumétrico.

Solucéo anticoagulante ACD-B:

Pipetar volumetricamente aliquota de 10,0 ml, diluir e avo-
lumar para 50,0 ml com a fase mével em bal&do volumétrico.

Solucéo preservadora SAG-M1:

Pipetar volumetricamente aliquota de 15,0 ml, diluir e avo-
lumar para 50,0 ml com a fase mével em bal&do volumétrico.

Solugdo preservadora SAG-M2:

Pipetar volumetricamente aliquota de 15,0 ml, diluir e avo-
lumar para 100,0 ml com a fase mével em bal&o volumétrico.

2215 - Ensaio:

Injetar aliquotas de 20,0 uL em duplicata das solugGes pa-
dréo e das solugdes amostra e medir as &reas dos sinais referentes a
glicose, frutose e manitol.

2.2.1.6 - Resultados:

Plotar as médias das areas obtidas para cada solucéo padréo
contra as concentragdes das mesmas em g/L de glicose, frutose e
manitol, respectivamente;

Determinar as médias das concentracfes de glicose, frutose e
manitol na solugdo amostra em g/L por interpolagdo na curva ob-
tida;

Calcular o conteido de glicose, frutose e manitol em g/L na
solugdo anticoagulante e/ou preservadora pela expressdo considerando
a diluicdo da amostra:

C = ((Vdil / Vaiq )X ©)

Onde: ¢ = concentragdo de glicose, frutose e manitol na
solugdo amostra em g/L, obtida na curva de calibragdo;

Vaq - Volume de aiquota (ml); e

Vi - Volume final de diluicdo (ml).

Nota: O somatério dos teores de glicose e frutose seréo
genericamente expressos como glicose monidratada.

2.2.2 - Método B:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia.

2.3 - Teor de citrato total expresso em é&cido citrico anidro:

2.3.1 - Método A (cromatografia liquida):

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Americana.

2.3.2 - Método B (cromatografia liquida):

2.3.2.1 - Aparelhagem e material:

a) cromatografo liquido dotado de forno para coluna e de-
tector de ultravioleta;

b) coluna para &cidos carboxilicos L-17 com resina de troca
cationica forte constituida de copolimero estireno divinilbenzeno com
ligacdo cruzada sulfonatado na forma hidrogénio;

¢) balanca anditica;

d) vidraria de laboratério;

€) micropipetas de volumes variados;

f) &cido citrico padréo grau analitico, com pureza conhecida,
e &cido sulfdrico grau HPLC.

2.3.2.2- CondigOes de andlise:

a) fase mével: &cido sulfdrico 0,009 M;

b) fluxo: 0,5 ml/minuto;

¢ ) temperatura do forno: 40°C

d) comprimento de onda: 230 nm.

2.3.2.3- Preparo das solugdes padréo:

Secar &cido citrico e preparar solugdo mée a 25 g/L. Diluir e
avolumar aliquotas dessa solu¢do em fase mével para obter os nivels
de contragBes da curva analitica:

Acido citrico: 1,8; 1,9; 2,0; 2,1; 2,2; 23 e 2,4 g/L.

2.3.2.4 - Preparo das solugBes amostra:

Preparar as solugdes-amostra em triplicata.

Solucéo anticoagulante CPD, CPDA-1 e ACD-A:

Pipetar volumetricamente aliquota de 5,0 ml, diluir e avo-
lumar para 50,0 ml com a fase mével em bal&o volumétrico.

Solucéo anticoagulante ACD-B:

Pipetar volumetricamente aliquota de 15,0 ml, diluir e avo-
lumar para 100,0 ml com a fase mével em bal&o volumétrico.

2.3.25 - Ensaio:

Injetar aliquotas de 20,0 uL em duplicata das solugBes pa-
dréo e das solugdes amostra e medir as areas dos sinais referente ao
&cido citrico.

2.3.2.6 - Resultados:

Plotar as médias das &reas obtidas para cada solugdo padréo
contra as concentragGes das mesmas em g/L de &cido citrico.

Determinar a média da concentracéo de citrato total expressa
em &cido citrico na solugdo-amostra em g/L por interpolacdo na curva
obtida.

Calcular o contetido de citrato total em g/L na solugdo an-
ticoagulante pela expressao considerando a dilui¢ao da amostra:

C = ((Vai / Vaiq )X ©)

Onde: ¢ = concentragdo de citrato total expressa em &cido
citrico (g/L) determinada na curva de calibracéo;

Vaq - Volume de aiquota (ml); e

Vit - Volume final de diluicdo (ml).

2.3.3 - Método C (espectrofotometria)

Seguir metodologia constante na Farmacopéia Europeia.

2.4 - Sodio:

Seguir metodologia constante da Farmacopeia Americana.

2.5 - Teor de adenina:

2.5.1 - Méodo A:

Seguir metodologia constante da Farmacopeia Americana.

2.5.2 - Método B - cromatografia liquida:

b) coluna de fase reversa C-8 (250 x4,6) mm, 5 um;

c) balanga andlitica;

d) vidraria de laboratério;

€) micropipetas de volumes variados;

f) adenina padr&o grau analitico com pureza conhecida, hep-
tano sulfonato de sddio; acetato de amonio; é&cido acético; aceto-
nitrila

2.5.2.2- CondicOes de andlise:

a) fase movel: 50 mg de heptano sulfonato de sodio; 200 mg
de acetato de amodnio; 25,00ml de &cido acético, 50,00ml de ace-
tonitrila diluidos e avolumados com Agua Tipo 1 para 1000,0ml.

b) fluxo: 0,6 ml/minuto;

d) temperatura do forno: 40 °C;

€) comprimento de onda: 262 nm.

2.5.2.3 - Preparo das solugdes padréo:

Secar adenina e preparar a solugdo mée pela diluicdo de
cerca de 30 mg dissolvido inicialmente em 5 ml de &cido acético
(1:1) e avolumado com fase mével para 50 ml. Diluir e avolumar
aliquotas desta solugdo mae para obter os niveis de concentracfes da
curva anaitica

Adenina: 0,0264; 0,0300; 0,0336; 0,0372; 0,0408; 0,0444;
0,0480 g/L

2.5.2.4- Preparo das solugdes amostra:

Preparar as solugBes amostra em triplicata

Solugdo CPDA e SAG-M2

Pipetar volumetricamente aiquota de 7,0 ml, diluir e avo-
lumar para 50,0 ml com fase mével em baldo volumétrico.

Solu¢do SAG-M1

Pipetar volumetricamente aliquota de 5,0 ml, diluir e avo-
lumar para 25,0 ml com fase mével em baldo volumétrico.

2325 - Ensaio:

Injetar aliquotas de 20,0 uL em duplicata das solucBes pa-
dréo e da solugdo amostra, medir as areas dos sinais referente a
adenina.

2.5.2.6- Resultados:

Plotar as médias das &reas obtidas para cada solugdo padréo
contra as concentragdes das mesmas em g/L de adenina

Determinar a média da concentragdo de adenina na solucéo-
amostra em g/L por interpolagdo na curva obtida.

Calcular a concentragdo de adenina em g/L na solugdo an-
ticoagulante e/ou preservadora pela expressdo considerando a diluigéo
da amostra:

C = ((Vdit / Vaiq )X ©)

Onde: ¢ = concentragdo de adenina (g/L) determinada na
curva de calibragéo;

Vaq - Volume de aiquota (ml); e

Vit - Volume final de diluicdo (ml).

2.6 - Teor de di (2-etilhexil) ftalato:

Seguir metodologia constante na Farmacopeia Europeia, al-
terando o preparo das solucBes padréo.

Preparar solugdo mée de di(2-etilhexil)ftalato R a 1,00
mg/ml em etanol, dissolver e avolumar aliquotas dessa solugdo em
fase mével para obter os nivels de concentracoes:

Di(2-¢etilhexil)ftalato: 3,0; 5,0; 7,5; 10,0 e 20,0 mg/ml.

2.7 - Teor de 5-hidroximetilfurfural:

2.7.1 - Método A - espectrofotometria

Seguir metodologia descrita na Farmacopeia Europeia

2.7.2 - Método B - cromatografia liquida:

2.7.2.1 - Aparelhagem e material

a) cromatografo liquido dotado de forno para coluna e de-
tector de ultravioleta;

b) coluna de fase reversa C-18;

¢) balanca analitica;

d) vidraria de laboratério;

e)micropipetas de volumes variados;

f) 5-hidroximetilfurfural padréo grau analitico com pureza
conhecida.

2.7.2.2 - CondicOes de andlise:

a) fase mével: &gua tipo |/metanol (95:5);

b) fluxo: 0,5 ml/minuto;

¢) temperatura do forno: 40°C;

d) comprimento de onda: 280 nm.

2.7.2.3 - Preparo das solugdes padréo:

Preparar solugdo mée de 5-hidroximetilfurfural a 1300 mg/L
em metanol para HPLC para preparo de solucdo estoque na con-
centragdo de 50 mg/L em fase mével. Dissolver e avolumar aliquotas
dessa solugdo estoque em fase mével para obter os niveis de con-
centragdes da curva analitica

5-hidroximetilfurfural: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0 e 10,0
mg/L.

2.7.2.4 - Ensaio:

Injetar aliquotas de 20,0 pL em duplicata de cada solugédo
padrdo e em triplicata 60 puL da solugdo anticoagulante e/ou pre-
servadora, medir as éreas dos sinais referentes a0 5- hidroximetil-
furfural.

2.7.2.5 - Resultado:

Plotar as médias das areas obtidas para cada solugéo padréo
contra as concentragdes das mesmas em mg/L de 5-hidroximetil-
furfural.

Determinar a média da concentracdo de 5-hidroximetil fur-
fura em mg/L da solugdo anticoagulante e/ou preservadora por in-
terpolagdo na curva obtida.

Este documento pode ser verificado no enderego eletrénico http://www.in.gov.br/autentiadedehtml,

pelo codigo 00012014061600086

Documento assinado digitalmente conforme MP n° 2.200-2 de 24/08/2001, que ingtitui a

Infraestrutura de Chaves Publicas Brasileira - |CP-Brasil.
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