ANEXO
DETERMINA(;AO DE TIMEROSAL NA VACINA
A) Proceder conforme Espectrofotometria de absorg¢éo no visivel

Ditizona, solug&o concentrada
Dissolver 35 mg de ditizona em 80 mL de cloroférmio (para analise com ditizona).
Transferir para baldo volumétrico de 500 mL completar o volume com cloroférmio.

Ditizona, solucéo diluida
Diluir a solugdo concentrada de ditizona em cloroformio (1:7).

Procedimento para determinacao de timerosal na amostra

Homogeneizar a amostra e transferir 1 ml em duplicata para béqueres. Adicionar 3
ml de agua purificada (diluicdo 1:4) e transferir 1 ml desta solugéo para um tubo de
digestdo. Adicionar 1 ml de agua purificada e 2 ml de uma mistura de igual volume
de acido sulfurico PA e acido nitrico PA.

Levar a mistura a ebulicdo por 10 minutos. Resfriar. Adicionar 10 ml de agua
purificada e 2 ml de cloridrato de hidroxilamina a 50% (p/V). Levar novamente a
ebulicdo por 1 minuto, resfriar e transferir o liquido para funil de separagao filtrando
através de algodao. Lavar o tubo com 70 ml de agua purificada e transferir da
mesma maneira para o funil de separacido. Adicionar 10 ml da solugcao de ditizona
1:7, agitar vigorosamente por 1 minuto. Deixar em repouso por 1 minuto, filtrar em
algodao e recolher a fase orgénica (cloroformica) em Erlenmeyer. Proceder
imediatamente a leitura do filtrado em espectrofotémetro a 490 nm. Preparo dos
padrdes e curva de calibracdo:

Preparar uma solugao estoque de timerosal (1200ug/ml em timerosal ou 600 ug/ml
em Mercurio).

A partir desta solucéo, preparar as solugdes padrao em baldes volumétricos de 100
ml. Estabelecer a curva de calibragdo com concentragdes de 6 ug Hg/ml a 24 pg
Hg/ml. Apdés o preparo das solugbes padrao, proceder como descrito para a
amostra. O branco é preparado utilizando-se 2 ml de agua purificada no lugar da
amostra. Utilizar a leitura dos padrdes para fazer uma curva de calibracdo e
determinar a concentragdo de timerosal na amostra por interpolagdo grafica ou
regressao linear.

B) Proceder conforme Espectrofotometria de absorcédo atbmica

Permanganato de potassio SR (aproximadamente 0,2 M)
Especificagado — Contém 3% (p/v) em agua.

Estabilidade — Preparar para consumo imediato.
Conservagao — Em recipientes bem fechados.
Armazenagem — Proteger da luz.

Seguranga — Irritante. Caustico.

Procedimento para determinacéo de timerosal na amostra

Transferir, quantitativamente, 1 ml da amostra para baldao volumétrico de 50 ml,
adicionar 0,5 ml de acido nitrico e completar o volume com agua bidestilada.
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Preparar branco com agua bidestilada. A partir de solugao estoque de 1 000 ppm de
Hg, preparar um padréo intermediario de 1 ppm de Hg e deste retirar aliquotas
diferentes, de acordo com o intervalo de trabalho, transferindo-as para as células de
reagao contendo solugdo de permanganato de potassio. Determinar a absorvancia a
253,6 nm em espectrofotbmetro de absorgdo atdmica com fonte de energia com
ldampada (6 mA) de catodo 6co de mercurio, fenda HO7 e nitrogénio como gas de
arraste.

C) Proceder conforme Polarografia em pulso diferencial

Solucédo de nitrato de potassio 1000 mg/L
Em baldo volumétrico de 1 L, dissolver 1 g de nitrato de potassio e completar o
volume com agua deionizada.

Solucédo de gelatina 1000 mg/L
Em baldo volumétrico de 200 mL, dissolver com agua deionizada quente 200 mg de
gelatina e completar o volumen com agua deionizada.

Eletrdlito suporte
Em um baldo volumétrico de 1 L, pipetar 60 mL de solugédo de gelatina 1000 mg/L e
completar o volume com solugéo de nitrato de potassio 1000 mg/L.

Solucédo estoque de timerosal 200 ppm
Em um baldo volumétrico de 100 mL, dissolver com agua deionizada 20 mg de
timerosal e completar o volume.

Procedimento para determinacao de timerosal na amostra

Ajustar as condigdes operacionais, de acordo com o equipamento utilizado.
Transferir para a célula polarografica 10 mL do eletrélito suporte e 0,1 mL da solugéo
padrao de timerosal de 200 ppm e fazer a leitura. Adicionar mais 0,1 mL do padrao
de timerosal de 200 ppm nesta mesma célula e fazer nova leitura. Repetir o
procedimento, consecutivamente, até obter os 5 pontos da curva analitica. Proceder
entdo a analise da amostra, adicionando-se em uma nova célula polarografica 10 mL
do eletrdlito suporte e 0,5 mL da amostra e fazer a leitura. Os pontos da curva
analitica e as analises das amostras devem ser realizadas em triplicatas. Tracar a
curva analitica e calcular a concentracdo de timerosal na amostra por interpolacéo
grafica, considerando-se o fator de diluigao utilizado na analise.



