
1 
 

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PAMPA 

CAMPUS URUGUAIANA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 

 

 

 

KAROLINA CUNHA SCHLOSSER 

 

 

 

 

 

 

DETERMINAÇÃO DO TEOR DE ETANOL EM MEDICAMENTOS 

HOMEOPÁTICOS POR ENTALPIMETRIA NO INFRAVERMELHO 

 

 

 

 

 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uruguaiana 

2018 



2 
 

KAROLINA CUNHA SCHLOSSER 

 

 

 

 

 

 

DETERMINAÇÃO DO TEOR DE ETANOL EM MEDICAMENTOS 

HOMEOPÁTICOS POR ENTALPIMETRIA NO INFRAVERMELHO 

 

 

 

 

 

Dissertação de mestrado apresentada ao 

Programa de Pós-graduação Stricto 

Sensu em Ciências Farmacêuticas da 

Universidade Federal do Pampa 

(UNIPAMPA), como requisito parcial 

para obtenção do título de Mestre em 

Ciências Farmacêuticas. 

 

Orientadora: Profa. Dra. Fabiana 

Ernestina Barcelos da Silva 

Co-orientador: Prof. Dr. Juliano 

Smanioto Barin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uruguaiana 

2018 



3 
 

 



4 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Primeiramente a Deus, por me dar saúde e força para nunca desistir dos meus 

sonhos.  

A Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), ao Programa de Pós-

Graduação em Ciências Farmacêuticas (PPGCF), a todo o corpo docente deste 

programa que auxiliaram no meu aprendizado e formação e ao LDCQ. 

A Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), ao Programa de Pós-

Graduação em Ciência e Tecnologia dos Alimentos (PPGCTA) e ao Núcleo de 

Tecnologia dos Alimentos (NTA), pela possibilidade de execução desse trabalho. 

A Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (Capes) pelo 

incentivo a pesquisa. 

A minha querida orientadora Fabiana e meu co-orientador Juliano, que me 

acolheram no meio do caminho. Obrigada pela orientação, pela confiança, pelos 

ensinamentos e pela disponibilidade. 

A minha família, meu porto seguro! Em especial aos meus avós José e Ana (in 

memória), pela criação, amor, incentivo e apoio incondicional.  

Ao meu namorado Adilmar que sempre esteve ao meu lado, me apoiando e 

incentivando nos momentos mais difíceis, para que nunca desistisse dos meus objetivos. 

A todos os colegas de curso pelo companheirismo nas viagens, auxílio com 

atividades, trabalhos e pesquisa, em especial meu colega e amigo Ivan, que 

compartilhou comigo um ano de projeto de pesquisa. 

E a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formação e me 

ajudaram na conclusão do presente estudo, muito obrigada! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

RESUMO 

 

Neste estudo, um método simples e rápido é proposto para determinação do teor de 

etanol em medicamentos homeopáticos por entalpimetria no infravermelho (TIE, do 

inglês Thermal Infrared Enthalpimetry). Amostras contendo uma faixa de concentração 

adequada de etanol foram formuladas a fim de obter representações do processo 

produtivo. Reagente (água purificada ou etanol absoluto) foi adicionado diretamente ao 

medicamento homeopático e o aumento da temperatura causado pelo calor de diluição 

foi monitorado usando uma câmera no infravermelho. O volume total, a velocidade de 

agitação e a taxa de dispensação da micropipeta foram os parâmetros estudados na 

otimização do método, que utilizou um planejamento experimental (DoE) para obtenção 

dos resultados usando um software de modelagem estatística. O método foi validado 

nos seguintes parâmetros: seletividade, linearidade, faixa linear, precisão (repetibilidade 

e precisão intermediária), limite de detecção e quantificação, exatidão e robustez. A 

faixa linear foi obtida de 4% (etanol, v/v) a 55% (etanol, v/v). O método proposto 

mostrou exatidão baseado na concordância com o método oficial e valor declarado. 

Assim, a TIE demonstrou-se uma boa alternativa para determinação de etanol em 

medicamentos homeopáticos apresentando ainda vantagens frente aos métodos 

convencionais, como baixo custo, análises mais rápidas e concordância com os 

princípios da química verde. 

 

 

PALAVRAS-CHAVE: calor de diluição, determinação de etanol, infravermelho, 

medicamentos homeopáticos, termografia. 
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ABSTRACT 

 

In this work, a simple and fast method is proposed for ethanol determination content in 

homeopathic medicines by thermal infrared entalpimetry (TIE). Samples containing 

appropriate alcohol concentration range were compounding in order to obtained 

representative manufacturing process. Reagent (purified water or absolute ethanol) was 

added directly into homeopathic medicine and temperature increase caused by heat of 

dilution was monitored using an infrared camera. Total volume, agitation speed and 

micropipette dispensing rate were the most significant parameters studied to method 

optimization. A design-of-experiments (DoE) was taken in the collection of the data, 

and the results were then modeled using statistical modeling software. The method was 

validated in the following parameters: selectivity, linearity, linear range, precision 

(repeatability and intermediate precision), limit of detection and quantification, 

accuracy and robustness. Linear range was obtained from 4% (ethanol, v/v) to 55% 

(ethanol, v/v). The method showed accuracy based on agreement with official method 

and declared value. Thus, the TIE it was demonstrated a good alternative for the 

determination of ethanol in homeopathic medicines, presenting advantages over the 

conventional methods, such as low cost, faster analysis and compliance with the 

principles of green chemistry. 

 

 

KEYWORDS: dilution heat, ethanol determination, homeopathic medicines, infrared, 

termography. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O etanol ou álcool etílico é uma substância comum, sendo amplamente 

empregada na indústria farmacêutica. É bastante utilizado como solvente, podendo 

também ser aplicado para aumentar a solubilidade de alguns componentes que são 

menos solúveis em água ou para a preservação da formulação, contra o 

desenvolvimento microbiano (CROWLEY, 2006). 

Dentre os medicamentos que contém etanol em sua composição podemos citar 

os medicamentos homeopáticos. Preparados a partir de um ou mais insumos ativos 

derivados de ingredientes vegetais, animais ou minerais, que são submetidos a 

sucessivas diluições seguidas de sucussão com auxílio de uma solução hidroalcoólica 

(BRASIL, 2007). 

Devido ao alto grau alcoólico que estas formulações apresentam, seu uso oral 

deve ser administrado com atenção, pois a ingestão inadequada do etanol pode causar 

hipoglicemia e efeitos no sistema nervoso central, como a descoordenação muscular. 

Além disso, a exposição na infância pode ter influência no desenvolvimento da criança, 

devendo haver cautela na adição de etanol em formulações homeopáticas destinadas a 

este público (HUZAR e WODNICKA, 2013). 

Deste modo, analisar os medicamentos por meio de métodos analíticos 

acessíveis, que monitorem a qualidade da formulação através da quantificação de seus 

componentes, em particular àqueles que podem trazer riscos à saúde é essencial. Por sua 

vez, nos medicamentos homeopáticos a análise do etanol é imprescindível para o 

controle de qualidade, assegurando a administração segura e eficiente da formulação.  

Na Farmacopeia Brasileira encontram-se descritos dois métodos para a 

determinação de etanol em medicamentos, o método por destilação e o método por 

cromatografia gasosa (CG). A técnica de destilação apresenta como principal 

problemática o tempo de análise, a necessidade de grandes quantidades de amostras e o 

uso de reagentes e solventes tóxicos, sendo um empecilho quando empregada para a 

análise de medicamentos. A análise por CG apresenta como principais inconvenientes o 

custo elevado de equipamento e a necessidade de estrutura laboratorial e analistas 

especializados (BRASIL, 2010). 

Neste contexto, mostra-se importante o desenvolvimento de métodos de análise 

simples, rápidos, de baixo custo, sem uso de solventes tóxicos e com volume reduzido 
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de amostra, para emprego no controle de qualidade dos medicamentos disponíveis 

comercialmente. Assim, um novo método de análise denominado entalpimetria no 

infravermelho foi proposto por Barin e colaboradores (2015), no qual estas limitações 

são minimizadas. A técnica baseia-se na monitorização da variação de temperatura de 

uma reação química com auxílio de uma câmera infravermelha, a qual pode explorar 

dentre outros fenômenos o calor de diluição, podendo este ser utilizado para quantificar 

o etanol em diversos tipos de amostras (OLIVEIRA et al., 2017). 

O método proposto já mostrou resultados promissores, podendo ser uma opção 

viável para a determinação de acidez em amostras de alimentos (TISCHER et al., 2017). 

Ademais, Oliveira e colaboradores (2017) empregaram o método para a determinação 

do teor alcoólico em bebidas destiladas, o qual apresentou um bom desempenho, com 

grande potencial para ser aplicado em análises de rotina. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver e validar uma metodologia analítica utilizando o método de 

entalpimetria no infravermelho para a determinação de etanol em medicamentos 

homeopáticos. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Otimizar as condições experimentais da análise pelo método proposto; 

 Validar a metodologia proposta segundo parâmetros da ANVISA e INMETRO; 

 Quantificar o teor de etanol por cromatografia gasosa com detector de ionização 

de chama nos medicamentos homeopáticos; 

 Avaliar a eficiência do método proposto comparando com os resultados obtidos 

por cromatografia gasosa com detector de ionização de chama; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Medicamentos homeopáticos 

 

A homeopatia ou medicina homeopática é um sistema médico alternativo 

desenvolvido na Alemanha há mais de 200 anos pelo médico Samuel Hahnemann 

(NCCIH, 2015). 

No Brasil, o regulamento que dispõe sobre a manipulação, receituário, 

industrialização e venda de produtos homeopáticos (Decreto n. 57477/65 e Portaria n. 

17/66) entrou em vigor no ano de 1965, porém apenas em 2006 a Política Nacional de 

Assistência Farmacêutica e a Política Nacional de Práticas Integrativas e 

Complementares consolidaram a presença da homeopatia no Sistema Único de Saúde 

(SUS) (BRASIL, 2011). 

Em 2008, a homeopatia foi reconhecida como uma especialidade médica através 

do convênio firmado pelo Conselho Federal de Medicina, a Associação Médica 

Brasileira e a Comissão Nacional de Residência Médica. Além disso, a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) aprovou e lançou recentemente a 1ª edição 

do Formulário Homeopático da Farmacopeia Brasileira (FHFB), buscando solidificar e 

ampliar a inserção da homeopatia na saúde pública (BRASIL, 2017). 

Segundo a Farmacopeia Homeopática Brasileira 3ª edição (BRASIL, 2011), 

medicamento homeopático é ―toda forma farmacêutica de dispensação ministrada 

segundo o princípio da semelhança e/ou da identidade, com finalidade curativa e/ou 

preventiva. É obtido pela técnica de dinamização e utilizado para uso interno ou 

externo‖. 

O "princípio da semelhança" a qual a homeopatia baseia-se utiliza medicamentos 

que causam sinais e sintomas similares (homeo) às doenças, estimulando uma ação ou 

reação secundária do organismo contra seus próprios distúrbios, diferentemente da 

medicina convencional (medicamentos alopáticos), na qual o "princípio dos contrários" 

é aplicado em boa parte da terapia, utilizando medicamentos com ação primária, contra 

os sinais e sintomas das doenças (TEIXEIRA, 2017). 

Os medicamentos homeopáticos são derivados de substâncias que provêm de 

plantas, minerais ou animais, sendo o reino vegetal a maior fonte para a preparação 

destes medicamentos, utilizando-se da planta inteira ou de partes específicas. Para 
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diminuir a toxicidade, essas substâncias medicinais são diluídas (RELTON et al., 2017). 

O medicamento acabado pode ser encontrado de diferentes formas, como grânulos de 

açúcar, géis, pomadas, cremes, comprimidos, gotas, dose única, entre outras (BRASIL, 

2011). 

Em seu processo de formulação, um ou mais insumos ativos podem ser 

utilizados. As técnicas de preparação envolvem a extração da droga com auxílio de 

líquido extrator, usualmente etanol a 96% (v/v) e suas diluições. Este preparado, 

denominado tintura-mãe é submetido a sucessivas diluições, seguida de agitação 

vigorosa e a potenciação do produto em diferentes graus. Para as formas líquidas, o 

etanol é utilizado como veículo para a dinamização do medicamento, normalmente 

apresentando uma graduação alcóolica final de 30% (v/v). Quando apresentado na 

forma de dose única, água purificada ou etanol até 5% (v/v) podem ser empregados 

como diluente (BRASIL, 2007). 

Com o crescente uso de medicamentos homeopáticos, sua segurança e qualidade 

tornaram-se uma grande preocupação para autoridades de saúde e indústrias 

farmacêuticas. Em contrapartida, os requisitos e métodos para controle de qualidade 

destes medicamentos, essencialmente o medicamento acabado, são muito mais 

complexos do que para drogas químicas, visto que sua qualidade pode ser influenciada 

tanto pelo procedimento de produção quanto pela qualidade da matéria-prima. Diante 

disso, a World Health Organization (WHO) publicou um documento a fim de apoiar as 

autoridades reguladoras nacionais e fabricantes de medicamentos homeopáticos para 

garantir a segurança e a qualidade dos mesmos, implementando políticas, regulamentos 

e normas que já são utilizados para a medicina tradicional e identificando potenciais 

problemas de segurança relacionado à sua produção (WHO, 2009). 

Uma grande dificuldade enfrentada no controle de qualidade de medicamentos 

homeopáticos é que estes são tipicamente administrados com alta diluição, e os insumos 

ativos até mesmo não são detectáveis ou quantificáveis nos produtos finais. Por este 

motivo, estes produtos não são alvo de preocupação em relação à segurança biológica. 

Entretanto, outros aspectos devem ser levados em consideração, como por exemplo, a 

frequente automedicação e deficiência de orientações de uso. Em função da natureza 

farmacológica e toxicológica, principalmente dos excipientes e dos diluentes, a 

avaliação dos riscos deve levar em conta a sua exposição global, uma vez que qualquer 

substância encontrada pode ser potencialmente tóxica após uma utilização a longo prazo 
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ou intensiva, tornando alguns componentes destes medicamentos, como o etanol que 

usualmente é empregado em altas concentrações, um risco à saúde.  Desta forma, torna-

se crucial o emprego correto destes excipientes na formulação e métodos adequados 

para determinação dos mesmos no produto acabado, a fim de garantir a qualidade do 

produto ao consumidor (WHO, 2009). 

 

3.2 Etanol 

 

 O etanol ou álcool etílico é um líquido incolor, miscível em água e outros 

compostos orgânicos, inflamável, com ponto de fusão de -114,1 °C e de ebulição de 

78,5 °C, apresentando menor densidade que a água: 0,789 g/mL a 20 °C (REIS, 2006). 

Sua obtenção pode se dar de três maneiras: por via destilatória, por via sintética 

e por via fermentativa, a qual é a mais comumente realizada (LIMA et al., 2001). Na via 

fermentativa, o etanol é produzido a partir da fermentação de açúcares encontrados na 

cana de açúcar, beterraba, milho, trigo, sorgo, entre outros, normalmente por meio da 

levedura Saccharomyces cerevisiae que realiza a fermentação alcoólica. Sua produção 

envolve três etapas principais: a preparação da solução nutriente, a fermentação e a 

destilação (SILVA, 2007). 

O etanol é amplamente utilizado pela indústria, sendo empregado na produção 

de bebidas alcoólicas, desinfetantes domésticos e hospitalares, álcool combustível e na 

gasolina como aditivo. Também é utilizado como solvente em tintas, produtos 

farmacêuticos, cosméticos, etc. (BENEDETTI et al., 2015). 

 Em relação à ingestão do etanol, ela deve ocorrer de forma adequada, atentando 

para os limites recomendados, pois este é considerado uma substância psicodisléptica, 

ou seja, modifica a atividade mental normal, sendo capaz de provocar surtos psicóticos, 

alucinações e delírios quando utilizado de forma abusiva (BOGLIOLO, 2011). Além 

disso, pode causar intoxicações graves no organismo (WHO, 2015). 

A determinação desta substância é de grande interesse, principalmente nas 

indústrias farmacêutica e de bebidas possibilitando, por exemplo, o monitoramento da 

formação de etanol para controle da fermentação, sua influência nas características 

sensoriais do produto como aroma e sabor e para análises de controle de qualidade 

(MATAIX e CASTRO, 2000). 
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3.2.1 Etanol em formulações farmacêuticas líquidas de uso oral 

 

Em preparações orais líquidas, assim como em muitas outras preparações 

farmacêuticas, o etanol é frequentemente utilizado como solvente ou solvente auxiliar, 

aumentando a solubilidade de alguns ingredientes menos solúveis em água 

(FERREIRA, 2011). Entretanto, o emprego desta substância nos medicamentos de uso 

interno pode causar efeitos tóxicos agudos e crônicos, principalmente quando ingeridos 

por crianças (HUZAR e WODNICKA, 2013). Além disso, o etanol pode influenciar no 

desenvolvimento das crianças quando houver exposição pré-natal, tendo relatos de 

problemas como déficits de aprendizagem e memória, além de dificuldades no 

desenvolvimento social e emocional (JACOBSON e JACOBSON, 2002). 

Segundo Little (2004), o etanol não pode ser considerado apenas um solvente. É 

uma substância metabolicamente ativa, que pode resultar em efeitos indesejados por 

intoxicações com dose excessiva acidental e toxicidade associada ao uso contínuo 

(FIOCCHI; RIVA e GIOVANNINI, 1999). 

Essas informações levaram muitas agências internacionais, incluindo a WHO e a 

Food and Drug Administration (FDA), a restringir e/ou proibir o uso desta substância 

em alguns tipos de medicamentos, como xaropes e polivitamínicos de acordo com a 

faixa etária a que se destina (FDA, 2016; WHO, 2010). 

A FDA recomenda a ausência de etanol em medicamentos destinados a crianças, 

e quando necessário, a quantidade não deve atingir concentração superior a 0,25g/L no 

sangue por dose. Ainda, a FDA e a WHO propõem limites de etanol em formulações 

farmacêuticas líquidas de venda livre menor que 0,5% para crianças com menos de 6 

anos de idade, menor que 5% para crianças entre 6 e 12 anos e menor que 10% para 

crianças com mais de 12 anos. No entanto, estes limites não consideram a dose prescrita 

(FDA, 2016; WHO, 2010).  

No Brasil, a presença do etanol está proibida nos estimulantes de apetite e 

crescimento, fortificantes, tônicos e complementos de ferro e fósforo desde 2001 

(BRASIL, 2001). Além disso, polivitamínicos de uso pediátrico para crianças de até 12 

anos, devem ter concentração máxima de etanol de 0,5% e as rotulações de bulas devem 

conter o alerta: ―Contém 0,5% de etanol‖. Os polivitamínicos de uso adulto podem 

apresentar concentração máxima de 2% de etanol em suas formulações e devem trazer 
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no rótulo, na bula e em materiais de divulgação a frase de advertência "Produto de uso 

exclusivo em adultos. O uso em crianças representa risco à saúde" (BRASIL, 2002). 

Para os medicamentos homeopáticos, deve-se informar a composição qualitativa 

e quantitativa para os insumos ativos, conforme nomenclatura oficial, e qualitativa para 

os insumos inertes. Deve-se mencionar para os insumos ativos a potência/escala e, 

abaixo da composição a graduação alcoólica do produto final, para formulações líquidas 

(BRASIL, 2009). 

Segundo o National Center for Complementary and Integrative Health (NCCIH, 

2015), a FDA permite maiores níveis de etanol em medicamentos homeopáticos do que 

em medicamentos convencionais. Neste contexto, deve-se reconhecer que as fontes ou 

vias de administração adicionais deste diluente em alimentos/bebidas ou tratamentos 

concomitantes podem contribuir para a exposição diária total, tornando-se um possível 

risco à saúde do consumidor quando o medicamento não é administrado de maneira 

adequada ou na ausência de Boas Práticas de Fabricação e controle de qualidade, visto 

que muitos destes são fabricados em pequena escala (pharmaceutical compounding) 

(WHO, 2009). Por vezes, estes medicamentos são vistos como uma alternativa mais 

segura quando comparados aos medicamentos alopáticos devido ao alto grau de diluição 

do princípio ativo, porém como são vendidos como um hidroalcoolato, com 

concentrações de etanol acima de 30%, não se pode considerar o etanol apenas como 

um insumo inerte (FIOCCHI; RIVA e GIOVANNINI, 1999). Chirumbolo e Bjorklund 

(2017) vêm estudando os possíveis problemas de toxicidade destes medicamentos em 

modelos in vitro e afirmam que o etanol presente nestas preparações pode representar 

uma grande preocupação devido à sua citotoxicidade, quando essas concentrações 

excedem a dose máxima tolerável de álcool. 

 

3.3 Métodos para determinação de etanol 

 

 Há vários métodos descritos na literatura para a determinação de etanol, 

podendo estes ser físicos como a picnometria, químicos como o método do dicromato 

ou enzimáticos como os ensaios enzimáticos colorimétricos (REIS, 2006). Porém, em 

sua maioria possuem procedimentos de pré-tratamento complicados, como pesagens 

precisas ou destilação prévia, prolongando o tempo de análise e necessitando de grandes 

quantidades de amostra (WANG, 2003). Esses aspectos dificultam o emprego destas 



18 
 

 

técnicas em análises de rotina. Além disso, alguns ainda requerem o uso de reagentes 

tóxicos e outros como os métodos enzimáticos apresentam baixa estabilidade, 

reprodutibilidade e precisão (WANG, 2003). 

Em formulações farmacêuticas, a determinação de etanol pode ser realizada por 

meio de dois métodos oficiais segundo a Farmacopeia Brasileira 5ª edição: (a) o método 

por destilação, adequado para análise da maioria dos extratos fluidos e tinturas e (b) o 

método por cromatografia gasosa, indicado para as demais formas farmacêuticas 

(BRASIL, 2010). Porém, estes métodos são laboriosos necessitando de grande 

quantidade de amostra, extenso preparo da mesma, além de utilizarem reagentes tóxicos 

e exigirem instrumentação sofisticada e analistas especializados (MATAIX e CASTRO, 

2000; BENEDETTI et al., 2015). Não foram encontrados na literatura métodos 

envolvendo a determinação de etanol por outras técnicas amplamente utilizadas na 

análise de medicamentos, como por exemplo, a cromatografia líquida de alta eficiência. 

 

3.3.1 Método por destilação 

 

 A palavra destilação, derivada do latino destillaire, significa gotejar ou pingar, e 

é deste modo, em pequenas quantidades, que o líquido no qual se deseja separar é 

obtido pelo processo de destilação. Essa técnica de separação é baseada no fenômeno de 

equilíbrio líquido-vapor de misturas, sendo um processo bastante comum em algumas 

indústrias, consistindo no aquecimento e vaporização das substâncias para, em seguida, 

condensá-las e recolher a substância mais pura em outro compartimento (FERREIRA et 

al., 2007). 

 De acordo com a Farmacopeia Brasileira o método por destilação deve ser 

realizado com o auxílio de um balão destilador, com capacidade de duas a quatro vezes 

o volume do líquido a ser aquecido. Deve-se tomar precaução para minimizar a perda de 

etanol por evaporação e a velocidade de destilação deve permitir a obtenção de 

destilados límpidos (BRASIL, 2010). 

 Para líquidos com menos de 30% de etanol (declarados no rótulo) deve-se 

transferir no mínimo 35 mL da amostra para o balão. Adicionar mesma quantidade de 

água, destilar e coletar um volume cerca de 2 mL menor que o volume inicial da 

amostra. Adicionar água até obter o volume inicial e homogeneizar. Determinar a 

densidade do líquido a 20ºC. Para àqueles com mais de 30% de álcool deve-se diluir a 



19 
 

 

amostra com volume de água duas vezes maior e coletar um volume aproximado de 2 

mL menor que duas vezes o volume inicial da amostra. Completar com água a volume 

igual a duas vezes o volume inicial. A proporção de etanol, em volume, é igual à metade 

daquela do líquido examinado (BRASIL, 2010). 

Esta técnica ainda exige tratamento especial para líquidos contendo ácidos e 

bases voláteis, glicerol, iodo ou outras substâncias voláteis como em elixires, tinturas e 

preparações similares que contem altas proporções destas substâncias, além de etanol e 

água. Nestes casos, as amostras devem ser tratadas antes do processo de destilação, 

demandando maior tempo de análise e a adição de diferentes reagentes, por vezes 

tóxicos, dependendo da formulação a ser analisada (BRASIL, 2010). 

  

3.3.2 Método por cromatografia gasosa 

 

Segundo a Farmacopeia Brasileira, a cromatografia gasosa é: 

 

Uma técnica de separação cromatográfica baseada na diferença de 

distribuição de espécies de uma mistura entre duas fases não miscíveis, na 

qual a fase móvel é um gás de arraste que se move através da fase 

estacionária contida em uma coluna. CG está baseada no mecanismo de 
adsorção, distribuição de massa ou exclusão por tamanho. É aplicada a 

substâncias e seus derivados que se volatilizam sob as temperaturas 

empregadas, e é utilizada para identificação, testes de pureza e determinação 

quantitativa (BRASIL, 2010). 

 

A maioria dos estudos que utilizam a cromatografia para análise a realizam por 

meio de CG unidimensional, pois esta técnica possui vantagens, como a alta resolução e 

sensibilidade, permitindo a identificação de um grande número de analitos. Ainda, a 

capacidade de acoplamento de CG com diferentes tipos de detectores à torna aplicável a 

diversos produtos à base de etanol (WISNIEWSKA et al., 2015). 

Segundo Wang et al. (2003), o método de CG é o mais adequado e rápido para 

determinação de etanol em bebidas, bem como para amostras nas quais as quantidades 

são menores, como em xaropes, devido a grande sensibilidade do método, o qual possui 

também a vantagem de necessitar de pequenas quantidades de amostra. 

A cromatografia gasosa com detecção por ionização de chama (GC-FID, do 

inglês gas chromatography flame ionization detection) é bastante empregada para 

análises quantitativas. O FID é um detector frequentemente utilizado devido a sua 

ampla disponibilidade e custo relativamente baixo para sistemas de cromatografia, 
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podendo ser uma opção para a determinação do etanol em amostras farmacêuticas 

(WISNIEWSKA et al., 2015). 

Em geral, o método de CG está amplamente difundido e é bastante empregado 

para diversas análises quantitativas e qualitativas, porém é uma técnica que 

normalmente envolve custo elevado, a necessidade de estrutura laboratorial e analistas 

especializados, uso de reagentes tóxicos como gases ou agentes derivatizantes, além de 

dispenderem muito tempo para análise e interpretação dos resultados, o que limita seu 

uso em atividades de rotina. 

Na Farmacopeia Brasileira podemos encontrar a descrição do método de CG 

para a determinação de etanol, a qual preconiza que deva ser realizada com coluna de 

2mx4mm carregada com macrogol (polietilenoglicol) 400 a 20% em sílica 

cromatográfica calcinada. A coluna deve ser mantida em 100ºC, já o injetor deve ser 

equipado com filtro para sólidos e mantido à 160ºC. Como condutor usar gás inerte, 

como hélio, fluindo com vazão de cerca de 60 mL/minuto. O volume de amostra deve 

ser de 25 mL. Não é apontado o tipo de injetor e de detector recomendado (BRASIL, 

2010). 

Um aspecto desfavorável no emprego da CG para a quantificação de etanol em 

amostras com elevado teor alcoólico é o preparo de amostra, que necessita de destilação 

ou alto grau de diluição, aumentando a possibilidade de erro dos resultados (WANG, 

2003). 

 

3.4 Entalpimetria no infravermelho 

 

Definida inicialmente como um subconjunto do campo da calorimetria, a 

entalpimetria ou análise entalpimétrica é a designação genérica para uma família de 

métodos analíticos capazes de medir, direta ou indiretamente, a variação de entalpia de 

uma reação química, a fim de quantificar um reagente ou catalisador. Essa técnica é 

geralmente realizada com pelo menos um reagente no estado líquido ou em solução 

aquosa (GRIME, 1981; STAHL, 1994). 

Segundo Grime (1981), a entalpimetria surgiu no início dos anos 1900 e sofreu 

grande evolução devido à necessidade de simplificar a instrumentação e de aumentar a 

produtividade, permitindo a aplicação das técnicas entalpimétricas para a resolução de 

problemas analíticos de rotina. 
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De acordo com Stahl (1994), as principais técnicas de entalpimetria são a 

entalpimetria por injeção direta, titulação termométrica, titulação calorimétrica, 

entalpimetria por injeção em fluxo e entalpimetria por fluxo contínuo. Dentre estas, a 

titulação termométrica foi a técnica mais utilizada até 1962, quando a entalpimetria por 

injeção direta foi introduzida e desenvolvimentos na instrumentação foram realizados a 

fim de aprimorar e ampliar sua utilização (WASILEWSKI et al., 1964). 

A entalpimetria por injeção direta (DIE, do inglês direct injection enthalpimetry) 

é um método analítico no qual um reagente estequiometricamente em excesso em 

relação à espécie que se deseja determinar é adicionado à amostra. A variação de 

temperatura da reação resultante é medida e diretamente relacionada com a quantidade 

do reagente limitante. Esta técnica apresenta vantagens quando comparada às demais, 

como a simplicidade e rapidez, entretanto, maiores quantidades de reagente são 

utilizados devido à necessidade de adição da solução em excesso estequiométrico 

(WASILEWSKI et al., 1964). 

Atualmente, apesar de haver a disponibilidade de instrumentação, essas técnicas 

foram sendo substituídas, provavelmente devido ao custo elevado de dispositivos de 

microcalorimetria e à baixa reprodutividade, limitando seu uso em análises de rotina 

(BARIN et al., 2015). 

A termografia no infravermelho por sua vez, vem revolucionando o campo da 

medição de temperatura, pois é um método não invasivo, permitindo o monitoramento 

da temperatura de um objeto sem contato e com rápido tempo de resposta, o que não é 

possível com outros sensores de temperatura (HORNAK, 2002). Esta técnica pode ser 

empregada para determinar a temperatura superficial de objetos utilizando equipamento 

capaz de converter a radiação térmica, que possui comprimentos de onda na faixa 

invisível ao olho humano, em imagens visuais detalhadas do perfil de temperatura, as 

quais podem ser utilizadas para análises qualitativas e quantitativas (SILVA 2007; 

SOUZA, 2010). 

A termografia no infravermelho utiliza câmeras térmicas que não requerem uma 

fonte de iluminação, ao contrário de outros sistemas de imagem, e podem ser operadas 

em temperatura ambiente. Imagens e vídeos podem ser facilmente gravados e 

processados com auxílio do software do próprio aparelho para obter valores de 

temperatura, facilitando o emprego desta técnica em vários campos. Além disso, a 

velocidade de aquisição de imagens é elevada, podendo chegar à kHz, tornando a 
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técnica especialmente adequada para explorar mudanças de temperatura (BARIN et al., 

2015; CUIBUS et al., 2014). 

Em 2015, Barin e colaboradores desenvolveram uma nova abordagem para a 

entalpimetria por injeção direta, a qual foi denominada como Entalpimetria no 

Infravermelho Térmico (TIE, do inglês Thermal Infrared Enthalpimetry) sendo utilizada 

em aplicações de titulação, utilizando reações de neutralização, redox, precipitação e 

complexação. Caracterizada como um método simples, rápido e não invasivo esta 

técnica realiza o monitoramento da temperatura de múltiplas reações por meio de uma 

câmera de infravermelho, microplacas descartáveis, pipeta multicanal para a adição dos 

reagentes e um agitador magnético para auxílio da homogeneização, como pode ser 

observado na figura 1.  

 

FIGURA 1 - Arranjo experimental utilizado para análises de TIE. 

 

 

Fonte: Barin et al. (2015). 

 

Para a execução do método, a pipeta multicanal é utilizada para inserir 

simultaneamente a amostra nos poços da microplaca e, em seguida, a injeção do 

reagente em excesso estequiométrico com o mesmo dispositivo. Os sinais analíticos são 

obtidos rapidamente (cerca de 10s), e a média de temperatura (ΔT) é determinada com o 

uso do software da câmera, considerando uma taxa de aquisição de imagens de 30 Hz, e 

180 pixels para monitoramento de cada reação. Os valores são obtidos da média da 

temperatura inicial e final, em um intervalo de 2s antes e 2s após a injeção. Cerca de 
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10.800 valores de temperatura são considerados para determinar a média de cada 

temperatura e a curva de calibração é construída usando soluções de referência (BARIN 

et al., 2015). Na figura 2 é possível observar o processo de execução da análise e a 

reação ocorrida após a injeção do reagente na amostra. 

 

FIGURA 2 - Processo de execução da análise de TIE e reação térmica observada 

através da câmera de infravermelho após injeção do reagente. 
 

Fonte: OLIVEIRA et al. (2017) (adaptado). 

 

De acordo com Barin et al. (2015), a TIE apresenta vantagens em relação a 

outros métodos, como o volume reduzido de reagentes e amostras, assim como a 

possibilidade de efetuar um maior número de replicatas, resultando em melhor precisão 

nos resultados. Além disso, é necessária apenas uma etapa de operação-injeção 

simultânea de reagente, possibilitando analisar um grande número de amostras por um 

curto período de tempo. 

Vale ressaltar que nesta técnica não é necessário a preparação da amostra e em 

análises já realizadas não foram observadas interferências com relação à cor, turbidez 

ou outros componentes presentes na amostra (BARIN et al. 2015). Oliveira e 

colaboradores (2017) empregaram com sucesso a entalpimetria no infravermelho para a 

determinação do teor alcoólico de bebidas destiladas, assim como Tischer et al. (2017), 

que utilizaram a técnica para a determinação da acidez total, fixa e volátil de diferentes 

tipos de vinagres, ambos obtendo concordâncias adequadas com os métodos 

convencionais, demonstrando o potencial da TIE para sua aplicação em diferentes 

analitos e amostras.  
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A B S T R AC T  33 

In this work, a simple and fast method is proposed for ethanol determination content in 34 

homeopathic medicines by thermal infrared entalpimetry (TIE). Samples containing 35 

appropriate alcohol concentration range were compounding in order to obtained 36 

representative manufacturing process. Reagent (purified water or absolute ethanol) was 37 

added directly into homeopathic medicine and temperature increase caused by heat of 38 

dilution was monitored using an infrared camera. Total volume, agitation speed and 39 

micropipette dispensing rate were the most significant parameters studied to method 40 

optimization. A design-of-experiments (DoE) was taken in the collection of the data, 41 

and the results were then modeled using statistical modeling software. The method was 42 

validated in the following parameters: selectivity, linearity, linear range, precision 43 

(repeatability and intermediate precision), limit of detection and quantification, 44 

accuracy and robustness. Linear range was obtained from 4% (ethanol, v/v) to 55% 45 

(ethanol, v/v). The method showed accuracy based on agreement with official method 46 

and declared value. The proposed method it was demonstrated a good alternative for the 47 

determination of ethanol in homeopathic medicines. In addition, it presents low cost, 48 

quick analysis and agreement with the principles of green chemistry. 49 

 50 

 51 

KEYWORDS: dilution heat, ethanol determination, homeopathic medicines, infrared, 52 

termography. 53 

 54 

 55 

 56 
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 62 
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 64 
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1. Introduction 66 

Homeopathy is a complementary medical system developed in Germany more than 200 67 

years by physician Samuel Hahnemann [1]. In the process of obtaining homeopathic 68 

liquid formulations for internal use, the active ingredients are subjected to successive 69 

dilutions and vigorous agitation with alcoholic solutions [2]. These alcoholic solutions 70 

are used in different concentrations throughout the formulation process of homeopathic 71 

medicine, with higher concentrations in the initial process (mother tincture), 72 

intermediate concentrations for stock active input and ethanol at 30% or 5% (v/v) for 73 

final product (oral drop solution or single-dose, respectively) [3]. This way, ethanol 74 

used in these preparations should be considered as an active pharmaceutical ingredient 75 

and submitted to quality control in final product as it may cause acute and chronic toxic 76 

effects [4,5]. 77 

According to official homeopathic pharmacopoeias, ethanol is present in liquid 78 

preparation of homeopathic medicine and therefore may be great concern because of its 79 

cytotoxicity when these concentrations exceed the maximum tolerable dose of alcohol 80 

[6]. In this context, adequate information and monitoring regarding of ethanol in these 81 

preparations is fundamental, essentially when these pharmaceuticals are prescribed for 82 

special populations such as children, pregnant women and elderly, or patients with 83 

relevant medical history, including liver problems and alcoholism [7]. 84 

In the last years, homeopathic medicine has been focus of several studies regarding 85 

consumption [8-10] and therapeutic action [11-14], however there are few studies 86 

regarding quality control, especially the final product [15-19]. 87 

In general, the determination of ethanol in pharmaceutical formulations according to 88 

official methods by distillation or gas chromatography (GC) requires considerable 89 

analysis time, significant amounts of sample, sophisticated equipment and specialized 90 
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analysts [20]. Therefore, these methods are difficult to perform in routine analyzes, 91 

especially for small-scale homeopathic medicines (pharmaceutical compounding). 92 

Thus, the thermal infrared enthalpymetry (TIE) method has been proposed as alternative 93 

to conventional methods for ethanol determination, characterized as a simple, fast and 94 

high efficiency analysis, facilitating the implementation of routine analyzes [21]. The 95 

technique is based on monitoring the temperature variation of a chemical reaction by 96 

using an infrared camera. Oliveira et al. [22] employed the method for determination of 97 

the alcoholic content of distilled beverages obtaining good agreement with conventional 98 

method and Tischer et al. [23] also applied the method for determination of total, fixed 99 

and volatile acidity in different samples of vinegars. 100 

A relevant aspect for the development of new techniques is the reduction of use of toxic 101 

reagents and wastes, dangerous to human health and/or the environment. Green 102 

chemistry, in turn, has the objective of developing and implementing processes that 103 

reduce or eliminate the use or generation of harmful substances, being currently quite 104 

employed in laboratory research around the world, and guided by 12 principles, aiming 105 

at safer chemistry to accidents prevention [24,25]. The proposed method contemplates 106 

large part of green chemistry principles in addition to be considered a simple and 107 

efficient technique and will bring with it the benefits nowadays required in the 108 

development of new analytical methods. 109 

Considering the above, the present work proposes a green analytical methodology using 110 

TIE for the determination of ethanol in the different stages of homeopathic medicines 111 

production, in which limitations such as time of analysis, sample volume, high cost, 112 

among others, are minimized. 113 

 114 

 115 
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2. Material and methods 116 

2.1. Instrumentation 117 

For the TIE analysis a long-wave infrared camera (7.5–13.0 μm, FLIR E60 model, 118 

FLIR, Wilsonville, OR, USA) was used, which provided images of 320×240 pixels at a 119 

frame rate of 30 Hz. Thermal images were processed using ResearchIR software 120 

(version 3.5, FLIR). The reactions were performed in disposable polystyrene 48-well 121 

microplates with internal volume of 1.6 mL (Nest Biotech, China). An electronic 122 

multichannel pipette (8 channels, 0.050-1.2 mL, Pro Research 1200, Eppendorf, 123 

Germany) was used to simultaneously inject reagent into wells. The homogenization of 124 

solutions was performed using a polytetrafluoroethylene-covered stir bar (3.0 x 6.5 mm) 125 

and a magnetic stirrer (Centauro, Atuba, Brazil). 126 

Conventional analysis was performed using gas chromatography instrument equipped 127 

with a flame ionization detector (GC-FID) Varian 3400 (Palo Alto, CA, USA). 128 

Separation was achieved using a dimethyl polysiloxane DB-5 capillary column with the 129 

following dimensions 30 m × 0.32 mm ID, ft = 0.25 μm, (Agilent, Waldbronn, 130 

Germany). 131 

 132 

2.2. Samples, standards, and reagents 133 

Homeopathic medicines samples with alcohol content at 5, 30, 70 and 95% (n=2) were 134 

compounding as showed in Table 1. The variation of ethanol content was defined in 135 

accordance with usual concentrations in homeopathic medicines, since lower 136 

concentrations (5%) are used in single-dose homeopathic medicines, the intermediates 137 

for liquid forms in oral drops (30%) and higher concentrations (70-95%) are used in the 138 

preparation of mother tinctures. The active substance was chosen randomly in 139 

accordance to traditional homeophatic medicines declared on National Formulary – 140 
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Brazilian Homeophatic Pharmacopoeia, 2011 [3]. Absolute ethanol (LabSynth, 141 

Diadema, Brazil) and purified water (obtained in a Milli-Q system Direct-Q 3 UV, 18.2 142 

MΩ cm, Millipore Corp., USA) were used to prepare all reference solutions and as 143 

reagents for heat formation in the TIE. Purified water was also used to dilute samples of 144 

homeopathic medicines. 145 

 146 

2.3. Conventional analysis 147 

In order to compare the results of proposed method with official method recommended 148 

by United States Pharmacopoeia, 2017 [20], ethanol content in the samples was 149 

determined by gas chromatography-flame ionization detection (GC-FID) with 150 

modifications. The method was revalidated in accordance to Brazilian Health 151 

Regulatory Agency (ANVISA) [26] in the following parameters: linearity, precision 152 

(repeatability and intermediate precision) and accuracy (data not showed). 153 

The samples were diluted in purified water to a concentration of 0.3% ethanol (v/v), 154 

butyl alcohol was added as an internal standard at a concentration of 0.05%. An aliquot 155 

of 0.4 µL of the sample was injected into a split / splitless injector, operating in split 156 

mode. The quantification was based in an external calibration curve with five 157 

equidistant analytical points ranging from 0.05 to 0.75% of ethanol. The linear 158 

correlation coefficient (r) of the calibration curve was determined. 159 

 160 

2.4. Analytical method development and optimization 161 

Reference solutions containing ethanol in range concentration of 4-12%, v/v (curve A) 162 

and 30-55%, v/v (curve B) (curves shown in figure 4) were added to wells. A magnetic 163 

stir bar was added to each well to improve homogenization. The plate was positioned in 164 

front of camera and the reagent (water or ethanol depending on ethanol concentration 165 
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range) was injected. The temperature of the reaction was monitored before, during, and 166 

after the reagent injection. Using the IR camera software, a circle of 180 pixels 167 

(corresponding to 7.1 mm of diameter) was used to monitor the temperature of each 168 

well, with temperatures average plotted to form an enthalpogram. The difference in 169 

temperature (ΔT) was obtained from equation ΔT = Tf − Ti, where Tf and Ti are the 170 

final and initial temperatures, respectively, obtained using the mean of temperature 171 

values of 2s after and 2s before the mixture of solutions [22]. Eight wells of the 172 

microplate were used for each experiment (n = 8). 173 

After the construction of the two calibration curves, the homeopathic samples were 174 

evaluated repeating the analysis process. From the declared amount of ethanol in the 175 

sample was added ethanol or purified water as reagent in order to obtain the dilution 176 

heat reaction. For samples with declared alcoholic content greater than 25%, water was 177 

added to obtain the ΔT (curve B). For formulations with less than 25% of declared 178 

alcohol content, ethanol was added as reagent to obtain ΔT (curve A). The samples 179 

containing 70 at 95% of ethanol were diluted (1:1) directly into the microplate, 180 

presenting 35 and 47.5% of theoretical ethanol, respectively. This dilution procedure 181 

was performed in order to working into linear range. Q-Test was used to identify and 182 

exclude statistic outliers between the replicates, performed with 95% confidence level. 183 

 184 

2.5. Method optimization DoE and robustness 185 

Before the determination of the ethanol content in the samples by TIE, the method was 186 

optimized using Design of Experiments (DoE) and response surface methodology. The 187 

experiments were performed to evaluate the influence of total volume in the wells, the 188 

stirring speed and the dispensing rate of multichannel pipette, with the dependent 189 

variable being represented by the relative standard deviation (RSD) of the replicates of 190 
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each analysis (n = 8) of reference solution containing ethanol 40% (v/v). The design 191 

consisting of eighteen experiments including four assays of central point. All 192 

experiments were performed in randomized order to minimize the effects of 193 

uncontrolled factors that may introduce biased responses. The values investigated in 194 

each variable to obtain the response surfaces were: 360, 600, 950, 1300 and 1540 μL for 195 

total volume; 50, 100, 175, 250 and 300 rpm for stirring speed; and 0.36, 0.41, 0.50, 196 

0.63 and 0.71 mL s
-1

 (corresponding to levels 4, 5, 7, 9 and 10 respectively) for the 197 

dispensing rate of pipette. The Table 2 showed the experiments performed for 198 

experimental planning. Analysis of variance (ANOVA), determination of regression 199 

coefficients and generation of response surfaces were performed by Statistica 7.0 200 

software. Estimation of experimental error and measurement of validity of polynomial 201 

models were obtained by repetition of experimental points and ANOVA was used to 202 

obtain regression model. DoE and response surface methodology was also employed in 203 

robustness evaluation of proposed method. The variations considered for robustness 204 

were: total volume from 900 to 1100 µL, stirring from 150 to 200 rpm and dispensing 205 

rate of pipette from 0.46 to 0.57 mL s
-1

 (corresponding to levels 6 and 8) with the 206 

dependent variable being represented by the relative standard deviation (RSD) of the 207 

replicates of each analysis (n = 8) of reference solution containing ethanol 40% (v/v). 208 

Robustness testing was performed in order to obtain information about as small 209 

variations could be affect the proposed method based on RSD obtained in experimental 210 

design. This way, was possible to determine the robust domain (tolerable variations) 211 

using response surfaces methodology. 212 

 213 

 214 

 215 
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2.6. Validation procedure 216 

The method was validated according to ANVISA [26] and National Institute of 217 

Metrology, Standardization and Industrial Quality (INMETRO) [27] specifications, 218 

which provides that the following parameters be evaluated: selectivity, linearity, linear 219 

range, precision (repeatability and intermediate precision), limit of detection (LOD), 220 

limit of quantification (LOQ), accuracy and robustness. 221 

Selectivity was studied in two forms: (a) analysis of ethanol solution 5% (v/v) added 222 

glycerol solutions (1 to 5% v/v) to evaluate its possible interference in the quantification 223 

of ethanol by TIE, since they have similar functional group and may be present in 224 

mother tinctures from animal sources; and (b) analysis of a sample containing 225 

homeopathic medicine prepared from the usual mother tincture (randomly selected) and 226 

diluted without ethanol. In this situation, ∆T and enthalpogram were compared to those 227 

of a reaction using only purified water (Student’s t-test). 228 

The linearity was studied in two distinct concentration ranges. Reference solutions were 229 

prepared for the construction of each calibration curve, corresponding to 4, 6, 8, 10 and 230 

12% ethanol (curve A), and 30, 35, 40, 45 and 55% ethanol (curve B) (curves shown in 231 

Fig. 4). Eight replicates were used for each concentration of reference solutions. The 232 

data were evaluated using analysis of variance (ANOVA) for three independent 233 

calibration curves. The linearity was evaluated by linear regression analysis using least-234 

square regression method.  235 

Repeatability was evaluated with same analyst and equipment, with eight replicates on 236 

the same day analysis. Intermediate precision was evaluated with different analysts 237 

using the same equipment on two different days and eight replicates per day, using the 238 

homeopathic samples Nux vômica (curve a sample) and Avena sativa (curve b sample), 239 

which were randomly selected. The accuracy was evaluated by comparing the values 240 
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obtained from TIE (in % found, based on amount taken) with those obtained by the 241 

conventional method (Student's t-test). 242 

The detection and quantitation limits (LOD and LOQ respectively) were based on the 243 

mean concentration and standard deviation of ten blanks determination. The detection 244 

limit and quantitation limit were expressed as LOD =  ̅ + 3.3σ and LOQ =  ̅ + 10σ 245 

(where  ̅ = the mean concentration of blanks, σ = the standard deviation of the blanks). 246 

 247 

 248 

 249 

 250 

 251 

 252 

 253 

 254 

 255 

 256 

 257 

 258 

 259 

 260 

 261 

 262 
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3. Results and discussion 263 

3.1. Optimization of TIE 264 

For the optimization of experimental parameters, the influence of the total volume in the 265 

wells, the stirring speed for the homogenization and the dispensing rate of the 266 

multichannel pipette were investigated by DoE. 267 

The effects of the combinations of experimental parameters can be observed on the 268 

response surfaces (Fig. 1). For the total volume vs. dispensing rate graph (Fig. 1A), the 269 

best conditions were found with increasing volume and dispensing rate, since lower 270 

volumes (<900 µL) presented worse analytical signals and, consequently, worse RSD 271 

and low dispensing rates (<0.41 mL s
-1

) impaired reaction formation due to slow release 272 

of the reagent. Moreover, according to Oliveira et al. [22], dispensing rate ≤0.46 mL s
-1

 273 

increase the RSD due to the presence of the pipette tip in front of the camera during 274 

mixing of solutions, impairing accurate temperature measurement. For total volume vs. 275 

stirring speed (Fig. 1B), it was observed that very low (<100 rpm) stirring speeds may 276 

impair efficient homogenization of solutions and stirring speeds above 250 rpm increase 277 

RSD by overflow solutions. Therefore, higher volumes (>900 mL) combined at 278 

intermediate stirring speeds (100-250 rpm) are recommended. In Fig. 1C, stirring speed 279 

vs. dispensing rate graph showed lower RSD in intermediate region (central position). 280 

The result obtained in Fig. 1C showed that parameters are dependent since high level of 281 

one can be compensating the low level of the other. In accordance with exposed above, 282 

was chosen 1000 μL for total volume, 0.5 mL s
-1

 for dispensing rate and 175 rpm for 283 

stirring speed. The results agree with optimization parameters obtained in other studies 284 

involving TIE [22,23]. 285 

 286 

 287 
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3.2. Figures of merit 288 

3.2.1. Selectivity 289 

Selectivity was studied in two forms: (a) analysis of ethanol solution 5% (v/v) added 290 

glycerol solutions (1 to 5% v/v) and (b) analysis of a sample containing homeopathic 291 

medicine prepared from the usual mother tincture (randomly selected) and diluted 292 

without ethanol. In the first study, the solutions with 5% ethanol added glycerol 293 

maintained an analytical signal (∆T) similar to solution without glycerol, demonstrating 294 

that there was no interference of glycerol in quantification of ethanol at these 295 

concentrations (Fig. 2). 296 

In the second study, the analysis of homeopathic medicine diluted without ethanol 297 

showed that matrix from the mother tincture is not detectable in the final product. In 298 

Fig. 3 it is possible to observe the analytical signal of the sample analysis without 299 

ethanol as solvent, through the enthalpogram generated by the camera software (time vs. 300 

reaction temperature graph). The, ΔT of the reactions was 5.89 and 5.92 °C for 301 

homeopathic medicine (without ethanol as solvent) and pure water, respectively, 302 

presenting no statistically significant difference (Student’s t-test). 303 

This way, the proposed method was considered selective for ethanol determination in 304 

homeopathic medicines, since no interferences of matrix present in the sample were 305 

detected. It is noteworthy that this method does not require sample preparation and even 306 

mother tinctures with more concentrated components did not present interference for 307 

efficient determination of the ethanol content. 308 

 309 

3.2.2. Linearity 310 

Calibration curves of two concentration ranges are presented in Figure 4. A linear 311 

response was observed in range 4 to 12% (Fig. 4A) and 30 to 55% (Fig. 4B) with good 312 
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coefficients of correlation (r = 0.999). According to ANOVA, the data showed 313 

significant linear regression and no linearity deviation. The linear range was adequate 314 

for this study, since comprises the concentration range of all productive process. 315 

 316 

3.2.3. Precision (Repeatability and Intermediate Precision) 317 

Precision was evaluated at two levels: (a) repeatability (intra-day, n=8) and (b) 318 

intermediate precision (inter-day, 2 days). Results were expressed as RSD of the 319 

measurement series (Table 3). For repeatability, samples with 5% ethanol showed RSD 320 

values of 2.34 and 2.28% and samples containing ≥30% ethanol showed RSD below 321 

1%. Samples with lower ethanol content showed higher RSD, but these values were 322 

considered in agree due to a substantially lower amount of analyte in the samples, 323 

compared to the others concentrations. The intermediate precision was evaluated 324 

performing a second study at the same conditions, using a homeopathic sample from 325 

each calibration curve, randomly selected. The sample Nux vômica (curve A – ethanol 326 

5%) obtained values of RSD of 2.28 and 2.73%, the Avena sativa (curve B - ethanol 327 

70%) showed values of 0.12 and 0.21% on days 1 and 2 respectively, demonstrating 328 

agreement between the two experiments independently of the analyst and day of 329 

analysis under identical conditions. An important fact that should be emphasized is that 330 

the proposed method presented deviations among the measures considerably smaller 331 

than presented by the conventional method, as found by Barin et al. [21], demonstrating 332 

the potential of the technique for the determination of ethanol in these samples. 333 

 334 

 3.2.4. Detection and Quantitation Limits 335 

Limits of detection (LOD,  ̅ + 3.3σ) and quantification (LOQ,  ̅ + 10σ) were calculated 336 

considering the mean and standard deviation of the blanks. For the curve A, values of 337 
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1.77% and 1.93% (v/v) of ethanol were obtained, respectively demonstrating that TIE 338 

can be applied in the quantification of ethanol in single dose homeopathic formulations, 339 

which normally present concentrations of 5.0% (v/v). As curve A showed a decreasing 340 

profile, it is also important to establish the maximum concentration detected, which was 341 

28.06% (v/v) ethanol. This value was obtained by the formula LOD = 3.3σ / S (where σ 342 

= the standard deviation of the blank replicates, S = the slope of the calibration curve),  343 

and considered a reasonable signal to differentiate the temperature rise from noise. 344 

Thus, to perform determination of ethanol in samples with alcohol content of 30.0% or 345 

above, curve 2 is indicated. For curve B, the values were 19.55% for LOD and 19.58% 346 

for LOQ, also presenting a sufficient LOQ value for quantification of ethanol in mother 347 

tinctures and finished homeopathic medicines, which must have an alcohol content of 348 

30.0% according to Brazilian Homeopathic Pharmacopoeia [3].  349 

 350 

3.2.5. Accuracy 351 

To evaluate the accuracy, the proposed method was compared with the conventional 352 

method (GC-FID) as showed in Table 4. Calculated Student’s t-value (1.56) was lower 353 

than the critical value of 1.98 (5% significance level), suggesting no difference between 354 

proposed and conventional methods. Thus, the TIE method proved to have good 355 

accuracy for quantification of ethanol in homeopathic medicines compared to GC-FID 356 

method. However, it’s worth pointing out that both methods showed worse % recovery 357 

(when compared to declared value) for samples with minor ethanol concentration. 358 

 359 

3.2.6. Robustness 360 

Robustness was investigated using the DoE approach, considering smaller variations of 361 

the conditions, to provide an indication of its reliability during routine use. The Fig. 5 362 
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shows the variations of the parameters evaluated and the RSD obtained. The results 363 

indicated that there was no relevant difference in the variations studied, since the values 364 

of RSD obtained did not exceed the value of 0.6% in the variation range considered for 365 

the study. Therefore, it can be concluded that the TIE method developed is robust in the 366 

ranges evaluated: total volume for 900 to 1100 µL (Fig. 5A), stirring speed for 150 to 367 

200 rpm (Fig. 5B) and dispensing rate from 0.46 to 0.57 mL s
-1

 (Fig. 5C). 368 

 369 

 370 

 371 

 372 

 373 

 374 

 375 

 376 

 377 

 378 

 379 

 380 

 381 

 382 

 383 

 384 

 385 

 386 

 387 
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4. CONCLUSION 388 

The proposed method proved be a promising tool for ethanol determination in 389 

homeopathic medicines and a good alternative for routine analysis, assisting in the 390 

quality control of these medicines. In addition, it presents low cost, quick analysis and 391 

agreement with the principles of green chemistry. 392 

 393 

 394 

 395 

 396 

 397 

 398 

 399 

 400 

 401 

 402 

 403 

 404 

 405 

 406 

 407 

 408 

 409 

 410 

 411 

 412 

 413 

 414 

 415 

 416 

 417 

 418 
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Table 1 - Homeophatic medicines samples. 419 

 420 

Samples Active substance Alcoholic content 

01 Matricaria chamomilla 
5% 02 Nux vômica 

03 Atropa belladona 
30% 04 Bryonia alba 

05 Arnica montana 
70% 06 Avena sativa 

07 Chelidonium majus 
95% 

08 Passiflora incarnata 

 421 

 422 

 423 

 424 

 425 

 426 

 427 

 428 

 429 

 430 

 431 

 432 

 433 

 434 

 435 

 436 

 437 

 438 

 439 

 440 

 441 

 442 

 443 
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Table 2 - Experimental planning for optimization of TIE method (n = 8). 444 

 445 

Test 
Total volume 

(µL) 

Stirring speed 

(rpm) 

Dispensing rate 

(mL s
-1

) 

01
a 950 175 0.50 

02 1540 175 0.50 

03 950 50 0.50 

04 950 300 0.50 

05
a 950 175 0.50 

06 600 250 0.41 

07 1300 100 0.41 

08 1300 250 0.41 

09 600 100 0.63 

10
a 950 175 0.50 

11 1300 250 0.63 

12 600 100 0.41 

13 600 250 0.63 

14 950 175 0.71 

15 360 175 0.50 

16 1300 100 0.63 

17 950 175 0.36 

18
a 950 175 0.50 

  a Average parameter 446 

 447 

 448 

 449 

 450 

 451 

 452 

 453 

 454 

 455 

 456 

 457 

 458 

 459 
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 460 

Fig. 1 - Response surfaces obtained from experimental design to study the 461 

influence of some parameters on TIE. A) Total volume vs. dispensing rate; B) 462 

Total volume vs. stirring speed; and C) Stirring speed vs. dispensing rate. 463 

 464 

 465 

 466 

 467 

 468 
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 469 

Fig. 2 - Analysis of ethanol solution 5% (v/v) added glycerol (1 to 5% v/v). 470 

 471 
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 490 

Fig. 3 - Enthalpogram generated from the analysis of homeopathic medicine 491 

without ethanol as solvent. 492 

 493 
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 506 

Fig. 4 - Calibration curves obtained using hydroalcoholic reference solutions: A) 507 

4–12% (v/v) ethanol range and B) 30–55% (v/v) ethanol. 508 

 509 
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 517 
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Table 3 - Precision (repeatability and intermediate precision) evaluated by RSD 519 

(%) of homeopathic medicines samples (n = 8) analyzed by TIE. 520 

 521 

Samples 
%RSD 

Day 1
a
 Day 2

b
 

Samples with 5% ethanol   

Matricaria camomila 2.34  

Nux vômica 2.28 2.73 

Samples with 30% ethanol   

Atropa beladona 0.10  

Bryonia alba 0.07  

Samples with 70% ethanol   

Arnica montana 0.15  

Avena sativa 0.12 0.21 

Samples with 95% ethanol   

Chelidonium majus 0.11  

Passiflora incarnata 0.28  

       a Repeatability 522 
       b Intermediate precision 523 

 524 

 525 

 526 
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 529 
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Table 4 - Ethanol content (%) in samples of homeopathic medicines (mean ± 543 

standard deviation) using TIE (n = 8) and GC-FID (n = 3) methods. 544 

 545 

Samples 

homeopathics 

Amount taken 

(% ethanol, v/v) 

Proposed method Conventional method 

Amount Found 

(% ethanol, v/v) 
% Found 

Amount Found 

(% ethanol, v/v) 
% Found 

Matricaria camomilla 5.0  5.98±0.22 119.66±4.33 5.52±0.18 110.32±3.63 

Nux vômica 5.0  6.15±0.14 123.02±2.89 5.37±0.24 107.34±4.65 

Atropa belladona 30.0 28.85±0.03 96.16±0.11 29.33±1.04 97.77±3.46 

Bryonia alba 30.0 28.88±0.03 96.25±0.10 29.27±2.30 97.57±7.67 

Arnica montana 70.0 67.26±0.05 96.09±0.15 68.41±1.84 97.73±2.63 

Avena sativa 70.0 68.02±0.04 97.17±0.12 68.80±1.12 98.28±1.61 

Chelidonium majus 95.0 95.01±0.05 100.02±0.10 94.42±2.15 99.39±2.26 

Passiflora incarnata 95.0 93.96±0.13 98.91±0.27 94.16±2.21 99.12±2.33 
     α = 0.05 546 

 547 

 548 

 549 
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 551 
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 568 

Fig. 5 - Parameters evaluated and %RSD obtained in the robustness test. 569 

 570 
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5. DISCUSSÃO GERAL 

 

A homeopatia é um ramo da medicina complementar e alternativa (CAM) que 

vem crescendo nas últimas décadas (KRIZOVA e BYMA, 2014). De acordo com o 

National Health Interview Survey (NHIS) realizado em 2012 nos Estados Unidos 

estimou-se que 5 milhões de adultos e 1 milhão de crianças usaram produtos 

homeopáticos no ano anterior, observando aumento gradativo comparado aos 

levantamentos anteriores (UNLU; KIRCA e OZDOGAN, 2017). No Brasil, a 

homeopatia faz parte do SUS desde 2006 e deve acompanhar este crescimento nos 

próximos anos, pois agências nacionais recentemente vêm buscando solidificar e 

ampliar a inserção da homeopatia na saúde pública (BRASIL, 2017). 

Deste modo, garantir o controle de qualidade dos medicamentos homeopáticos 

mostra-se importante e o emprego de técnicas simples e rápidas pode auxiliar neste 

processo, assegurando a qualidade destas formulações. A metodologia desenvolvida 

neste estudo visa quantificar o teor de etanol dos medicamentos homeopáticos líquidos, 

em todas as etapas de produção (tintura mãe, insumo ativo de estoque e produto final), 

visto que esta substância encontra-se presente em grandes concentrações (BRASIL, 

2011). 

A técnica proposta denominada TIE é baseada nos princípios da química verde e 

mostra-se promissora, pois além de dispensar reagentes tóxicos caracteriza-se por sua 

simplicidade e rapidez, não necessitando de preparo de amostra, como por exemplo, 

destilação, pesagens precisas ou altas diluições. Além disso, o volume de amostra 

utilizado é inferior a de outros métodos convencionais, evitando o processamento de 

grandes volumes no laboratório, com consequente redução da geração de resíduos 

(BARIN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017). 

Recentemente, a química verde vem sendo bastante requisitada, buscando 

auxiliar na redução dos problemas ambientais gerados pela emissão de poluentes 

nocivos (DINCER, 2012). A TIE mostrou-se de acordo com os princípios da química 

analítica verde, minimizando o impacto de tais análises no meio ambiente. Além disso, 

a TIE apresenta baixo custo e alto rendimento, possibilitando a análise de grande 

número de amostras em curto período de tempo. Segundo Oliveira et al., (2017) a TIE 

permitiu a análise de 480 amostras em 1h, o que não é alcançado com outros métodos 

analíticos.  
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Durante seu desenvolvimento, a técnica foi otimizada utilizando planejamento 

experimental (DoE) a fim de avaliar os parâmetros volume total, velocidade de agitação 

do agitador magnético e taxa de dispensação da pipeta multicanal, verificando sua 

influência nas medições e possibilitando ajustar estes parâmetros de maneira a fornecer 

resultados com desvios padrão relativos (RSD%) mais baixos. A robustez foi avaliada 

baseada no mesmo desenho, porém considerando variações mais restritas nas condições. 

Assim, o DoE mostrou ser uma ferramenta útil para otimização dos parâmetros e, 

simultaneamente, avaliação da robustez do método já que demonstra a região onde são 

obtidos os menores desvios, baseado no gráfico de superfícies de resposta. 

O método foi validado de acordo com ANVISA e INMETRO nos seguintes 

parâmetros: seletividade, linearidade, intervalo, precisão (repetibilidade e precisão 

intermediária), limite de detecção, limite de quantificação, exatidão e robustez. 

A linearidade do método foi estudada com duas faixas de concentração distintas, 

visto que para quantificação de etanol em concentrações abaixo de 25% (v/v) (curva A) 

utiliza-se etanol como reagente para obtenção do sinal analítico, por meio da reação de 

calor de diluição e para quantificação de etanol em concentrações acima de 25% (v/v) 

(curva B) utiliza-se água purificada como reagente, portanto, uma curva para cada perfil 

foi construída. 

O método proposto apresentou precisão baseado nos ensaios de repetibilidade e 

precisão intermediária. Cabe destacar que para as amostras com menor quantidade de 

etanol foram observados maiores valores de RSD, entretanto estes valores foram 

considerados adequados de acordo com a ampla faixa linear do método. Este aumento 

de desvio também foi observado na quantificação de etanol pelo método convencional. 

Por meio da comparação dos percentuais encontrados (em relação ao valor 

considerado verdadeiro, ou seja, o teor de etanol de amostras manipuladas 

especificamente para o estudo) foi possível constatar que não houve diferença 

significativa nos resultados obtidos (Teste T de Student). 

O documento ―Orientação sobre validação de métodos analíticos (DOQ-

CGCRE-008, 2010)‖ do INMETRO foi utilizado para avaliar os limites de detecção e 

quantificação, pois demonstrou ser mais adequado devido ao perfil decrescente da curva 

A. 

O método de TIE foi efetivo e uma boa alternativa para a determinação do teor 

de etanol de medicamentos homeopáticos em todas as etapas de produção (tinturas-mãe 
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– 95%; soluções de estoque – 70%; medicamento acabado em gotas – 30%; e 

medicamento acabado em dose única – 5%), simplificando as operações analíticas e 

facilitando sua utilização em análises de rotina, o que pode contribuir para o controle de 

qualidade destes medicamentos. 

 No entanto, esta técnica é bastante sensível à temperatura sendo imprescindível 

atingir o equilíbrio térmico entre a amostra e o reagente antes da reprodução da análise 

para obtenção de resultados corretos, devendo ser realizada preferencialmente em 

ambiente fechado, com temperatura controlada. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O método proposto foi otimizado e validado com sucesso, apresentando 

concordância com o método oficial para a determinação de etanol em medicamentos 

homeopáticos. A TIE mostrou-se uma ferramenta promissora e uma boa alternativa para 

análises de rotina, pois apresenta baixo custo, análises simples e rápidas e concordãncia 

com os princípios da química verde podendo ser facilmente empregada no controle de 

qualidade de medicamentos homeopáticos em todo seu processo de produção. 
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