Rev. Ciénc. farm., S3o Paulo
§:35-38, 1983.

CONTRIBUICAO AO DOSEAMENTO
DE ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDICOS EM
PREPARACOES FARMACEUTICAS. IV. METODO
FLUORIMETRICO DO 7-CLORO-4-NITROBENZO-2-OXA-
-1,3-DIAZOL (CLORETO DE NBD)*

Raul Cesar EVANGELISTA **
Elfrides Eva Scherman SCHAPOVAL ***

RESUMO: Os autores testaram em outros antibioticos aminoglicosidicos (amicacina, canamicina, es-
treptomicina, neomicina e sisomicina) uma adaptacdo de um método fluorimétrico de doseamento da genta-
micina, visando a anélise quantitativa desses principios ativos em preparagdes farmacéuticas (solucdo injeta-
vel, p6 para injetdvel e pomada). O método baseia-se na formagdo de compostos altamente fluorescentes de-
rivados da reagdo de aminas primarias e secundarias com o 7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol (cloreto de
NBD). Nio foram obtidos resultados satisfatérios, porque ndo foi possivel a constru¢do de curvas de calibra-
¢d0 com as caracteristicas necessérias, embora os antibioticos aminoglicosidicos estudados apresentem, teo-
ricamente, condi¢cdes de formarem compostos fluorescentes na reagdo com o cloreto de NBD.
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1. INTRODUCAO

O 7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-
diazol (cloreto de NBD) & um reagente fluo-
rigénico bastante estavel e especifico para
grupos amino.

A formacdo de compostos altamente
fluorescentes, derivados da rea¢do de aminas
primarias e secundarias com o cloreto de
NBD, primeiramente estudada por GHOSH
& WHITEHOUSE 3, fundamenta-se no des-
locamento do cloro do C-7 pelo grupo ami-
no, com produc¢io de acido cloridrico.

Todos os antibidticos aminoglicosidicos
mostram condi¢des estruturais para apresen-
tar tal rea¢do. Analogamente aos estudos de
VAN HOOF & HEYNDRICKX !0, em anfe-

taminas, e aos d¢ LAWRENCE & FREI 7,
em carbamatos, a rea¢do com o cloreto de
NBD envolveria os grupos amino dos anti-
biéticos aminoglicosidicos.

CAMPOS 2 obteve bons resultados pa-
ra o doseamento fluorimétrico da gentamici-
na (matéria-prima e em formas farmacéuti-
cas), através de sua adaptagdo ao método de
KABASAKALIAN et alii .

Neste trabalho, procurou-se estender a
outros antibidticos aminoglicosidicos a refe-
rida adaptacdo, visando o seu doseamento
em diversas preparacdes farmacéuticas, uma
vez que existem poucos métodos fisico-
quimicos oficiais3*? de doseamento de anti-
bidticos desse grupo.

* Parte do trabalho de dissertagfo apresentado para a obtencfio do grau de Mestre em Farmécia no Curso de P6s-Graduacio em Far-

macia da UFRGS — 90.000 — Porto Alegre — RS.

*¢ Departamento de FArmacos ¢ Medicamentos — Faculdade de Cigncias Farmacéuticas — UNESP — 14.800 — Araraquara — SP.
*** Departamento de Producio e Controle de Medicamentos — Faculdade de Farmacia — UFRGS — 90.000 — Porto Alegre — RS.
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Paralelamente, efetuou-se a avaliagdo
da atividade percentual das amostras, atra-
vés de método microbiol6gico de cilindros
em placas 4, para comparacdo dos resulta-
dos.

2. MATERIAL E METODOS

As concentragdes das solugdes dos pa-
drées e das amostras dos antibidticos em es-
tudo estdo expressas em quantidade da base
pura por volume, nos casos da amicacina,
canamicina e sisomicina, e em quantidade do
sulfato por volume, nos casos da estreptomi-
cina e neomicina.

2.1. Amostras

Foram utilizadas amostras comerciais
dos sulfatos de amicacina (solugdo injeta-
vel), canamicina (solu¢do injetavel), estrep-
tomicina (p6 para injetavel) e sisomicina (so-
lucdo injetavel). Fez-se uso, também, de po-
mada de neomicina, preparada por BAP-
TISTA !, segundo a seguinte composi¢do:
sulfato de neomicina 0,05 g; polietilenogli-
c01 4000 4,14 g e polietilenoglicol 400 5,81 g.
Destas amostras foram preparadas solucoes
aquosas na concentra¢dao de 40 mg/ml.

2.2. Padrées

Foram utilizadas solu¢des aquosas dos
padrdes dos antibidticos em estudo na con-
centragdo de 40 mg/ml.

2.3. Placas Suporte

Foram utilizadas placas de vidro, de
20 cm de lado, cobertas com uma camada de
silica gel G 60 de 250 u de espessura.

2.4. Revelador

Foi preparada uma solu¢do de cloreto
de NBD em metanol 99,5% p.a., na concen-
tragdo de 0,25 mg/ml, conservando-se em
refrigerador.

2.5. Ensaio
Amostra e padrio foram aplicados, por

meio de seringa Hamilton, nas placas de sili-

36

ca gel. Para cada determinac¢do, o padrdo foi
aplicado em volumes de 0,5, 1,5 e 2,5 ul,
correspondentes a 20, 60 e 100 ug do antibio-
tico aminoglicosidico na forma da base livre
ou de sulfato, e a amostra, em triplicata, em
volumes de 1,5 ul, ou seja, teoricamente, 60
ug do antibiotico em base livre ou sulfato.
Cada placa permitiu obter seis determina-
¢Oes, através de seis séries de aplicagdes. Em
seguida, a placa foi seca a 120°C, por 10 mi-
nutos, resfriada, nebulizada, do modo mais
uniforme possivel, com o revelador, seca no-
vamente a 120°C por 10 minutos, deixada
resfriar e observada sob luz ultra-violeta. As
manchas, de colora¢do amarelada no visivel
e com fluorescéncia verde ao ultra-violeta,
foram raspadas para tubos de ensgio secos,
agitadas com 5 ml de etanol absoluto p.a. e
duas gotas de acido cloridrico fumegante
p.a. As suspensdes foram centrifugadas a
3000 rpm por S5 minutos, em centrifugador
Excelsa 2 - Fanem modelo 205 N. Os sobre-
nadantes foram transferidos, quantitativa-
mente, para baldes bolumétricos de 25 ml, €
os residuos lavados novamente com 5 ml de
etanol absoluto p.a. e duas gotas de acido
cloridrico fumegante p.a. Apds nova centri-
fugacdo, nas mesmas condi¢des, os sobrena-
dantes foram colocados nos respectivos ba-
16es volumeétricos, completando-se o volume
com etanol absoluto p.a. Utilizou-se, como
branco, o sobrenadante obtido da raspagem
da silica de fundo, eluida e trabalhada nas
mesmas condi¢des do padrdo e da amostra.
A porcentagem de fluorescéncia transmitida
pelas solugdes foi determinada em fotofluo-
rometro Coleman modelo 12C, utilizando-se
cubetas Perkin-Elmer de 19 x 105mm e os fil-
tros primario e secundario pré-selecionados
para cada caso. O padrdo mais concentrado
foi ajustado para 80% de transmissdo de
fluorescéncia, seguindo-se as leituras das ou-
tras solu¢des, dos padrdes, das amostras e
do branco. Subtraiu-se, de todas as leituras
obtidas, o valor encontrado para o branco
correspondente.

- 2.6. Selegdo do Par de Filtros Apropriados

Preparou-se uma série de solugdes
aquosas do padrao do antibidtico em ensaio,
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nas concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ¢ 2,5
mg/ml. Colocaram-se no aparelho um filtro
primario e um filtro secundario, e ajustou-se
em 100% a leitura da transmissdo de fluores-
céncia do padrio mais concentrado.
Mediram-se as leituras das outras solu¢des,
incluindo a de um branco. Plotaram-se os re-
sultados numa curva de calibragdo.
Removeu-se o filtro primario e colocou-se
outro. Sem qualquer alteracdo no aparelho,
repetiram-se as operagdes de medicdo da
transmissdo de fluorescéncia de todas as so-
lu¢des da série mais o branco. Plotaram-se
os resultados. Repetiu-se a opera¢do com to-
dos os filtros primarios que acompanhavam
o fotofluordmetro. Dos resultados obtidos,
selecionou-se o filtro primario que produziu
a maxima inclina¢do da curva e a menor lei-
tura para o branco. Substituiu-se o filtro se-
cundario por outro, repetiram-se as opera-
¢Oes e plotaram-se os resultados. Todos os
filtros secundarios que acompanhavam o
aparelho foram usados. O conjunto de fil-
tros adequado foi selecionado com base na
linearidade e inclinacdo da curva de calibra-
¢ao e na fluorescéncia minima do branco.

3. RESULTADOS

Para o calculo da concentragdo percen-
tual de amicacina, canamicina, estreptomici-
na, neomicina ou sisomicina, elaborou-se, a
cada determinacgdo, uma curva com Os trés
valores relativos aos padroes, colocando-se a
porcentagem de fluorescéncia transmitida no
eixo das ordenadas e a j uantidade de anti-
bi6tico aminoglicosidico, em ug, no eixo das
abcissas. Interpolou-se na curva padrdo a
média dos trés valores encontrados para a
amostra, determinando-se, deste modo, a
quantidade percentual de antibi6otico em ca-
da amostra.

Nio foram obtidos resultados satisfato-
rios com nenhum dos antibidticos estuda-
dos, porque nio foram obtidas curvas de ca-
libragdo com as caracteristicas necessarias e,
especialmente, todas as leituras dos brancos,
em todos os ensaios, mostraram valores mui-
to altos, em relagdo as leituras dos padrdes e
das amostras.

4. DISCUSSAO

No presente trabalho, a falta de infor-
macdes sobre os espectros de excitagdo e de
emissdo dos complexos fluorescentes dos an-
tibidticos em estudo orientou a metodologia
a selecdo, por tentativas, dos filtros primario
e secundario adequados para cada caso.

Esgotando-se todas as combinagoes
possiveis entre os filtros disponiveis,
verificou-se que nenhum conjunto de filtros
era adequado para o ensaio, pois ndo foi
possivel obter-se curvas de calibragdo com
inclinacgdo e linearidade adequadas, nem lei-
turas baixas dos brancos.

Pensando-se na possibilidade de altera-
¢do do reagente, testou-se uma amostra de
gentamicina e foram obtidos resultados sa-
tisfatorios, coerentes com as pesquisas de
CAMPOS2.

Naturalmente, ha que se pesquisar mo-
dificacdes na técnica, para cada caso es-

‘pecifico, uma vez que é sabido que diversos

fatores tém influéncia no fendmeno da fluo-
rescéncia.

Assim, o aumento da temperatura e a
diminui¢do da viscosidade do solvente, por
exemplo, causam uma queda da eficiéncia
quﬁgltica da maioria das espécies fluorescen-
tes.

Além disso, o pH deve ser o mais conve-
niente para o desenvolvimento do sistema
fluorescente, pois numa estreita faixa de pH
observa-se variagcdo no comportamento fluo-
rescente das substincias. Uma simples modi-
ficagdo estrutural, como a adi¢do ou perda
de um proéton, causada por uma varia¢do do
pH, pode diminuir, ou até destruir, a fluo-
rescéncia8.

No presente trabalho, ndo se pensou em
introduzir modifica¢des no método original,
uma vez que o objetivo era testar a técnica
adaptada por CAMPOS? para o método de
KABASAKALIAN et alif® nos antibiodticos
estudados.

As unicas modificacdes efetuadas
relacionavam-se a propriedades inerentes a
cada um dos antibiodticos ensaiados, como,
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por exemplo, seus espectros de excitacdo e de
emissdo de fluorescéncia, traduzidos, na
pratica, pelo par de filtros especificos.

5. CONCLUSOES

Observando-se o desenvolvimento da
técnica e os resultados obtidos, concluiu-se
que:

1 — Naiao é possivel o doseamento dos
antibiéticos aminoglicosidicos amicacina,
canamicina, estreptomicina, neomicina e si-

somicina, matérias-primas ou em prepara-
¢bes farmacéuticas, pelo método da CAM-
POS?, adaptado de KABASAKALIAN et
alif®;

2 — Podem ser experimentadas modi-
ficagdes no referido método, para possibili-
tar sua utiliza¢do no doseamento dos antibo-
ticos estudados; e

3 — Existe a possibilidade da utiliza-
¢do do método fluorimétrico com o cloreto
de NBD para o doseamento de outros anti-
bi6ticos aminoglicosidicos.

EVANGELISTA, R. C. & SCHAPOVAL, E. E. S. — Contribution to the quantitative determination of
aminoglycosidic antibiotics in pharmaceutical preparations. 1V. 7-chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-
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ABSTRACT: The authors tested an adaptation of a gentamicin fluorimetric assay method to other ami-
noglycosidic antibiotics (amikacin, kanamycin, streptomycin, neomycin, and sisomicin) in order to perform
the quantitative analysis of these active principles in pharmaceutical preparations (injectable solutions, pow-
der for injection, and ointment). The method is based on the formation of highly fluorescet compounds de-
rivated from the reaction between primary or secondary amines and 7-chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole
(NBD chloride). Satisfactory results were not obtained, because it was impossible to draw calibration curves
with the necessary characteristics, although the aminoglycosidic antibiotics studied show, theoretically, con-
ditions to form fluorescent compounds in the reaction with NBD chloride.

KEY-WORDS: Aminoglycosidic antibiotics; fluorimetric method; NBD chloride.
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