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Development and validation of microbiological assay by agar diffusion method

- cylinder plate for doripenem powder for injectable solution

ABSTRACT

The carbapenems are a class of B-lactam antibiotics that present action
against Gram-positive and Gram-negative bacteria. Doripenem is a new carbapenem
that has few published studies for the quantitative determination and there isn’t
monograph in the Official Codes. Therefore, this study aims to develop and validate
microbiological assay for quality control of the drug powder for injectable solution.
The parameters analyzed during validation were linearity (r=0.99999), repeatability
(RSD=1.74%), intermediate precision (RSD=3.12%), accuracy (98.90 to 101.51%),
specificity and robustness. The results show that the method is suitable for quality

control of doripenem powder for injectable solution.

Keywords: doripenem, microbiological assay, Staphylococcus epidermidis.



1 INTRODUCAO

Os agentes antimicrobianos sdo os farmacos mais empregados na
terapéutica mundial, sendo também os mais utilizados de forma incorreta. Seu uso
indevido acaba levando ao surgimento de micro-organismos que apresentam
resisténcia aos antimicrobianos existentes, havendo a necessidade de desenvolver
novos farmacos mais efetivos para o tratamento de doencas infecciosas.*

Em 1976, foi isolado de Streptomyces cattleya uma nova substancia de acao
antimicrobiana, a tienamicina, protétipo da classe das carbapenemas.?

As carbapenemas, classe de antimicrobianos f-lactamicos, foram
desenvolvidas para atuar contra bactérias Gram-negativas resistentes a penicilina.>
Estes farmacos possuem um anel B-lactamico ligado a um sistema de 5 membros,
gue as diferencia das penicilinas por possuir uma ligacédo dupla e por ter um atomo
de carbono no lugar do 4tomo de enxofre na posicdo 1.*

As carbapenemas sdo mais resistentes a degradacdo por B-lactamases em
comparacao as penicilinas e cefalosporinas. Dentro da classe das carbapenemas
alguns farmacos séo suscetiveis a degradacao pela 1-deidropeptidase, devendo ser
administrado associado a um inibidor desta enzima, porém ja estdo sendo
desenvolvidas carbapenemas que possuem resisténcia a essa degradag&o.?

Doripenem (Figura 1) é uma nova carbapenema que possui atividade contra
bactérias aerébias e anaerébias Gram-positivas e Gram-negativas.® Estudos in vitro
demonstraram a alta atividade deste fArmaco contra bactérias Gram-negativas.®’ O
doripenem nao apresenta efeitos convulsivantes, demonstrando vantagens em

relacdo aos farmacos da classe.?®



Inserir Figura 1

O medicamento Doribax® contém doripenem monoidratado e n&o possui
adicdo de conservantes, foi aprovado pelo FDA em 2007. Sua administracdo é por
via intravenosa e esta disponivel nas concentracdes de 250 e 500 mg. E indicado
para infec¢des intra-abdominais, do trato urinario, no entanto, seu uso ainda nao foi
aprovado para casos de pneumonia nosocomiais.’

Por ser um medicamento novo, o doripenem possui poucos estudos de
determinacdo na forma farmacéutica pO para solucdo injetavel. Os estudos
existentes sdo por eletroforese capilar’® e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).™ No entanto, a literatura pesquisada ndo apresenta método para
determinacdo de doripenem pé para solucdo injetavel utilizando o ensaio
microbiolégico pelo método de cilindros em placas, sendo este o objetivo principal
desse trabalho. A importancia da validacdo do ensaio microbiolégico baseia-se no
fato do método determinar a atividade do antimicrobiano frente a determinado micro-

organismo, ou seja, simulando o mecanismo que ocorre in vivo.

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Substancias quimicas

A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada foi um padréo secundario
obtido da Ortho Mc-Neil (New Jersey, EUA), sua pureza foi determinada
experimentalmente em 99,4%.

Foram adquiridos frascos-ampola de Doribax®, produzidos pela Ortho Mc-Neil

(New Jersey, EUA), contendo o equivalente a 500 mg de doripenem po para solucao
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injetavel, estéril e identificados pelo lote 0064. A formulacdo constitui-se de
doripenem monoidratado, sem a presenca de adjuvante.

A agua purificada foi obtida usando equipamento Milli-Q Plus® (Millipore,
Bedford, EUA) e, posteriormente, esterilizada em autoclave. O cloreto de sédio foi
obtido da Quimex (Rio de Janeiro, Brasil) e os meios nimero 1 e nimero 11 de

Grove-Randall foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany).

2.2 Material e equipamentos

Foi utilizado, para estudos de estabilidade, cromatografo a liquido de alta
eficiencia Agilent® (Santa Clara, EUA) equipado com um sistema de bombas
guaternarias modelo Q 1311A, auto-amostrador ALS-G1329A, forno TCC-G1316A,
detector de fotodiodos G1315B e para controlar e analisar os dados foi empregado o
software Chem Station Manager.

A transmitancia do inéculo foi medida em espectrofotdmetro Analyser® (Sdo
Paulo, Brasil). O diametro dos halos de inibicdo foi medido com paquimetro digital

Mitutoyo® (Téquio, Japao).

2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Nos estudos para avaliar a estabilidade e a degradacéo forcada das solucfes
amostra e padrdo e estudos de degradacdo forcada um método previamente
desenvolvido e validado por Mendez e colaboradores foi utilizado. A coluna
empregada foi Phenomenex C-18 (150 x 4,6 mm; 5,0 um), fase moével tampéao
fosfato monobasico (pH 4,8) e acetonitrila (96:04, v/v), volume de inje¢cdo 20 pl,
vazéao 1,0 ml/min, tempo de corrida de 12 minutos, comprimento de onda de analise

298 nm e temperatura 25 °C.*
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2.4 Ensaio Microbiolégico de Antibidticos

2.4.1 Preparo das solucdes padréo de doripenem

O equivalente a 10 mg de doripenem (SQR) foi pesado e transferido
guantitativamente para um baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de 70 ml de
agua. Esta solucdo foi deixada em ultrassom por 10 minutos, e o volume foi
completado com &gua, obtendo-se solu¢cdo com concentracdo de 100,0 ug/ml.
Aliguotas de 250, 500 e 1.000 pl foram transferidas para balées volumétricos de 25
ml nos quais o volume foi completado com agua, obtendo-se solucdes de 1,0; 2,0 e

4,0 ug/ml, (denominadas P1, P2 e P3, respectivamente) de doripenem.

2.4.2 Preparo das solu¢cdes amostra de doripenem
O equivalente a 10 mg de doripenem foi pesado e procedeu-se conforme o
preparo das solucdes padréo até obtencdo de solugdes nas concentracdes de 1,0;

2,0 e 4,0 ug/ml (denominadas Al, A2 e A3, respectivamente).

2.4.3 Micro-organismo e preparacao do inoculo

A cepa de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 foi obtida do INCQs (Rio
de Janeiro, Brasil) e 0 micro-organismo, apds reconstituicdo, foi mantido em meio
namero 1 de Grove-Randall. O procedimento de preparo do inoculo foi realizado
conforme preconizado pela Farmacopéia Brasileira 5% edicdo em Ensaios
Microbiolégicos de Antibioticos. O micro-organismo foi repicado para tubo contendo
meio numero 1 inclinado 24 horas antes do ensaio e mantido a 35 *+ 2 °C. Durante o
ensaio foi preparada suspensao com este micro-organismo em solucao estéril de

cloreto de sodio 0,9%. Para padronizar a quantidade de micro-organismo a ser
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utilizada foi medida a transmitancia da suspenséao, utilizando um espectrofotdmetro
ajustado com branco de solucdo estéril de cloreto de sddio 0,9%, em 580 nm e
caminho éptico de 10 mm, até que a transmitancia atingisse 25 + 2%. Desta solucéo
salina inoculada, foram retirados 2,0 ml para cada 100 ml de meio numero 11,
mantido em banho de aquecimento a 47 °C, obtendo-se in6culo a 2% para ser

aplicado sobre a camada base.*?

2.4.4 Método de difusdo em Agar

O meétodo desenvolvido neste trabalho seguiu o delineamento 3 x 3 (3
concentracdes de padrdo e 3 concentracdes de amostra por placa). Cada ensaio foi
realizado utilizando seis placas.’®* A camada base, composta de 20 ml de meio
namero 11, foi adicionada em placa de Petry de 100 mm x 20 mm. ApOs
solidificacéo, foram adicionados 5 ml de meio nidmero 11 inoculado com o micro-
organismo Staphylococcus epidermidis sobre a camada base. Deixou-se em
repouso até solidificar a camada de inoculo e apds colocou-se os cilindros. A cada
cilindro foram adicionados 200 ul das solucdes de forma que ficassem alternados
padrdo e amostra.

As placas foram incubadas a 35 £ 1 °C por 18 horas. Apdés o tempo de
incubacdo os halos de inibicdo do crescimento microbiano foram cuidadosamente
medidos com o auxilio de paquimetro. Todos os experimentos foram realizados em
sala com cabine de fluxo laminar, e os materiais em contato com o0 micro-organismo
foram descontaminados em autoclave e descartados, conforme Plano de

Gerenciamento de Residuos da Faculdade de Farmacia da UFRGS.



13

2.5 Célculos

Elaborou-se grafico de logaritmo da concentracdo versus o diametro do halo
de inibicdo para obtencdo da curva padrdo e equacgdo da reta. A analise estatistica
dos resultados foi feita por meio da andlise da variancia (ANOVA), avaliando-se a
regressao, paralelismo e a linearidade de cada ensaio. A poténcia do doripenem pé
para solucéo injetavel foi estatisticamente calculada pelo método de linhas paralelas

(delineamento 3 x 3).

2.6Validacdo do método

A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com a RE 899% e o
ICH", e os seguintes parametros foram avaliados: linearidade, preciséo, exatido,
especificidade e robustez.

A estabilidade das soluc¢des padréo e amostra foram monitoradas por CLAE.

2.6.1 Linearidade
Foram desenvolvidas nove curvas padréo, trés por dia, com os trés niveis de
concentracdo cada uma. A equacao da reta e o coeficiente de correlacdo (r) foram

calculados.

2.6.2 Precisédo

A precisdo foi determinada por meio da repetibilidade e precisao
intermediéaria, e expressa como desvio padrao relativo (DPR). A repetibilidade foi
avaliada com trés ensaios realizados em um mesmo dia sob as mesmas condicdes,

e a precisao intermediaria pela andlise em trés dias diferentes.
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2.6.3 Exatidao

A exatiddo foi determinada através da recuperacdo de quantidades
conhecidas de padrao adicionadas as solu¢des amostras. A quantidade de padréo
adicionada correspondeu a 10% da concentragdo nominal das solugdes,
correspondendo a 1,1; 2,2 e 4,4 ug/ml. Os resultados da exatiddo foram expressos

em percentagem de recuperagao.

2.6.4 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da verificagédo da interferéncia
dos produtos de degradacdo obtidos por hidrélise basica. As amostras degradadas
foram comparadas com solucbes padrdao de doripenem recém preparadas. Os
resultados obtidos pelo ensaio microbiolégico foram confrontados com os obtidos
por CLAE (método descrito no item 2.3).

A degradacao por hidrélise basica foi realizada a partir de uma solucéo de
doripenem em NaOH 0,01M (100 pg/ml). Apés 5 minutos, uma aliquota desta
solucéo foi retirada e neutralizada com HCI 0,01M, o volume foi completado com

agua até a obtencéo das concentracdes nominais de 1,0, 2,0 e 4,0 ug/ml.

2.6.5 Robustez

A avaliacdo da robustez foi realizada por meio da modificagdo na
concentragdo do inodculo em = 0,2% do valor nominal. Os resultados de teor destes
ensaios foram comparados com os resultados do doseamento de doripenem obtidos

durante a avaliacdo da precisdo do método analitico.



15

2.6.6 Estabilidade das solugcdes padréo e amostra

As amostras reconstituidas em agua, solucédo tampdao fosfato de potassio 1%
pH 6,0 e solucao tampéo fosfato de potassio 0,1M pH 7,0 foram avaliadas quanto ao
percentual residual de doripenem. O monitoramento foi realizado por 18 horas,

utilizando método por CLAE previamente validado, conforme descrito no item 2.3.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de difusdo em agar € comumente utilizado na determinacédo da
poténcia de antibioticos, este método relaciona o tamanho do halo de inibicdo de
crescimento com a concentracdo da substancia analisada em relagédo a uma solugao
padrdo da mesma substancia.

Os métodos biolégicos apresentam algumas vantagens como, por exemplo, o
parametro medido pelo ensaio (inibicdo do crescimento) e as propriedades do
farmaco sdo coincidentes, e ndo requer equipamentos onerosos.®

Segundo a Farmacopéia Brasileira 52 edicdo o delineamento do ensaio pode
ser2x2,3x3o0ubx1. O delineamento 3 x 3 foi escolhido para este ensaio, no
gual, se analisam amostra e padrdo concomitantemente, usando 3 concentracdes
(baixa, média e alta) de cada. As concentracfes das solucbes amostra e padrao
utilizadas foram 1,0; 2,0 e 4,0 ug/ml. A defini¢éo foi realizada com base no tamanho,
nitidez e linearidade entre as concentracGes avaliadas.

Durante o desenvolvimento do método analitico foram avaliados diferentes

fatores para a definicdo da condicdes 6timas do ensaio (Tabela 1).

Inserir Tabela 1
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As condi¢cBes experimentais que apresentavam halos bem definidos e nitidos

para efetuar as medidas dos halos de inibicdo estdo descritas na Tabela 2.

Inserir Tabela 2

3.1Estabilidade das solucdes amostra e padrao
Os teores de farmaco encontrados na analise da estabilidade das solucdes

padrdo e amostra de doripenem estéo apresentados na Tabela 3.

Inserir Tabela 3

Os resultados demonstram que o farmaco possui maior estabilidade em agua.
Segundo Piontek e Jelinska o doripenem é suscetivel a degradacéo catalisada pelos
componentes de tampdes comuns.!” Em vista disso, o solvente selecionado para

preparo das solucfes para realizacdo dos ensaios foi a agua.

3.2Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi realizada através da preparacdo de uma curva
padrdao de trés pontos, correlacionando o log da concentracdo (ug/ml) com o
diametro do halo de inibicdo produzido (mm). O intervalo de concentracéo utilizado
para esta avaliacdo foi de 1,0 a 4,0 ug/ml. Na Figura 2 esta apresentada uma

fotografia dos halos de inibicdo formados na analise de doripenem.

Inserir Figura 2



17

A andlise de regressao linear forneceu a equacédo daretay = 12,19x + 15,33,
com um coeficiente de correlagdo de 0,99999 (Figura 3). O valor do coeficiente de
correlagdo proximo a unidade demonstra que existe relagéo linear entre o didmetro

dos halos de inibicdo e log da concentracao.

Inserir Figura 3

A andlise da variancia demonstrou que o método nao apresenta desvio de
linearidade e de paralelismo (p > 0,05) e que ha regresséao linear significativa (p <

0,05) em todos o0s ensaios realizados durante a validacdo do método analitico.

3.3Preciséo
Os valores obtidos para determinacdo de doripenem por ensaio

microbiolégico estdo apresentados na Tabela 4.

Inserir Tabela 4

Os resultados da analise da precisédo foram expressos como DPR dos valores
obtidos pela repetibilidade e precisao intermediaria na determinacdo do doripenem.
A repetibilidade foi verificada por meio de trés ensaios em um mesmo dia, sob as
mesmas condicbes, e a precisdo intermediaria teve seu DPR calculado com os
resultados obtidos em trés diferentes dias de analise. Os valores de DPR
encontrados para repetibilidade e precisdo intermediaria foram inferiores a 5%,

indicando a precisdo do método conforme a RE 899.%
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3.4Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através da recuperacdo de quantidades
conhecidas da substancia quimica de referéncia adicionadas as solu¢fes amostra.
As percentagens de recuperacao obtidas foram de 98,90, 100,50 e 101,51%, muito

proximas aos valores reais das amostras.

3.5Especificidade

A determinacao de doripenem apés degradacao forcada em meio alcalino foi
realizada por CLAE e comparada com a realizada pelo bioensaio. No ensaio
microbiolégico a diminuicdo da concentracdo de farmaco devido a degradacéo leva
a uma reducdo do tamanho de halo produzido, quando n&o ha interferéncia de
produtos de degradacéao.

A degradacéo por hidrdlise alcalina (NaOH 0,01M por 5 minutos) levou a uma
reducdo na concentracdo de doripenem de 71,1% quando analisado por CLAE.
Enquanto que, sob as mesmas condi¢cdes, no ensaio microbiolégico a concentracao
diminuiu 76,9%.

Outras condicOes de degradacédo forcada ndo foram avaliadas, pois estudos
realizados por CLAE™ demonstram a estabilidade do farmaco em meio &acido, luz e
temperatura.

E possivel verificar que o farmaco sofre degradacdo em meio alcalino e que
os produtos de degradacdo ndo apresentam atividade sobre S. epidermidis, o que
torna o ensaio microbioldgico seletivo para determinacdo do doripenem po6 para

solucdo injetavel.
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3.6Robustez

Os valores obtidos nos ensaios em que alteraram-se as concentragcdoes de
in6culo em % 0,2% foram comparados com os resultados obtidos para determinagéo
da precisdo do método microbiolégico (o = 0,05). Os resultados obtidos encontram-

se na Tabela 5.

Inserir Tabela 5

As modificagcbes na concentracdo do inoculo ndo apresentaram diferencas
significativas (o = 0,05) na determinacdo de poténcia de doripenem po6 para solucao

injetavel, demonstrando a robustez do método analitico proposto.

4 CONCLUSAO

No controle de qualidade de medicamentos € importante o emprego de
métodos validados que fornecam resultados confiaveis. O ensaio microbioldgico
desenvolvido para doseamento de doripenem em po para solucéo injetavel mostrou
ser linear, preciso, exato, robusto e especifico, ou seja, constitui uma técnica
alternativa para analise quantitativa deste farmaco. Além disso, quando comparado
com métodos fisico-quimicos, 0 ensaio microbiolégico permite a determinacdo da

poténcia do antibiético, avaliando in vitro o que pode ocorrer in vivo.
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Figura 1. Estrutura quimica do doripenem monohidratado.

Figura 2. Fotografia dos halos de inibicdo obtidos na andlise de doripenem
substancia quimica de referéncia na concentracdo de 1,0 ug/ml (P1), 2,0 ug/ml (P2)
e 4,0 ug/ml (P3) e de doripenem pd para solucao injetavel concentragédo de 1,0 ug/ml

(A1), 2,0 pg/ml (A2) e 4,0 pg/ml (A3).

Figura 3. Curva padrdo do doripenem obtida pelo ensaio microbiol6égico — método

de difuséo em agar - cilindros em placas.
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Tabela 1. Condigbes preliminares utilizadas no desenvolvimento do ensaio

microbiologico para determinacdo da poténcia de doripenem p6 para solucdo

injetavel.
Parametro Descrigcédo
Kocuria rhizophila (ATCC 9341)
Micro-organismos teste Staphilococcus aureus (ATCC 6538P)
Staphilococcus epidermidis (ATCC 12228)
Meios de cultura Meios n°® 1 e n° 11 de Grove-Randall
Solucbes diluente Agua, tampéao fosfato pH 6,0 e pH 7,0
Concentracdes do inoculo 1,0e 2,0%

Tabela 2. Condicdes experimentais definidas para realizacdo dos ensaios
microbiolégicos pelo método de difusdo em agar — cilindros em placas para

determinacao de doripenem po para solucao injetavel.

Parametro Descricao

Micro-organismo teste Staphilococcus epidermidis (ATCC 12228)
Meio de cultura Meio n® 11
Solucéo diluente Agua

Concentracao do inéculo 2,0%
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Tabela 3. Valores experimentais obtidos na determinacé&o de doripenem em solucéo

apos 18 horas de preparo utilizando método por CLAE.

Diluente Teor encontrado (%)
Agua 95,96
Tampao fosfato de potéassio 1% pH 6,0 87,97
Tampao fosfato de potassio 0,1M pH 7,0 92,79

Tabela 4. Valores experimentais obtidos para determinagédo de doripenem po para
solucéo injetavel por ensaio microbiolégico — método de difusdo em agar — cilindros

em placas.

Amostra Dia  Poténcia encontrada (%)* Média (%) DPR (%)

1 101,56
2 1 101,29 102,09 1,14
3 103,42
4 97,20
5 2 95,17 96,18 1,06
6 96,17
7 100,37
8 3 96,78 99,98 3,03
9 102,80
Preciséo intermediéria 99,42 3,12

* Cada valor representa a média de seis placas.
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Tabela 5. Resultados da robustez e analise estatistica usando teste t para o

doseamento microbiologico de doripenem po para solugéo injetavel.

Poténcia t t-critico
Parametros
encontrada (%)* calculado (o =0,05)
97,61
Concentracao inoculo (2,2%) 0,32
99,73
2,26
97,09
Concentracao inoculo (1,8%) 0,27
100,48

* Cada valor representa a média de seis placas.
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NORMAS DE PUBLICACAO

GERAL - Serdo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova
manuscritos que cubram as areas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre
Ensino de Quimica, Histéria da Quimica, Politica Cientifica, etc, além de artigos de
areas afins, desde que tenham acentuado conteddo quimico. Os trabalhos devem se
encaixar dentro de uma das modalidades abaixo:

Artigos Originais (em portugués, inglés ou espanhol): refere-se a trabalhos
inéditos de pesquisa. Devem seguir a forma usual de apresentacdo, contendo
Introdugdo, Resultados e Discusséo, Parte Experimental etc, de acordo com as
peculiaridades de cada trabalho. Deverdo ter no maximo 25 péaginas, incluindo
figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverdo ser numeradas.

Artigos de Revisdo (em portugués, inglés ou espanhol): destinados a
apresentacdo do progresso em uma area especifica de Quimica, com o objetivo de
dar uma viséo critica do estado da arte do ponto de vista do especialista altamente
gualificado e experiente. Deverdao ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras,
tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deveréo ser numeradas.

E imprescindivel que, na referida area, o autor tenha publicacdes gque

comprovem a sua experiéncia e qualificacdo. Antes do envio do manuscrito, o autor

deverd submeter a editoria, por e-mail, um resumo da revisdo pretendida,

acompanhado de uma carta explicativa da pertinéncia do trabalho. O material sera

analisado pelos Editores e, uma vez aprovado, sera solicitado ao autor o envio do

manuscrito completo, dentro das normas de ON, e s6 entdo serd dado inicio ao

processo de avaliacdo pelos assessores.

O Corpo Editorial de QN podera, eventualmente, convidar pesquisadores
gualificados para submeter artigo de reviséao.

Artigos sobre Educacdo (em portugués ou espanhol): trabalhos de
pesquisas relacionadas ao ensino de Quimica e divulgacdo de experiéncias
inovadoras no ensino de graduacao e pés-graduacédo. Deverdo ter no maximo 25
paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverao ser
numeradas.

Notas Técnicas (em portugués, inglés ou espanhol): trabalhos de
comunicacdo de meétodos, validacdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou

acessorios desenvolvidos no laboratério de origem do autor do manuscrito. Deveréo
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ter no maximo 25 péaginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as
paginas deverdo ser numeradas.

Assuntos Gerais (em portugués, inglés ou espanhol): abordagem de
assuntos de interesse geral dos quimicos, tais como politica cientifica, programas de
graduacdo e pos-graduacdo, historia da quimica. etc. Deverdo ter no maximo 40
paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas etc. e todas as paginas deverdo ser

numeradas.

PREPARACAO DE MANUSCRITOS - Todos os trabalhos deverdo ser
digitados em espaco duplo, utilizando somente Microsoft Word. A seguir, deve ser
gerado um unico arquivo no formato .pdf, do trabalho todo, para ser submetido
através do sistema on line de QN. A revista ndo aceita mais a submissao de
trabalhos por outra forma.

A primeira pagina devera conter o titulo do trabalho, nome e enderego dos
autores. Havendo autores com diferentes enderecos, estes deverdo vir
imediatamente apds o nome de cada autor. Os autores deverdo ser agrupados por
endereco. O autor para correspondéncia, que devera ser 0 mesmo que submete o
artigo on line, devera ser indicado com asterisco (*) e seu e-mail colocado no rodapé
da pagina (um so e-mail).

A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho em inglés
(abstract), com no maximo 100 (cem) palavras, e a indicacdo de 3 palavras-chave
(keywords), também em inglés.

As figuras (incluindo graficos, esquemas, etc) deverdo ser em numero
maximo de 7 figuras simples e ter qualidade grafica adequada (usar somente fundo
branco). Para namero maior ver o item Material Suplementar. As figuras, tabelas,
esquemas, etc deverdo ser colocadas apds as referéncias e devidamente
identificadas pelo respectivo nimero. Se escaneadas, deverdo ser em alta resolucéao
(800 dpi/bitmap para tracos).. No caso particular de esquemas contendo estruturas
guimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que possam ser
reduzidas uniformemente, além de boa qualidade gréafica. Considerar que as figuras
deverdo ter largura maxima de uma coluna (8,5 cm).

Figuras coloridas terdo custo de publicacdo repassado aos autores, quando
da publicacédo. Esse valor sé podera ser informado aos autores quando o trabalho

estiver previsto para ser publicado, ocasido em que a grafica fornece o orcamento.
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Para figuras, graficos, esquemas, tabelas, etc idénticos aos ja publicados
anteriormente na literatura, os autores deverdo pedir permissdo para publicacao
junto & empresa/sociedade cientifica que detenha os direitos autorais e envia-la a
editoria de QN junto com a verséo final do manuscrito.

As referéncias deverdo ser numeradas consecutivamente no texto, na forma
de expoentes, apdés a pontuacdo (se houver). A lista de referéncias devera ser
colocada no final do texto. As legendas das figuras, gréaficos e esquemas deverao
ser colocadas em uma Unica folha a parte, separadas das figuras. A seguir, deverao
ser colocadas as figuras, os gréficos, os esquemas, as tabelas e os quadros.
Colocar os titulos acima de cada tabela. No texto, devera ser indicada apenas a
insercao de cada um(a).

Referéncias
Revistas:

Sera utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts
Service Source Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura

autorizada de uma determinada revista ndo puder ser localizada e nao for Obvio
como o titulo deve ser abreviado, deve-se citar o titulo completo.
1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.
2. No caso especial da revista citada nao ser de facil acesso, € recomendado citar o
seu numero de Chemical Abstract, como segue:
Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; lzv. Vyssh.
Uchebn. Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:78051s).
3. Caso o trabalho tenha doi, mas néo a referéncia completa, citar doi da seguinte
maneira:
Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L. H.;
Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em
lugar de uma lista de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas é o
seguinte:
4. Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.;
Andrade, C. H. S.; Guimaraes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem.
Soc. 1996, 7, 123; Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.;
Quim. Nova 2001, 24, 473.
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Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o nimero
do Chemical Abstracts deve ser informado entre parénteses).
5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai
Tokkyo Koho 79 73,771 1979. (CA 91:P193174v)
6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)
7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T. Br Pl 9.604.468-3, 1999.
Livros:

com editor(es):

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry;
Regitz, M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

sem editor(es):

9. Cotton, F.A.: Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5" ed., Wiley: New
York, 1988.

Programas de computacao (Softwares):

10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement;
Universidade de Goéttingen, Alemanha, 1993.

Teses:

11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Brasil, 1997.

Material apresentado em Congressos:

12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20% Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, Pocos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:

http://www.sbq.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.

Material ndo publicado:

Para material aceito para publicacdo: Magalhdes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc.,
no prelo. Para material submetido mas ainda néo aceito: Magalhaes, U. H.; J. Braz.
Chem. Soc., submetido. Para trabalho ndo publicado ou comunicacdo pessoal:
Magalhdes, U. H.; trabalho ndo publicado ou Magalhdes, U. H., comunicacéo
pessoal. Os resultados ndo publicados s6 poderdo ser citados com a permissao
explicita das pessoas envolvidas na sua obtencéo.

Os autores devem procurar seguir, naquilo que for possivel, as normas

recomendadas pela IUPAC, inclusive o Sistema Internacional de Unidades. Sobre a
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nomenclatura de compostos (organicos e inorgéanicos) ja ha traducdes para a lingua
portuguesa publicadas em QN. Quanto aos Simbolos e Terminologias, onde ndo ha
traducdo, espera-se que adaptacdo seja feita pelos autores, criando entéo,

paulatinamente, um conjunto de normas em portugués.

SUBMISSAO DOS ARTIGOS — A QN oferece aos autores a submissdo on
line, que pode ser acessada através do registro de Login e Senha. E possivel
registrar-se em nossa home page (http://quimicanova.sbqg.org.br) usando a opgéo

Novo Usuério.Usuarios da plataforma do JBCS, ja estdo cadastrados na base (pois
ela é comum as duas revistas), devendo utilizar o mesmo Login e Senha. Apés estar
cadastrado no sistema, 0 autor pode facilmente seguir as instru¢des fornecidas na

tela. Sera solicitada a submissdo de um Unico arguivo do manuscrito completo, em

formato .pdf. Esta disponivel uma ferramenta para gerar o arquivo .pdf, a partir de
arquivo .doc ou .rtf, com envio automatico para o e-mail do autor. Tado logo seja
completada a submisséao, o sistema informara automaticamente, por e-mail, o codigo
temporario de referéncia do manuscrito, até que este seja verificado pela editoria.
Entéo sera enviado e-mail com o numero de referéncia do trabalho.

Se néo for recebido o e-mail com codigo de submissao temporaria, por algum
motivo, a submissédo ndo foi completada e o autor ter4 prazo maximo de 5 (cinco)
dias para completa-la. Depois desse prazo, o sistema nédo permite o envio, devendo
ser feita nova submisséao.

O autor podera acompanhar, diretamente através do sistema, a situacao de
seu manuscrito.

Ao fazer a submisséao, solicita-se uma carta de apresentacdo, que devera ser

digitada no local indicado, sendo obrigatdria a apresentacdo dos e-mails de todos os

autores. Além disso, devem ser enviados também 0s nomes, instituicdbes a que
pertencem e e-mails de trés ou quatro possiveis assessores, que nhao podem
pertencer a(s) mesma(s) instituicdo(6es) dos autores.

Material Suplementar — Esta modalidade foi criada para que na versao
impressa da revista apareca o numero estritamente necessario de figuras e tabelas
(6 a 7 figuras simples). Ressalta-se que, como este material ficara disponivel apenas
na versao on line, figuras, tabelas e ilustracdes coloridas apresentadas na forma de
material suplementar ndo terdo custo repassado aos autores, nem limite de paginas.

Porém, devem ter boa qualidade grafica.


http://quimicanova.sbq.org.br/
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O material suplementar deverd ser colocado no final do trabalho, com
indicacdo clara. Devera ser submetido um Unico documento .pdf, incluindo o material

suplementar.
Os Editores poderé&o solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitacéo, a

separacao de Material Suplementar.

MANUSCRITOS REVISADOS - Manuscritos enviados aos autores para

revisdo deverdo retornar a Editoria dentro de prazo maximo de trinta dias ou serdo

considerados retirados, sendo que 0 sistema encerra 0 processo, nao permitindo
gue seja reaberto. Vencido o prazo, devera ser feita nova submissao, dando inicio a
um NOVO Processo.

A submissdo do manuscrito revisado devera ser feita pelo mesmo autor,
usando o Login e a Senha registrados anteriormente. O autor deve seguir as
instrucdes fornecidas na tela, para envio do documento .pdf completo da versao
revisada e das respostas aos assessores, detalhando as altera¢gGes feitas na nova
versao e justificando as alteracdes sugeridas nos pareceres e que ndo foram aceitas
pelos autores. Esses dois arquivos devem ser enviados através da secédo Envio de
Nova Versao, na Pagina do Autor, no sistema de submissao on line de QN.

Tao logo seja completada a submisséo o sistema informara automaticamente,
por e-mail, o codigo temporario de referéncia do manuscrito, até que ele seja
verificado pela editoria. Entdo sera enviado e-mail contendo o nimero de referéncia
do trabalho.

Se néo receber o e-mail com codigo de submissdo temporaria, por algum
motivo, a submissédo ndo foi completada e o autor terd prazo maximo de 5 (cinco)
dias para completa-la. Depois desse prazo, o sistema ndo permite o envio, devendo
ser feita nova submisséao.

O autor podera acompanhar, diretamente através do sistema, o status de seu

manuscrito.

VERSAO FINAL - Quando for solicitada a verséo final, o autor recebera
instrucdes especificas quanto a programas para envio de arquivos (texto, figuras,
tabelas, etc) . Arquivos em formato .pdf ndo sdo mais solicitados nessa fase.

Se as Figuras forem escaneadas, deverdo ser em alta resolucdo (800

dpi/bitmap para tracos) com extensdo tif ou jpg, desde que nas dimensodes
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especificadas pelos Editores. As fotos ou desenhos com cor (300 dpi/grayscale)

deverdo ser enviadas com extensao tif/jpg, com largura maxima total de 8,5 cm para

ndo haver problemas ao aplica-las no padrdo da Revista. Outras extensodes

possiveis: cdr, eps, cdx ou opj. No caso particular de esquemas contendo estruturas

quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que possam ser

reduzidas uniformemente.

A Editoria de QN reserva-se o0 direito de efetuar, quando necessério,
pequenas alteracdes nos manuscritos, de modo a adequa-los as normas da revista
ou tornar seu estilo mais claro, respeitando, naturalmente, o conteudo do trabalho.
Qualquer que seja a natureza do manuscrito submetido, ele deve ser original em
nivel de metodologia, informacéo, interpretacdo ou critica. A qualificacdo do trabalho
sera atestada por dois consultores, indicados pela Editoria.

Copyright ©2010 Sociedade Brasileira de Quimica

Para publicacdo, requer-se que 0s manuscritos submetidos a esta revista nao
tenham sido publicados anteriormente e ndo sejam submetidos ou publicados
simultaneamente em outro peridédico. Ao submeter o manuscrito, 0s autores
concordam que o copyright de seu artigo seja transferido a Sociedade Brasileira de
Quimica (SBQ), se e quando o artigo for aceito para publicacdo. O copyright
abrange direitos exclusivos de reproducdo e distribuicdo dos artigos, inclusive
separatas, reproducdes fotograficas, microfiimes ou quaisquer outras reproducdes
de natureza similar, inclusive traducdes. Nenhuma parte desta publicacdo pode ser
reproduzida, armazenada em bancos de dados ou transmitida sob qualquer forma
ou meio, seja eletrdnico, eletrostatico, mecanico, por fotocoOpia, gravacdo, midia
magnética ou algum outro modo, sem permissdo por escrito da detentora do
copyright. Embora todo esforco seja feito pela SBQ, Editores e Conselho Editorial
para garantir gue nenhum dado, opinido ou afirmativa errada ou enganosa aparecam
nesta revista, deixa-se claro que o conteudo dos artigos e propagandas aqui
publicados sdo de responsabilidade, Unica e exclusiva, dos respectivos autores e
anunciantes envolvidos. Consequentemente, a SBQ, o Conselho Editorial, os
Editores e respectivos funcionarios, diretores e agentes isentam-se, totalmente, de
gualquer responsabilidade pelas consequiéncias de quaisquer tais dados, opinides

ou afirmativas erradas ou enganosas.



