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INTRODUCAO

Seguindo a ovienlagdo que tem sido dada aos lrabalhos de inves-
tigagdo vealizados mo Centro de Estudos Bio-Galénicos da FEscola
de Farmdcia da Universidade de Cotmbra — padronizagdo de mélo-
dos analiticos com vista a sua aplicacdo a especialidades farma-
céuticas — pensdmos, inicialmente, orientar a nossa dissertagdo de
doutoramento no sentido da andlise de antibidlicos com inleresse
terapéutico, produzidos por microorganismos do género Strepto-
myces.

No decorrer dos anos de 1959 e 1960 ao efectuarmos trabalhos
de {nvestigacio neste dominio analitico, verificdmos que, em face dos
intimeros problemas a resolver, tal finalidade teria de ser conseguida,
escalonadamente, para cada grupo de antibidticos afins, pelo que,
durante o nosso estdgio no Laboratirio de Andlise Quimica e Micro-
quimica da Universidade de Genebra, nos dedicdmos & dosagem dos
antibidticos — Estreptomicina e Di-hidro-estreptomicina.

Deste modo, aproveitando a experiéncia adquirida no Centro
de Polarografia, anexo ao referido Laboratério de Andlise Quimica
e Microquimica, pudemos estabelecer métodos de dosagem polarogri-
fica para a estreptomicina e di-hidvo-estreptomicing, os quais pos-



suindo wma sensibilidade limite de dosagem comparduvel & dos mélo-
dos microbioligicos, oferecem sobre estes a vantagem de wma maior
precisdo, rapidez ¢ simplicidade.

Tendo em conta que nem lodos os laboratovios estio em condi-
cdes de possuir wm polardgrafo de sensibilidade apropriada a este
tipo de dosagem, procurdmos na segunda parle do presente trabalho,
estudar um mélodo de cardcter mais geral, capaz de ser aplicado na
andlise de especialidades farmacéuticas contendo misturas desses dois
antibicticos.

Denlro deste critévio, elabordmos wm processo de dosagem, em
que os antibidticos sdo separados, numa primeira fase, por croma-
lografia ow eleclroforese em papel, e, depois, determinados por téc-
nica microbioldgica.

Antes de terminarmos esta introducdo é-nos imensamenie grato
exprimir todo o nosso reconhecimento a quantos contribuiram, divecta



ow indivectamente, para a elaboragdo deste trabalho. Sentimos, no
entanto, o dever de agradecer em particular:

A Fundagdo Calouste Gulbenkian a bolsa de estudo que nos
conceden durante o nosso estdgio na Escola de Quimica da Uni-
versidade de Genebra,

Ao Ex.» Senhor Prof. Dr. DENNY MONNIER, da Escola de
Quéimica da Universidade de Genebra, ndo so todo o interesse que
mostrou ao ovientar este trabalho mas também os conselhos ¢ inci-

tamentos que sempre nos dispensou.

Ao Ex." Senhor Prof. ANDRE MIRIMANOFF, Director da Escola
de Farmdcia da Universidade de Genebra, a amizade com que nos

distinguiu ¢ as facilidades que nos proporcionou.

Aos Ex.m= Senhores Profs. Drs. JosE RaAMOS BANDEIRA,
Aroisio FErRNaANDES CosTA e JosE BAeTA CARDOSO DO VALE,

o tnteresse que lhes merecen este trabalho, bem como as factlidades



e as solugdes encontradas no sentido de ser assegurada a regéncia
das aulas prdticas que nos estavam distribuidas, quando da nossa
permanéncia em (renebra,

Ao Ex. Senhor Dy. ANTONIO PinHO DE BROJO ¢ @ Ex." Se-
nhora Dy D. MARIA SERPA DOS SANTOS, 0 auxilio prestado na
revisdo deste trabalho. Ao primeivo, queremos ainda agradecer as
preciosas sugesties que nos deu.

Aos Laboratérios Diamant — Franga, Griinenthal — Alemanha,
Hoecht — Alemanha, Merck —U. S. A., Novo—Dinamarca ¢ Phizer
—U. S. A., os anlibidticos e as especialidades farmacéuticas que
puseram a nossa disposigdo, divectamente ow por intermédio dos
seus representantes na Swiga,



Consideracées gerais sobre estreptomicina
e di-hidro-estreptomicina

Em contraste com a descoberta acidental da penicilina, a
estreptomicina resultou de uma longa e persistente pesquisa no
sentido da descoberta de antibidticos com actividade sobre bacté-
rias gram-negativas, jd que a penicilina se revelou activa essencial-
mente sobre gérmens gram-positivos.

Nos primeiros anos da I Guerra Mundial o Doutor SELMAN
WaAKSMAN e seus colaboradores, estudaram muitos microorga-
nismos do solo, em especial os actinomicetes ('), tendo reconhe-
cido que este grupo de gérmens era capaz de produzir grande
nimero de antibidticos (*%). Tste facto foi, posteriormente,
bem comprovado pela série de antibidticos isolados — actinomi-
cina, estreptotricina, clavicina, etc.

No ano de 1944, WaksMAN ¢ col. (*) conseguiram obter, a
partir de culturas de um microorganismo do solo, o Streptonyces
griseus — classsificado, anteriormente, como Actinomyces— um
concentrado impuro dotado de actividade em relagio aos gérmens
gram-negativos, ao qual deram o nome de Estreptomicina. Ao
contririo de muitos antibi6ticos descobertos até entdo, que apre-
sentavam, quase sempre, uma acgio bastante tdxica, a estrepto-
micina revelou a par de uma marcada actividade antimicrobiana,
uma toxicidade relativamente baixa. Ainda nesse ano, se verificou
ser este antibiotico activo sobre muitas bactérias patogénicas,
incluindo o Mycobacterium tuberculosis, nao sé in vitro como in
vivo (9.

Os trabalhos de investigagio (% ¥) sobre a estrutura quimica
da estreptomicina conduziram & sintese da di-hidro-estreptomi-
cina, anunciada quase simultAneamente por PECK, HOFFHINE e
FoLKERS (7) e, Bartz ¢ col. (%), mediante a hidrogenacdo catali-
tica da molécula da estreptomicina.

A preparagio da estreptomicina estd protegida por inumeras
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patentes, incluindo a primeira de WAKSMAN ¢ SHATZ pedida em
Fevereiro de 1945 (%), e explorada comercialmente pela Merck
& Co. Imc., em Elkton, Virginia. A experiéncia adquirida com a
penicilina mostron a impraticabilidade comercial da técnica de
cultura & superficie e dai o preferir-se a cultura submersa, em
grandes fermentadores,

As fases de fabrico da estreptomicina consistem, como para
todos os antibidticos obtidos bio-sintéticamente, na fermentacio,
extracgdo e purificacdo.

O primeiro passo para a producido da estreptomicina decorre
no laboratério ao qual compete obter uma grande quantidade
de esporos préprios para a produgdo de culturas de S. griseus.
Partem de uma cultura em gelose deste microorganismo, conser-
vada ao abrigo do ar e da luz, & temperatura de 4°, da qual
fazem uma sementeira em frascos de Roux contendo um meio
apropriado para uma esporulagio activa.

Obtidas as suspensdes de esporos, passam a multiplicagio do
micélio, de inicio em baldes contendo o meio de cultura que ¢
devidamente agitado e, em seguida, transferido para tanques de
repicagem, de algumas centenas de litros, também designados por
germinadores, ¢ destes para fermentadores cuja capacidade ¢ ja
da ordem de dezenas de milhares de litros ().

A quantidade de estreptomicina produzida é condicionada nio
s pela estirpe de S. grisews, como também pela composicio do
meio de cultura. Além do extracto de carne e do «Corn-Steep-
-Liquor» mostraram-se muito convenientes para a fermentacio
submersa outras fontes de azoto, como a peptona, o autolisado
de levedura, a farinha de soja, a caseina, a farinha de sementes
de algoddo, etc. e as respectivas combinagdes (= ). Como
fontes energéticas podem utilizar-se a glicose, a fructose, o amido
e também a glicerina. Vdrios glicerideos, a banha ¢ o dleo de
soja, podem servir com idéntica finalidade (- %),

A concentragio em fosfato deve ser escolhida de tal modo
que durante o crescimento do micélio este elemento desapareca
do caldo de alimentagio e apenas ressurja na autdlise. Se ele
estiver presente durante toda a fermentacdo, obtém-se um bom
crescimento do micélio, mas a produgdo da estreptomicina dimi-
nui (1%) ; cabe, a propésito, referir que as estirpes de S. griseus B-178
e L-5-1 s6 se desenvolvem apreciavelmente em presenca de fosfa-
tos soluveis. O fésforo sob forma insoltivel, tal como a fitina e o
fosfato de célcio, origina um crescimento limitado, diminuindo a
producio de estreptomicina. Concentrados de extractos de milho
a 0,25 por cento proporcionam maiores concentracoes de antibié-
tico. Em meios complexos a concentragio 6ptima de fosfato deve



estar compreendida entre 4,5 e 11,5 mg por cento, dependendo o
consumo do fosfatidio dos componentes do meio de cultura ('7).
Elementos inorganicos em quantidades infimas, devem também
ser adicionados aos meios de fermentacdo, particularmente aos de
origem sintética.

Durante a fermentagdo, mantém-se a temperatura entre 250
a 300, devendo-se controlar a administracio da quantidade de
ar estéril.  Se necessirio, poder-se-4 juntar um produto anti-
-espumante isento de propriedades téxicas. O tempo da fermen-
tacio principal ¢, conforme a estirpe e o meio de cultura, de 4
a 5 dias.

Embora a quantidade de estreptomicina produzida nao dimi-
nua com a contaminagio bacteriana, no entanto, a filtragio de um
caldo de fermentacio contaminado e a extrac¢io do antibidtico
deste sio bastante dificultadas. O maior problema, contudo,
reside nos bacteriéfagos, cuja contaminagio ¢ dificil de combater,
podendo mesmo atingir as culturas subsequentes. Todavia, tlti-
mamente, foram obtidas estirpes resistentes & fagocitose pelos bac-
teri6fagos (*%1).

Atingida a concentragio dptima da estreptomicina nos fer-
mentadores, o desenvolvimento da cultura é suspenso, proceden-
do-se, em seguida, 2 extracgdo do antibidtico e, finalmente, & sua
purificacao.

Assim, separa-se, em primeiro lugar, o micélio do caldo de
fermentagdo, extraindo-se, depois, o antibidtico do filtrado por
processos de adsorgio. Para esse efeito usam-se modernamente,
as resinas permutadoras de ides, em substituigdo dos processos
iniciais que empregavam o carvido activado. A estreptomicina
podera ser extraida dos eluatos, concentrando estes e precipi-
tando-a pela adicdo de acetona ou dec cloreto de célcio, que
neste caso originara o sal duplo de estreptomicina-cloreto de
calcio.

Nos processos de purificacdo recorre-se, novamente, aos méto-
dos de adsor¢do e a formacgdo do sal duplo. Numerosas patentes
indicam também diversos agentes oxidantes capazes de eliminar
substancias toxicas, pirogénicas e outras de comportamento seme-
lhante A histamina, que podem acompanhar a estreptomicina.
Na fase final da purificacio, o antibiético ¢ dissolvido asséptica-
mente em 4gua apirogénica, seguindo-se uma passagem por ultra-
filtro para eliminar qualquer microorganismo e, por fim, secagem
por liofilizagdo.

A estreptomicina foi, na verdade, o primeiro medicamento
que actuou decisivamente no tratamento da meningite tuber-
culosa e na tuberculose pulmonar. No entanto, quando adminis-
trada em altas doses, e por tempo aprecidvel, revela uma certa
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toxicidade sobre o sistema nervoso, que se manifesta, sobretudo,
por perturbagdes no sentido do equilibrio, e, em menor escala,
sobre o aparelho auditivo.,

Na esperanca de se obterem derivados da estreptomicina
menos  toxicos foram estudados numerosos compostos entre os
quais a di-hidro-estreptomicina. Este antibiético é produzido,
comercialmente, por hidrogenacdo catalitica de uma solucdo de
cloridrato ou de sulfato de estreptomicina, ou ainda de uma
solu¢do contendo o complexo cristalino cloreto de calcio-estrepto-
micina, usando hidrogénio & pressio de 1 a 4 atmosferas e em
presenca de 6xido de platina, como catalisador (™ % 2 1), Nes-
tas condigdes, sio fixados, no grupo aldeidico da molécula da
estreptomicina, dois dtomos de hidrogénio, resultando um pro-
duto ligeiramente mais estdvel que a substincia original (% & 9).
Se a hidrogenagdo é conduzida sobre o sal duplo de cloreto de
célcio e estreptomicina, uma vez que a di-hidro-estreptomicina
nio forma complexos com o cloreto de célcio, este serd removido
apos hidrogenagdo. Partindo de um cloridrato de estreptomicina
pura, bastard retirar o catalisador por filtracio e proceder a lio-
filizacio para se obter o cloridrato de di-hidro-estreptomicina.

A di-hidro-estreptomicina tem o mesmo grau de actividade
anti-bacteriana que a estreptomicina, embora, por vezes, seja
menos activa sobre alguns microorganismos gram-negativos.
E certo que ela se mostra menos prejudicial para o nervo vesti-
bular, mas em contrapartida, actua mais acentuadamente sobre
o ouvido provocando perturbagdes irreversiveis.

Verifica-se, contudo, que a estreptomicina ¢ ainda uma arma
de eleigio no combate a certas formas de tuberculose, no qual o
aparecimento rdpido de gérmens resistentes pode ser evitado por
associagdo com o dcido p-amino-salicilico ou com a hidrazida do
dacido nicotinico. Queremos ainda referir duas das suas indica-
¢des mais interessantes, ou seja, na preparagio pré-operatéria e
na disseminagdo bacilar post-operatéria.

Além da tuberculose, a estreptomicina é 1itil no tratamento
da peste (em associagdo com a sulfadiazina), nas infeccoes provo-
cadas pelo Profeus vulgaris e pelo Streptobacillus moniliformes e na
endocardite sub-aguda devida ao Streptococcus faecalis (em asso-
ciagdo com a penicilina).

Recorre-se ainda a estreptomicina no combate a intmeras
infecgdes provocadas por estirpes estreptomicino-sensiveis e tor-
nadas resistentes aos outros antibidticos disponiveis, normalmente
considerados como preferiveis & estreptomicina,



PROPRIEDADES QUIMICAS E CONSTITUICAO

A estreptomicina ¢ uma substancia branca, de caracter forte-
mente bdsico, que forma sais neutros ao fixar trés radicais dcidos.
I extremamente soltivel na dgua, tanto sob a forma livre, como sob
a forma de sais de dcidos minerais, sendo muito pouco solivel ou
mesmo insoluvel nos solventes orginicos usuais. Nio tem grupos
aminicos livres, mas apresenta a reacgio de SAKAGUCHI devida
aos grupos guanidinicos, podendo ser hidrolisada quer pelos dcidos
quer pelas bases. Enquanto que a maior parte das reacgdes qui-
micas cenduzem a uma inactivagio da estreptomicina, a hidro-
genacio da um produto bioldgicamente activo. Nio se consegue
destrui-la por qualquer sistema enzimatico ou bioldgico (%?).

O antibidtico reage com numerosos reagentes carbonilicos,
devido ao grupo aldeidico livre, destacando-se, como de maior
interesse, a formacdo de oximas e de semicarbazonas (*).

Os sais de estreptomicina, no estado seco e a temperatura
normal, sdo estaveis por mais de um ano (*4), mas a temperatu-
ras elevadas inactivam-se rapidamente,

As solugdes dos sais de estreptomicina retém a sua actividade
por algumas semanas a temperatura ambiente, entre pH 4 a 7,
podendo, no entanto, aparecer levemente coradas. Todavia, se
forem conservadas em cémara frigorifica, a sua actividade man-
tém-se, pelo menos, por trés meses. Temperaturas elevadas, 4ci-
dos e bases fortes causam perda da sua poténcia (%9).

De um trabalho de REGNA, WASSELLE e SALOMON (%) sobre
a estabilidade da estreptomicina & acciio do calor e, da forca
i6nica do meio, compilamos os resultados agrupados no Quadro 1.
Conclui-se, deste estudo, que a estreptomicina em solugio se
mantém estavel cerca de dois meses, quando conservada a uma
temperatura inferior a 20° e a um pH entre 3 a 7, enquanto
que a temperatura de 28° a sua actividade é reduzida a metade
em 45 dias se o pH for de 8,6, em 12 dias a pH 9,5 ¢ em
4 dias a pH 0,8; a 95° e a pH 5,5 bastam 37 horas para redu-
zir a sua actividade de 50 por cento.

Solugdes do antibiético tamponadas a pH compreendido
entre 6 a 8 e, mantidas a temperatura de 10° sio estiveis por
tempo ndo inferior a trés meses (*%). Um aquecimento a 70° por
meia hora nfo produz aprecidvel perda de actividade (3" %%).

A decomposigio hidrolitica pelos dcidos opera varias cisdes
na molécula, com formagdo de produtos facilmente cristalisiveis,
cujo estudo permitiu o conhecimento da estrutura da estreptomi-
cina. O aquecimento em meio alcalino produz, além de outros



produtos de cisdo, o maltol (**). A oxida¢do pela dgua de bromo
origina o 4cido estreptomicinico, substincia damorfa biologicamente
inactiva (%).

QUADRO I

Tempo necessario para inactivar 50 por cento de estreptomicina pura
[seg. REGNA e col, (*4)]

Temperaturas empregues
Valores de 2
pil TN R ﬁ'*| R R T i e
70 | 280 0o 950
[ | kBl
0,8 1.200 horas ’ 110 horas 8 horas —
1,7 estavel i 1.500 » 90 » —
b
27 estavel | estdvel 900 » -
5,5 estdvel i estdvel 4,600 » 37 horas
|
8,6 estdvel . 1.100 horas | 50 » —
9,5 3.300 horas : e i 16 » —
11,2 2 ! e ‘ ez e
| |

Consideram-se como inibidores da actividade do antibiético
0s catides magnésio e cdlcio, bem com os anies nitrato, lactato,
fosfato, cloreto, citrato, e tartarato (*). O mesmo sucede com a
glucose (%), o ido cianeto (*) e os agentes oxidantes, tais como o
permanganato de potdssio, dcido nitrico, metaperiodato de potds-
sio e 4cido clérico (3); a cisteina, o formiato de sédio e o tiossul-
fato de sdédio originam também uma inactivacio total ou parcial,
podendo a perda de actividade provocada pela cisteina desapa-
recer pela adigdo de iodo (22 %),

A estreptomicina forma um sal duplo cristalino com o cloreto
de célcio () e sais cristalinos com diversos acidos inorgénicos,
alguns dos qua‘s usados na terapéutica (o cloridrato e o sulfato).
Dos sais de 4acidos orginicos cita-se com interesse terapéutico o
pantotenato, servindo o heliantato e o picrato apenas para a
purificacdo laboratorial do antibidtico (%),

Este antibidtico origina com muitos compostos organicos
complexos pouco soluveis, indicando-se como substincias pos-
suindo essa propriedade o tanino, albumina, 4cido desoxi-ribo-




nucleico, timolnucleoproteina, cefalina, acido oleico, dcido palmi-
tico e lecitina (%9).

O conhecimento da estrutura e configuragio da estreptomicina
deve-se, principalmente, aos trabalhos de FoLKERS, WINTERSTEI-
NER, CARTER ¢ WOLFROM e seus colaboradores, trabalhos que
estdo condensados em excelentes artigos de revisdo (1442 4),

Indica-se na figura 7 a férmula de estrutura da estreptomicina,
assim como os elementos constituitivos que podem ser obtidos por
conveniente hidrdlise acida (* 1% 1), compostos que se encon-
tram unidos, na molécula do antibiotico, por ligacoes glucosi-
dicas (%),

A di-hidro-estreptomicina difere quimicamente da estrepto-
micina por ter um grupo alcodlico em substitui¢do do grupo aldei-
dico livre presente na parte da molécula denominada estreptose.

HN NH, OH HN NH,

A | N S
€ CH C
| s |
NH —CH CH——NH
I |
HO.CH CH @) CH
/ =
\éH | H-C CH
[ O | L =]
OH ‘ OHC—C—O0OH CH;—-HN-C-H
| |
Beboptidina GG T T
CH, HO-—-C—H
|
Estreptose ——FFC—H
|
CH,OI
N-Metil-glucosamina
Estreptobiosamina
Fig. 1

IFérmula de estrutura da estreptomicina base

Este antibidtico ¢ mais estdvel que a estreptomicina, parti-
cularmente aos solutos alcalinos. Nao ¢ alterado pela cisteina,
nem pelos reagentes carbonilicos e nio forma maltol quando aque-
cido com os dlcalis (7 % 4% 80),



METODOS DE DOSAGEM

Sdo dois, fundamentalmente, os tipos de processos indicados
na dosagem destes antibidticos: processos microbioldgicos e pro-
cessos fisico-quimicos. Os primeiros baseiam-se na determinagio
da actividade antibacteriana do antibidtico sobre um gérmen esco-
Ihido como padrio. Os processos fisico-quimicos sdo usados de
preferéncia quando se pretenda uma dosagem rdpida ou se deseje
determinar a actividade do antibidtico em presenca de outros, nos
€asos em e nio se possa usar o processo microbioldgico.

a) Processos microbioldgicos

A actividade do antibiético pode ser apreciada por dois
métodos: num, o grau de inibiq&o do antibidtico é medido recor-
rendo-se a uma cultura do gérmen-teste em meio solido (método
por difusio em gelose), noutro, utiliza-se um meio liquido (método
de diluigio ou turbidimétrico).

Embora, inicialmente, outros microorganismos padroes tenham
sido propostos para a domgem destes antibidticos, presentemente
as Farmacopeias e diversos métodos oficiais como os promulgados
pela seccdao 507 da «Federal Food, Drug and Cosmetic Act» empre-
gam, exclusivamente, Bactllus subtilis para a técnica de difusdo
em placa de gelose e Klebsiella pnewmoniae para a téenica turbi-
dimétrica.

A estreptomicina oferece a particularidade de ser bastante
sensivel as varia¢des de pH dos meios de cultura onde é doseada.
Assim, determinada respectivamente a pH 7,0 e a pH 7,8 obtém-se
diferencas de actividade da ordem dos 30 por cento. Em relacio
ao difmetro das zonas de inibicdo, o método de escavagio-placa,
executado com estirpe de B. subtilis, antige um maximo de sen-
sibilidade a pH 8,5. Segundo Loo e col. (%), esse maximo de
sensibilidade seria a pH 7.9 4 0,1, valor este que garante
melhores condigﬁes de estabilidade ao antibidtico. Outros inves-
tigadores (*! 7 ™) depressa confirmaram estas observagdes, ten-
do-se, por isso, adoptado quer no método de diluicdo quer no
método do cilindro-placa, o emprego de meios tamponados entre
Sl 7,6 ¢ 80,

Todos os Autores estdo de acordo quanto 4 influéncia da com-
posicio do meio de cultura e da concentragio do inoculum na
obtengido de resultados reprodutiveis. Este problema foi tratado,
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pormenorizadamente, por Loo e col. () e também por May,
VOUREKA e FLEMING (3) que demonstraram bem a importincia
daqueles factores.

1 — Mé&todo turbidimétrico

A primeira «unidade de actividade» proposta para a estrep-
tomicina foi expressa pela quantidade capaz de impedir o cresci-
mento de uma estirpe de Bacferiwm coli em caldo de cultura.
Nestas condicoes, o método turbidimétrico apresentava uma pre-
cisio de - 15 por cento (¥). DonNovick e col. (55) conseguiram
mais tarde uma precisdo da ordem de 10,3 por cento, empregando
B. friedlinder. O método, que, finalmente, fol padronizado, uti-
liza como microorganismo Klebsiella pneumoniae atcc 10031, visto
ter-se observado ser este o gérmen mais sensivel, possuindo a dosa-
gem, nestas condi¢dbes, uma precisio de cerca de 10 por cento.

Dos métodos microbioldgicos verificou-se ser o método turbi-
dimétrico o mais preciso e menos sujeito a variacoes de ordem
bioldgica. No entanto, para se atingir tal precisio ¢ indispen-
savel usar um elevado numero de tubos, o que torna o método
mais trabalhoso e demorado que o do cilindro-placa. Um outro
inconveniente do método turbidimétrico reside no facto de néo
poder ser utilizado na dosagem da estreptomicina e da di-hidro-
-estreptomicina no sangue e em outros liquidos biolégicos, assim
como em certas formas farmacéuticas. Deve-se este facto quer a
presenca de certos produtos capazes de inibir ou estimular o cres-
cimento do gérmen-teste, quer a existéncia de substancias coradas
ou que originem turvacdes, umas e outras susceptiveis de inter-
ferir na luz transmitida.

2 — Métodos de difusdo

Tanto no método de escavagio-placa, como no de cilindro-
-placa, se utilizou, inicialmente, o microorganismo-teste Bacterium
coli; contudo, depressa se verificou ser possivel obter melhores
resultados em presenga de estirpes sensiveis de Bacillus subi-
liS 24, 51, 52 *

(O método do cilindro-placa ¢ o proposto na maioria das Far-
macopeias, podendo-se seguir qualquer dos dois processos que
transcrevemos do suplemento a 2.2 edigao da IV Farmacopeia Por-
tuguesa.

I — Preparam-se duas solugdes do padrdo em concentragdes indica-
das para cada caso e do mesmo modo solugdes da amostra a
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ensaiar, que presumivelmente tenham a mesma actividade das
diluiges do padrdo. Utilizam-se quatro placas, cada uma com
quatro cilindros dispostos nos vértices de um quadrado com 6 cm
de diagonal. Em cada dois cilindros alternados, da mesma placa,
langa-se no primeiro a solugdo do padrdo na concentragio maior
e no segundo a de concentragdo menor. Nos outros cilindros ver-
tem-se pela mesma ordem as solugdes da amostra a ensaiar. As
placas sdo colocadas na estufa a 32-35° durante 16 a 18 horas.
Medidos os didimetros das zonas de inibi¢Ao do padrio e da amos-
tra, pode calcular-se a actividade do antibidtico desta e, por méto-
dos estatfsticos adequados, a exactidio do ensaio. A percentagem
de actividade antibidtica da amostra ¢ dada pela seguinte férmula:

X = antilog. (2 - f’gfi%;—:—ggt ;; X log d)

sendo:

A e a, médias dos didmetros das zonas de inibi¢io obtidas
com a amostra do antibidtico a ensaiar, respectiva-
mente nas concentragdes maior e menor.

S e s, médias dos didmetros das zonas de inibi¢io obtidas
com o padriio, respectivamente, nas concentragdes
maior e menor.

d, relagdo das concentragdes maior e menor.

IT — Preparam-se diversas solugdes do padrio em concentracdes con-

venientes. Utilizando placas com seis cilindros, distribui-se,
alternadamente, em trés deles e em cada grupo de trés placas, cada
uma das diversas solugdes, & excepgio da concentragio mediana
que ¢ distribuida nos restantes cilindros e em todos os grupos.
As placas sdo colocadas na estufa a 32-35°¢ durante 16 a 18 horas
e medem-se os didmetros das zonas de inibigio. Em cada grupo
de trés placas determinam-se as medidas dos didmetros corres-
pondentes a cada uma das concentragdes. Calcula-se a média de
todas as medidas correspondente a4 concentragio mediana ¢ em
relagiio a este valor corrigem-se os niimeros encontrados para as
diferentes concentragdes conforme a seguir se descrimina., Assim,
se a média geral dos didmetros de concentragio média for M (em
milimetros) ¢ a média dos didmetros da mesma concentragio em
determinado grupo for M,, corrige-se a média dos diAmetros A4,
do referido grupo, pela seguinte expressio:

M, (corvigido) = M, + (M — M,)

Com os valores corrigidos deste modo, constréi-se um gra-
fico, que ¢é a curva-padrdo.

Para determinar a actividade antibidtica da amostra a ensaiar
prepara-se a soluc¢do do padrdo em concentragio conveniente e
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outra idéntica da amostra por estimativa. Distribui-se alternada-
mente cada uma das solucBes em trés cilindros de cada placa de
um grupo de trés placas. Medidos os didmetros das zonas de
inibicio depois de incubagio na estufa, calcula-se a média dos
valores encontrados para o padrdo ¢ para a amostra a ensaiar.

Corrigido o valor encontrado para a amostra (M,), tomando
como valor de M o que serviu para a constru¢io da curve-padrio
e com M, a média obtida no ensaio com o padrio, calcula-se a
concentracio da amostra por leitura directa da mesma curva.

Finalmente, queremos referir ao método que emprega, em
vez de cilindros, discos de papel de filtro de porosidade conve-
niente, impregnados de antibidtico.

Com fins qualitativos ¢ este método muito usado em andlises
de aplicacio & clinica, na determinagiio do chamado antibiograma.
No entanto o método dos discos de papel tem sido também
empregue na dosagem de novos antibidticos, substituindo o
método do cilindro-placa. Numerosas referéncias se encontram
na literatura sobre a aplicagio deste método com fins analiticos (**
67, 58, 5%, 60, 61, 62) © que, quando devidamente executado, conduz a
resultados satisfatorios.

b) Métodos fisico-quimicos

Um dos métodos fisico-quimicos mais antigos deve-se a
observagio feita por SCHENCK e SPIELMAN (%) de que a estrepto-
micina em meio alcalino origina maltol. Esta substincia tem
um maximo de absorcio caracteristico em solugéio dcida ou alcalina.
BOXER e col. (%) determinaram a estreptomicina, fazendo reagir o
maltol com o cloreto férrico e medindo, a 350 my, a coloragdo ver-
melho ptrpura, obtida. Com o reagente fendlico de FoLIN e C10-
CALTEAU (%), a reacgio torna-se mais sensivel, o que permite dosear,
como limite inferior, 50 ug/ml de estreptomicina. Dado que os solu-
tos injectdveis deste antibi6tico contém substancias estabilizadoras
e conservadoras (bissulfito, fenol, etc.), capazes de interferir na
coloracdo, ¢ preferivel medir o maltol, que se formou, espectro-
fotomeétricamente, no ultravioleta em 325mp. Como a di-hidro-
-estreptomicina ndo pode formar maltol, esta reacgio ¢ especifica
para a estreptomicina, podendo, por isso, dosear-se este antibid-
tico mesmo em presenca da di-hidro-estreptomicina. Por este
motivo, as Farmacopeias indicam este processo para a dosagem
da estreptomicina em preparagoes que a contenham em conjunto
com a di-hidro-estreptomicina. Esta reacgdo do maltol permite
a dosagem da estreptomicina nio s6 em produtos puros como
também em liquidos biolégicos, e em caldos de cultura. Em
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amostras puras, pode ser determinado o maltol directamente sem
ser necessaria a separacgio deste, enquanto que, em presenca de
uma estreptomicina impura, essa separa¢ao deve ser realizada,
recorrendo-se a4 sua extracgdo por solventes orginicos (cloro-
férmio), ou a destilacdo por corrente de vapor (% 7 ) MaRrs-
HALL e col. (**) estudaram, principalmente, a reaccio do maltol
na dosagem da estreptomicina na urina. Por estes Autores foi
também estudado um método que se baseia na reacgio do grupo
aldeidico da estreptomicina com a semicarbazida [4-(4-p-cloro-
-fenilazo)-1-naftol]-semicarbazida, cujo derivado formado é dosed-
vel colorimetricamente. Para a determinagdo da estreptomicina
no sangue, BOXER e JELINER (%) estudaram um método idéntico
no qual empregam como reagente a 9-hidrazino-acridina.

O método do maltol foi ainda modificado por FERRARI (71),
o qual, servindo-se de uma aparelhagem de certo modo compli-
cada, de principios idénticos & que aplicou para a dosagem da
penicilina, permitiu a dosagem da estreptomicina em caldos de
cultura.

Além do método do maltol, a estreptomicina pode ser doseada
pelo método proposto por DELABY e STEPHAN (*%), que se funda-
menta no processo utilizado por BouGouLT e GRoss (73) para a
determinagio dos aldeidos orginicos pelo reagente de NESSLER
Esse método apenas permite, em determinadas condigdes, a dosa-
gem da estreptomicina e seus sais, ¢ ndo a da di-hidro-estrepto-
micina e seus derivados. O reagente de NESSLER é reduzido, a frio,
a mercirio metdlico pela estreptomicina, reducio que se passa
rapidamente em presenga de iodeto de potdssio. A di-hidro-
-estreptomicina reduz esse reagente nas mesmas condicdes, mas
apenas até ao estado de mercirio mercuroso, e s6 por aqueciaento
0 processo de redugido continuaria. Assim, temos um método
simples e rapido, que na auséncia de substancias redutoras, nos
indica a presenca de estreptomicina. Se a amostra for de di-hidro-
-estreptomicina ndo se obtém precipitado pela adi¢do do reagente
de NEssLER e de iodeto de potdssio. Deste modo, a estreptomi-
cina pode ser doseada mesmo em presenca da di-hidro-estrepto-
micina, pois a quantidade de merctrio metélico formado é pro-
porcional 4 quantidade de estreptomicina presente. Na prética,
esta dosagem ¢ efectuada iodométricamente, juntando-se uma
quantidade conhecida de solugdo de iodo em meio 4cido ao mer-
ctrio metalico formado e doseando o excesso de iodo com solu-
cdo de tiossulfato de sédio.

DEeLABY e STEPHAN (7?) também estudaram um outro processo
de oxidagio baseado nas experiéncias de FLEURY ¢ LANGE (") em
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que utilizam o 4cido periédico, como agente oxidante. Ja em 1928
MALAPRADE descobriu a possibilidade de o 4cido periddico oxidar
as substincias glicdlicas e o interesse da sua aplicagdo no campo
analitico, mas s6 com os trabalhos de FLEURY e LANGE esta téc-
nica foi desenvolvida convenientemente. DELABY e STEPHAN 86
depois de estudarem as condigdes 6ptimas de reaccdo, nas quais
tem um papel primordial a temperatura, o tempo ¢ a forca
iénica do meio, puderam tornar o processo de oxidagdo repro-
dutivel. Recorre-se, também aqui a técnica iodométrica, na qual
o acido periédico nio consumido na oxidagio da estreptomicina
¢ reduzido por um excesso de arsenito de potdssio, doseando-se
depois o arsenito nio consumido por solucdo de iodo.

Para a dosagem da di-hidro-estreptomicina, foram estudados
métodos em que se faz a oxidagdo periédica do antibiético e a
subsequente dosagem colorimétrica do formaldeido libertado.
GARLOCK e GROVE (™) escolheram como meio oxidante o perio-
dato de sédio enquanto que CoLox e col. (") utilizaram o dcido
periodico. Em ambos os casos, o formaldeido libertado é desti-
lado por corrente de vapor e recebido numa solugdo de bissulfito
de sédio, sendo, depois, determinado colorimétricamente pelo dcido
cromotrépico. A necessidade de uma destilagio cuidadosa foj evi-
tada por VAIL e BrICKER ("7) que eliminam os dcidos periddico
e i6dico por precipitacio destes com solucdo de acetato de chumbo.
Este método tem side usado em combinagio com o método de
maltol, tendo em vista a andlise de misturas de sais de estrepto-
micina.

Além dos métodos, que envolvem a oxidacdo periddica, refe-
ridos para a di-hidro-estreptomicina, este antibidtico pode ser
ainda determinado pelo processo espectrofotométrico de Hiscox (7).
Baseia-se este processo no facto da di-hidro-estreptomicina, apds
hidrolise dcida a quente, apresentar nm mdaximo de absor¢io
a 265 mp, enquanto que a estreptomicina mostra um maximo
em 245 mp. e outro em 315 mp.. Dai a estreptomicina ndo inter-
ferir, a ndo ser que esteja presente em grandes quantidades.
Como a di-hidro-estreptomicina comercial ndo deve ter mais de 3
por cento de estreptomicina, essa quantidade ndo exerce qual-
quer influéncia neste método. No que se refere a comodidade,
especificidade e precisdo, este processo espectrofotométrico é,
certamente o método de escolha para a dosagem da di-hidro-
estreptomicina em amostras puras, contendo pelo menos, 0,2 mg
de antibidtico.

Num outro grupo de métodos colorimétricos, a dosagem é
baseada na presenca de estreptidina ou de N-metil-glucosamina
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na molécula de ambos os antibidticos. SULLIVAN e Hipmur (%)
estudaram um método de dosagem para a estreptomicina que se
fundamerita na existéncia de estreptidina na sua molécula. Mais
tarde, MonNasTERO (3") aplicon essa téenica 4 determinagio da
di-hidro-estreptomicina. O processo ¢ caracterizado pelo apare-
cimento de uma coloracgio vermelho-alaranjada quando se adiciona
uma solucdo alcalina de nitroprussiato de sdédio e de ferricianeto
de potdssio a solugdes diluidas de estreptomicina e de di-hidro-
-estreptomicina. A cor ¢ proporcional a concentragio dos anti-
bidticos, tendo um maximo de absor¢io em 490 mu. Como a
formacdo da cor é atribuida a estreptidina, a reac¢do ¢ positiva
quer o antibidtico se encontre intacto ou tenha sofrido uma
decomposicdo em que se liberte estreptidina. Isto constituird uma
desvantagem do método, visto ndo haver possibilidade de dosear
a estreptidina num ensaio em branco. Esta existe contudo, nas
solugdes, em pequena concentracdo, devido a sua fraca solubili-
dade na dgua. A presenca de metanol, assim como a existéncia
de cloreto de sddio ou de sulfato de sédio, em quantidades supe-
riores a 0,5 por cento, interferem no método por reduzirem a
intensidade da colora¢do formada.

Com o fim de evitar a acgdo prejudicial dos sais e do meta-
nol sobre o método do nitroprussiato, SZAFIR e BENNETT (M), e
outros investigadores estabeleceram métodos de dosagem para a
estreptomicina, baseando-se na existéncia de grupos guanidinicos
na sua molécula. Também ALBANASE e IFRANKSTON (%2) bem
como VICENT e Brycoo (%) estudaram o emprego da reaccio de
SAKAGUCHI (%) a dosagem da estreptomicina e da di-hidro-estrep-
tomicina, tendo os primeiros Autores usado, para esse efeito, o
hipoclorito e os segundos, o hipobromito. SaracucHr (%) e
outros (%), aplicaram a reacgio, que tomou o nome do referido
Autor, & dosagem da arginina, tendo TiBaLDI (*7) modificado esse
método para a determinagdo da estreptomicina e di-hidro-estrepto-
micina no soro e em urinas normais e patoldgicas. O processo
proposto por TrROUGHT (®) para as aminas aromadticas satisfaz
igualmente para a dosagem da di-hidro-estreptomicina; contudo,
como no método do nitroprussiato, faz-se também sentir a inter-
feréncia dos sais.

Pouco tempo apés a descoberta da estreptomicina Scupi,
BoxER e JELINER (%) verificaram que este antibidtico dd uma
coloracdo idéntica a da glucosamina pela reaccdo de Ernson-Mor-
GAN (). Embora a substituicdo, no reagente, do carbonato de
sédio pelo hidréxido de sodio viesse tornar a reac¢do menos sen-
sivel para a glucosamina, este método sé poderd ser aplicado a
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amostras puras de estreptomicina. O método ¢ ignalmente apli-
cavel a di-hidro-estreptomicina, sendo, no entanto, de, menor
sensibilidade a intensidade de coloracdo, pois esta ¢ 1/24 da inten-
sidade obtida com igual quantidade de estreptomicina.

O método de dosagem introduzido por Scupi e col. foi modi-
ficado por KamaTta () empregando o carbonato de sddio proposto
inicialmente, mas favorecendo a libertagdo do CO, formado.
O processo, no entanto, é trabalhoso ¢ demorado,

Se bem que aplicdvel a estreptomicina, o processo de Scupi
e col. ndo satisfaz para a di-hidro-estreptomicina tendo WE1ss (%2)
estudado para este antibidtico, um método colorimétrico que ¢
especifico para a di-hidro-estreptomicina mesmo em presenga da
estreptomicina. Fervendo-se uma solucao de di-hidro-estreptomi-
cina, que previamente foi hidrolisada por um dcido, com a-naftol
em meio fortemente alcalino, obtém-se uma coloracio vermelha.
O referido Autor, ao estudar o comportamento de misturas de
antibidticos, verificou que a colora¢do vermelha apenas se obtinha
nas misturas que contivessem di-hidro-estreptomicina. Observou,
também, que os produtos de decomposi¢io da di-hidro-estrepto-
micina (estreptidina, estreptose e N-metil-glucosamina) ndo rea-
gem, nas condi¢des do ensaio, com o z-naftol. Apenas um produto
de reducdo da estreptomicina— a di-hidro-desoxi-estreptomicina—
origina coloracio vermelha, mas de menor intensidade (cerca
de 10 por cento inferior em relagiao 4 da di-hidro-estreptomicina).

A Farmacopeia Francesa de 1949 inscreve um processo acidi-
métrico que é aplicivel tanto ao sulfato de estreptomicina como
ao de di-hidro-estreptomicina. Partindo de um dado volume de
solucdo de qualquer destes antibidticos, titula-se como hidréxido
de sodio em presenca de timolftaleina. Este processo ¢ o proposto
também pelo suplemento a 2. edicio da IV Farmacopeia Portu-
guesa na dosagem destes antibiticos. MAcHEK (*%), recentemente,
aplicou, com bons resultados, este método & estreptomicina em
presenca da penicilina.

Voer (") descreve um método potenciométrico para a dosa-
gem de «reinekatos» destes dois antibitticos, que sdo obtidos
segundo a técnica descrita por FRIED e WINTERSTEINER (%),

Um método rdpido para a dosagem da estreptomicina e di-
-hidro-estreptomicina foi descrito por NATARATAN e TAvAL (%) o
qual se baseia no método de VINCENT e BRYGoo (83), atrds des-
crito.
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Finalmente, mencionaremos o método proposto por Viara (%7)
em que se doseia o azoto proveniente da molécula da estrepto-
micina ou da di-hidro-estreptomicina, por processo manométrico.
Esse azoto resulta da parte da molécula do antibidtico corres-

pondente 4 estreptodina e, por esse motivo, o método sé poderd
ser aplicado a amostras de elevado grau de pureza.

Dentro ainda da presente classe de métodos de dosagem da
estreptomicina e antibidticos afins, deveremos referir-nos aos que
recorrem a conhecida técnica polarografica. Na verdade, diversos
estudos tém sido realizados sobre a aplicacao desta técnica na
determinacio da estreptomicina, os quais, embora relativamente
antigos, ndo deixam de oferecer interessantes perspectivas, como
consequéncia do incremento que a polarografia tem tomado nos
ultimos dez ancs. De resto, a referéncia a tais estudos torna-se
tanto mais oportuna quanto é certo terem constituido ponto de
partida para a elaboragio do método proposto neste trabalho
para a dosagem da estreptomicina, método esse que veio tam-
bém a beneficiar das notdveis possibilidades criadas pelo emprego
de polardgrafos de maior sensibilidade.

O primeiro método polarogrifico descrito para a estreptomi-
cina deve-se a LEVY e col. (*8) que dosearam este antibitico em
amostras contendo mais de 200 ug/ml. A amostra a polarografar
deveria estar convenientemente purificada, uma vez que alguns
dos compostos existentes nos meios de cultura podem interferir
no método polarogrifico. Indicaram como electrélito de suporte
a solucdo de hidroxido de tetrametilamoénio a 39, de pH 13,6-
-13.8, tendo-se verificado boa concordincia entre o método pola-
rografico e o microbioldgico. Em 25 amostras contendo 70 a
800 ug/ml de cstreptomicina observaram um desvio mdximo
de 4 6 por cento em relagdo aos dois métodos.

BRICKER e VAIL (%) demonstraram, mais tarde, que o com-
portamento pola-ografico deste antibiético em fungdo da concen-
tracio hidrogenidnica do meio ¢ andlogo ao do formaldeido, dando
outros pormenores do mecanismo de redugdo da estreptomicina.
Estes mesmos investigadores concluiram nio ser possivel distin-
guir polarograficamente a manosido-estreptomicina da estrepto-
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micina, visto a reducdio se operar a potenciais de semi-onda
idénticos.

Para a dosagem deste antibidtico outros electrélitos tém sido
propostos, tais como a solugio de metanol a 90/, contendo 17,
de cloreto de litio, citada por HEUSER e col. (1%) e, a solugio de
hidréxido de sédio normal ().

Logo apds a descoberta da estreptomicina, KuEHL e col. (1%)
e também PECK ¢ col. (7) observaram que tanto a estreptomicina
como a di-hidro-estreptomicina davam sais insoliveis com coran-
tes aniénmicos. A capacidade de reducdo polarografica destes
corantes tornou possivel a dosagem dos citados antibidticos deter-
minando polarograficamente o excesso de corante nio consumido
na precipitacio do antibiético. CoNN e NOrMAN (1%%) observaram
o comportamento de 70 corantes azdicos, tendo chegado a con-
clusido de que o corante obtido por condensagdo do dcido I-naf-
tol-4-sulfénico com a p-rosanilina diazotada, ¢ dos mais conve-
nientes para este tipo de reaccio. Estes Autores empregaram
como electrélito-suporte um tampio de citrato de trietancla-
mina de pH 2,8, usando um padrdo interno, uma vez que a for-
magio do precipitado corante-antibiético nio ¢é estequiomdtrica.

Embora a cromatografia e a electroforese em papel nio
tenham sido empregues, directamente, como métodos de dosa-
gem da estreptomicina ¢ da di-hidro-estreptomicina, tém servido,
contudo, para a separagdo e identificacdo destes antibidticos em
misturas mais ou menos complexas.

Tendo em conta a orientagio dada & segunda parte do nosso
trabalho—dosagem de sais de estreptomicina e de di-hidro-estrep-
tomicina empregando como processo separativo a cromatografia
e a electroforese — justifica-se, plenamente, uma revisiao bastante
pormenorizada das diferentes técnicas usadas para estes antibio-
ticos, na qual se fard também a descrigdo dos métodos de reve-
lagdo das respectivas manchas.

Processos cromatogrdficos

Como resultado légico da divulgacdo e simplicidade técnica
da cromatografia em papel, como método de andlise qualitativa
e como processo auxiliar na analise quantitativa, cedo se verifi-

2
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cou o seu emprego na separagio e identificacdo da estreptomicina
e da di-hidro-estreptomicina.

A separacio e caracterizagdo da estreptomicina pode ser
facilmente executada pelo método proposto por HorNE e Por-
LARD ('), Estes Autores praticam a técnica cromatografica ascen-
dente em tiras de papel WHATMAN 1.2 2 de 12mm de largura,
usando como desenvolvente a solucio de cloreto de aménio a 3
por cento. Nestas condigdes, a estreptomicina apresenta um Rf
que varia entre 0,80 e 0,86, sendo a revelagio das manchas feita
quer por via quimica quer por via microbioldgica.

A revelagao por via quimica baseia-se na reaccio de SAKA-
GucHl para a identificacdo dos grupos guanidinicos, sendo exe-
cutada pela seguinte técnica:

A tira de papel sofre uma pulverizagio com solucido de hidréxido
de sddio N/2 e imediatamente uma segunda pulverizacdo com solugio
alcoolica de e-naftol a 0,25 9 ; apds dois minutos de contacto, segue-se
uma pulverizagdo com dgua de Javel. As manchas de estreptomicina
coram de vermelho-vivo, coloragio esta que ¢ bastante fugaz.

Na revelagio por técnica microbioldgica, processo que apre-
senta um cardcter mais geral, o cromatograma ¢ posto em con-
tacto com uma placa de gelosa semeada com gérmen sensivel,
observando-se, apés incubagdo, as zonas de inibigdo correspon-
dentes as manchas do antibiético no cromatograma. HORNE e
PorLrLArD utilizaram para esta revelagdo tinas do tipo corrente,
com dimensdes adequadas ao comprimento dos cromatogramas a
revelar, nas quais ¢ vertida uma primeira camada de meio de
cultura com a seguinte composicio:

(I EaliTTe o PR A T TR . e 1g
Extracto de levedura. ., . . oo o ns 3g
Eentotas® S o S o e s Ba g 10 ¢
EEIECERD W e A e Gt St 8 15 ¢
Apnasdestilada, |, v 2 n e 1000 9!

Sobre esta gelosa de base adicionam uma segunda camada
constituida pelo mesmo meio de cultura, no qual foi incorporada
quantidade apropriada de suspensio de esporos de B. subtilis.
Preparadas assim as tinas, aplicam os cromatogramas, deixando-os
em contacto com a gelosa por 15 minutos. Apds esse tempo de
actuacdo, necessirio para se dar a difusio do antibidtico, as tiras
sdo retiradas e as tinas colocadas na estufa a 37° durante uma
noite. Finalmente, as zonas de inibi¢do que se formam sido dese-
nhadas, a transparéncia, em papel vegetal. '
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Salientam os Autores a 6ptima qualidade dos autobiogramas,
que se pode considerar superior, mesmo, 2 obtida nos cromato-
gramas revelados por via quimica, para o que contribui a dife-
renca de sensibilidade dos dois tipos de revelagdo: enquanto que
pelo reagente de SAKAGUCHI apenas ¢ possivel revelar 2 a 3 yg de
estreptomicina, na revelagdo microbioldgica é suficiente a presenca
de 0,2 a 0,4 4g de antibidtico.

Uma vez que o método de HorNE e POLLARD ndo permite a
separacao de misturas de estreptomicina, manosido-estreptomi-
cina e respectivos derivados hidrogenados, WINSTEN ¢ EIGEN (198
procuraram fazé-lo recorrendo aos seguintes desenvolventes:

— Colidina com 2 por cento de piperidina.

— Lutidina com 2 por cento de piperidina.

— Mistura de n-butanol saturado com dgua e de piperidina (98 vol./
/2 vol.) adicionada de 2 por cento de dcido p-tolueno-sulfonico
mono-hidratado, apresentando um p7f final de 10,7.

Com o primeiro desenvolvente conseguem obter a separagdo
dos antibidticos, mas com um tempo de desenvolvimento excessi-
vamente longo (2 a 3 semanas). Quanto ao desenvolvente a base
de lutidina verificaram nio permitir a separacido da estreptomi-
cina B (manosido-estreptomicina). Ja com o terceiro desenvol-
venle separam perfeitamente as estreptomicinas e os seus deri-
vados hidrogenados, embora com um tempo de desenvolvimento
ndo inferior a 48 horas.

Estes Autores nio fazem referéncia a qualquer revelacdo por
via quimica, empregando em todos os casos a revelagdo microbio-
légica, que no entanto, difere da praticada por HORNE e POLLARD,
pois, além de uma prévia lavagem com éter anidro, os cromato-
gramas sao colocados por 5 minutos sobre placas de gelosa ino-
culadas com Staphylococcus aureus.

Um outro trabalho cromatogrifico que interessa focar é o de
PETERSON e REINEKE ('"), realizade com a finalidade de se veri-
ficar a influéncia de varios sais na separagdo cromatografica de
antibidticos existentes em filtrados de culturas de S. griseus.
Estes Autores, modificando as condigdes gerais do processo cro-
matografico descrito por Titus e FRIED ('%7), para a separagdo da
manosido-estreptomicina da estreptomicina, usaram como desen-
volvente #n-butanol saturado de &gua, contendo 29, de écido
p-tolueno-sulfénico, mono-hidratado, no estudo cromatografico de
misturas constituidas por estreptomicina, di-hidro-estreptomicina
¢ neomicina. Utilizaram para qualquer destes antibi6ticos a reve-
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lagio microbiolégica, empregando como microorganismo-teste o
B. subtilis. Colocam os cromatogramas, depois de secos, por
8 minutos sobre a superficie do meio de cultura contido em cai-
xas de «Pyrex» de 32x 48 ¢m (*). Depois desse tempo de contacto,
os cromatogramas sdo retirados e as placas incubadas a 37° por
15 horas. As zonas de inibi¢do formadas sdo depois fotografadas
segundo a técnica de DRAKE (1%8): emprego de luz polarizada
para iluminar as tinas que, por sua vez, estio colocadas sobre
uma superficie negra inactiva.

A separacdo da estreptomicina de antibidticos de estrutura
proxima, produzidos, também, por Streptomyces (neomicina, estrep-
tolina, estreptotricina) foi igualmente realizada, em boas condi-
¢Oes (199), pela técnica cromatografica descrita por PETERSON e
REINECKE (195).

Finalmente, queremos referir-nos a um processo original des-
crito por ISHIDA e col. (V'?) capaz de separar o grupo das estrep-
totricinas da estreptomicina. A particularidade desta técnica cro-
matografica reside no facto de o desemvolvente possuir na sua
composi¢do um agente precipitante dos antibiéticos. Com essa
finalidade, escolheram a heliantina, apresentando o desenvolvente
a seguinte composicdo:

e ERbh e Todleme e S e e 40 mi
L T ) s e W Mt 10 mi
Apmaidestilada, o« i v m o SERG T
Heliantina . o« o v e e b ety 1,5¢

Operam por técnica ascendente, recorrendo a tiras de papel
de filtro de 115 ¢m, sendo o tempo de desenvolvimento bastante
curto (120 minutos). Apoés secagem, a tira apresenta o aspecto
tipico de uma andlise capilar da heliantina. A revelagio dos cro-
matogramas em gelosa semeada de B. subfilis mostra que a estrep-
tomicina, tal como sucede com a heliantina, possue um Rf de 0,6,

(*) A preparagdo das caixas de ¢Pyrex» a usar na revelagdo micro-
bioldgica foi efectuada deste modo:

Langaram primeiro 200 m: de uma gelosa Difco prépria para a dosa-
gem da estreptomicina e, depois da sua solidificagio, 100 s/ do mesmo melio,
ao qual adicionaram 1,0 ml de suspensdo de esporos de B. subtilis, prévia-
mente ajustada a uma concentragio de 5 x 1010 esporos por m/.

As placas, depois de cobertas, devem ser conservadas a 4° até ao
momento de serem utilizadas. Acontece que, nestas condigdes se formam
gotas, por condensagiio, na superficie interior das tampas e que devem ser
retiradas na altura em que os electroforegramas sio postos a revelar.
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enquanto que a estreptotricina fica no ponto de aplicacdo ou se
desloca para um valor de Rf= 0,3, conforme pertence ao tipo 1T
ou ao tipo I. No decorrer da cromatografia, ter-se-iam formado
heliantatos cujas solubilidades no desenvolvente indicado seriam
diferentes para cada antibidtico.

Processos electroforéticos

Um dos primeiros trabalhos de aplicagdo da electroforese em
papel ao estudo da estreptomicina e outras substincias com ela
relacionadas, que nos aparece descrito na literatura da especia-
lidade, deve-se a Foster e AsuTon ('1). Estes Autores mostra-
ram ser possivel separar a’ estreptomicina, a manosido-estrepto-
micina e outras substincias afins por electroforese em papel.
Usaram técnica semelhante 3 empregue por Hosova e col. (M%) e
por King e DoEry (%) no estudo de novos antibidticos a partir
de caldos de fermentacdo. O sistema electroforético baseia-se no
dispositivo de KUNKEL e Tiserius (), que ¢ constituido pelo
conjunto seguinte: dois vasos que contém o electrélito (tinas de
«Pyrex» de 1/ x27x%5,5 cm), em cada um dos quais estd colocado
um eléctrodo de grafite pura com chumbo platinado (20x2,5x
% 0,5 em), e por um par de laminas de vidro fino (28x 58,5 cm )
dispostas horizontalmente sobre os vasos contendo o electrélito,
laminas essas que servem de suporte e cobertura ao papel de
filiro. A electroforese foi efectuada em papel de filtro WHATMAN
n.0 31, usando-se como electrdlito o tampdo de acetato de pH 5
(700 ml de acetato de sédio 0,2 M adicionados de 300 sl de acido
acético 0,2 M), mantendo-se a passagem de corrente por 16 horas
ao potencial de 300 wolis.

Para a determinagio das mobilidades das substincias sepa-
radas recorreram a férmula

em que representam:

d — a distAncia em ¢m entre o ponto de aplicagio do antibidtico e o
centro da mancha.
| — o comprimento do papel em cin.
V — a média das voltagens inicial e final.
t — o tempo de migragdo em segundos.
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Os resultados obtidos por estes Autores estio transcritos no
Quadro II, ndo tendo sido corrigidas as mobilidades eloctroforé-
ticas do efeito electrosmético, por se ter verificado ser desprezivel
esse efeito com uma substincia ndo ionizével (glicose) para o
tampdo e papel empregues no ensaio electroforético.

QUADRO II

Mobilidades electroforéticas da estreptomicina e de outras
substancias afins, seg. FosTeER e AsHTON ('11)

Substéncia | Mabilidades — u 3¢ 1075
e | Lok
Estreptomicina | 22,5
Manosido-estieptomicina i 19,5
Estreptotricina : 24,0
Estreptidina ‘ 24,9
Estreptamina ; 6,3

A revelagdo dos electroforegramas ¢ feita quer por técnica
microbiolégica segundo o processo atris referido de WINSTEN e
EIGEN (%), quer por via quimica, empregando um dos seguintes
reagentes de coloracio:

1 — O reagente de diacetilo, que, actuando sobre os grupos guanidi-
nicos, ¢ formado pela mistura em partes iguais de uma solugio
aquosa de diacetilo a 0,1 por cento, de uma solugdo de hidréxido
de potdssio a 20 por cento e de uma solucdo alcodlica de g-naftol
a 2,5 por cento.

Apo6s pulverizagio e passados poucos minutos, aparece, i
temperatura ambiente, uma coloragio carmim brilhante se esti-
verem presentes, pelo menos, 5 ug de antibiético.

2 — O reagente de nafto-resorcinol, proposto por PARTRIDGE (115) para
a identifica¢iio de gliicidos, ¢ mais sensivel para a estreptomicina
que o reagente de diacetilo,

O electroforegrama, depois de seco, é pulverizado com o rea-
gente (0,5 ¢ de nafto-resorcinol dissolvido em 225 ml de etanol
¢ acidificado com 25 mi de dcidn ortofostérico concentrado) e, em
seguida, colocado na estuta por 1 a 2 minutos, até que a coloragdo
de fundo seja fracamente rosada. As manchas correspondentes a
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estreptomicina ¢ a di-hidro-estreptomicina sdo levemente verme-
lhas para concentragdes da ordem dos 20 «g. No entanto, a
reacgiio torna-se muito sensivel para os sais de estreptomicina,
cujas manchas sio fluorescentes a luz ultravioleta, podendo reve-
lar-se como limite inferior, quantidades compreendidas entre 1
e 5 ug. Os derivados da di-hidro-estreptomicina nio sdo fluores-
centes, mas absorvem no ultravioleta, pelo que poderdo ser tam-
bém identificados em baixas concentragdes.

.3 — Finalmente, refcrem-se ao processo de coloragio baseado na conhe-
cida reacgio de Erson ¢ Morcan (%) : o electroforegrama, depois
. de. seco, é pulverizado com solugio A (5 ml de solugio alcoolica
de hidréxido de potdssio a 50 por cento sdo misturados no momento
do emprego com. 100 m! de acetil-acetona a 1 por cento em n-buta-
nol) e aquecido na estufa a 100° por 5 minutos. Apos arrefeci-
mento, é de novo borrifado com sclugio B (0,5 ¢ de p-dimetil-
-amino-benzaldeido dissolvido na quantidade minima de etanol.
acidificado com 15 #! de dcido cloridrico concentrado e ao qual
se juntam 90 ml de w-butanol). Tormam-se manchas roseas
depois de aquecimento a 1000, por 2 minutos. Este reagente actua
_na porgio da molécula correspondente a N-metil-glucosamina,
sendo o menos sensivel dos reagentes descritos por FOSTER e
ASHTON.

GuroTTE (116), aplicando a técnica electroforética destes Auto-
res, localiza, em proteinogramas, a manosido-estreptomicina, a
di-hidro-estreptomicina e a estreptomicina. Emprega a revelagio
microbiolégica em presenga da estirpe de B. sublilis 216 e, para-
lelamente, a revelagio quimica pelo reagente de nafto-resorcinol
[técnica de PARTRIDGE (11%)].

Num outro trabalho publicado no mesmo ano (1957), PHILIPPE
e col. (%) identificaram e dosearam a estreptidina, na estrepto-
micina e na di-hidro-estreptomicina. Separam por electroforese
em papel quantidades da ordem dos microgramas, sendo o método
mesmo aplicavel a solugdes contendo produtos estabilizantes.

Os electroforegramas foram obtidos em cimaras «Shandon»
possuindo eléctrodos de grafite e, capazes de receber simultinea~
mente sete tiras de papel WHATMAN n.© 3MM de 37 cm de com-
primento por 1 em de largura. Como electrdlito empregaram
tampdo de borato de pH 9 (*). A sua revelagio foi realizada pelo
reagente descrito por MoNaSTERO (%) no método analitico que

(i) Borato de sédio ., . . . . ... 7

bt A eTdo BOTIE0 . s - v 4 wams R UL

Cloreto de sédio- v . . . . .« 0,3-¢
Agua.destilada . ... .... 1000 - ml
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propbs para a estreptomicina e di-hidro-estreptomicina. O rea-
gente ¢ obtido pela mistura em partes iguais de uma solugio
aquosa de nitrato de sédio a 109/, de solugdo aquosa de ferri-
ciancto de potdssio a 10°/, e de solugio de hidréxido de sédio
a 10°/,. A solugdo obtida deve ser empregue s6 depois da vira-
gem para amarelo, corando as manchas dos antibidticos de ver-
melho.

CasTEL e col. (18), num estudo preliminar sobre a andlise
das associagfes de antibi6ticos de origem criptogAmica, descreve-
ram pormenorizadamente um processo geral de separagio por
electroforese em papel e de revelagio de cada antibitico por
método quimico.

Utilizaram o aparelho de electroforese de MACHEBOEUF e
REBEVROTT, sendo as separagdes electroforéticas executadas em
papel Arches n.© 301, com o electrélito preconizado por
Biserre (M%) (*). A duragio dptima da electroforese foi de
6 horas, para uma diferenca de potencial de 225 volls. A reve-
lagdo dos electroforegramas ¢ feita por via quimica, tendo
recorrido, para esse efeito, ao reagente de MONASTERO, que atras
referimos, ao reagente de nitrosoferricianeto de sédio e a mais
dois reagentes & base de anilina. O segundo reagente, proposto
inicialmente por Roux ('29) para a identificagio da penicilina
{(com a qual dd colora¢io azul-esverdeada) e depois modificado
por SOKOLSKI e col. (21), ¢ obtido do modo seguinte:

— Dissolvem-se 10 ¢ de nitroprussiato de sédio em q. b. para 100 ml
de dgua destilada. Alcaliniza-se com 2 m/ de hidréxido de sédio
a 40%, e juntam-se 5ml de um soluto aquoso de permanganato
de potdssio a 3%,. Elimina-se o precipitado formado por filtra-
¢do, conservando-se a solugdo obtida ao abrigo da luz. Aquela é
dilufda a 1/5 com dgua destilada, no momento do emprego.
Desde que esteja presente 1 ug de antibidtico as manchas coram
de vermelho-réseo.

A este reagente, depois de diluido, poder-se-4 adicionar
2,5 %, de dcido acético, obtendo-se, nestas condigdes, uma colora-
¢do verde-amarelada.,

Quanto aos reagentes que utilizam anilina, empregues, parti-
cularmente, na revelagdo dos glicidos (' 1%), sdo pouco sen-

(*) Piziding 0o oz 700 5 50 6 mi
Acido acético cristalizado . . . 20 ¢
Agua destilada . . , . ... ., 1000 ml
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siveis para este grupo de antibidticos, embora CASTEL e col.
tenham indicado os seguintes:

ADNTHOR ats s o s s s 5 s e i 0,93 ¢
<% s TG )13 Lol -1 Yot o QRN S S S o 1,48 ¢
n-Butanol saturado de 4gua q. b, p 100 wl
BTENAL . o oo s o e s s o 1 g
ACIdOMACHEO! & ol e s u <o i i 1 g
Aeido PIEHIEns . v . o v cmn we & 0,025 ¢
Eter sulfirico . . . . . v v o0 v v s v 100 wil

A coloragdo castanho-escura que se forma, com qualquer
destes reagentes, apds aquecimento a 100° por 15 minutos, é
mais acentuada para o segundo visto a coloracio de fundo ser
amarela-clara.

Os referidos Autores escolheram a mobilidade electroforética
do sulfato de estreptomicina como unidade convencional, relacio-
nando com ela a mobilidade dos outros antibidticos. Com efeito,
o deslocamento da estreptomicina, nas condigdes experimentais
descritas, ¢ de 10 em (distdncia contada a partir do ponto de apli-
cacdo até ao centro da mancha). Por outro lado, o sulfato de
estreptomicina migra para o cdtodo no tdmp&o de borato, como
quase todos os antibidticos estudados, 4 excepgio da pemc;hna G
e da extencilina, cujas migragdes sio anddicas. A neomicina e a
framicitina sdo os tnicos que se deslocam para além do sulfato
de estreptomicina. No Quadro III transcrevemos as mobilidades
dos diversos antibidticos estudados.

Finalmente, queremos ainda referir-nos ao recente trabalho
de PAris e THEALLET ('®?) sobre a caracterizacdo de alguns anti-
bidticos por cromatografia e electroforese em papel. O método
electroforético foi realizado em aparelho de PLEUGER de voltagem
reguldvel, tendo os Autores utilizado electrdlitos de pH diferentes:
um constituido por solugdo aquosa de dcido férmico a 50/, (pH 2)
e um outro por solucdo de veronal-veronal sédico a pH 8,6 (*).

Os resultados obtidos (Quadro IV) mostram que tanto a estrep-

(%) Neronal. o e aa v 54 g
Veronal sédico . . . . . 10,3 g
Agua destilada q. b. p. . 1000 m/
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tomicina como a di-hidro-estreptomicina possuem idéntica mobi-
lidade nos dois tampaes. . )

A intensidade do campo eléctrico empregue foi de 1mA [em
de papel (Arches 302, com as dimensdes de 14 x40 ¢m); a tensdo
nos eléctrodos foi de 520 wolts, tendo a electroforese sido realizada

QUADRO III

Mobilidades clectroforéticas de antibidticos
de origem criptogimica, seg. CASTEL e col. (11¥)

Anlibidticos Mobhilidades
Penicilina G . . . . . . .. 3 ‘ —0,38
Extencilina . . .'» = « » v & 4 —0,30
Oxifetracicling . . « . « » ¢ « - 40,16
Clorotetraciclina . , . . . . . .| 40,16
Petraciclingl « iy w = e e +0,20
Bacitracina e ] ‘ 40,38
Carhomicing. o «r0 » = = & & u o +0,40
Eritromicina . . o = mn % esl] +0,47
Oleandomicina . . . . . . . . . -+0,51
Espiramicina PO . 3 +0,76
Penicilinato de quinina . . . . . 1-0,76
Penicilinato de procaina . . . . 0,76
D-Cielostrina.. « s = = « s ¢ » +0,79
VIGHICIHA &~ = 5 + 5 = » Pon: ‘ 40,91
Estreptomicina w 41,00
Di-hidro-estreptomicina . . . .| +1,00
Framicetina . . . . . o < s b +1,34
Neomicina . . . . . o e +1,36

durante 2 horas. Para cada ensaio, a linha de «deslocamento
nuloy foi fixada por intermédio de uma substincia neutra, a gli-
cose. Os deslocamentos em milimetros foram referidos em nime-
ros negativos sempre que a migragdo se faz em direcgdo ao citodo
e em numeros positivos quando seja em relagdo ao énodo.

Todos os antibiéticos foram revelados por via quimica, tendo
recorrido para a estreptomicina e para a di-hidro-estreptomicina
ao reagente proposto por Roux (129).



a7

QUADRO 1V

Motilidades electroforéticas de varios antibioticos
seg. PARIS e THEALLET (12)

Antibidticos

Tampio de
dcidao formico

Tampio de
veronal sodico

Penicilina . . .
LEstreptomicina . . . .

Framicetina . .
Neomicina. .
Novobiocina.

Eritromicina
Oleandomicina
Espiramicina

Clorotetraciclina. .

Oxitetraciclina. . .
Tetraciclina, .

Cloranfenicol
Viomicina . .

Bacitracina . .
Colimicina..
Polimixina
Tirotricina

Tricomicina .
Fungicina .

Di-hidro-estreptomicina ,

Dimetil-clorotetraciclina .

‘ — 130

— 130

— 25
—25e —45

=i 45

— 36

| = A

= 4

= — 85
| 80

] 25
‘ 13

+ 32

— 34

417
£19
£ 17
+17

= 17

Descritos os métodos microbioldgicos e fisico-quimicos de
maior interesse para a determinagdo analitica da estreptomicina
e di-hidro-estreptomicina, queremos mencionar algumas das suas
mais importantes limitagdes, particularmente quando aplicados a

misturas dos dois antibidticos.
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Os métodos microbioldgicos sdo, indiscutivelmente, os que
melhor permitem apreciar a actividade antibidtica: no entanto,
implicam uma técnica bastante delicada, sio morosos e nao pro-
porcionam um elevado grau de precisio. Por outro lado, perante
uma mistura de sais destes antibidticos, os métodos microbiold-
gicos dao apenas a actividade total e nio a de cada um dos com-
ponentes. Daf, as Farmacopeias descreverem métodos fisico-qui-
micos para a determinagio da cstreptomicina em formas farma-
céuticas contendo esses dois antibi6ticos.

Se bem que os métodos fisico-quimicos sejam de execugao
‘mais ripida e apresentem um grau de precisio maior, sdo, con-
tudo, menos sensiveis que os microbiolbgicos, podendo mesmo
determinar como antibiéticos simples produtos da sua degrada-
¢io. E assim que dos métodos fisico-quimicos referidos para a
estreptomicina, o considerado mais sensivel, e que se baseia na dosa-
gem do maltol pelo reagente de ForiN e CIocALTEAU (%), apenas
permite determinar, como limite inferior, 50 yg/ml de estrepto-
micina. Também para a di-hidro-cstreptomicina, o método de
maior sensibilidade [Hiscox ()], s6 permite a dosagem de quan-
tidades iguais ou superiores a 200 pg/ml.

Justifica-se, deste modo, a particular atengio que dedicamos
4 aplicagdo de novos métodos fisico-quimicos na dosagem destes
antibiGticos que, mantendo as caracteristicas habituais de precisdo
e comodidade, proporcionassem uma sensibilidade compardvel a
dos microbiolégicos. Este estudo analitico, confinou-se numa pri-
meira parte do nosso trabalho, a aplicagio do método polarogra-
fico aos referidos antibidticos, estudo que foi executado com pola-
régrafos de sensibilidades diferentes, para assim se poder avaliar
as possibilidades analiticas dos métodos que propomos.

Procurdmos, na segunda parte da nossa contribuigdo pessoal,
elaborar um método mais acessivel para a maioria dos laborato-
rios ¢ capaz de resolver cabalmente o problema da mistura de
sais de estreptomicina e di-hidro-estreptomicina em especialidades
farmacéuticas, uma vez que, em muitas circunstincias, mesmo
associando aos métodos microbiolégicos os fisico-quimicos, se nao
consegue a dosagem de cada sal. Esse problema foi por nos solu-
cionado recorrendo a uma separagio prévia dos antibidticos por
cromatografia ou electroforese em papel, seguida da dosagem
microbiolégica das respectivas manchas.




CONTRIBUICAO PESSOAL

I PARTE

Dosagem polarogrdfica da estreptomicina
e da di-hidro-estreptomicina

I — DETERMINACAO QUANTITATIVA DA ESTREPTOMICINA

A existéncia de um grupo aldeidico na molécula da estrepto-
micina confere a este antibidtico a possibilidade de ser reduzido
no catodo de merctrio gotejante. Lste tipo de redugio polaro-
grafica foi j4, anteriormente, estudado por LEvY e col. (*), BRICKER
e VAIL ("), HEUSER e col. (1) e TsukamoTo e TAcur (1), com a
finalidade principal de se obter um método de dosagem sensivel
e preciso, que pudesse substituir, vantajosamente, o método micro-
biolégico, finalidade essa que nido chegou a ser atingida satisfato-
riamente.

O aparecimento de polardgrafos de grande sensibilidade trouxe
novas perspectivas ao emprego da polarografia na dosagem deste
antibiotico. Com eles nos foi possivel realizar a determinagio
quantitativa dos sais de estreptomicina por um processo preciso
e de facil execugdo, com sensibilidade compardvel a dos métodos
microbiolagicos.

Antes de, propriamente, descrevermos o modo operatdrio mais
conveniente para a determinagdo quantitativa do presente antibio-
tico, analisaremos o seu comportamento polarografico em relagio
aos tampdes de uso mais corrente, verificando-se, paralelamente,
o mecanismo de reducdo do antibidtico.

A dosagem serd feita em dois polardgrafos de sensibilidades
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bastante diferentes: o polardgrafo Sargent, modelo XXI (%), e o
polarégrafo de raios catddicos, modelo K 7000 «Southern» ()
Com efeito, se a utilizagdo do primeiro aparelho — alids o de uso
mais corrente — se impde pela sua relativa acessibilidade econd-
mica, a experimenta¢io do segundo, justifica-se pela sua notdvel
sensibilidade, que é cerca de cem vezes superior a do polarégrafo
Sargent.

Tendo em vista verificar a concordancia do método proposto
para a dosagem do sulfato de estreptomicina com o microbiolégico,
praticaremos os dois métodos sobre amostras de antibi6tico padrio
e em especialidades farmacéuticas.- Com idéntica finalidade, veri-
ficaremos, também, essa concordincia em relacio ao antibidtico
que tenha sofrido uma diminui¢do de actividade por acgio da forca
16nica do meio e do calor, praticando-se, paralelamente, para cada
ensaio, a dosagem por método polarogrifico e por método micro-
biolégico.

Finalmente, aplicaremos o método estudado para o sulfato de
estreptomicina a dosagem do pantotenato do mesmo antibibtico.
Essa determinagdo serd feita com os dois polarégrafos, indican-
do-se, para cada aparelho, a sensibilidade limite de dosagem e a
precisdo,. obtidas. . -

A — Comportamento polarogrdfico e mecanismo de reducéo
do sulfato de estreptomicina

compostos orgénicos, os potenciais de semi-onda (E}) (¥*%) depen-
dem da forca idnica da solucio em que se opera a reducdo polaro-
grifica. Por este motivo, hd toda a vantagem em incluir a subs-
tancia a analisar numa solugio tampdo, para que as ondas polaro-
grificas ndo sofram qualquer deslocamento e se verifique uma boa
reprodutibilidade da altura das curvas.

Com o fim de observarmos a influéncia da natureza do elec-
trélito e o efeito produzido pela variacio dos valores de pH sobre
a qualidade e a intensidade da corrente de difusio das ondas pola-
rograficas, referentes 4 reducio da estreptomicina, realizaremos
esse estudo polarogrifico empregando uma série de tampdes que
abranjam diferentes zonas de pH.

\
|
Sempre que o hidrogenido intervém na reducio catédica de

(*) E. H. SaArGgeNT & Co., 4647 W. Foster Ave., Chicago 30, 1llinois,
(**) ‘SourmHERN ANaLyTicAL LW, Camberley Surrey, Inglaterra.
(*#%) O potencial de semi-onda pode ser definido como o potencial
correspondente ao valor de metade da corrente de difusio, -

e s
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Numa primeira fase, ensaiamos os tampdes de uso mais cor-
rente nas dosagens polarogrificas e, numa segunda, uniformizi-
mos 0s ensaios com o emprego de um tampdo «universaly.

Assim, no primeiro caso, empregamos na zona acida uma
solugio de fosfato de potdssio 0,2 M, cujo pH foi modificado por
adicido de quantidades apropriadas de dcido fosférico a 10 % ou
de solugdo de hidréxido de sédio de idéntica concentracgdo, por
forma a obterem-se quatro solugoes com os seguintes valores
de pH: 3,00, 430, 565 ¢ 6,92, Como tampdes da zona alcalina,
recorremos a solucdo de borato de sddio 0,2 M, preparada segundo
o esquema indicado no Quadro V, para valores de pH respectiva-

QUADRO V

Composicdo dos tampoes de borato de sodio

| |
PH do tampie | s Bt:;.l:]u]r;ﬁ:;,z - 0 hé;.lll;l‘\t;-;!:(i\'ln } Agua bidestilada
) Wi I |
8,98 50 mi 22 mi ; 128 ml
9,40 50 mi 45 ml 105 ml
1040 | 50 mi 50 mi ! 100 mi

mente de 8,98, 9,40, e¢ 10,40. Para valores de pH superiores, usi-
mos solugdes de hidréxido de sddio com pH, respectivamente,
de 12,20, 12,40, 12,70, 12,90 ¢ 13,10 e soluciao de hidréxido de
tetrametilaménio a 3 %, de pH igual a 13,25.

Utilizamos nestes ensaios o polardgrafo Sargent, modelo X X1
(Fig. 2) que regista directamente em papel a intensidade da cor-
rente de difusio da onda polarografica em funcido do potencial.
Embora de tipo convencional, é ji um polarégrafo bastante sen-
sivel, pois apresenta uma escala de sensibilidades variando
entre 0,003 ¢ 1,5 microamperes por milimetro, tendo ainda, a pos-
sibilidade de tragar curvas com uma altura maxima de 280 mm.
Possui um quadrante graduado em percentagens pelo qual podemos
saber, num dado momento, o valor da tensdo que esta a ser apli~
cada. Embora o perfodo de tempo correspondente a um deslo-
camento completo desse quadrante seja relativamente longo
(13,5 minutos), existe a possibilidade de se ajustar, manualmente,
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o potencial de corrente, para os casos em que ndo interesse iniciar
o tragado do polarograma a partir da tensdo nula. Com o fim
de amortecer as oscilacoes periodicas da corrente de electrolise,
dispde o aparelho de um interruptor de duas posigdes: uma para
grandes amortecimentos ¢ outra para pequenos.

lig. 2

Polardgrafo Sargent, modelo XX 1

A célula polarogrifica por nés empregue em todos os casos
em que se trabalhou sem eléctrodo de referéncia, ndo sendo uma
micro-célula, destaca-se pelo pequeno volume que comporta (3 ml)
e pela sua configuragio particular que permite uma perfeita deso-
xigenacdo da solugdo a polarografar.

A figura 3 representa a célula polarografica usada, sendo os
pormenores de montagem e ligacio ao circuito eléctrico indicados
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na figura 4. Observa-se, também, nesta figura, o trajecto seguido
pela corrente de azoto durante a desoxigenacdo, bem como os por-

Fig. 3

Célula polarogrifica

A — Pegueno rvecipiente contendo dgua quo evita a en-
trada de ar quando so interrompe a passagem do
azoto.

B — Capilar.
' — Célula polarografica.

D — Reservatério contendo mereirio no qual mergulha
o fio de platina da eédlula polarografica,

menores da ligacdo eléctrica da célula polarografica, que em rela
cdo ao 4nodo, ¢ estabelecida por fio de platina fazendo contacto
entre o glébulo de mercurio depositado no fundo da célula pola-

3
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rografica e um pequeno reservatério contendo mercurio que, por
sua vez, contacta eléctricamente com o polardgrafo.
Empregando os tampdes atrds descritos, polarografdmos, apds

Fig. 4

Montagem e ligagio eléctrica da célula
polarogréfica

eliminacdo do oxigénio (*), 3 ml de cada diluigio de sulfato de
estreptomicina obtida pela mistura de:

1 ml de solugdo de sulfato de estreptomicina 10-2M
9 ml de solucido tampio

(*) A elimina¢ o do oxigénio, que se encontra dissolvido na solugdo,
foi efectuada por borbulhamento de azoto isento de oxigénio. A purifica-
¢do do azoto ¢ conseguida por passagem deste através de tubo de «Pyrex»
contendo limalha de¥cobre aquecida a cerca de 4500 e, seguidamente, por
frasco lavador contendo 4gua, indo esta saturar o azoto e evitar qualquer
modificagdo de volume na solugio em andlise.
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As condi¢des polarograficas deste ensaio foram as seguintes:

Tempo de gota (*): 3,0 seg.

Altura da coluna de mercurio: 30 cm.

Massa do mercurio medida em dgua destilada: 5,79 mg seg .
Temperatura: 200,

No Quadro VI apresentamos os resultadcs obtidos, indican-
do-se para cada tampdo a escala de sensibilidade empregue e a
altura da onda polarogréfica em microamperes (ud).

QUADRO VI

Estudo da redugdo polarografica de uma solugido de sulfato
de estreptomicina 10 M, em varios tampoes

g Rimias Altura das ondas
Valores de pil ; FtehlaiGosonsibllidade polarogriflicas
n4a f‘ mm A
Tampdo de fosfato:
3,00 0,030 0,75
4,30 0,030 0,85
5,65 0,030 1,53
6,92 0,030 3,27
Tampiéo de boralo:
7,90 0,030 1,62
8,95 0,030 1,71
9,40 0,030 2,04
10,40 0,030 3,53
Solugio de hidroxido
de sodio:
12,20 0,080 10,24
12,40 0,080 10,35
12,70 0,080 10,72
12,80 0,080 10,65
12,90 0,080 10,30
13,10 0,080 8,67
Sol. de hidroxido de
tetrametilamonio
13,25 0,080 4,96

(*} Define-se tempo de gota como o nimero de segundos que medeiam
entre a queda de duas gotas do tubo capilar.
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Verifica-se, com este estudo, que a altura das ondas polaro-
graficas ¢ influenciada pela forga idnica do meio, obtendo-se um
aumento de sensibilidade na reducio catddica do antibidtico e uma
melhor reproductibilidade das ondas para os valores de pH mais
elevados. No entanto, para pI superior a 12,70 a altura das ondas
diminui, 0o que se explica por uma destruigido da estreptomicina
que ocorre durante a determinacido polarografica.

Queremos também assinalar que em meio alcalino aparece
uma segunda onda muito menos importante que a primeira (Fig. 5)

=

B o T e e - et

4 PA

011 volts
~1,4 valta
w...{'r RIS . — = ==
LO6 NO. 5-2004 BRI N SOLD EXCLUSIVELY,

Tig. 5

Polarograma de sulfato de estreptomicina (10-2 M)
obtido em electrdlito-suporte de tetrametilaménio
a 3% (pH 13,25), no qual se pode observar além da
onda de redugio principal do antibidtico, a segunda
onda que se forma s6 em meio fortemente alcalino

Aparelho: Polardgrafo Sargent modelo XX1.

Tempo do geta: 3,0 seg,

Altura da coluna de meredario: 30 cin.

Massa do mereOrio medida em dgua destilada: 5,79 mg seg-1.
Temperatura: 20°,

Sensibilidade: 0,080 ped/mm,
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e que, segundo BRICKER e VAIL (%), seria devida, provavelmente,
a reducdo de um grupo ceténico, grupo esse que resultaria de um
re-arranjo, do tipo que a seguir apresentamos esquematicamente,

CH, CH, CH, CH,
s e
; = |
CHOH —— €0
\ H
o/
OH c
N
~
Q

e que sofre a estreptomicina em meio alcalino. S6 essa primeira
onda polarografica tem interesse sob o ponto de vista analitico,

Tig. 6

Variagio da corrente de difusido em funcédo do pH
dos tampdes empregues

pois ¢ de natureza reprodutivel e tem uma maior sensibilidade.
O exame da curva da figura 6 que representa a variagio da
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corrente de difusdo em fungdo do pH, permite-nos verificar a exis-
téncia de dois mdximos, o primeiro dos quais se explica pelo emprego
de um tampdo de composigio diferente do anterior, e o segundo,
pelo facto da reducdo polarogrifica se operar numa zona de pH
muito alcalina (12,70) e haver, por isso, uma destrui¢io apreciavel
do antibidtico.

Vejamos, agora, o comportamento polarogrifico em presenca
de um tampdo com uma composi¢do bidsica constante.

Empregamos, pois, o tampdo universal de BRITTON e ROBIN-
SON (1) que ¢ obtido pela mistura em partes iguais de solugdes 0,04 M
de dcido borico, acido fenilacético e acido fosférico. Ajusta-se o pH
em 100 ml desta mistura por meio de solugdo de hidréxido de
sddio, completando com dgua bidestilada o volume de 200 ml.
Para os diferentes valores de pI, as solugdes tampdes foram pre-
paradas do modo seguinte:

ml de OHNa N/5 adi-

cionados o . < e 10 15 - 20, 30" 182 40 60 100
pH do tampdo. . . . 2,80-3,90-5,70-7,60-8,10-10,40-12,04-12,40
mi de OHNa 5N adi-

cionados . . . . . 8 16 50
pH do tampdo. . . . 12,74-13,00-13,30

As determinagbes polarograficas foram efectuadas mantendo
o modo operatdrio e as restantes condi¢es do ensaio anterior.

O exame do Quadro VII e da figura 7 mostra-nos que o pH
optimo para uma maior sensibilidade na redugdo polarogrifica da
estreptomicina se situa na zona alcalina (12,40 — 13,00). Assim,
como no estudo anterior, podemos dizer que a altura das ondas
polarograficas do sulfato de estreptomicina aumenta com o pH
até ao valor de 13,00, a partir do qual, para o tampdo usado, ha
uma destruicdo parcial do antibidtico.

Em geral, quando intervém numa reac¢do de éxido-redugio
hidrogenides ou hidroxilides o potencial de semi-onda depende
da forca i6nica do tampdo usado como electrélito-suporte, verifi-
cando-se que, sempre que hidrogenides sao consumidos na reducio
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de uma dada substancia, os potenciais de semi-onda sdo cada vez
mais negativos, uma vez que aumentam em valor absoluto com
o pH.

QUADRO VII

Estudo polarografico de uma solucdo de sulfato de estreptomicina 10-3 M,
com tampoes preparados seg. BRiTTON e RopINsoN (126)

S o snndilildads Altura das ondas
Il do tampiio i L lllr'r,;;n;: hILuad polarogrificas
A
2,80 | 0,010 0,09
3,90 ‘ 0,010 0,15
|
5,78 ‘ 0,010 0,28
7,60 0,010 0,71
3,10 0.010 0,86
10,40 0,030 2,10
12,04 0,030 3,36
12,40 0,030 3,90
12,74 0,030 4,17
13,00 0,030 4,31
13,30 0,030 4,26

Para uma reacgio de 6xido-reducdo com intervengdo de hidro-
genides, reversivel no eléctrodo gotejante e em que o numero de
electrdes é igual ao numero de hidrogenides, pode demonstrar-se
que o potencial de semi-onda é cada vez 0,059 volls mais negativo
por cada unidade de aumento do valor de pH do tampdo ("% k3l
125, 129)  Com efeito, sempre que estamos em presenca de uma
reacgdo de 6xido-redugio do tipo:

Oxdem [0 ne= = = Red4-H0

e
o potencial de Redox ¢ dado pela equagdo seguinte:

0,059  [Oxlq

BB i : :
i B [Redl,

+ 0,059 r:: log [H0]+ (1)
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em que [Ox]o e [Red]o sdo as concentracoes de Ox e de Red junto
do eléctrodo.

De acordo com as leis de FARADAY, a intensidade da corrente
de electrdlise ¢ proporcional & concentracio da substancia Red.
O potencial para o qual a intensidade da corrente ¢ metade da

Fig. 7

Variagdo da corrente de difusio em fungdo do pH
dos tampdes empregues de BrRiTTON ¢ ROBINSON

intensidade da corrente de difusio, & como j& referimos, o poten-
cial de semi-onda (E}). A este potencial a substincia Ox encon-

tra-se reduzida a metade, pelo que a relagio &mé aproxi-

& Red]o
madamente igual & unidade. Assim, simplificando a equagio (1),
vird.:

E} = E, — 0,059 %pH 2)
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ou seja:

L} = £(0,059 pH) (3)

Tendo em vista conhecermos os valores do potencial de semi-
-onda a diferentes valores de pH e com eles verificarmos se a redu-
¢do polarografica da estreptomicina obedece & expressio (3), pola-
rografdmos solugbes de estreptomicina segundo as condicdes que
a seguir descrevemos.

As determinacdes foram feitas em presenca de eléctrodo de
referéncia utilizando para isso a célula polarogrifica de LINGANE (120
que ¢ uma célula com eléctrodo de calomelanos saturado (Fig. 8).
Esta célula contém num dos ramos a solugio a polavografar e no
outro o eléctrodo de referéncia (*). A ligagdo eléctrica entre os
dois ramos da célula ¢ assegurado por um disco de vidro poroso
associado a gel de gelosa com nitrato de potdssio. Na figura 8 obser-
va-se no ramo contendo a solugdo a polarograjar os tubos F e F’,
que introduzimos nesta célula para permitirem a passagem da cor-
rente de azoto que origina assim uma perfeita desoxigenacio,

Para cada tampdo de BritroN-Ropinsow, cuja composi¢io
indicimos anteriormente, fizemos uma diluigio da solucio de sul-
fato de estreptomicina, segundo o esquema seguinte:

1 7l de solugao de sulfato de estreptomicina de concentracio 5 x 10-*M
9 mi de electrdlito-suporte (tampio de BrirroN-RoBiNsoN)

Coloca-se no ramo direito da célula polarogrifica 5 ml de cada
dilui¢do, procedendo-se & sua determinagio polarogréfica apos bor-
bulhamento de azoto purificado, por 10 minutos, de acordo com
as seguintes condicoes:

Aparelho: Polarégrafo Sargent, modelo X X1
Eléctrodo de referéncia: Eléctrodo de calomelanos saturado,

(*) E constitufdo por pasta de mercirio e cloreto mercuroso em con-
tacto com uma solugio de cloreto de potdssio saturada, Deste modo, a
reacgdo que tem lugar no eléctrodo é;

2Hg 4 2C1I” —2¢~ ———= Hyg, Cl,

Assim, o potencial de equilibrio é dado pela equagio: Eequ, = E, —
—0,05910g [Cl ] pelo que estd em ligacio infima com a actividade do clo-
retido na solugdo,
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Tempo de gota: 2,8 seg.

Altura da coluna de mercirio: 34 cm.

Massa do mercirio medida em dgua destilada: 5,79 mg seg™l.
Temperatura: 2009,

Sensibilidade: 0,010 pA /mm.

Fig. 8

Célula polarogrifica, seg. LINGANE (199)

A — Reservatirio com moredrio ligado por tubo fiexivol
ao capilar B.
¢ —TRamo da céloln com o eléctrodo de referfneia e que

esti separado do ramo £ por gel de gelosa (D),

1 . Ramo da eélnla contendo a solugdo a polareyrafar,
o qual possul dois tuhos ! e IV para a passagon
de gis inerte,
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No Quadro VIII resumimos os valores obtidos neste ensaio,
e na figura 9 damos a curva resultante da varicao do potencial de
semi-onda em funcio da forca i6nica do electrélito-suporte.

QUADRO VIII

Variagdo do potencial de semi-onda do sulfato de estreptomicina,
em funcdo do pI7 do electrolito-suporte

il : Uik A Ar) | Any/Apu | m/n (v)
e

3,90 1,105 — - — ‘ —
4,50 1,140 0,60 0,035 0061 | 1,0
| 5,78 1,215 1.28 0,075 0,059 1,0
| 7,60 1,325 1,82 0,110 0,060 1,0
| 8.10 1,355 0,50 0,030 0,060 1,0
| 10,40 1,495 2,30 0,140 0,060 1,0
12,04 1,590 1,54 0,095 0,061 1,0

anterior,

AE !} —Diferenca entre o potencial de semi-onda considerado ¢ o
valor de potencial de semi-onda anterior.

Verificamos, deste modo, que entre os valores de pH 4 ¢ 12,
e uma vez que o cociente de m/n se mantém praticamente igual a 1,
o nimero de electrées ¢ o mesmo que o nimero de hidrogenides
que intervém na reac¢do de Oxido-redugdo. Assim, concluimos
que o potencial de semi-onda ¢ uma funcado linear do pH do elec-
trolito e que estamos em presenca de uma reacgio do tipo rever-
sivel em que o ntimero de electrdes permanece constante.

(*) Tendo em conta a expressdo simplificada para o cdlculo do
potencial de semi-onda El = E, — 0,059 m/n pI1, a que atrds fizemos refe-
réncia, determinou-se o valor de m/n pela equacéo E}’ — E1” = 0,059 m/n

ApH — Diferenga entre o valor de pI considerado e o valor de pH
(pH" — pH").
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B — Método de dosagem proposto para o sulfato de estreptomicina

Analisando os resultados obtidos no estudo do comporta-
mento polarogrifico da estreptomicina, chega-se & conclusdo de
que a altura das ondas respeitantes a reducdo do antibidtico ¢
maxima para os valores de pH compreendidos de 12,0 a 13,0.

‘1,555.'“ Ll i | ] | .

2
1
£
=
§
2

ST Y . TATORRS (DE PH i
9 7 @ 11

71 C
Tig. 9

Variagdo do potencial de semi-onda do sulfato
de estreptomicina, em fungio do pH do electrélito-suporte

Baseando-nos nesses resultados, confrontdmos as alturas das ondas
polarograficas obtidas na redugdo do sulfato de estreptomicina em
varios electrélitos ajustados a pH 12,70. Isto, porque a esse valor
de pH, serd nula a alteracdo do antibiético, pois além da dilnigdo
que o electrélito sofre, o tempo que medeia entre a jungio da
solugdo do antibidtico ao electrélito e a sua dosagem polarogra-
fica é relativamente curto (menos de 20 minutos).

No Quadro IX indicam-se os electrélitos empregues e as altu-
ras, em yA, das respectivas ondas polarogrificas obtidas, usando
uma concentragio de sulfato de estreptomicina de 10*M e ope-
rando segundo as condigdes polarograficas referidas na pigina 41.
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Confrontando os valores das alturas inscritas nesse quadro,
observa-se que o electrélito constituido por solugio de cloreto de
sédio 0,01 M em hidréxido de sédio N/10, é o que proporciona,
na redugdo do antibjotico, uma maior corrente de difuséo.

QUADRO IX

Redugdo polarografica de uma solugio de sulfato de estreptomicina,
10-3 M, em funcédo do electrolito empregue

‘ Altura das ondas
Electrolitos a pll 12,70 (x) polarograficas
Ha
Solugiio de borato de sddio 0,04 M 6,48
Solugdo de cloreto de aménio a 5/, em hidroxido
de aménio N /10 6,00
Solugiio de cloreto de sédio 0,01 M em hidrdxido
de sédio N/10 10,96
Solugdo de fosfato dissddico 0,04 M 9,60
Solugido de hidrdxido de sédio N /10 \ 10,72
|
Solugdio de hidroxido de tetrametilaménio a 20 i 6,24

Assim, depois de havermos verificado que a altura das ondas
obtidas neste electrélito-suporte, nio sofre variagdes apreciaveis
para a mesma concentragdo de antibidtico, procurdmos estabe-
lecer, para o polarégrafo Sargent XX/ e para o polardgrafo de
raios catédicos, uma curva-padrdo que incluisse a concentragao
minima dosedvel deste antibidtico, Apresentaremos, também, em
relacio as duas curvas-padroes, um estudo estatistico destinado
a mostrar a precisio e reprodutibilidade do método de dosa-
gem que propomos, cuja descrigio detalhada serd feita seguida-
mente.

(*) Os electrélitos foram ajustados a pH 12,70 com dcido cloridrico
a 109/, ou com solugio de hidréxido de sédio de idéntica concentragio.
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1 — Dosagem em polardgrafo Sargent, mridelo XX

Modo operatério:

Colocamos na célula polarografica 3 ml de cada uma das solu-
¢oes preparadas do seguinte modo:

1 ml de solugdo de sullato de estreptomicina de concentragio apro-
priada (728,7 pg/mi a 14574 ug/mi)

9 mi de electrélito-suporte — cloreto de sédio 0,01 M em solugio de
hidréxido de sdédio N/10 (pH =12,70).

Depois de termos feito passar, durante 10 minutos, uma cor-
rente de azoto purificado, procedemos a determinagdo polaro-
grafica nas condigdes seguintes:

Tempo de gota: 2,8 seg.

Altura da coluna de mercurio: 34 cm.

Massa do mercirio medida em dgua destilada: 5,77 mg segL.
Temperatura: 1990,

Sensibilidade: 0,010 pd [mm.

Resultados :

A qualidade das ondas polarograficas é muito satisfatéria e
as suas alturas facilmente mensuraveis, sendo estas determinadas
de acordo com o processo indicado no polarograma representado
na figura 10.

O wvalor do potencial de semi-onda medido em relagio ao
eléctrodo de calomelanos saturado é de -1,36 volfs para a onda
polarografica principal.

No Quadro X indicamos as concentragdes do antibidtico
empregues e as altiiras das ondas polarograficas obtidas. Esses
valores serviram-nos para tracar a curva-padrdo do sulfato de
estreptomicina (Fig. 11) a qual nos mostra ser a altura das ondas
uma fungdo linear da concentragio do antibidtico.

Sensibilidade limite e precisdo:

A determinacdo do antibidtico neste polardgrafo, segundo a
técnica descrita, permite uma sensibilidade limite de dosagem
de 72,87 yg/mi.

O estudo estatistico, cujos resultados estdo inscritos no Qua-
dro XI, deu-nos a conhecer a precisio e reprodutibilidade do

e e
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processo de dosagem. O método estudado, embora mais preciso
que o método microbioldgico, tem uma sensibilidade bastante
inferior. Tsta desvantagem ndo traduz qualquer inconveniente,

Polarograma obtido em polardgrafo Sar-
gent XX/ para uma concentracao de sul-
fato de estreptomicina de 131,20 ug/ml/

uma vez que as especialidades farmacéuticas contendo sulfato de
estreptomicina apresentam este antibidtico sempre em concentra-
cio elevada.

2— Dosagem em polarégrafo de raios catédicos

O polarégrafo de raios catédicos, embora obedecendo aos prin-
cipios classicos da polarografia, destaca-se dos aparelhos correntes
pela sua maior sensibilidade e precisio.

Foi RANDLES (% ) o primeiro investigador a descrever as
modificagdes bdsicas que conduziram ao seu aparecimento; no
entanto, foram, sem duvida, os trabalhos de Davis e SEa-




48

QUADRO X

Resultados que nos permitiram o tragado da curva-padrio do sulfato
de estreptomicina com polardgrafo Sargent XX/

. p | Alturas das ondas =
Coneentracioes polaroprihiens K (¢)
Hoyfind il wrgfl e
72,87 0,54 s
87,44 0,66 121
102,02 0,749 117
116,59 0,91 118
131,20 1,03 119
145,74 [ 1,16 118

BORN (") que vieram permitir a comercializagio, hda bem poucos
anos, deste tipo de polardgrafo pela Southern Analytical Litd.

Utilizamos, neste trabalho, o modelo K7000 desta firma, cujo
aspecto exterior pode ser observado na figura 72.

A grande sensibilidade deste polardgrafo, resulta, em parte,
da existéncia de uma limpada de raios catddicos em substituicio
do habitual sistema inscritor mecinico, pelo que no painel dessa
lampada serdo tracadas as curvas polarograficas & custa de sinal
Inminoso cujo deslocamento estd, portanto, condicionado pela cor-
rente desenvolvida na célula polarogrifica.

Como vantagens do polardgrafo catdédico, em relacio aos pola-
rografos convencionais, queremos apontar as seguintes:

Sensibilidade — B cerca de 100 vezes mais sensivel que os polardgrafos
ordindrios. Na escala correspondente & sensibilidade de 2x 108
amperes ainda permite a dosagem de substincias em quantidade
da ordem dos decimicrogramas por mililitro, com elevado grau
de precisio.

Poder de resolugdo — Pode dosear na mesma solugdo ides cujos poten-
ciais de semi-onda se encontrem afastados de, pelo menos,

(*) —O walor de K ¢é o cociente entre a concentragio em wmgfl e a
aitura da onda polarogrifica em pA, tomando como zero a concentragic e
a altura da onda mais baixa,




49

0,100 wolts. No circuito derivativo este poder de resolugio é
ainda aumentado,

Rapidez — Os polarogramas sido obtidos em tempos inferiores a 7
segundos,

Fig. 11

Curva-padrdo do sulfato de estreptomicina
empregando polardgrafo Sargent XXT

Facilidade de manejo— Uma vez regulado o tempo de gota para um
valor tal que o sinal catddico se encontre em boas condigdes no
painel da ldmpada de raios catodicos (cerca de 7 segundos) ndo
temos mais do que fotografar o polarograma obtido, Essa foto-
grafia pode depois ser ampliada para melhor se poder apreciar,

A figura 13 mostra dois polarogramas obtidos neste polaré-
grafo e que nos serviram para o tragado da curva-padrdo do sul-
fato de estreptomicina.

4
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Modo operatdrio:

As solucdes do antibidtico a submeter a dosagem polarogra-
fica sio diluidas a 1/10 no electrédlito aconselhado (cloreto de
sédio 0,01 M em solugao de hidréxido de sédio N/10) ficando com

QUADRO XI

Estudo estatistico da dosagem do sulfato de estreptomicina
empregando polarografo Sargent XX/

Tomada do Média das | | = Limite de o
. Altura das ondas Erro padrio } Limite
ensiaio do - alturas das g confianga :
el polarograficas da media EE relativo ()
antibiotico A ondas pol. fhiy a 95 Y, el
i s m
yfml i A m t =248 e

640 - 660 - 640 - 680
87,44 650 - 650 - 660 - 680 661 15,9 36,57 | 87,441-4,83
- 680-670 -

820 - 800 - 810 - 810
102,02 790 - 770 « 800 - 810 803 14,9 34,27 |102,024-4,35
- 800 - 820 -

930 -910-920 - 890
116,59 880 - 890 -900-910 906 15,8 36,34 |116,591-4,67
-910-920 -

as concentracdes finais apresentadas no Quadro XII. Tntrodu-
zem-se 3 ml de cada dilui¢do na célula polarogréfica fazendo-se
passar durante 10 minutos, uma corrente de azoto purificado, e

(*) O valor do afastamento indicado no limite relativo foi determi-
nado por regra de trés simples. Para isso, relacionou-se a concentragdo da
tomada de ensaio com a média das alturas das ondas polarogrdficas, cal-
culando-se o pretendido valor do afastamento, em ug/ml, em relagio ao
limite de confianga expresso na mesma unidade que a média das alturas das
ondas polarograficas,
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submetendo-se, em seguida, & dosagem polarografica nas condi-
¢des seguintes:

Tempo de gota (*): =~ 6,5 seg.

Altura da coluna de mercuario: 21,7 cm.

Massa do mercirio medida em dgua destilada: 3,34 mg seg-!.
Temperatura: 20°.

Factor de escala: 0,04.

Potencial no inicio: - 1,1 volls.

Fig. 12

Polarégrafo de raios catddicos, modelo K 7000
«Southern», associado ao suporte da coluna de
mercurio e unidade conversora anddica

(*) Deve ser ajustado por forma que o espago de tempo entre a queda
de duas gotas fique sincronizado com o deslocamento do sinal catddico,
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Resultados :

No Quadro XII indicamos as concentracdes de sulfato de
estreptomicina e as alturas das ondas polarogrificas, em ud,

e S :
¥ T T 21 ]
: : ﬁ ﬁ 231 pg/ml |
H o 2inte
4 i pHE :}
1 TH g sses, 3%
TS :
S3EiiaE £
! :
3 i 2 |
B :
" Hh $
Y N
. st
}
= ¢ T
A it
b T
R e A e |
[' g A *XT .t e 1
@i 2,04. pg/ml |
! o5
4
| : :
3 plessiont sdfdesss
‘ poed fadual
gaatagac]ieg
b
2y fi2iogaas i B
; lt,"‘ oy T P
1 F o T
‘ T |
T
amsdnan
H
H HH:
b
Fig. 13

Polarogramas obtidos no polardgrafo

de raios catodicos para o sulfato de

estreptomicina em concentragdes, res-

pectivamente, de 1,31 ug/ml e de
2,04 ug [ ml
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valores estes, que nos serviram para o tragado da curva-padrio
(Fig. 14).

Com o fim de conhecermos a precisio da dosagem polarogra-
fica do sulfato de estreptomicina neste polardgrafo, fizemos um
estudo estatistico com trés concentracdes intermédias da curva-
-padrdo. Os resultados obtidos, que fazem parte do Quadro XIII,

QUADRO XII

Valores que nos permitiram o tragado da curva-padrdo do sulfato
de estreptomicina com polardgrafo de raios catodicos

|
CoHcentradbos Aitura das ondas ‘ K
feyjml ‘ pul:u-;;;,-‘;ll‘nlic:m “ mylijied
0,58 0,029 | i
1,31 0,066 j 19
2,04 0,102 20
2.77 ; 0,140 19
3,50 (0,176 ‘ 19

demonstram a precisao do método de dosagem proposto. Assim,
verificamos que neste polardgrafo o método tem uma sensibilidade
limite de dosagem semelhante & dos métodos microbiol6gicos
(0,58 ug/ml), mas com um erro inferior (59/,).

C—Estudo comparativo dos métodos polarogréfico e microbioldgico
na dosagem do sulfato de estreptomicina

Pelo presente estudo quisemos verificar a concordancia do
método microbiolégico com o polarogcifico proposto para a dosa-
gem do sulfato de estreptomicina, praticando-se os dois métodos
em especialidades farmacéuticas contendo este antibiético. Para
isso, indicaremos em primeiro lugar a técnica seguida para a dosa-
gem microbiolégica do sulfato de estreptomicina, e, em seguida, a
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composigio das especialidades farmacéuticas estudadas bem como
os resultados obtidos com as dosagens executadas pelo método
polarografico e microbioldgico.

Iig. 14

Curva-padvdo do sulfato de estreptomicina obtida
com o polardgrafo de raios catddicos

| — Método microbiolégico utilizado
a) Material empregue 2 descrigdo do método
Cilindros:

Us4dmos cilindros de aco com um diAmetro externo de 8 mm
(£ 0,1 mm), um didmetro interno de 6mm (£ 0,1mm) e uma
altura de 10 mm (£ 0,1 »m), que foram esterilizados em estufa
a 1500 por 2 horas.
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Placas de Petri:

Caixas de vidro, de fundo plano, de cerca de 20 mm de altura
por 100 mm de diametro.

QUADRO XIII

Estudo estatistico da dosagem do sulfato de estreptomicina

empregando o polarografo de raios catédicos

Tomada

" Mdédin das - Limile de e
de ensaio Altura das ondas Erro padrio " Limite
do antibid- polarogrificas | MG 0% da média (mnh-um;n relativo
tao it ondas pol, fa) a 950/, sgim
. gt A o t=2,3 A
g fml :
64 - 66 - 66 _
1,31 68 -64-68-64 66,0 1,6 3,68 |1,31 4 0,07
68 - 66 - 66
102 - 104 - 100 |
2,04 102 - 106 - 102 - 104 102,2 1,9 437 12,04 + 0,08
100 - 100 - 102
140 - 140 - 142
2,77 | 144-138-136-142 | 1398 2,3 529 (2,77 4 0,10
140 - 138 - 138

Meios de cultura:

Para obter a cultura do microorganismo e como camada infe-
rior a dispor nas placas de Pefri, empregamos o meio n.° 1 com
a seguinte composicdo:

Peptonalie sl e e e e b 6 ¢
Digesto pancredtico de caseina . . . 3 ¢
BExtractodeicarne . . o s w5 = & 1,5 g
(Golosa PRl SEMRSIEE Tl o O 5 T @ o 15 g
Agua destilada q. b.p. . . . . . . . 1000 i

O pH é ajustado entre 7,8 e 8,0 apds a esteri-
lizacdo.
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O microorganismo foi mantido no meio n.° 2, com a compo-
sicdo que a seguir indicamos:

Peptona . . . . . . .. .. 6
Digesto pcmcwdtmo de caseina . ; 4
Extracto de levedura . . . . . . . . 3
Extracto de carne . . P 1
GlLEOSE o wowov o o o c § BE T E .0 1
Gelosa . . . . . . .. v N oHon B 15 ¢
Agua destilada q. b.p. . . . . . . . 1000

O pH & ajustado entre 6,5 ¢ 6,6 apds a
esterilizagdo.

Preparacio da solugdo do padrdo:

Trabalhdmos com padrdo fornecido pela U. S. P. Reference
Standard (*), que uma vez aberto deve ser mantido sob vacuo
em virtude de ser higroscépico. A solugio padrio foi obtida pela
dissolucio de quantidade conveniente de antibidtico em tampdio
de fosfato a pH 6, estéril (**), de modo a ficar na concentragio
de 1000 4g de estreptomlcma -base por mililitro. Esta solugdo
¢ estdvel quando mantida & temperatura de 15°¢ ou inferior, por
tempo ndo superior a 30 dias.

Preparagio da solugdo da amostra:

Partimos de especialidades farmacéuticas contendo sulfato de
estreptomicina, das quais pesamos quantidades convenientes que
foram dissolvidas em tampdo de fosfato a pH 6, de modo a fica-
rem numa concentracdo de cerca de 1000 ,g de estreptomicina-
-base por mililitro.

Preparacido da suspensdo bacteriana:

Comecdmos por obter uma suspensdo de esporos de Bacil-
lus subtilis A. T. C. C. 6633 (***), fazendo desenvolver o microor-

(*)y U. S. P. Reference Standard, 46 Park Avenue, New York 16.
(**) Composigdo do tampio de fosfato de pH 6:

Fosfato monopotdssico. . . . . . . . . 8¢
Fosfato dipotassico o« « v 0 v« o s : 2z
Agua destilada estéril q. b. p ...... 1000 ml

(***)  American Tvpe Culture Collection, 2029 M Street, N. W. Washing-
ton, D. C.
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ganismo teste, pelo tempo de uma semana, & temperatura de 379,
em frascos de Roux contendo o meio de cultura n.°o 2. Suspen-
demos os esporos em dgua destilada estéril e aquecemos por
30 minutos a 650 Lavamos esta suspensio de esporos, por trés
vezes, com agua destilada estéril, aquecendo novamente a 65°
por 30 minutos. Finalmente, suspendemos os esporos em dgua
destilada a 15° e determindmos com esta suspensdo a quantidade
a adicionar a cada 100/ do meio n.° 1 (normalmente 0,5 a 1,0 ml)
de modo a obtermos zonas de inibi¢do convenientes.

Preparagdo das placas:

Juntdmos 21ml do meio de cultura n.° 1, fundido, a cada
caixa de Petri. Distribuimos convenientemente e deixdmos arre-
fecer em superficie horizontal. A cada placa adiciondmos, em
seguida, 4 m! do mesmo meio de cultura, no qual se incorporou a
suspensio de esporos. Distribuimos uniformemente e deixamos
arrefecer. Sobre esta superficie colocdmos seis cilindros espaga-
dos de 60 graus num raio de 2,8 cm.

Obtengdo da curva-padrio:

Diluimos a solugdo padrio em tampdo de fosfato de pH 8 (*)
de modo a prepararem-se solugdes contendo, respectivamente, 0,6-
07-08-09-1,0-1,1-1,2-13-1,4-1,5 yg/ml. Usdmos um total
de 27 placas para se obter a curva-padrdo: trés placas para cada
solugdo, excepto para a de 1,0 ug/ml que, sendo a concentragdo
correspondente ao ponto de referéncia, ¢ incluida em cada placa.
As placas sdo incubadas por 16 a 18 horas a 37°, medindo-se
depois os diametros das zonas de inibigdo correspondentes a
cada uma das concentracoes. Tomando em ordenadas as con-
centragdes e em abcissas o didmetro corrigido (**) das zonas de

(*) Composi¢do do tampéo de fosfato de pH 8:

Bostato dipetassiCo. « . & v o v o 16,730 g
Fosfato monopotdssico . . . . . . . 0,523 ¢
Agua destilada estéril q. b. p. . . . 1000 )

(**) Em cada grupo de trés placas determinam-se as médias dos did-
metros correspondentes a cada uma das concentragdes. Calcula-se a média
de todos os valores respeitantes a concentragdo mediana e em relagio a esta
média corrigem-se os numeros encontrados para as diferentes concentragdes
conforme a seguir é indicado. Assim, se a média geral dos didmetros da
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inibicdo, tracdmos a curva-padrdo em papel semi-logaritmico
(Quadro XIV e figura 15).

QUADRO XIV

Valores que nos serviram para a construgio da curva-padréo
do sulfato de estreptomicina por método microbiolégico

- - Valor do difimetro das zonas
‘m“"‘ "".h;','“* de inibiefio depois de corrigido
MHagfmt THm
0.6 14,6
0.7 17.8
0.8 20,0
0.9 elb
1,0 23,1
11 24,0
1.2 | 25,0
1.3 25,6
1.4 26,3
1’5 26,8
|

Dosagem propriamente dita:

Para determinarmos a actividade antibiética da amostra a
dosear, preparam-se as solugdes desta e do padrdo na concentragdo
mediana (1,0 pg/ml), distribuindo-se alternadamente cada uma
delas em trés cilindros de cada placa de um grupo de trés placas.
Medidos os didmetros de cada zona de inibicdo, depois de incuba-
¢do na estufa, calcula-se a média dos valores encontrados para
o padrio e para a amostra em ensaio.

Corrigida a média dos diAmetros das zonas de inibigdo da

concentragdo média for M (em mm) e a média dos didmetros da mesma
concentragio num dado grupo for M;, a média dos didmetros corrigidos (M)
do referido grupo, serd dada pela seguinte expressao:

M (corrigido) = My -+ (M — M,)
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amostra em relacio ao valor que serviu para o tragado da curva-
-padrdo, calcula-se a concentragdo da amostra por leitura directa
nessa curva.

/ i
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Curva-padvdo do sulfato de estreptomicina
por método microbiolégico

2 — Confronto entre os métodos polarogrifico e microbioldgico

Uma vez tracada a curva-padrdo, praticimos, paralelamente,
o método polarogrifico e o microbioldgico em especialidades far-
macéuticas contendo sulfato de estreptomicina.

Especialidades farmacéuticas em estudo (*):

Streptomycine DIAMANT (¥¥)

(*) Especialidades farmacéuticas adquiridas na Sufga.
(**) Laboratérios Diamant S. A.— Société des Antibiotiques de
France, 63 Boul. Hausseman — Paris.
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COMPOSIGAO:!
Frasco contendo 1 grama de estreptomicina-base sob a [orma
de sulfato.

Streptomycein sulfate MERCK (*)

COMPOSICAQ:
Frasco contendo 5 gramas de estreptomicina-base sob a forma
de sulfato.

Streptomycin Novo (%)

COMPOSIGAO!
Frasco contendo § gramas de estreptomicina-base, sob a forma de
sulfato, dissolvidos em 20 m/ de solugio aquosa tamponada
e adicionada de substincias conservadoras.

Dosagem polarogréfica

A dosagem polarografica foi executada pela técnica que atrds
descrevemos, em polarégrafo de raios catddicos e também em
polarégrafo Sargent XX, empregando o método dos padrdes
internos, para o que juntidmos uma quantidade de antibiético
padrio correspondente a 20 por cento da concentragio provavel
da amostra.

Nos Quadros XV e XVI indicam-se os resultados obtidos na
dosagem polarogrifica das trés especialidades, para cada tipo de
polarégrafo, exprimindo-se o grau de pureza, em relagio ao sul-
fato de estreptomicina padrdo, em percentagem de actividade.

Dosagem microbiolégica

A dosagem microbioldgica foi executada nestas mesmas espe-
cialidades, de acordo com o método que referimos ao iniciar o
presente estudo. Os valores analiticos obtidos sdo indicados no
Quadro XVII, mencionando-se para cada especialidade a activi-
dade do antibiético, em percentagem de pureza.

Discusséio e conclusdes

Confrontando os dois métodos de dosagem atraveés dos estudos
estatisticos cujos resultados transcrevemos nos Quadros XV, XVI

(*) Laboratérios Merek & Co.— U. S. A,
(**) Laboratérios Novo — Copenhague, Dinamarca.
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¢ XVII, torna-se evidente a concordancia do método polarogra-
fico com o microbiolégico, e também a sua Gptima precisdo e
reprodutibilidade.

QUADRO XV

Estudo estatistico da dosagem polarografica do sulfato de estreptomicina
em especialidades farmacduticas, com o polardgrafo de raios catddicos

|
Médis Biro padih Limite relativo
Especialidades Actividade do antibiético A _Alu,jlt‘_l_' ‘rl' [‘,t I,'JO e percentagem

farmac@uticas em percentagem [Ee e [_m“ 5 | de actividade
| (m) ‘ (sm) o3

Siptomy- | 303223610008 \
cine i 4 ? 99,58 | 0,64 | 99,58 4 1,47

D 99,80 -99,88 - 99,94 \

IAMANT |

\ =99,57=
99,87 - 100,86 - 100,50 |

Streptomycin Iy s
99,90 - 100,85 -101.30 1 49 59 0,66 | 10029 1 1,52

sulfate
ik 99,54 - 100,74 - 100,06 |
MERCK - 9932 - ‘

99,96 - 101,21 - 100,87
|

Streptomyein, 99,68 - 100,24 - 101,70 |
Novo 10108 - 100,69 - 100,03 | 100:62 063
- 100,75 - | |

|

100,62 + 1,45

D — Ensaios de estabilidade do sulfato de estreptomicina

Estes ensaios tiveram por finalidade verificar as possibilida-
des da dosagem polarogrifica do sulfato de estreptomicina, nos
casos em que o antibiético tenha sofrido uma diminuicdo de acti-
vidade por acgio de um meio com pH desfavordvel ou do calor.
Neste sentido, a dosagem do antibi6tico foi praticada, simulta-
neamente, pelo método polarografico proposto e pelo microbio-
légico (*).

(*) Em todos estes estudos de estabilidade os resultados analiticos
obtidos, por qualquer dos dois métodos, foram sempre expressos pelo valor
médio respeitante a cinco dosagens distintas.
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QUADRO XVI

Estudo estatistico da dosagem polarografica do sulfato de estreptomicina

em especialidades farmacéuticas, com o polarégrafo Sargent XX/

! Médiz Eit el Limite relativo
Tispeciplidades Actividade do antibidtico ; H,I:L i p-’n ’_(0 om percentagem
farmacluticas em percentagom e it de actividade
() (8m) L—23
SESESEINE N e ‘ s ey T o
Swreplomy- | 3750”5675 10040
cine i : ? | 99,49 1,24 99,49 4 2,85
DY AR 99,60- 99,87 - 100,10 ‘
- 100,02 - ‘
=B NI e fe A Lol _‘ !
?::zefjtol?g'e- g;z?"g: gg’gé : ig(l):gz 100,07 | 1,64 100,07 | 3,77
Mena 98,48 - 100,29 - 102,34 | * % ‘ 2 :
ERCK
-102,10 - |
= —_— st —n ) |l |
=y 555610095 10014 ‘ 100,30 1,06 100,30 - 3,52
iy 98,50 - 101,40 - 100,30 ’ Sl :
\ -100,15 - |
| |
QUADRO XVII

Estudo estatistico da dosagem microbiologica do sulfato
de estreptomicina em especialidades farmacéuticas

M&dis Brr i l Limite relativo
Especialidades Aectividado do antibidtico : ';t m,:'_Ll ‘r;‘o |!n"‘LC;.|tD em percentagom
farmacluticns em pereentagem s 1(1::)““ . d( ‘me( ' de actividade
Sim) =23
Swapron. | 3423 2036 907
cine 99.70 - 105.00 - 101 13 98,57 5,31 98,57 + 12,22
DiaAMANT ST
- 100,63 -
Streptom- | 660" 10005 - 11120
cin sulfate : 2 ? 100,43 7,09 100,43 + 16,30
M 97,40 - 101,53 - 89,11
ERCK
-101,82 -
Stwféismy- lgz,gg: }(])gﬁgj }gg’%z 102,26 5,79 102,26 + 13,31
N 100,69 - 103,44 - 94,08 K * ? 2
e -100.17 -
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Recorremos, para todos os ensaios, ao polarégrafo de raios
catédicos, que além de mais preciso e sensivel, permite realizar a
dosagem num periodo de tempo menor que o exigido pelo pola-
régrafo Sargent. Também, em todos estes estudos de estabili-
dade, se praticou a dosagem polarogrifica do sulfato de estrepto-
micina, empregando-se como padrio interno, 20 por cento da con-
centracdo provavel de antibidtico presente nas amostras a dosear.

1 — Estudo de estabilidade do sulfato de estreptomicina em solugdo
de hidréxido de sodio decinormal

Com este estudo quisemos verificar nio s6 a concordincia
entre o método polarografico proposto e o microbiologico, como
também a diminuicdo de actividade que o sulfato de estreptomi-
cina possa sofrer em solugao de hidréxido de sodio, uma vez que
na dosagem polarogrifica propusemos um electrélito-suporte con-
tendo hidréxido de sodio decinormal.

Moedo operatirio:

Para a obtencdo da curva de estabilidade, prepardmos uma solu-
¢io de sulfato de estreptomicina na concentragio de 79,8 pugjml em
hidréxido de sodio decinormal, sendo essa solugido submetida a dosa-
gem polarogrifica a intervalos de tempos varidveis.

Paralelamente, com a dosagem polarografica, praticimos a deter-
minagio por método microbioldgico, depois de havermos neutralizado
a solugfio alcalina do antibidtico.

No Quadro XVIII indicamos as concentragdes de sulfato de
estreptomicina determinadas e os perfodos de tempo que media-
ram entre a obtengdo da solugdo e a sua dosagem pelos dois méto-
dos. Esses valores permitiram-nos o tragado das curvas de esta-
bilidade A e B, indicadas na figura 76.

Conclusdes !

O confronto das curvas de estabilidade 4 e B representadas
na figura 16 demonstram a concordincia dos resultados obtidos
com os dois métodos de dosagem do antibiético.

Podemos também verificar que, em solucdao de hidréxido de
s6dio decinormal, o sulfato do estreptomicina sofre, 19 horas apés
a obtencdo dessa solucgio, uma decomposicdo de cerca de 60 por
cento da quantidade inicialmente presente, ndo havendo pratica-
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mente modificagdo da actividade do antibitico durante a pri-
meira hora, o que tem uma grande importincia para o método
analitico proposto.

QUADRO XVIII

Variacdo da concentragio do sulfato de estreptomicina
em fungéo do tempo que medeia entre a obtengio da solugdo em OHNa N/10
e a sua dosagem por método polarografico e microbiolagico

Concentragdes de- J Coneentracdes de-
terminadas por mé- | terminadas por mé-
Tempo em horas o # e

todo polarogrilico [todo microbiolégico
feafud fgfimd
— 79,8 79,8
172 79,8 79,8
1 79,4 79,0
2 77,7 76,4
4 72,7 74,0
8 64,0 60,8
12 51,6 56,1
19 31,6 35,3

2 — Estudo de estabilidade do sulfato de estreptomicina em solugio
de hidréxido de sédio normal

Na execugio deste estudo, usdmos condigdes operatérias idén-
ticas ¢ a mesma concentracio de antibidtico do ensaio de esta-
bilidade precedente.

Os valores analiticos obtidos com a dosagem polarogréfica e
microbioldgica estdo escritos no Quadro XIX, tendo estes ser-
vido para o tracado das curvas de estabilidade A ¢ B da figura 17.

Conclusoes :

A observacdo das curvas de estabilidade da figura 17 con-
firma uma perda maior de actividade do sulfato de estreptomi-
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cina em presenca de hidréxido de sédio normal. Como no estudo
anterior, mantém-se a concordancia do método polarografico com

Fig. 16

Curvas de estabilidade do sulfato de estreptomicina em solugao
de hidréxido de sddio decinormal

Curva .1 — Curva obtida por métode microbioldgico
Curva # — Curva obtida por método polarogrilico

o microbiolégico, mesmo para os casos em que a molécula da
estreptomicina sofreu degradagido por efeito de um meio fortemente
alcalino.

3 — Estudo da estabilidade de uma solugdo de sulfato de estreptnmicma
a acgdo do calor

Encheu-se uma série de ampolas de 5 m/ de capacidade com
solucdo de sulfato de estreptomicina em agua bidestilada na con-
centracdo de 79,8 ug/mi, sendo o seu fecho realizado em atmosfera
de azoto. Em seguida, submeteram-se lotes de trés ampolas a
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QUADRO XIX

Variagao da concentragio do sulfato de estreptomicina
em funcao do tempo que medeia entre a obtencdo da solugdo em OHNa N/1
e a sua dosagem por método polarografico e microbioldgico

Concentracioos de- | Concentracoes de-
i i ot ‘ terminadas por mé- | terminadas por mé-
GHHM L S todo polarogrifico | todo microbioldgico

Heimi Hfm!

\

— 79,8 \ 79,8

1/2 79,4 | 79.0

1 778 | 77,0

6 60,3 57,2

10 45,3 49,0

14 25,5 25,7

18 4 10,4 ! 21,6

diferentes tempos de aquecimento a b. a., segundo o esquema
referido no Quadro XX, procedendo-se em cada lote a dosagem
do antibi6tico por método polarogrifico e microbiolégico, de acordo
com o modo operatdrio usado nos ensaios de estabilidade prece-
dentes.

Conclusies:

De harmonia com os resultados analiticos expressos no Qua-
dro XX, tracdmos as curvas de estabilidade em funcio do tempo
de aquecimento a b. a. para os dois métodos de dosagem (Fig. 18).

Pudemos verificar, pelo pequeno afastamento das curvas,
a optima concordancia dos resultados e, por conseguinte, a vali-
dade do método polarografico proposto, mesmo nos casos em que
a estreptomicina, em solugdo, tenha sofrido alteracdo por efeito
de aquecimento.




67

E — Aplicagdo do método polarogréfico & dosagem do pantotenato
de estreptomicina

Diferindo o pantotenato do sulfato de estreptominicina ape-
nas na natureza do dcido que salifica o antibiotico, é evidente
que o método polarogrifico proposto para o primeiro sal serd
igualmente aplicivel na determinacio do segundo, nido permi-
tindo, por isso, a dosagem diferencial destes sais. O mesmo

&~ lfmork widuowtosgarga L |

HA03 POLAIOGHARISO

Fig. 17

Curvas de estabilidade do sulfato de estreptomicina em solugdo
de hidréxido de sédio normal

Curva o — Curva obtida por métode mierobiologico
Curva B — Curva obtida por métado polarogrifico

ndo sucederia se a reducdo polarografica incidisse sobre o anido
pantotenato, facto este perfeitamente exequivel com o emprego
de determinados electrdlitos. Sendo o A4cido pantoténico sé
reduzivel a potenciais bastante negativos, nao podem os elec-




68

trélitos de suporte conter sais de metais alcalinos, para assim
se inibir a interferéncia devida & onda do hidrogénio. LINGANE
e Davis (") verificaram ser possivel a reducdo polarogrifica do
dcido pantoténico em presenca de outras vitaminas do com-
plexo B, utilizando como electrélito-suporte, solucdo de brometo
de tetrametilamoénio 0,1 M.

QUADRO XX

Variacao da concentracio do sulfato de estreptomicina
em funcio do tempo de aquecimento a b.a.

Coneentragies de- ‘ Coneentracies de-

T terminadas pormd- | terminadas por nié-

Bo-€ N g polivogritico | todo microbioldgico
‘ Lofmt Legfmd
e
L 79,8 798
25 73,8 74,8
54 67,8 69,1
81 ; 63,5 55,1
115 i 55,7 56,0
136 ‘ 52,0 50,3
160 I 45,0 39,6

O emprego desta técnica com o polardgrafo Sargent XXTco
polarégrafo de raios catédicos, ndo conduziu a resultados satis-
fatérios na dosagem do acido pantoténico, pois as ondas polaro-
graficas sio mal definidas, o que torna dificil a determinacio das
suas alturas.

Tendo em vista a obtencdo de um electrdlito de suporte mais
conveniente para a dosagem do acido pantoténico, experimentd-
mos a solucdo de cloreto de litio 0,05 M, alcalinizada a pH 10 com
hidréxido de litio decinormal. VerificAmos que neste suporte as
ondas polarogrificas apresentam uma melhor individualizagdo,
tendo-se¢ obtido, como potencial de semi-onda, medido em rela-
cido ao ecléctrodo de referéncia de calomelanos saturado, o valor
-1,95 wvolls,
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Executada a dosagem desta substdncia em polardgrafo de
raios catédicos, verificamos a possibilidade de dosear, como limite
inferior, o valor de 24,8 yg/ml, o que corresponde a uma concen-
tragio molar de cerca de 2x 107,

Estudada a técnica de dosagem do acido pantoténico, apli-
cdmo-la a dosagem do pantotenato de estreptomicina. No entanto,

Fig, 18

Decomposi¢do do sulfato de estreptomicina em fungéo
do tempo de aquecimento a b. a.

Curva 4 — Curva obtida por método microbioldgico
Curva B — Cnrva obtida por método polarogrifico

dada a grande diferenca entre os pesos moleculares do dcido pan-
toténico e da estreptomicina, a redugdo polarogrifica do anido
referente ao pantotenato de estreptomicina, sé ¢ possivel para con-
centracdes deste sal j4 de certo modo elevadas. Com efeito, ope-
rando com polarégrafo Sargent, a concentragdo mais baixa dosedvel
¢ de 102 M, enquanto que com polardgrafo de raios catédicos, o

limite inferior ¢é de 104 M. Em face destes resultados a dosagem

polarogréfica do pantotenato de estreptomicina, baseada na redu-
¢do do anido pantotenato, tem pouco interesse analitico.
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Como era de esperar, a dosagem polarografica do pantote-
nato de estreptomicina a custa da reducdo do grupo aldeidico da
estreptomicina, mostrou-se vantajosa na determinacdo deste anti-
bidtico. Essa dosagem, que a seguir descrevemos, foi executada,
como habitualmente, nos dois polarégrafos que temos vindo a
utilizar, apresentando-se para cada um dos aparelhos, uma curva-
-padrdo que inclui as concentragdes minimas dosedveis; indica-
mos, ainda, o erro padrio da média e o limite de confianca do
método.

1 — Dosagem do pantotenato de estreptomicina
com polarégrafo Sargent XX[

Antes de procedermos & dosagem propriamente dita, estudd-
mos o comportamento polarografico do pantotenato de estrepto-
micina que se verificou ser semelhante ao do sulfato de estrepto-
micina. Utilizando como electrélito de suporte a solucdo de clo-
reto de sédio 0,01 M em hidroxido de sodio decinormal, obtém-se
ondas polarogrdficas reprodutiveis cujas alturas sdo facilmente
determinaveis (Fig. 19). Também, como para o caso do sulfato
de estreptomicina, a reducdo passa-se com a formacdo de duas
ondas, sendo a primeira a que tem interesse sob o ponto de vista
analitico. Em relacio a essa onda o potencial de semi-onda,
medido em presenca do eléctrodo de calomelanos saturado, ¢é
de -1,33 volls.

Modo operatério:

A dosagem ¢ feita segundo a técnica usada na determinacdo
do sulfato de estreptomicina, e descrita na pagina 46.

Tendo em vista o estabelecimento de uma curva-padrio,
empregdmos solugdes de pantotenato de estreptomicina de con-
centragdes compreendidas entre 619,7 ug/ml e 1115,4 uglml que,
de igual modo, foram diluidas a 1/10 em solugdo de cloreto de
sédio (0,01 M em hidréxido de sédio decinormal, sendo a determi-
na¢ido polarografica de cada solugdo executada nas seguintes con-
dicdes:

Tempo de gota: 2,5 seg.
Altura da coluna de mercurio: 2,5 cm.
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Massa do merciirio medida em dgua destilada: 2,60 mg seg™t.

Temperatura: 199,
Sensibilidade: 0,010 pAd /mm.

Resultados :

No Quadro XXI, indicamos as concentracoes do antibidtico
usadas e os correspondentes valores das alturas das ondas polaro-
graficas, em p4. Com estes valores construimos a curva-padrio

(Fig. 20).

QUADRO XXI

Valores empregues no tragado da curva-padrdo do pantotenato
de estreptomicina com polardgrafo Sargent XX/

3 & Altura das ondas
Coneentracoes

polarogrificas
Hfind

®A

K

tyflfed

61,97 | 049
7436 |+ 058
86,75 0,68
99,14 0,78

111,54 0,87

137
130
128
130

Sensibilidade [imile e precisdo:

A sensibilidade limite de dosagem para o pantotenato de
estreptomicina é de 61,97 yg/mi. Um estudo estatistico (Qua-
dro XXII) executado sobre trés concentragdes, correspondentes
a pontos médios da curva-padrdo deste antibidtico, demonstrou
possuir a dosagem boa precisio ¢ reprodutibilidade.

2 — Dosagem do pantotenato de estreptomicina
empregando o polardgrafo de raios catédicos modelo K 1000

Com o fim de conhecermos também a quantidade minima de
antibiético dosedvel ao ser utilizado o polarégrafo de raios caté-
dicos, fomos, mantendo a técnica descrita para a sua dosagem no
polarégrafo Sargent, obter uma curva-padrdio.



Condigdes polarogrdficas:

Tempo de gota: == 6,5 seg.

Altura da coluna de mercirio: 22 cim.

Massa do merctrio medida em dgua destilada: 3,10 mg seg-L
Temperatura: 200°.

TFactor de escala: 0,025.

Potencial no inicio: - 1,35 volts.

Altura

A e S8 S s ot e e el |

Fig. 19

Polarograma obtido em polarégrafo
Sargent X XTI, para uma concentragio
de pantotenato de estreptomicina
de 99,14 ug/mi

Na figura 21 reproduzimos dois polarogramas obtidos para
concentragoes de pantotenato de estreptomicina, respectivamente,
de 1,73 ug/mi e de 3,22 g /ml.
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A curva-padrdo (Fig. 22) que engloba a quantidade minima
de antibidtico dosedvel, foi tracada de acordo com os valores ins-
critos no Quadro XXIII referentes aos resultados da dosagem.

Sensibilidade limite e precisio:

A quantidade minima de pantotenato de estreptomicina
doscavel neste polardgrafo ¢ de 0,99 pg/mi. Sc confrontarmos
este resultado com a quantidade minima obtida na dosagem do

Fig. 20

Curva-padrdo do pantotenato de estreptomicina obtida
com pclarégrafo Sargent, modelo X X1

sulfato de estreptomicina no mesmo polarégrafo (pdg. 53), veri-
ficamos ser o método mais sensivel para este antibidtico.

Como para o sulfato, obtém-se uma boa precisdo e reproduti-
bilidade, o que ¢ demonstrado pelos resultados de um estudo esta-
tistico executado sobre trés concentracdes intermédias da curva-
-padrdo, cujos valores se encontram inscritos no Quadro XXIV.
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ADRO XXII

Estudo estatistico da dosagem do pantotenato de estreptomicina
empregando polardgrafo Sargent, modelo XXI

Tomada de Média das Krro Limite de
¢ Altura das ondas | i 4 o »
ansaio do N | alturas das | padrio confianga | Limite relativo
antibidtico Rolizografiens ondas pol. | da média a 95 %, afm!
Legfml e mitA (5m) } t—2.8
580 - 570 - 600 - 600
74,36 590 - 580 - 580 - 570 582 11.3 23,99 74,36 + 3,26
- 570 - 580 -
660 - 6.0 - 670~ 680 |
86,75 680 - 680 - 690 - 690 679 11,9 27,37 86,75 4- 3,49
- 690 - 690 -
770 - 780 - 780 4780
99,14 790 - 800 - 770 - 780 780 9.4 21,62 | 99,14 4- 2,74
- 770 - 780 -

| 3,22

ATTETET 2 Huwe

rer

i

Polarogramas obtidos no polarégrafo de raios catddicos com o pantotenato

444

Fig. 21

de estreptomicina para concentragdes, respectivamente, de 1,73 ug/mi
e de 3,22 ng/ml

]
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" QUADRO XXIII

Valores utilizados no tragado da curva-padrdo do pantotenato
de estreptomicina com polardgrafo de raios catddicos

Altura
Caoneentragiies das ondas K
Hgfmi polarogrificas wggfiftd
anfied
(0,99 a8 —
1,73 70 23
2,48 100 24
3,22 130 24
3,97 162 24

100

Tig. 22

Curva-padrdo do pantotenato de estreptomicina
obtida com polarégrafo de raios catddicos
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QUADRO XXIV

Estudo estatistico da dosagem do pantotenato de estreptomicina
empregando polardgrafo de raios catddicos

Tomuada de
ensaio do

antibidtico

Altura das ondas

Média das
alturas das |

ondas pol,

Erro padriio
da média

Limite

de confianca

Al
a 95 9,

Limite relative
Legfml

polarogri
Mgfml wha mit 4 (Sm) 1t =28
|
| |
| 70-72-70-68 |
1:73 70 -70-66 - 70 69,8 | 1,7 391 1,73 + 0,09
72 -70 ‘ J
100 - 100 - 102 - 102 I
2,48 100- 96-100-104 100,0 2,4 5,52 2,48 + 0,13
96 - 100
|13{] -126- 132 - 130
3.22 134 - 134 - 130 - 130,  130,4 2.7 6,21 [3,22 + 0,15

| 128 - 130
|




IT—DETERMINACAO QUANTITATIVA
DA DI-HIDRO-ESTREPTOMICINA

Encontrando-se o grupo aldeidico livre da estreptomicina,
substituido por um radical alcodlico na molécula da di-hidro-estrep-
tomicina, ¢ evidente que o método polarografico proposto para a
dosagem do primeiro antibidtico, bascado, precisamente, na redu-
¢io daquele grupo, nio serd aplicivel na determinagdo da di-hidro-
-estreptomicina. Por isso, visando o emprego do método polaro-
grifico, estuddmos dois métodos analiticos que apresentando uma
sensibilidade compardvel aos métodos microbilogicos pudessem
oferecer maior comodidade e precisio.

Assim para a di-hidro-estreptomicina propomos dois métodos
polarogrificos, um directo ¢ outro indirecto. O primeiro, funda-
menta-se na propriedade que este antibidtico tem de diminuir a
altura do maximo da onda polarogrifica do cloreto de cobalto.
O segundo método consiste na dosagem do formaldeido libertado
na oxidagio da di-hidro-estreptomicina pelo metaperiodato de
sodio.

A — Determinacdio do sulfato de di-hidro-estreptomicina pelo método
da diminuicdo do méaximo da onda polarogrdfica do cobalto

Antes de propriamente indicarmos a técnica seguida na dosa-
gem do sulfato de di-hidro-estreptomicina por este método, ire-
mos, em linhas gerais, descrever os tipos mais correntes de mixi-
mos polarograficos, suas caracteristicas e seu interesse analitico,
uma vez que o método que propomos se fundamenta no com-
portamento destes maximos.

Na reducgdo polarografica de algumas substincias e sempre
que se mantenham determinadas condigdes, ao aumentar gradual-
mente a tensdo aplicada aos eléctrodos, observa-se que, logo que
¢ atingido o potencial de separagdo, a intensidade cresce muito
bruscamente, decrescendo logo em seguida, para alcancar o valor
correspondente 4 corrente de difusio. A curva apresenta, assim,
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uma elevagdo muito acentuada, logo seguida de um declinio

»
’

(Fig. 23), aspecto que ¢ designado correntemente por «maximos.

0,2 _volta

i, w ]

Fig. 23

Onda de redu¢do do cobalto em solugdo amoniacal
mostrando um maximo polarografico tipico

F]
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A existéncia destas ondas com méximos seria devida ao facto
da quantidade de substincia que atinge o eléctrodo ser supe-
rior & que chegaria por uma difusdo normal. Verifica-se na regidao
em volta do eléctrodo gotejante, o aparecimento de correntes que
se dirigem para este contendo uma concentragio dessa substancia
superior & normal. Estas correntes anormais sio explicadas por
fenémenos de adsorcdo e pela existéncia de um campo eléctrico
nio homogéneo na zona que circunda o eléctrodo gotejante (')
A propdsito, deve referir-se que a presenca de substincias ten-
sioactivas, adsorviveis na interfase mercurio-solugdo pode redu-
zir a altura desses maximos ou mesmo evitar a sua formagdo, o
que depende da concentragio existente na solugio a polarografar.

O aparecimento de mdximos nas ondas polarograficas pode
ser encarado sob dois aspectos: — o maximo ser indesejdivel por
interferir na dosagem de um dado componente, ou ser-nos util,
quando 0 méximo nos interessa para fins analiticos.

No primeiro caso, temos de o eliminar por jungdo de quan-
tidades convenientes de substAncia tensioactiva, de elevado peso
molecular, ou mesmo de corantes, que fazendo desaparecer o
méximo ndo interfiram na altura da onda polarografica em estudo.
Como exemplo de substancias usadas com este fim citamos o lau-
rilsulfato de sédio, «Triton X100, gelatina, metilcelulose, verme-
lho de metilo, supressores estes, que actuam em concentragoes
muito baixas (10-° a 107°M).

O segundo caso interessa-nos sempre que se pretenda dosear
polarogrificamente substincias supressoras de mdximos, mesmo
que estas ndo sejam electro-redutiveis, Para isso temos que
escolher as concentracdes que originam uma maior proporciona-
dade na diminuigdo da altura dos maximos. Constroi-se, nessa
zona, uma curva-padrdo e, sempre que possivel, faz-se a dosagem
por comparagdo com amostras de teor conhecido.

Encontram-se na literatura numerosas referéncias a diminui-
¢do da altura dos mdximos polarograficos, com fins analiticos, por
intermédio de agentes supressores, que resumidamente iremos
focar:

Sulfamidas :

O 4cido p-aminobenzdico e alguns dos seus derivados de acgdo
sulfamidica nio apresentam qualquer onda catdodica ou anéddica em
HCI 0,1 N ou em KCI 0,1 N. No entanto, & custa do efeito inibidor
sobre o mdximo da onda do oxigénio estabeleceu-se a concordancia
entre a dosagem microbioldgica e o grau de actividade tensioactiva
de diferentes sulfonamidas (156, 137),
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Hexaclovoexano :

Dos isémeros do hexacloroexano, o isémero y ¢ o insecticida de
maior actividade e também, o produto que apresenta um efeito supres-
sor mais acentuado sobre o maximo da onda do oxigénio (138),

Esteres do detdo p-hidvoxibenzdico :

A actividade supressora dos ésteres do dcido p-hidroxibenzoico
concorda com a sua actividade biolégica, sendo, no trabalho de GHiGr
e CarreLiNa (1) estudados os ésteres metilico, etilico e propilico.

Colestevol :

TAvLaranT (19 determinou o colesterol no soro sanguineo, preci-
pitando-o por uma solugdo cetdnica de digitonina, e doseando o excesso
desta & custa da sua acgio supressora sobre o maximo que a onda pola-
rografica do cobalto apresenta em meio amoniacal,

Bavbitiricos :

ZuMAN (M) estudou as condigdes de dosagem de vérios deriva-
dos do dcido sulfobarbitirico, recorrendo 4 acgiio supressora sobre o
méximo da onda do oxigénio.

Diferenciagdo entve produtos naturais e sintéticos :

Tendo-se verificado que as substincias de origem natural estio
normalmente acompanhadas de compostos tensioactivos que nio se
encontram nos produtos sintéticos, ¢ possivel por este método diferen-
ciar os dois tipos de origem. TFizeram-se, neste sentido, estudos sobre
0 vinagre (142, 144, 144) ¢ o dcido citrico (145),

Agua:

A presenca de compostos tensicactives nas dguas potdveis e
minerais ¢ um indicio importante para a determinacio da sua quali-
dade, uma vez que tais substincias sdo, em regra, compostos coloidais
de origem orgdnica, (146, 147, 118, 149; 160, 151),

Tendo-se passado em revista os principais campos de utili-
zagdo deste método, queremo-nos referir, particularmente, aos dois
tipos de maximos mais empregues.

Na maioria dos trabalhos referidos, as ac¢des supressoras
foram estudadas no maximo que acompanha a primeira onda de
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reducio do oxigénio (*) a partir de uma solugio de cloreto de
potédssio 0,001 M, em célula polarografica aberta. No entanto,
como a altura desse mdximo depende da concentragio do oxigé-
nio na solucdo torna-se dificil uma perfeita padronizagao, pelo que
sempre que se pretenda dosear uma substdncia utilizando essa
propriedade, se deve empregar, de preferéncia, o maximo presente
na onda de reducio de certos metais, tais como o cobre e o cobalto.
Este ultimo elemento, em solugdo amoniacal tamponada, apresenta
maximos reprodutiveis e possuindo sensibilidade apropriada.

A di-hidro-estreptomicina reduz a altura do maximo da onda
catédica do cobalto, propriedade que ndo ¢ especifica dela pois
como acabdmos de expor, outras substancias podem apresentar
esse mesmo efeito. No entanto, dada a grande sensibilidade do
tipo de dosagem polarogrifica que se fundamenta nessa proprie-
dade, a aplicagido a di-hidro-estreptomicina justifica-se plenamente
se tivermos em conta que pretende-mos para este antibidtico um
processo analitico de sensibilidade semelhante ao método micro-
biol4gico e de execucio menos morosa.

Antes de descrevermos o método de determinagio polarogri-
fica do sulfato de di-hidro-estreptomicina, estudaremos as concen-
tracies de antibidtico capazes de originarem mdximos polarogra-
ficos com uma altura apropriada e verificaremos se nessa zona
de wvalores existe boa proporcionalidade entre a concentracao
e a altura daqueles. A determinagio polarogrifica do antibio-
tico foi executada com o polardgrafo Sargent, modelo XX1, pois
¢ dos polardgrafos correntes o que melhor se presta para este
tipo de dosagem, dado que as dimensdes do papel onde os polaro-
gramas sio tragados permitem a obtengdo de mdximos de altura
conveniente; o polarégrafo de raios catddicos nio se pode utili-
zar neste caso, visto este aparelho eliminar qualquer maximo que
acompanhe uma determinada onda polarografica, devido & exis-
téncia de um sistema compensador apropriado. :

(*) A primeira onda seria, segundo KorLrHowsr ¢ MiLLir (12), devida
a redugdo do oxigénio a perdxido de hidrogénio, de acordo com as seguin-
tes reacgdes:

— Em solugdes dcidas: O, + ,HyO0F + 0022 H,0, -}- H,0.

— Em solugdes neutras ou alcalinas: ,1,0 -+ O, + , e o> H,0, + ,OH",

G
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Igualmente wverificaremos a concordancia entre este método
polarografico ¢ o método microbiolégico, doseando pelos dois méto-
dos algumas especialidades farmacéuticas contendo sulfato de
di-hidro-estreptomicina e também solugdes deste antibidtico que
tenham sofrido uma diminuicio de actividade por efeito da forca
iénica do meio ou da temperatura.

Estudaremos, também, a influéncia do sulfato e do pantote-
nato de estreptomicina e de alguns produtos de degradacao deste
antibidtico sobre a dosagem polarogrifica da di-hidro-estrepto-
micina.

Finalmente, aplicaremos o método proposto para o sulfato
de di-hidro-estreptomicina a determinacdo do pantotenato do
mesmo antibiotico, indicando-se a sensibilidade limite e, com um
cstudo estatistico a precisio obtida.

1 — Técnica proposta para a dosagem do sulfato
de di-hidro-estreptomicina por método baseado na diminuigdo
do maximo polarogrifico presente na onda do cobalto

Modo operatirio:

Introduzimos na célula polarografica 3 mi de cada solugao
obtida do modo seguinte:

— 1 ml de solugao de sulfato de di-hidro-estreptomicina
de concentragdo conveniente (13,0 yg/ml a 24,8 yg/ml).
— 9 mi de electrolito-suporte de cloreto de cobalto amo-
niacal (*) a pH 11, com a composi¢do que a seguir

indicamos:
Cloreto de cobalto, hexa-hidratado . . . . 0,38 g
Cloreto de aménio . . . . . . . . . . .. 335 ¢
Solugdo de hidréxido de aménio 0,1N g. b.p. 1000 mi

(*) Tampao cuja concentragdo em cloreto do cobalto foi estudada
tendo em vista a obten¢do de mdximos polarogrificos com caracteristicas
proprias a este tipo de dosagem,

Preparagdo : Dissolver em cerca de 100 mi de dgua bidestilada o clo-
reto de cobalto e o cloreto ‘e amdnio e, em seguida, perfazer o volume de
500 ml. A parte, diluir 100 ml de solugio de hidrdxido de aménio N até
cerca de 500 mi. Juntar esta solugdo, lentamente e com agitacdo, a pri-
meira ¢ perfazer o volume de 1000 ml com dgua bidestilada.

O tampdo tem um tempo de conservagido limitado, cerca de uma
semana, turvando depois deste periodo de tempo.
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Fizemos passar, durante 10 minutos, uma corrente de azoto
purificado para promover a eliminacao do oxigénio, obtendo-se,
depois, os polarogramas nas seguintes condicoes:

Tempo de gota: 4 seg.

Altura da coluna de mercirio: 20 cm.

Massa do mercurio medida em dgua destilada: 3,10 mg seg™,
Temperatura: 200,

Sensibilidade: 0,100 A /wn,

Resultados.

Na figura 24 reproduzimos dois polarogramas obtidos nas
condigoes que acabimos de mencionar, nos quais indicamos a
maneira seguida para a determinacio da altura do maximo da
onda de redugdo do cloreto de cobalto, em solugdo amoniacal.

As concentracdes do antibidtico ¢ as alturas dos méximos
correspondentes encontram-se reunidas no Quadro XXV, valores
que nos serviram para a obtengio da curva-padrdo do sulfato de
di-hidro-estreptomicina (Fig. 25) que se destaca pela sua boa linea-
ridade.

Precisio e sensibilidade limate:

Tendo em vista conhecer a precisdo e reprodutibilidade do
método, fizemos um estudo estatistico num total de 10 ensaios
distintos, para trés concentracdes de sulfato de di-hidro-estrepto-
micina, correspondentes a trés pontos médios da curva-padrdio.
Os resultados desse estudo sdo indicados no Quadro XXVI.

Queremos ainda. referir que, em face da sensibilidade limite
de dosagem (1,30 ygfml de antibidtico) o método que propomos
tem uma sensibilidade compardvel 4 dos métodos microbioldgicos,
apresentando, no entanto, uma precisio bastante superior.

2 — Estudo comparativo dos métodos polarogréifico ¢ microbiolégico
na dosagem do sulfato de di-hidro-estreptomicina

Na dosagem de um antibiético por método fisico-quimico
tem importincia primordial o conhecimento da concordéincia dos
resultados obtidos por este método e pelo microbioldgico.

Assim, para verificarmos a validade da dosagem polarograi-
fica que propusemos para o sulfato de di-hidro-estreptomicina,
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Fig. 24

Polarogramas obtidos a partir de cloreto de cobalto em solugdo
amoniacal contendo sulfato de di-hidro-estreptomicina respectiva-
mente nas concentragdes de 1,59 ug/ml e de 1,89 ug/ml
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QUADRO XXV

Valores empregues no estabelecimento da curva-padrdo do sulfato
de di-hidro-estreptomicina em polarégrafo Sargent

Altura do maximo :
Coneentracies pi K
polarogradico
Hagfmi . mif el

2,48 5,5 o=

2,19 7. 0,13
1,89 9.9 0,13
1,59 12,0 0,13
1,30 14,6 0,13

Fig. 25

Curva-padrdo do sulfato de di-hidro-estreptomicina
obtida em polarografo Sargent XXT
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praticimos, paralelamente, os dois métodos em especialidades far-
macéuticas contendo este antibidtico, indicando-se, préviamente,
a técnica microbioldgica seguida.

a) Método microbicldgico utilizado

Adoptamos o método do cilindro-placa, segundo a técnica
descrita para a dosagem do sulfato de estreptomicina (pdg. 54).

QUADRO XXVI

Estudo estatistico da dosagem do sulfato de di-hidro-estreptomicina
empregando polardgrafo Sargent XX/

Tomada
de ensaio
do antibid-

tico

Moyl

1,89

1,59

11,8-12,0-11,8-12,1

Média das Frra
Altura dos mdximos alturas dos padriio da
polarogriticos maximos medin
Ll pol. S
1. ( m)
76-75-78
7.7-78-77 7,69 0,13
| 76-78-79-7,5
9,9-10,1-10,2
98- 98- 99 9,89 0,16
97-97-99-99
11,9-12,0-12,0
11,9-12,2-12,3 12,00 0,16

Limite do |

confian¢a Limite relativo
w900/, tyfml
t=2,3 ‘
0,30 2,19 + 0,09
0,37 1,89 - 0,08
0,37 | 1,59 1 0,05

Trabalhdmos com padrio fornecido pela U. S. A. Reference
| Standard, que por ser higroscépico foi mantido em excicador sob

vazio.

| A solugdo padrio foi preparada dissolvendo quantidade con-



87

veniente de antibiético em tampio fosfatado de pH 6 (*) estéril,
de maneira a ficar com a concentragdao de 1000 yg/ml em di-hidro-
-estreptomicina-base. Esta solugio foi conservada no frigorifico
por tempo néo superior a 30 dias.

Oblengdo da curva-padrdo:

De modo andlogo ao descrito para a dosagem microbiold-
gica do sulfato de estreptomicina dilui-se a solugdo padrio de sul-
fato de di-hidro-estreptomicina com tampéo de fosfato de pH 8 (*),
a fim de obter concentragdes, respectivamente, de 0,6-0,7 - 08-09-
-1,0-1,1-12-1,3-1,4-1,5 ug/ml. Preparadas as placas e incuba-
das por 16 a 18 horas a 37°, mediram-sc os didmetros de inibigdo
correspondentes a cada uma das concentragdes. Tomando em
ordenadas os valores correspondentes as concentragoes e em
abeissas o didmetro corrigido (**) das zonas de inibicdo, tragimos
a curva-padrdo em papel semi-logaritmico (ver Quadro XXVII ¢
figura 26).

QUADRO XXVII

Valores que nos serviram para o tragado da curva-padrdo do sulfato
de di-hidro-estreptomicicina, por método microbiolégico

Valor do difimetro das zonas
Coneentraghies do inibigiio, depois
gl de corrigido

nm

=" N R e R
0,6 ‘ 15,1
0,7 18,5
0,8 20,9
0,9 22,8
1,0 24,1
;1 25,1
1,2 26,0
1,3 26,8
1,4 27,4
1,5 28,0

(*) Tampdes descritos na dosagem microbiolégica do sulfato de estrep-
tomicina (pdgs. 56, 57, notas (**) ¢ (*).
(**) Ver pdg. 57, nota (**).
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) Confronto entrs 0s métodos polarogrdfico e microbioldgico

Obtida a curva-padrdo, praticimos a dosagem do sulfato de
di-hidro-estreptomicina em especialidades farmacéuticas, empre-
gando concomitantemente o método polarogrifico e o microbio-
logico descritos anteriormente.

Py

Ee s

BT

L

5iE;

e

‘.

Tig. 26

Curva-padido do sullato de di-hidro-estreptomicina obtida
por método microbioldgico
Especialidades farmacéuticas em estudo (*):
— Dilwdrostreptomyeine DIAMANT
COMPOSICRO:

Frasco contendo 1 grama de di-hidro-estreptomicina base sob a
forma de sulfato,

(*} Especialidades farmacéuticas adquiridas na Suiga, cujos Laboraté-
rios fabricantes foram jd indicados para as especialidades contendo sulfato

de estreptomicina (pdg. 59 ).
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— Dihydrostreptomycin sulfate MERCK

COMPOSICAO:
Frasco contendo 5 gramas de di-hidro-estreptomicina base sob a
forma de sulfato.

-— Dihydrostreplomycin Novo

COMPOSICAO:
Frasco contendo 5 gramas de di-hidro-estreptomicina base sob a
forma de sulfato, dissolvidos em 20 ml de solugio tampo-
nada e adicionada de agentes conservadores.

Dosagem polerogréfica:

A determinagio polarografica da di-hidro-estreptomicina nas
especialidades Tarmacéuticas que acabdmos de referir foi exe-
cutada de acordo com o modo operatério utilizado na obtengao
da curva-padrdo deste antibidtico em polardgrafo Sargent XX/
(pdg. 82). Empregamos o método dos padrdes internos, jun-
tando uma quantidade de antibidtico padrio correspondente
a 20 por cento da quantidade que esperamos dosear.

No Quadro XXVIII apresentamos os resultados obtidos na
dosagem polarografica das trés especialidades e a respectiva ana-
lise estatistica. O grau de pureza do antibidtico foi traduzido
em percentagem, por comparacdo com um padrdo de sulfato de
di-hidro-estreptomicina.

Dosagem microbielégica:

Os valores obtidos e o seu estudo estatistico encontram-se
descriminados no Quadro XXIX, calculando-se a actividade do
antibiético em percentagem, em relagio ao sulfato de di-hidro-
-estreptomicina padrio.

Discussdo e conclusdes

Em conformidade com os resultados da dosagem polarogri-
fica (Quadro XXVIII) verificamos a boa precisio e reprodutibi-
lidade deste método, facto que tinha sido devidamente assinalado
a quando da dosagem do antibidtico puro (pdg. 83).

Comparando os resultados dos estudos estatisticos feitos para
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a dosagem polarogrifica e microbiolégica (Quadros XXVIII
¢ XXIX), observa-se uma nitida concordincia entre os referi-
dos métodos.

QUADRO XXVIII

Estudo estatistico da dosagem polarografica
do sulfato de di-hidro-estreptomicina em especialidades farmacéuticas

S Erro Limite
Especialidades Média vk | fi
gy e i adriio de eonfianea
farinnctttiong | Actividade do antibidtico aritméticn I] s | * oo 16
da média a 9
em estudo em poreentagem (m) : el
I ; )| t=23

Dilvdrostrep- | 2904~ 99,77 98,04 i
ihydroslyep: 100,55 -101,08-100,16 15000 83 | 100,20 & 1,91
OMYCIHE 140 29 101,07 -101,20 5 e -

DIAMANT | -100.87 -
‘ 5810 |
Dihydvostrep- 101,08 -101,58 -100,64 | |

tomycin sulfate | 10213~ 991810239 101,30 | 083 | 101,30 1 1,01
MERCK Gl o) - ‘
| ,

‘ ‘ 98,54 - 99,23~ 99,60
o L™ 100,08 -100,57 100,621 gq.7) 93
oo 99,75 - 98,00-100,71 7 :
-100,02 -

99,71 4- 2,14

Além de uma maior precisio, o método polarogrifico possui
em relagio ao microbioldgico, as vantagens de uma maior rapi-
dez e comodidade, o que permite realizar a dosagem da di-hidro-
-estreptomicina em menos de uma hora.

3 — Ensaios de estabilidade do sulfato de di-hidro-estreptomicina

Dadas as condiges particulares do tipo de dosagem polaro-
grafica proposta para o sulfato de di-hidro-estreptomicina, ha todo
o interesse em conhecer as possibilidades de emprego deste pro-
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cesso nos casos em que o antibidtico sofren uma diminuigio de
actividade por efeito de um meio com uma concentracdo hidroge-
nidnica desfavordavel ou do calor. Para isso, realizdmos os ensaios
de estabilidade que a seguir se descrevem, empregando, paralela-
mente, o método microbiolégico de modo a confirmar os respecti-
vos resultados.

QUADRO XXIX

Estudo estatistico da dosagem microbiologica
do sulfato de di-hidro-estreptomicina em especialidades farmacéuticas

Firro Limite
Mddia

aritmética

psmecialidade i e R 3 g

Especinlidades i Aetividade do antibidtico padrio de confianca
i el | 2 R

farmaciuticas am percentagem da msdia n 959,

em estudo 1 m}) § i DL

: ! ( Gw) | b=23

H |

L |
| 98,72-102,10 -103,73 \

Dikydrostrep- | 98,61 -100,03- 91,25 : ! .
tomycine | 97.43-109.10-101.57| 10044 | 598 100,44 4 13,75
Diamant | -101,86-

Pl S wrmifh e O o ) i
. .| 98,72 - 92.80-103,80 |
Dikydrosivep- | 99,69 103,78 - 100,24 _
mycine sulfale 10477 -100.10 - 102 .96 101,74 6,10 101,74 4 14,03
MERCK sl 110"54_ ’

Dilpdrostrep. | 2435~ 99:31-107.40 ,
hydrostrep- | 96,74 - 97.66-106.89 e
tomycin | 9979 -100,04-101,11] 9869 | 590 | 98,69 - 13,57

Novo -101,68 -

Empregdmos em todos estes estudos de estabilidade o método
polarogréfico atrds descrito para este antibidtico (pdg. 89), em
presenca de padrdo interno, tendo em atencio a curva-padrdo a
que ja fizemos referéncia.

_Em todas as determinagdes executadas pelos dois métodos,
exprimimos, os resultados analfticos pelo valor médio respeitante
a cinco dosagens distintas.
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a) Estudo de estabilidade do sulfato de di-hidro-estreptomicina em solugcdo de
hidréxido de sddio decinormal

Condicdes do ensaio:

Prepardmos uma solucdo de sulfato de di-hidro-estreptomi-
cina na concentracdo de 146 ugfml em hidroxido de sdédio deci-
normal, a qual foi submetida &4 dosagem polarografica e microbio-
Iogica apos 1, 2, 19, 75 e 144 horas de ter sido preparada.

A dosagem polarogrifica foi executada, depois de se haver
procedido as diluicdes convenientes das solucoes em andlise, de
modo que a concentragdo final seja a prépria para exercer o efeito
inibidor sobre o maximo polarogrifico presente na onda que o
cobalto mostra em solu¢do amoniacal.

A dosagem microbiologica foi efectuada, segundo técnica atrds
descrita, apds neutralizagio da solu¢ido do antibiético em andlise.

Resultados e coneclusoes:

A simples observagdo das curvas de estabilidade representa-
das na figura 27, as quais foram tragadas de acordo com os valo-
res analiticos inscritos no Quadro XXX, revelam-nos ser o método
polarogrifico proposto aplicivel mesmo quando o antibiético tenha
sofrido a accdo do hidréxido de sédio decinormal.

4/ FEsludo de estabilidde do sulfats de di-hidro-ssireptomicina em solugdo de
hidréxide de sddio normal

Prepardamos uma solugdo do antibiético em hidréxido de
s6dio normal com uma concentracao idéntica & do ensaio ante-
rior (146 ng/ml) e mantivemos as condigdes operatérias usadas
nesse ensaio.

Os resultados da dosagem polarografica e microbiologica estao
inscritos no Quadro XXXI, os quais serviram para a construgdo
das curvas de estabilidade respeitantes a cada dosagem (Fig. 28).

Resultados ¢ conclusies:

O exame das curvas de estabilidade da figura 28, indica-nos
que o sulfato de di-hidro-estreptomicina sofreu para o mesmo
tempo de preparagdo, uma perda de actividade superior a obser-
vada no estudo precedente, mostrando a dosagem polarografica
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e microbioldgica que 120 horas apds a preparagdo, apenas restam
60 por cento da quantidade inicial de antibidtico.

Da concordancia dos resultados entre os dois métodos empre-
gues, podemos concluir que o método polarografico tem interesse
mesmo na dosagem de sulfato de di-hidro-estreptomicina que
tenha sofrido uma destruicio parcial sob influéncia de solucio de
hidréxido de sddio normal.

Fig. 27

Curvas de estabilidade do sulfato de di-hidro-estreptomicina
em solugdo de hidrdxido de sddio decinormal

Curva o — Cuorva obtida por método microbioldgico
Curva /i — Curva obtida por métode polarogrifico

¢) Estudo da estabilidede de uma solugdo de sulfato de di-hidro-estreplomicina
4 acgdo do calor

Enchemos uma série de ampolas com solucio de sulfato de
di-hidro-estreptomicina em &dgua bidestilada, na concentragio
de 146 pg/ml, tendo-sc fechado estas em atmosfera de azoto. As
ampolas foram depois submetidas a um aquecimento em b. a.,
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retirando-se do banho, apés perfodos de tempo varidveis, lotes
de trés ampolas, sobre as quais realizimos a dosagem polarogra-
fica e microbioldgica do antibidtico.

QUADRO XXX

Variagao da concentragao do sulfato de di-hidro-estreptomicina
em fungao do tempo que medeia entre a obten¢do da solugio em OHNa
N/10 e a sua dosagem por método polarografico e microbiclégico

Concentracies determi- | Concentragies determi
oty emoiotus nadas por |’|].Ll,‘1.|J(E|| n:u\."\\' ]m‘\' |!n".lm|0
polarografico microbiologico
thyfml Myl
e 146 146
1 146 144
2 ‘ 145 ; 144
19 | 141,2 | 138
75 ; 122 l 126
144 , 102 | 89

Os tempos de aquecimento e os resultados da andlise pelos
dois métodos estdo inscritos na Quadro XXXII, os quais nos
seviram para o tracado das curvas de estabilidade (I'ig. 29).

Resultados e conclusbes:

A observacio das curvas de estabilidade do antibidtico em
funcdo do tempo de aquecimento (Fig. 29), revela-nos ter o anti-
bidtico sofrido, apés 160 minutos de aquecimento a b. a., uma
perda de actividade de cerca de 20 por cento .Os resultados da
dosagem microbioldgica sio perfeitamente concordantes com os
obtidos pelo método polarogrifico, o que permite afirmar ser este

método aplicivel nos casos em que o antibidtico tenha sofrido a

ac¢do da temperatura.
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4 —Influéncia de sais da estreptomicina e de alguns produtos
de degradacdo deste antibidtico sobre a dosagem
polarografica da di-hidro-estreptomicina

Embora o método que se fundamenta na reducdo da altura
do miximo da onda polarogrifica do cobalto em meio amoniacal
nio se possa considerar como especifico da di-hidro-estreptomi-

QUADRO XXXI

Variagao da concentragao do sulfato de di-hidro-estreptomicina
em fungao do tempo que medeia entre a obtengao da solugdo em OHNa
N/1 e a sua dosagem por método polarografico e microbiologico

Concentragies determi- | Concentragdes deter-
padas por método minadas por método
Tempo em horas . " TeTh o
polarografico microbioldgico

Ly fml g fmi
= 146 146
1 143 145
4 139 137
20 131 125
48 105 95
96 81 67
120 58 46

cina, ele é, no entanto, muito sensivel e bastante preciso. O pro-
blema da existéncia de outros produtos que actuam sobre esse
maximo, particularmente as substincias tensioactivas e algumas
de elevado peso molecular, tem uma grande importincia, especial-
mente, na dosagem da di-hidro-estreptomicina em especialidades
farmacéuticas. Nestas, podem existir além do antibidtico outros
principios activos ou simplesmente agentes conservadores ou subs-
tancias tamponantes, que sejam susceptiveis de interferir na
dosagem,
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Uma das finalidades do estudo que pretendemos fazer foi a
de conhecermos o comportamento dos sais de estreptomicina, em
particular do sulfato e do pantotenato, sobre o maximo polaro-
grafico da onda do cobalto, pois num grande nimero de especiali-
dades farmacéuticas aparecem associados sais de estreptomicina
e de di-hidro-estreptomicina.,

T b 1 e e ] AL

lr
i

Fig. 28

Curvas de estabilidade do sulfato de di-hidro-estreptomicina
em solucao de hidroxido de sédio normal

Curva Ll Curva obtida por método microhioldgica
Cuarva /7 — Corva ohtida por método polarogrifico

Estudada a influéncia desses sais de estreptomicina, verifi-
cou-se que tanto o sulfato como o pantotenato de estreptomicina
possuem também a faculdade de reduzirem a altura desse maximo
polarografico. Como seria de prever, dada a analogia quimica
dos dois sais de di-hidro-estreptomicina, o derivado do acido
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pantoténico é capaz de exercer também, o mesmo efeito inibidor
que o sulfato de di-hidro-estreptomicina.

Ensaiamos, ainda, alguns dos produtos de degradacio da
di-hidro-estreptomicina com o fim de observarmos se estes actuam

QUADRO XXXII

Variagdo da concentracio de sulfato de di-hidro-estreptomicina
em fungdo do tempo de aquecimento a b, a.

Coneentragbes deter- Concentragdes deter-
Femupo minadas por método minadas por mdétodo
em minutos polarogrifico microhioldgico
.H:',l,’mr’ ‘u!,ljmf
o ‘ 146 146
22 | 133,6 132,8
37 | 129.2 130,8
56 ; 124 124
90 120 115
126 104
112
160 94 100

de modo semelhante sobre o referido mdximo. Comegidmos por
analisar, em primeiro lugar, o comportamento da glicose, substin-
cia que faz parte integrante da molécula destes antibidticos,
seguindo-se o estudo polarogrifico da glucosamina e da N-metil-
-glucosamina.

A glicose, mesmo na concentragdo de 10" M, nio provoca
qualquer diminui¢do na altura desse maximo, verificando-se,
ainda, que a adi¢do deste glucideo a uma solu¢do de sulfato de
di-hidro-estreptomicina ndo interfere na dosagem desta substin-
cia. Pelo contrario, a glucosamina e a N-metil-glucosamina na
concentragdo de 5x10® M exercem sobre o méximo polarogra-
fico o mesmo efeito qne o sulfato de di-hidro-estreptomicina na
concentracdo de 10° M.

Em conclusdo, podemos afirmar que alguns dos produtos de

7
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decomposi¢io deste grupo de antibidticos interferem na dosagem
da di-hidro-estreptomicina, se estiverem presentes em concentra-
¢do elevada.

Fig. 29

Curvas de estabilidade do sulfato de di-hidro-estreptomicina
em fungio do tempo de aquecimento a b. a.

Curvie A — Curva obtida por método microbioldgico
Curva B — Curva obtida por método polarografico

5 — Aplicagdo do método de reduciio do miximo polarogréfico
| da onda do cobalto, 2 dosagem do pantotenato
de di-hidro-estreptomicina

Tendo-se verificado que o pantotenato de di-hidro-estrepto-
micina é capaz, também, de diminuir a altura do mdximo polaro-
grifico da onda do cobalto, aplicimos a este sal o método polaro-
grafico estudado para o sulfato de di-hidro-estreptomicina.
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Modo operatirvio:

A dosagem foi executada em polardgrafo Sargent X X7, pro-
cedendo-se de modo andlogo ao deserito para a dosagem do sul-
fato de di-hidro-estreptomicina (pdg. 82) no que se refere ao elec-
trélito-suporte e a técnica de eliminagio do oxigénio.

Os polarogramas foram obtidos nas seguintes condicdes:

Tempo de gota: 3 seg.

Altura da coluna de mercurio: 22 cm.

Massa do mercirio medida em dgua destilada: 3,00 mg seg.-1.
Temperatura 220,

Sensibilidade: 0,100 uA /mm.

QUADRO XXXIII

Valores usados na obtencdo da curva-padrde do pantotenato
de di-hidro-estreptomicina com polardgrafo Sargent XX/

Concentragiies Altura dos maximos K

Hgimi polarogrificos mgfifped
1A

3,64 7.9 =
3,28 9.9 0,18
2,92 11,9 0,18
2,55 14,0 0,18
2,19 16,3 0,17

No Quadro XXXIII indicamos as concentragdes do antibio-
tico empregues na obtencdo da curva-padrdo (Fig. 30), assim como
as alturas dos respectivos maximos polarogréficos.

Sensibilidade limite e precisio:

Como sensibilidade limite de dosagem obtivemos o valor
de 2,19 ug/ml de pantotenato de di-hidro-estreptomicina, sensibili-
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dade esta que é compardvel a verificada na dosagem do sulfato
de di-hidro-estreptomicina pelo mesmo método.

O rigor deste processo de determinacido foi avaliado por um
estudo estatistico executado para trés concentragdes do antibio-

2,4

| conoRNgRALIS 4t el oy T

S LT i D03 WRKEHGS POLARGAIICOR. iNpat < ose
i B

B i fi I i
. 11,8 Y 13,5 15,5

Fig. 30

Curva-padrdo do pantotenato de di-hidro-estreptomicina
com polardgrafo Sargent XXT (método de redugio
da altura do mdximo da onda do cobalto)

tico correspondentes a valores intermédios da curva-padrdo
(Quadro XXXIV), estudo, que revelou uma precisio semelhante
a obtida na dosagem do sulfato de di-hidro-estreptomicina.,

B —Determinacdo do sulfato de di-hidro-estreptomicina por método
indirecto: oxidagdo periddica do antibidtico seguida de dosa-
gem polarogrdfica do formaldeido libertado.

Embora a dosagem da di-hidro-estreptomicina pelo método
da reducio do miximo da onda do cobalto seja bastante sensivel,
ndo pode, no entanto, ser aplicada a misturas contendo sais de
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estreptomicina, que actuam também sobre esse mdximo polaro-
grafico. Devido a este facto, procurdmos estudar outro processo
que pudesse ser especifico da di-hidro-estreptomicina em presenca
da estreptomicina, e em que se recorresse também ao método pola-
rografico,

Em virtude de a di-hidro-estreptomicina ter um grupo alcod-
lico livre fez-nos pensar na possibilidade de aplicagio de uma
técnica muito usada na determinaciio polarogrifica de alguns
alcoois. Consiste esta, em linhas gerais, numa prévia oxidagdo
do dlcool pelo dcido periddico, seguindo-se a dosagem polarogrd-
fica do aldeido libertado.

QUADRO XXXIV

Estudo estatistico da dosagem do pantotenato de di-hidro-estreptomicina
com polarografo Sargent XX/ (método da redugio da altura
do maximo polarografico da onda do cobalto)

Tomada 1 Médin das (i Limitoe
de ensaio Altura dos maximos alturas dos 'EII_': de } Limi o
do polarogrilicos | miiximos 1imr M;, confianca | .mm.:w “ /‘ltl\ "
antibiético pnAd pol, aa I_m'( " oa e oy ‘ fhaim
fegimt fead () ‘ t=2.3
9,2- 96- 9,5 [
9,7- 96- 9,6
528 5’5 9'6. 9'8 9,51 | 0,17 0,39 3,28+ 0,13
» 9,2-
11,6-11,5-11,3
11,4-11,6-11,3 N »
2,02 114-113-11.2 ‘ 11,41 0,15 0,35 2,92 4+ 0,09
3119 « }
13,6-13,8-13,7
= 13,4-13,5-13,8 -
2,55 | 13'9.19'8.137 | 1366 | 0,18 | 0,41 | 2,551 0,08
-13,4 - ‘

WarsHowsky e ELvING (') determinaram numa mistura
de etilenoglicol e de 1,2-propilenoglicol cada um dos constituintes,
fazendo uma prévia oxidagdo dos glicéis com dcido periddico,
¢ doseando, em seguida, polarogrificamente, o formaldeido e o
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acetaldeido formados. A oxidagio dos dois dlcoois passa-se de
acordo com as seguintes equagoes:

CH,OHCH,0H -+ HIO, = 2HCHO - HIO, + H,0
CH,CHOHCH,OH + HI10, = HCHO -+ CH,CHO 4 HIO, + H,0

O conteudo em acetaldeido dd-nos indicacdo da quantidade
de propilenoglicol existente, enquanto que o etilenoglicol ¢ deter-
minado, subtraindo o formaldeido produzide pela oxidagdo do
propilenoglicol, & quantidade total de formaldeido presente na
mistura. Nesta dosagem polarogrifica ¢ recomendado o emprego
do electrélito-suporte constituido por hidréxido de litio 0,1 M e clo-
reto de litio 0,01 M, visto originar ondas polarograficas bem sepa-
radas para o formaldeido e para o acetaldeido.

CANNON e Jackson () verificaram que o método que acabd-
mos de referir nio era aconselhado para a dosagem de pequenas
quantidades de 1,2-propilenoglicol em presenca de etilenoglicol,
pois a onda respeitante ao formaldeido interfere no cdlculo da
altura da pequena onda do acetaldeido. Esta dificuldade foi
resolvida, em parte, pelos Autores usando como electrolito, solu-
cio de acetato de litio N/1 a pH 7, ja4 que a altura da onda do
formaldeido ¢ aprecidvelmente reduzida a este valor de pH, sendo
a onda correspondente ao acctaldeido muito pouco afectada para
valores de pH compreendidos entre 6,8 a 12,7. Com esta modifica-
¢io puderam dosear, como quantidade minima, 1 parte de 1,2-pro-
pilenoglicol em presenga de 500 partes de etilenoglicol.

A glicerina também tem sido doseada a partir de liquidos de
fermentacio, que foram préviamente purificados por solugdo alcod-
lica de carbonato de sddio, determinando-se polarograficamente
o formaldeido resultante da oxidacdo da glicerina pelo dcido
periddico (). A dosagem foi executada com uma precisio
de -~ 59%, tendo-se observado que a glicose nio exerce qualquer
influéncia no ensaio.

No processo indicado por Francis (') para a dosagem de
diglicois (dietilenoglicol, dipropilenoglicol ou a mistura de ambos),
removem-se, em primeiro lugar, os monoglicois por oxidagido com
acido peri6dico, destilando depois os aldeidos resultantes. A con-
centracio em diglicol é determinada por método polarogrifico
indirecto (redugdo do excesso do écido periédico a iédico) no
liquido que sofreu a destilagio. Esta técnica foi usada na veri-
ficacdo do fabrico dos monoglicdis puros nos quais a percenta-
gem de diglic6is deve ser inferior a 19%.

ZUMAN (97 15%) seguiu polarograficamente a cisdo dos 1,2-gli-
cbis pelo 4cido periddico, estudando também o seu desaparecimento
no decorrer da oxidagio e a formagio dos respectivos aldeidos.
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Sem nos determos em grandes pormenores, focimos algumas
das principais aplicagdes da técnica de oxidagdo periddica a certos
4lcoois e a subsequente determinagdo polarografica dos aldeidos for-
mados. Este método da oxidagio periddica foi inicialmente usado
no esclarecimento da estrutura da di-hidro-estreptomicina (' %
i8, 109, 160, 161, 162) @ g4 mais tarde com fins analiticos.

Ao contrario do que sucede com a estreptomicina, a oxida-
¢io periédica da di-hidro-estreptomicina conduz sempre a forma-
¢io de formaldeido, dada a presenga de um grupo alcodlico livre
na molécula deste antibidtico.

LEMIEUX, DE WALT e WoLFroM (') verificaram, efectiva-
mente, que a di-hidro-estreptomicina ao ser oxidada com 1,5 moles
de 4cido periédico liberta cerca de 1 mole de formaldeido. Segundo
FRIED e STAVELY (') é nula a libertagio de formaldeido pela
ac¢io deste dcido sobre a estreptomicina B, enquanto que para
a di-hidro-estreptomicina B a oxidagdo j4 origina a produgdo de
uma mole de formaldeido.

O processo da oxidagdo periddica ¢, no entanto, bastante
complexo, pois o ataque feito na molécula depende da concen-
tracio do dcido periddico e da temperatura a que ¢ realizado.
Assim, CoroN e col. (%) conduzindo a oxidagdo ndo hd tempera-
tura ambiente como é normalmente realizada ('), mas a 1000,
verificaram que mesmo a estreptomicina produzia formaldeido.
Isto seria explicado pela elevada temperatura usada, a qual faci-
lita a hidrélise do antibidtico a N-metil-glucosamina livre, que
possui a estrutura 1,2-glicol necessiria para a libertagdo de for-
maldeido. Estes Autores mostraram também que a oxidagdo
periédica dos sais de estreptomicina, N-metil-glucosamina e glu-
cosamina produzem iguais quantidades de formaldeido por mole.
Deste modo, deve-se considerar que o formaldefdo libertado pelos
sais de estreptomicina provém apenas da porgdo da molécula
correspondente a glucosamina.

O facto do efeito oxidante do dcido periédico poder ser acom-
panhado de fenémenos de hidrélise sobre a estreptomicina e a
di-hidro-estreptomicina levou GARLOCK e GROVE (') a propor que
o ataque da di-hidro-estreptomicina fosse realizado pelo metape-
riodato de sédio. Com efeito, a oxidacdo periddica com este rea-
gente opera-se, em relago ao dcido periddico livre, com menorinten-
sidade, sendo menor o perigo de hidrélise do antibiético, dado
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o pH da solugio do metaperiodato de sédio. Estes Autores partem
de 5 ml de uma solugdo aquosa de di-hidro-estreptomicina con-
tendo 20 mg/mi, a que adicionam 10 ml de solucdo de metape-
riodato de sddio 0,05 M, deixando decorrer a oxidacdo por uma
norte. Retiram 3 ml desta solucio que saturam de tiossulfato de
sédio, procedendo, em seguida, a uma destilagio por corrente de
vapor. No destilado encontra-se o formaldeido libertado por oxi-
dagdo periddica, cuja dosagem é feita empregando o dcido cromo-
tropico segundo o método colorimétrico de Boos ('%), lendo-se a
percentagem de transmissio em colorimetro fotoeléctrico utili-
zando filtro de 575 my. A curva de calibragio é preparada oxi-
dando solugdes padrdes de di-hidro-estreptomicina, destilando e
procedendo aos mesmos tratamentos que os usados na dosagem da
amostra. Por este método foram analisadas amostras comerciais
de sulfato e de cloridrato de di-hidro-estreptomicina, tendo-se
verificado a concordancia entre este ensaio quimico e o método
microbiolégica.

VAIL e BRICKER (7) ao estudarem um método de dosagem
para a di-hidro-estreptomicina e para a manosido-estreptomicina
utilizando a oxidacio periddica, fazem, em vez da destilacio
do formaldeido, a eliminacdo dos dcidos iddico e periddico por
precipitagdo com solugdo de acetato de chumbo. Nestas condi-
¢oes, a dosagem do formaldeido pelo dcido cromotrdpico é feita
directamente na solugdo do antibidtico que sofreu a oxidagdo
periddica.

Se bem que os dois métodos que acabamos de referir para a
dosagem da di-hidro-estreptomicina oferegam resultados analiticos
comparaveis ao método microbioldgico, sio no entanto, de uma
sensibilidade bastante inferior em relagio a este método. Assim,
com o fim de eliminarmos essa desvantagem usdmos na determi-
nacio quantitativa do formaldeido, em substituicdo do método
do 4cido cromotrdpico, um método polarografico que nos propor-
cione uma maior sensibilidade de dosagem.

Antes de descrevermos a técnica polarografica por nos estu-
dada para a dosagem do formaldeido, mencionaremos algumas
das principais técnicas polarogrdficas, referidas na literatura, para
a dosagem desta substéincia.

O formaldeido ¢ reduzivel em eléctrodo de mercurio gote-
jante, com formagdo de ondas bem definidas em electrdlitos neu-
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tros ou alcalinos. Tem um comportamento diferente dos outros
aldeidos em solugio aquosa (%), pois combina-se com a dgua de
acordo com a seguinte equacdo:

CHOH + H,0 — H,C(OH),

cujo equilibrio estd fortemente deslocado no sentido da direita.
Antes da redugdo polarogrifica do formaldeido, o composto for-
mado em presenca da dgua deverd ser desidratado e dai a ampli-
tude da corrente de difusdo depender do grau de desidratacdo e de
outros factores que influenciem o referido equilibrio como a tem-
peratura, for¢a ionica do meio, solvente e electrdlitos. Por isso,
na determinagio quantitativa deve operar-se com electrdlitos-
-suporte bem tamponados, controlando-se cuidadosamente os outros
factores.

Na dosagem do formaldeido em presencga do acetaldeido, propio-
naldeido e acrialdeido, WHiTNACK e MosHIER (1%) recomendaram
como solugdo de base a constituida por hidroxido de litio 0,1 M e clo-
reto de litio 0,01 M a pH 13, adicionada, de um supressor de mdximo
(1 mi de solugdo alcodlica de vermelho de metilo a 0,29, e 1,5 mi de
solugdo alcodlica de verde de bromocresol a (1,029, por litro de solu-
¢do de base).

Boyp e col. (167 170) empregaram também a técnica polarogra-
fica na dosagem da serina: os hidrolisados proteicos contendo serina
sdo tratados pelo dcido periddico, o que origina a formagdo de formal-
deido que ¢ entdo separado por destilagio. Indicam como electrélito-
-suporte a mistura de hidréxido de potdssio 0,2 M e de cloreto de
potdssio 0,4 M.

Num trabalho de SHULMAN e GrAVRIKOVA (171) sobre a dosagem
dos aldeidos no etanol, faz-se referéncia ao emprego do hidréxido de
litio N/1 na determinagédo, em conjunto, do acetaldef{do e formaldeido.

Mac NEvIN e col. (172) estudaram polarograficamente o perdxido
de hidrogénio e vdrios aldeidos, entre os quais o formaldeido, empre-
gando solugdo de cloreto de litio decinormal.

O formaldeido foi ainda doseado polarograficamente por SANDLER
e CHUNG (173) em presenca de perdxido de hidrogénio e de acetaldeido,
sendo o electrélito-suporte formado por hidréxido de litio 0,07 M e por
cloreto de litio 0,03 M a pH 11,2, A interferéncia que o perdxido de
hidrogénio exerce sobre a onda do formaldeido foi eliminada pela jun-
¢do de tetracloreto de titanio.

Finalmente, queremos referir as condigdes de dosagem propos-
tas por Pasciak (17) que submete ao processo polarogrifico 0,5 mi
da amostra a analisar em presenca de 5 m/ da mistura em partes iguais
de &cido cloridrico 0,25 N e de cloreto de litio da mesma normalidade
contendo 0,03 %, de gelatina, e fazendo a determinagio a tempera-
tura de 60°. Salienta a precisio de | 1Y%, dando como limite infe-
rior de dosagem o valor de 10 ug/m! de formaldeido.



Tendo-se passado em revista as técnicas de oxidagdo perid-
dica com vista & andlise da di-hidro-estreptomicina ¢ mencionadas
as principais variantes do método polarogrifico empregue na dosa-
gem do formaldeido, descreveremos, em primeiro lugar, o método
polarogrifico que melhores resultados nos proporcionou na deter-
minacdo do formaldeido ¢, em seguida, o método que propomos
para a dosagem dos sais de di-hidro-estreptomicina.

A determinacido quantitativa do formaldeido é efectuada em
polardgrafo Sargent, modelo X X1 e em polardgrafo de raios catédi-
cos, modelo K 7000 «Southerny, aparelhos que, possuindo sensibilida-
des bastante diferentes, permitem uma melhor apreciagio das possi-
bilidades do método polarografico na dosagem desta substéncia.
Para cada polardgrafo, daremos as condicoes de dosagem empre-
gues tendo em vista a obtencdo de uma curva-padrdo que com-
preenda as quantidades minimas dosedveis, bem como a precisdo
e reprodutibilidade obtidas.

O método que propomos para a dosagem da di-hidro-estrep-
tomicina baseando-se, no que diz respeito a oxidagdo pelo meta-
periodato de sddio, no processo indicado por GARLOCk e GROVE (78)
para a dosagem deste antibidtico, ¢, no entanto, mais sensivel
e de maior precisdo, visto que, em vez da destilagdo do formal-
deido e subsequente dosagem colorimétrica, se procede a determi-
nacio polarogrifica do formaldeido libertado apds eliminagdo pelo
acetato de chumbo dos ides i6dico e periddico.

a) Determinagdo polarogrdfica do formaldeido
1 - Dosagem empregando polarégrafo Sargant X.X7

Modo operatério:

Introduzimos em célula polarogrifica (*) 3 ml da mistura
seguinte:

— 1 ml de solugdo de formaldeido de concentracdo apropriada (60 ug /ml
a 180 wg/ml).

(*) Célula polarogréfica idéntica & descrita na dosagem do sulfato de
estreptomicina (pdg. 32 ).
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— 9 ml de electrédlito-suporte, constituido por partes ignais de solu-
¢io de hidréxido de litio 0,07 M e de solugdo de cloreto de
litio 0,03 M.

Elimindmos o oxigénio fazendo passar durante 10 minutos
uma corrente de azoto préviamente purificado, a qual atravessa
também um pequeno frasco lavador contendo uma solugdo idén-
tica & que vai ser submetida & andlise polarogrifica. Deste modo,
a corrente de azoto fica saturada em formaldeido, ndao ocasionando
quaisquer perdas deste ao borbulhar na solugio em andlise.

Os polarogramas foram obtidos de acordo com as condigoes
que a seguir mencionamos:

Tempo de gota: 3,1 seg.

Altura da coluna de mercurio: 30 cm.

Massa do merctirio medida em dgua destilada: 5,2 mg seg!.
Temperatura: 220,

Sensibilidade: 0,015 puA [mni.

A qualidade das ondas polarograficas é bastante satisfatoria
para as concentragdes de formaldeido empregues, podendo-se obser-
var no polarograma da figura 37°'o modo de determinagdo da altura
dessas ondas.

O potencial de semi-onda medido em relagio ao eléctrodo de
calomelanos saturado é de- 1,65 volfs.

Os resultados da dosagem mencionados no Quadro XXXV
serviram-nos para o tragado da curva-padrio (Fig. 32).

Senstbilidade limile ¢ precisio.

A técnica descrita permite a dosagem, em boas condigdes de
precisio, de 6,0 ug/ml de formaldeido como quantidade minima.

De acordo com a orientagdo seguida nas dosagens anterio-
res, fizemos também um estudo estatistico sobre trés concentra-
coes intermédias da curva-padrdo. Os resultados desse estudo,
inscritos no Quadro X XX VI, dio-nos indicagdes sobre o grau de
precisdo e reprodutibilidade do método.

2 — Dosagem empregando polardgrafo de raios catédicos

Na obtencio da curva-padrdo segnimos o modo operatdrio
que acabdmos de descrever na dosagem do formaldeido com pola-
régrafo Sargent, tendo as solugdes desta substéincia, a diluir com o
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tampdo, concentragdes compreendidas entre 0,6 yg/ml a 2,6 uglms.
Os polarogramas foram obtidos nas condigdes seguintes:

Tempo de gota: =6,5 seg.

Altura da coluna de mercirio: 20,8 cm.

Massa de merctirio medida em dgua destilada: 3,03 mg sag.-1,
Temperatura: 190,

FFactor de escala: 0,025.

Potencial no inicio: — 1,35 volis.

Fig. 31

Polarograma obtido com polardgrate Sar-
gent X X7 para uma concentra¢io de for-
maldefdo de 12,0 pg/mi

Na figura 33 apresentamos dois polarogramas, obtidos nes-
tas condigbes, para concentracdes respectivamente de 0,11 yg/ml
e de 0,21 yg/mi de formaldeido.
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QUADRO XXXV

Valores que nos serviram para o tragado da curva-padrdo
do formaldeido com polarografo Sargent XX/

X i Altara das ondas =
I polarogrilieas I
Hgjml P mg i
6,0 0,51 —_
9,0 0,78 11,1
12,0 1,05 11;1
15,0 1,35 10,7
18,0 1,56 11,4
gL =

Fig. 32

Curva-padrde do formaldeido obtida com pola-
rografo Sargent XX
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As concentracdes de formaldeido e as alturas das respectivas
ondas polarograficas, em ud, sio dadas no Quadro XXXVII. De
acordo com esses valores tragdmos a curva-padrdo que represen-
tamos na figura 34.

Senstbilidade limile e precisio:
Indicamos como sensibilidade limite de dosagem do formal-

deido o valor de 0,06 yg/ml, valor que comparado com o que ‘pode
ser obtido pelo método colorimétrico do acido cromotrépico pro-

QUADRO XXXVI

Estudo estatistico da dosagem do formaldeido
empregando polarégrafo Sargent XX/

Tomada de Al Wi Fites Mdédia das Lirro Limite de
ensaio do g ull_tl_ t:l"l. I_U‘.‘ = alturas das | padriio | confianca | Limite1elativo
formaldeido Fotat l}i:'l‘ e andas pol. | da média [ o 859/, Tt
g mt Lide | (8m) t=23
800- 780- 735
9,0 4 o 1| yeo | 201 | sE23 BoaoEs
- 780 - "
1050 - 1035 - 1080
- 0990 -
12,0 | 1080- 990-1080 | iose | 286 | 61,18 |12,0.£.0,70
- 1035 - ‘
SN, e |
: 1350 - 1365 - 1380 |
[y =2 O -1°¢ 5
150 | 1895-1350-1385 | 1347 | 309 | 71,07 [15.0+0.76
- 1335 -

posto por Boos ('), 20 ,g/ml, demonstra bem as vantagens do
emprego do polarégrafo de raios catddicos nesta dosagem.

A precisdo ¢ reprodutibilidade do método foram estudadas
por andlise estatistica dos resultados obtidos na dosagem de trés
concentragoes intermédias da curva-padrdo. Os respectivos valo-
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res do erro padrdo da média, limite de confianca e limite relativo
encontram-se reunidos no Quadro X XXVIII.

£ 0,11 pg/ml’
st

0,21 pg/ml

b bbbl P
pows 18085 iR 84 44
s ro s s aed od

y e o

.
%

shags-
.
1

R reres
Seafeist
4t

4 4 -

Py s88a oz -

Fig. 33

Polarogramas obtidos no polardgrafo

de raios catodicos para concentragdes

de formaldeido, respectivamente, de
0,11 pg/ml e de 0,21 ng/mi



Valores que nos serviram para o tragado da curva-padrio
do formaldeido em polardgrafo de raios catédicos
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QUADRO XXXVII

Concentragdes

Altura das ondas
polarogrilicas

K

Hgfml mptt myfljpea
0,06 98 i
0,11 51 2.1
0,16 73 2.2
0,21 96 2,2
0,26 119 2,1

2y

1,

1,$

0y
[ <l

Curva-padrdo do formaldeido obtida com polardgrafo
de raios catodicos

Tig. 34
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b) Técnica proposte para a dosogem do sulfato de di-hidro-estrep-
tomicina

Na oxidagao periédica da di-hidro-estreptomicina optamos
pelo emprego de uma solugiio de metaperiodato de sédio, operando &
temperatura ambiente, pois a libertacio de formaldeido ¢ espe-
cifica para este antibidtico, mesmo em presenca de estreptomicina,
como ja havia sido observado por GARLOCK e GROVE (*).  Pudemos
verificar, quanto a concentracio da solugdo de metaperiodato de

QUADRO XXXVIII

Estudo estatistico da dosagem do formaldeido empregando polarografo
de raios catodicos

Tomada de Altura das ondas | Médin das lirro Limite de
ensaio do | polarogrificas !.‘xltur:ls (lns‘ padrio contianga Limite relativo
antibidtico | depois de amplindas | ondas pol. | da média n 050/, Hg il
Hafml | T ‘ mm | (s[“) =28
l — s - :_ e Lt - - i
| 77-75-74-78 |
0,06 | 75-77-73-74 75,3 1,5 3.5 0,06 -+ 0,002
| *-74.78-
89-88-90-89
0,09 88 -90-85 - 86 | 87,8 1,7 3,9 0,09 4 0,003
-86-87- | |
e R | e SR =
1101 - 99-100 - 10'3! |
0,12 102- 98-101- 99 100,3 1,4 32 0,12 + 0,003
- 100 - 100 - l I

sddio, que valores inferiores a 0,02 M nio libertam formaldeido
quantitativamente, enquanto que concentragdes superiores
a 0,1 M podem originar quantidades maiores do que as provenien-
tes de uma simples oxidagio do grupo aldeidico. Esta libertacao
anormal do formaldeido seria explicada pelo facto da oxidagio se
passar de um modo mais violento, e poder, portanto, originar oxi-
dagdes secundérias do antibidtico. Assim se justifica a escolha da
concentracio de 0,05 M para a soluciio de metaperiodato de sddio,

8
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que também foi a usada no método proposto por GARLOCK e
GROVE para a oxidacdo do mesmo antibidtico.

J4 a eliminacdo do excesso do metaperiodato, antes da dosa-
gem polarografica do formaldeido libertado, ¢ feita por precipita-
cdo deste por solucdo de acetato de chumbo método que nos foi
sugerido pelos trabalhos de VAIL e BRICKER (7).

A quantidade minima de antibidtico a submeter 4 andlise
deverd estar compreendida entre 1 e 3 mg de di-hidro-estrepto-
micina, pois verificimos que entre estes limites a quantidade de
formaldeido libertada é proporcional a concentracdo do antibid-
tico em ensaio, ' ) '

Descrigdo do método de dosagem.:

Pesa-se uma quantidade de antibidtico tal que, apos diluicao,
origine uma solugio contendo 500 a 1500 ,g de sal de di-hidro-
-estreptomicina por ml. Medem-se 2 ml desta solugdo para balio
aferido de 10 ml, juntam-se 2 ml de metaperiodato de s6dio 0,05 M,
deixando-se que a oxidacio decorra por um periodo de 12 horas
a0 abrigo da Iu/ e 4 temperatura ambiente. Decorrido Lbse tempo
adicionam-se 2 mi de solugio de acetato de chumbo a 0,5 9, diluin-
do-se a mistura resultante até ao volume de 10 mi. Finalmente,
centrifuga-se o conteudo do baldo aferido a uma velocidade de
cerca de 1500 r. p. m. durante 3 minutos.

A dosagem do formaldeido no centrifugado podera ser efec-
tuada em polardgrafo Sargent, ou de preferéncia, em polarografo
de raios catddicos, segundo a téenica que anteriormente descre-
Vemos.

Na . determinacio propriamente dita do antibidtico prati-
cam-se paralelamente duas oxidag¢des: uma sobre o antibiético em
andlise, e a outra sobre igual quantidade de amostra a dosear, por
estimativa, adicionada de 20 por cento de antibidtico padrao.
Relacionando-se as quantidades de formaldeido determinadas,
calcula-se a quantidade de antibidtico da amostra em ensaio.

Resultados :

Para se obter uma informagao tdo completa quanto possivel
sobre o rigor e reprodutibilidade do presente método, calculou-se,
para uma tomada de ensaio de 2,00 my de sulfato de di-hidro-
estreptomicina, o erro padrio da média e o limite de confianca,
em relacdo a um total de 20 determinagdes distintas. No Qua-
dro XXXIX estdo referidos os resultados obtidos com esse estudo
estatistico.

Também, com a finalidade de melhor apreciarmos as possi-



bilidades do método foi este aplicado a trés especialidades farmacéu-
ticas contendo sulfato de’ di-hidro-estreptomicina. (Dikydrostrep-
tomycine Diamant, Dikydrostreptomycin Sulfate Merck e Dihy-
drostreptomycin Novo) que atras haviamos doseado pelo método
que se fundamenta na diminui¢do da altura do maximo polaro-
grafico da onda do cobalto (pdg. §2), praticando-se os ensaios
sobre amostras pertencentes ao mesmo lote que se usou na dosa-
gem polarogréfica e microbioldgica dessas especialidades farmacéu-
ticas. Para cada especialidade executaram-se 10 determinacdes
distintas, as quais nos serviram para estabelecer o erro padrio
da média e o limite de confianga. No Quadro XL reunimos os
resultados obtidos com esse estudo estatistico.

QUADRO XXXIX

Estudo estatistico referente 4 dosagem do sulfato de di-hidro-
-estreptomicina padrdo por método baseado na oxidagdo periodica

tomads Quantidade de antibiotico : Hp .
de ensaio Sy e 2 : Méadia Erro padrio Limite
determinada apds o dosa- avitmotien | M média
bidtico ESIvcomplats () (5}
mey

do anti- de confianea a 950
t=21
W

1,995 - 2,002 - 1,975
1,980 - 2,039 - 1,974
1,943 - 1,978 - 1,930 ;
200 | 20601994 2,030 | L983 | 0,038 2,000,087
2,005 - 1,983 - 2,048 '

1,976 - 1,939 - 1,931
- 1,935 -2,003 - ‘

O confronto dos valores obtidos por este processo analitico
com os resultantes do método de redugio do maximo da onda do
cobalto (Quadro XXVTII) e dos referidos na dosagem microbio-
légica (Quadro XXIX) mostra haver concordincia de resultados,
sendo, no entanto, os primeiros menos precisos que os baseados
na redugdo do méaximo polarografico da onda do cobalto.

Finalmente dosedmos, também, o sulfato de di-hidro-estrep-
tomicina em especialidades farmacéuticas contendo, a par deste
antibidtico, o sulfato de estreptomicina.

A dosagem da di-hidro-estreptomicina foi realizada pelo
método que acabdmos de descrever, exprimindo-se o resultado
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da andlise, para cada especialidade farmacéutica, pela média dos
valores obtidos para 10 dosagens distintas, e indicando-se, ainda,
os limites de confianca.

QUADRO XL

Estudo estatistice da dosagem do sulfato de di-hidro-estreptomicina
em especialidades farmacéuticas, por método baseado
na oxidagdo periédica e dosagem polarografica do formaldeido libertado

t |

Especialidades s Lok | Madia ;:-Irru padrio Limite
X Actividade do antibiotico P R n o
farmacduticas aritmélica da média  de confianga a 95°%),
| Qm percentagen | C 5
et estudo (m} | (5,,) t=12.8

: 98,64~ 99,02- 9854 |
Dikydros- | 98/03.101,34 - 99,54 ‘ 171 | 100,10 - 3,93

ireptomycine 3 §
Dramant | 2017 : ]1%1222 g 102.09

Dikvdros- 99,73 - 100,01 - 100,48 |
treptomycin 99,10 - 102,99 - 100,20 -
sulfate | 99.85-103,02-10236 | 10112 | 160 | 10112% 3,68
MERCK - 103,64 - ! |

Dihydros | 97,12 - 100,33 - 97,66 %
- | 97,51-100,98 - 98,10 ;
mﬁ?\%mi g8.ea. 10111~ 9814 | B8 | A7l 99,13 + 3,93
‘ -101,67 - |
‘ |

Descrevemos, em seguida, a composicdo de cada especiali-
dade estudada (*) e os resultados analiticos obtidos, que demons-
tram o valor e interesse do método proposto.

Diplostrep Novo
coMPosI¢Ao POR 20 ml:
2,5 gramas de estreptomicina-base e 2,5 gramas de di-hidro-

-estreptomicina-base, sob a forma de sulfatos, em solugdo
tamponada e adicionada de conservadores.

(*) Especialidades farmacéuticas adquiridas na Suiga.
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RESULTADOS DA DOSAGEM:

2,485 gramas de di-hidro-estreptomicina-base,
Limite de confianga — 2,485 10,095 gramas.

Duo-Strep MERCK

COMPOSIGAO:
Sulfato de estreptomicina em quantidade equivalente a 0,5 gra-
mas de estreptomicina-base,
Sulfato de di-hidro-estreptomicina em quantidade equivalente
a 0,5 gramas de di-hidro-estreptomicina-base.
RESULTADOS DA DOSAGEM:

0,501 gramas de di-hidro-estreptomicina-base,
Limite de confianga — 0,501 40,020 gramas.

Combistrep PrizER

COMPOSIGAO:
Sulfato de di-hidro-estreptomicina em quantidade equivalente
a 0,5 gramas de di-hidro-estreptomicina-base.
Sulfato de estreptomicina em quantidade equivalente a 0,5 gra-
mas de estreptomicina-base.
RESULTADOS DA DOSAGEM:

0,510 gramas de di-hidro-estreptomicina-base.
Limite de confianca — 0,510--0,023 gramas.

Stellamycin HOECHT
COMPOSIGAO!
Sulfato de estreptomicina em quantidade equivalente a 0,5 gra-
mas de estreptomicina-base.
Sulfato de di-hidro-estreptomicina em quantidade equivalente
a 0,5 gramas de di-hidro-estreptomicina-base.

RESULTADOS DA DOSAGEM;

0,496 gramas de di-hidro-estreptomicina-base.
Limite de confianga — 0,4964-0,020 gramas.



IT PARTE

Dosagem de misturas de sais de estreptomicina
e de di-hidro-estreptomicina usando a cromatografia
e a electrotorese em papel como métodos separativos

A4) DETERMINACAO QUANTITATIVA DE SAIS
DE ESTREPTOMICINA E DE DI-HIDRO-ESTREPTOMICINA
RECORRENDO A CROMATOGRAFIA EM PAPEL

Antes de apresentarmos uma descri¢do pormenorizada deste
método de dosagem e os resultados obtidos com a sua aplicacdo a
especialidades farmacéuticas contendo estreptomicina e di-hidro-
-estreptomicina, indicaremos as condigdes operatdrias do processo
cromatografico empregue na separacdo dos referidos antibi6ticos.

Em principio, o problema que nos interessou foi o da sepa-
ragdo dos sulfatos e pantotenatos de estreptomicina e de di-hidro-
-estreptomicina com vista a dosagem individual de cada anti-
bidtico.

Dos métodos cromatogrificos propostos para a estreptomi-
cina, a que atrds fizemos referéncia, mereceu-nos especial aten-
¢do o descrito por PETERSON e REINECKE ('), pois individualiza
os sulfatos de estreptomicina e di-hidro-estreptomicina num tempo
de desenvolvimento menor que os exigidos por outros processos
cromatograficos.

Embora a adaptac¢io desta técnica & dosagem dos referidos
antibidticos ndo viesse rtesolver totalmente o problema da sua
andlise, pois o sulfato e o pantotenato dum mesmo antibiotico
apresentam valores de Rf idénticos, procurdmos introduzir algu-
mas modificacdes na técnica original de separacio cromatogréfica,
por forma a obter manchas tio compactas quanto possivel e,
também, reduzir o tempo mnecessirio ao desenvolvimento dos
cromatogramas.

Pudemos verificar, que a prévia impregnagdo do papel de
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filtro com tampdo e o emprego da técnica de desenvolvimentos mul-
tiplos praticada por Bréjo (1%) na analise cromatografica de
aminoacidos neutros, origina uma melhoria nitida na separacio
cromatografica destes antibidticos. Contudo, como pretendemos
que o processo decorra rapidamente optamos sé pela prévia
impregnacdo do papel com tampdo de fosfate a pH 3, uma vez
que esta modificagidc da técnica original conduz a uma boa indi-
vidualizagio dos antibi6ticos.

A fipura 35 é perfeitamente elucidativa, pois nela reprodu-
zimos lado a lado dois cromatogramas que foram submetidos a
condiges operatdrias diferentes. O cromatograma A corresponde
a um desenvolvimento por 24 horas em papel ndo tamponado
(técnica de PETERSON e REINECKE) enquanto que o cromato-
grama B foi submetido a um desenvolvimenio por cerca de 9 horas
em folha de papel tamponado a pH 3.

Condigdss operatdrias do processo cromatogrdfico proposto

1 — Desenvolvente :

Agidt prtoluenio-Sultonient ..o wopsupse i 2
n-Butanol saturado com dgua destilada (*) q. b. p. 100 mi
2— Padroes:

Os sulfatos de estreptomicina e di-hidro-estreptomicina foram
adquiridos na U. S. P. Standard Reference, tendo os pantotena-
tos destes dois antibidticos sido fornecidos pelo Laboratdrio «Che-
mie Griinenthal GMBM» de Stolberg — Alemanha.

Todos os antibidticos foram dissolvidos em dgua destilada
de maneira a obterem-se solugdes contendo 12 pg/ul de antibié-
tico (¥*). Estas solucdes poder-se-do guardar em frigorifico, sem
perda de actividade, por um més.

3— Preparacdo das folhas de papel:

Cortam-se folhas rectangulares de papel de filtro WHATMAN
n.% 1, com as dimensdes de 2438 ¢m. Istas folhas sio mergu-

(*) A saturagiio é feita agitando n-butanol com dgua destilada
em ampola de decantagao e deixando em repouso por uma noite na sala
onde se procede a separagdo cromatogrifica.

(**) As concentrages usadas foram as consideradas Gptimas para
uma revelagdo por método quimico. Esta foi a preferida por ser muito
mais fdcil de executar que a microbiolégica e satisfazer perfeitamente em
ensaios qualitativos.



Fig. 35

Cromatogramas respeitantes ao sulfato de estreptomicina (1), sulfato
de di-hidro-estreptomicina (2) e sua mistura (3)

Desenvoleente:
n-Butanol saturado com dgua contendo 2%/, de dcido p-tolueno-sulfénico

A — Desenvolvimento por 24 horas

B — Desenvolvimento por 9 horas
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Thadas em tampdo de fosfato a pH 3 (*), depois colocadas sobre
placa de vidro, retirando-se o excesso do tampdo por passagem
de rolo de borracha, e, finalmente, sdo secas com corrente de ar
quente (a cerca de 500).

Sobre estas folhas pratica-se uma dobra segundo uma linha
situada a 6,5 em de nma das margens mais estreitas (**) e mar-
cam-se a 3 em abaixo desta dobra 5 pontos, a lapis, com intervalos
de 4 cm, de forma a que seja deigual distincia a separagio do primeiro
e tltimo ponto, relativamente as margens laterais, Finalmente,
assinala-se, a tracejado, uma linha que se situard a 3 em da extre-
midade inferior (*¥*¥).

4 — Aplicagdo das amostras:

Nos quatro primeiros pontos foram aplicados, isoladamente
por intermédio de micropipeta de escoamento total, 5 4/ de cada
solugdo de antibidtico e no ultimo ponto a mistura dos mesmos
em idénticas concentracoes (Fig. 35).

As amostras sdo depositadas de uma sé vez, secando-se ime-
diatamente as wnanchasy com corrente de ar,

5 — Desenvolvimento dos cromatogramas :

Operagdes preliminares: As folhassdo introduzidas nas cAmaras
cromatograficas (**#*) que foram préviamente saturadas de vapor
da fase movel (¥**%%#%) deixando-as em equilibrio durante duas
horas, antes de se iniciar o desenvolvimento (*##%%%),

(*) Tampdao de fosfato de pH 3:

Fosfato didcido de potdssio
Acido fostérico a 109, .......
Agua destilada q. b. p.

(**) Serd esta a margem que se fard mergulhar na tina contendo
o desenvolvente, destinando-se a dobra a promover a fixagio da folha den-
tro da camara.

(***) Linha que corresponde ao limite do desenvolvimento,

(*¥***) Camara cromatografica tipo «20-Two-Way Chromatanky—
Shandon Scientific Co.

(¥**%*)  Tendo em vista garantir uma completa saturagio da atmos-
fera que rodeia o papel com vapores da fase mével, revestem-se, parcial-
mente, as paredes da camara cromatogrifica com tiras de papel de filtro,
cujas extremidades inferiores se tazem mergulhar no desenvolvente con-
tido no fundo da cdmara. A saturagio deve ter lugar nas 24 horas que
antecedem o desenvolvimento.

*xEkEX) A fase moével é vertida através de um pequeno orificio exis-
tente na tampa da cdmara cromatogrifica, o que evita a destruigio do
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Condigoes de desenvolvimento (*): Procede-se ao desenvolvimento
até 3 em da margem inferior, usando como desenvolvente n-buta-
nol saturado com dgua, contendo 29, de acido p-tolueno-sulfénico.

6 — Secagem dos cromatogramas :

Apés o desenvolvimento, as folhas de papel de filtro, depois
de retiradas das camaras (**), sdo secas a 35-40°, em estufa
ventilada.

7 — Colovagdo dos cromalogramas:

Se hem que o reagente de coloragio contendo nitrosoferricia-
neto de sédio proposto por CASTEL e col. (%) seja um dos mais
sensiveis para a revelagio destes antibidticos, nio pode ser usado
quando se tenha empregue como desenvolvente n-butanol saturado
de 4gua contendo 2% de dcido p-tolueno-sulfénico. Por isso,
optamos pelo reagente, que j4 HORNE e POLLARD (1%%) haviam uti-
lizado na revelacdo da estreptomicina, de acordo com a seguinte
técnica:

O cromatograma é pulverizado, primeiro, com solu¢do de hidrd-
xido de sddio N g e em seguida com solu¢do alcodlica contendo 0,259,
de g-naftol. Apos 2 minutos sofre nova pulverizagdo com dgua de Javel.

As manchas apresentam, a frio, uma coloragio vermeiho-viva
que é pouco estavel.

Resultados:

Pela observacao do cromatograma representado na figura 36,
podemos verificar a boa separagio cromatografica dos sais de
estreptomicina em relacdo aos de di-hidro-estreptomicina.

estado de equilibrio entre a fase gasosa e a fase liquida do desenvolvente
e 0 estado de saturagdo do papel cromatografico.

(*) As cAmaras cromatogrificas estdo localizadas em sala de tem-
peratura constante (20°041.9).

{**) Ao retirarem-se as folhas da cdmara, deve ter-se o cuidado
de evitar que quaisquer gotas do desenvolvente possam escoar da margem
que mergulha na tina para a regido onde se situam as manchas.




Fig. 36
Cromatograma de sais de estreptomicina
e de di-hidro-estreptomicina
Desenvolveite:

n-Butanol saturado com Agua, contondo 2%/ de dcido p-tolueno-sulfbnico
Deseivoleimento até 3 car da margem inferior

1 — Sulfato de estreptomicina

2 — Sulfato de di-hidro-estreplomicina

3 — Pantotenato de estreplomicina

4 — Pantotenato de di-hidro-estreptlomicing
5 — Mistura dos quatro sais
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Queremos também focar o facto de o sulfato e o pantotenato
do mesmo antibidtico possuirem idéntico valor de Rf, aparecendo,
portanto, juntos na mistura dos quatro sais.

Em face desta observacio, é logico concluir que o écido
p-tolueno-sulfénico ao reagir com os sais de estreptomicina e de
di-hidro-estreptomicina formard p-tolueno-sulfonatos, motivo por-
que no final do desenvolvimento cromatografico, em relagio a um
dado antibidtico, se obtém manchas com o mesmo valor de Rf.

Se bem que a dosagem dos sais de estreptomicina nunca
fosse realizada por cromatografia em papel, ja o mesmo nido acon-
teceu com as penicilinas. A determinagdo quantitativa por cro-
matografia em papel de penicilinas foi efectuada pela primeira
vez por GOODALL e LEvI ('), sendo esta técnica modificada pos-
teriormente por GLISTER e GRAINGER ('77).

Sem nos determos em grandes pormenores, iremos destacar
as diferencas essenciais entre o método inicial de GoopaLL e LEVI
e a técnica de dosagem proposta mais tarde por GLISTER e GRAIN-
GER, processos em que nos basedmos para a elaboragio de uma
técnica de dosagem microbioldgica de misturas de estreptomicina
e de di-hidro-estreptomicina depois da sua separa¢do cromato-
grafica.

Na determinacdo quantitativa dos tipos mais correntes de
penicilina, GooDALL e LEVI fizeram, em primeiro lugar, a sua sepa-
ragdo cromatografica em tiras de papel de filtro, e procederam,
depois, a dosagem de cada antibiético, colocando os cromatogra-
mas sobre meio de cultura semeado de B. sublilis ¢ medindo,
apos incubacdo a 379, os didmetros das zonas de inibicdo.

Estes Autores verificaram que o didmetro das zonas de ini-
bicdo para um dado antibidtico é proporcional ao logaritmo da
respectiva concentragio, tendo ainda indicado trés técnicas que
podem ser usadas neste tipo de dosagem:

— Comparar as zonas de inibi¢io da amostra com as zonas obti-
das a partir de misturas-padrées de penicilina.

— Relacionar as zonas de inibi¢do de antibidtico em andlise,
depois do desenvoluimento, com as zonas do antibiético padrdo ndo
submetido ao processo cromatografico. Das experiéncias realizadasg



puderam estabelecer o-factor 1,2, que relaciona as manchas antes e
depois do desenvolvimento cromatografico.

- Fazer uma série de diluigdes ¢ da prépria amostra do padrao,
submetendo um dado volume de cada dilui¢io ao processo cromato-
grafico; verificar depois, as diluicdes que jd niio ddo zonas de inibigdo.
Esta variante, segundo a opiniio dos Autores, nido poderd ser consi-
perada como método de dosagem, mas servird, principalmente, para
dar indicacfes sobre unma maior ou menor actividade da amostra.

Embora os referidos Autores tivessem obtido resultados satis-
fatérios com os dois primeiros métodos, GLISTER e GRAINGER
modificaram o primeiro com o fim de o tornar mais preciso e de
mais facil execugdo. Para isso, além das modificagdes no processo
cromatografico (*) usaram somente duas concentragoes dos padroes
de penicilina G ¢ K (5000 U. I. ¢ 50 U. L), isto porque haviam
verificado que entre as referidas concentracdes a largura maxima
da zona de inibigio era uma fungdo linear do logaritmo das uni-
dades de penicilina aplicada.

O emprego deste tltimo método a dosagem de sais de estrep-
tomicina e de di-hidro-estreptomicina mostrou-nos que os resul-
tados nio eram inteiramente reprodutiveis, o que nos levou a ave-
riguar, em primeiro lugar, até que ponto a largura maxima das
zonas de inibi¢do era uma funcio linear do logaritmo da concen-
tracao.

Um estudo mais profundo sobre este assunto permitiu-nos
concluir que a linearidade, para as concentragdes usadas, era mais
exacta quando, a curva-padrio se estabelece nao em fungio dos
diAmetros das zonas de inibigdo, mas sim tomando como base a
média (Z) entre os comprimentos dos eixos maior () ¢ menor (e)
dessas zonas de inibicdo (**).

(*) Empregam tiras de papel de filtro impregnadas de tampdo de
fosfato a pH 6,2, usando como dose mais baixa de penicilina, na parte
qualitativa, o valor de 5 U, I. em vez da concentragdo de 30 U. I. apli-
cada no método de Gooparr ¢ Levi, O desenvolvimento das tiras com éter
dietilico saturado com dgua ¢ muito mais rdpido (2 a 3 horas) decor-
rendo 4 temperatura ambiente, enquanto que no métedo inicial o desenvol-
vimento era executado a 49 por cerca de 24 horas.

(**)  As zonas de inibi¢io obtidas a partir dos cromatogramas sao
de aspecto eliptico e dai se obterem melhores resultados, em relagio a




126

No Quadro XLI indicam-se as médias dos valores de Z (*)
obtides, num total de 10 ensaios distintos, com diferentes concen-
tacdes de sulfato de estreptomicina e de di-hidro-estreptomicina.
Esses mesmos valores serviram-nos para o tragado da, curva-padrdo
de cada antibidtico, representadas na figura 37.

Método proposto para a dosagem dos sais de estreptomicina
e de di-hidro-estreptomicina utilizando o cromatografia
em papel como método separativo

Ao estudarmos a técnica mais apropriada para a separagao
de sais de estreptomicina e de di-hidro-estreptomicina por croma-
tografia. em papel verificimos ser possivel separar os sulfatos de
estreptomicina ¢ di-hidro-estreptomicina, bem como a mistura dos
respectivos pantotenatos. :

QUADRO XLI

Valores usados na obtengdo das curvas-padrées do sulfato
de estreptomicina e do sulfato de di-hidro-estreptomicina

 SULFATO DELESTREPTOMICINA SULFATO.DE DI-TIIDRO-ESTREPTOMICINA
|
Quantidade de antibio- | Média dos valores Quantidade de antibio- ‘ Midia dos valores
tico aplicada em cada | de Z (#) tico aplicada em cada de 7 (%)
cromatograma lem décimos de cromatograma em dicimos de mm
Hy |‘ (10 ensaios) Iy (10 ensaios) -
0,5 | 165 0,5 169
0,9 | 208 0,9 209
1,3 214 1,3 | 212
L7 228 1.2 224
2,1 245 2,1 | 238
2,5 254 2,5 | 248

linearidade da curva-padrdo, quando se considera a média entre o compri-
mento dos dois eixos,

(*)

E-+-e

9]
F

=Z




Em virtude de se formarem sais do acido p-tolueno-sulfé-
nico durante o desenvolvimento cromatografico, o sulfato e o pan-
totenato do mesmo antibidtico apresentam um deslocamento idén-
tico. Assim, esta técnica cromatogrifica s6 poderd ser aplicada

Fig. 37

Curvas-padrdes de sulfato de estreptomicina
e de sulfato de di-hidro-estreptomicina
representando a média dos valores de Z (*)
em fungdo das concentragdes

a misturas de estreptomicina e de di-hidro-estreptomicina, desde
que nestas nao exista concomitantemente o sulfato ¢ o pantote-
nato do mesmo antibiético.

Ao pretendermos dosear uma mistura destes antibiticos
desenvolver-se-do, paralelamente, duas solucdes da amostra em con-
centragdes convenientes e duas do padrdo para cada antibi6tico

(*) Ver nota (*) da pagina anterior.
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a dosear. Devem preparar-se um minimo de quatro cromatogra-
mas que deverdo desenwvolver-se tanto quanto possivel em condi-
cdes idénticas, de preferéncia na mesma cdmara cromatografica.
Apbs o desenvolvimento os cromatogramas sio colocados, depois
de secos, sobre placas contendo meio de cultura apropriado, nas
quais depois de incubagdo, sao medidas as zonas de inibigio
respeitantes a cada antibiético da mistura e do padrdo. A per-
centagem de actividade (X) de cada antibidtico pode ser cal-
culada pela seguinte expressdo:

(Zi+2,) — Zs+ 2.)

X = antilog (2 + . E
(Zott-Za—1Fh )

% log d)

cm que,
Z, e Z, — Médias dos valores de Z (*) obtidos com a amostra do anti-
bidtico a dosear, respectivamente nas concentragdes maior
€ menor.
Z,e £ — Médias dos valores de Z obtidos com o padrio, respecti-
vamente nas concentragdes maior e menor.
d — Relacio entre as concentragdes maior e menor.

Com a finalidade de se poder dar uma revisio de conjunto
do método proposto e uma indicacio mais completa da sua pre-
cisdo e reprodutibilidade, praticimos a andlise quantitativa de uma
mistura de composi¢io conhecida que é submetida a todas as
fases operatérias do processo, indicando-se depois os resultados
obtidos com a dosagem de trés especialidades farmacéuticas con-

tendo sulfatos de estreptomicina e de di-hidro-estreptomicina.

1 — Ensaio de prova

Mausturas-lestemunho e padries:

As misturas-testemunho bem como as solugbes padroes sio
obtidas por dissolugdo dos antibiéticos em dgua destilada, nas
seguintes concentracdes:

Mistura 1:
Sulfato de estreptOMICING .. pveesoniinivinmisnsin 48 mg/100 ml
Sulfato de di-hidro-estreptomicina ................. 48 mg/100 m-

¥ Ver nota (*) da pdgina 126.
‘ L pag
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Mistura 2:
Sulfato de eStreptomiCing o vsiismrmid 12 928 /100 m{
Sulfato de di-hidro-estreptomicina .................. 12 mg (100 ml

Padrao A:

Sulfato de estreptomicina ..............ocev. T 48 mg 100 m!
Padrdo B:

Sulfato de estreptomicina ..........ooovviiiiiinnn.n. 12 mg/100 mi
Padrio C:

Sulfato de di-hidro-estreptomicina ........o.oovuee. 48 mg[100 mi
Padrdo D:

Sulfato de di-hidro-estreptomicina .................. 12 mg /100 ml

Separacdo cromatogrdfica (*):

Empregam-se quatro folhas de papel de filtro wiIATMAN n.° 1
com as dimensdes de 35,5x39,5 cm que foram préviamente tam-
ponadas com solucdo de fosfato a pH 3,0. Em cada folha faz-se
uma dobra a 6,5 ¢m de uma das margens mais estreitas, e mar-
cam-se a lipis, a 3 em abaixo desta dobra, 6 pontos com intervalos
de 5,5 em, por forma a que a distincia de separagio do primeiro
e ultimo ponto relativamente &s margens laterais, seja de 4 cm.
Assinala-se a tracejado uma segunda linha transversal disposta
a 3 cm da extremidade inferior.

Aplicagdo das amostras :
Aplica-se em cada folha, de acordo com o diagrama represen-

tado na figura 38, por intermédio de micropipeta, 54! das seguin-
tes solugdes:

Padrdo Ao Ponto 1
Padrao C...ooooovvviieiinnn, 2
Mistura 1......oooiiniinninnn, » 3
Mistura 2.......ccooveiiininnnnns » 4
PadraoB........c.oovvvivvvinis » 5
PadraoD......oooviiiiiininn, » 6

Desenvolvimento dos cromatogramas :

Manteve-se a técnica de desenvolvimento, que descrevemos
nas condi¢des operatérias do processo cromatogrifico proposto

(*) Para mais pormenores do processo cromatografico ver pagina 119,

9




130

(pdg 179), tendo-se, de igual modo, submetido os cromatogramas
a um desenvolvimento até 3 cm da margem inferior.

Secagem ¢ lavagem dos cromatogramas:

Apbs o desenvolvimento, secam-se as folhas a 35-400 em estufa
ventilada. Para uma perfeita eliminagio do desenvolvenie as

| [

TFig 38

Diagrama das folhas a desenvolver
na dosagem de sais de estreptomicina
e de di-hidro-estreptomicina

D — Dohra de suspensiio
L — Limite do desenvelvenle

folhas deverdo ser lavadas (¥), por imersio em éter, sendo depois
secas com ventilacdo.

(*) A lavagem dos cromatogramas com éter, eliminande os vestigios
do desenvolvente que tivesse ficado retido no cromatograma, evita a sua inter-
feréncia na técnica microbioldgica.
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Dosagem microbiologica dos antibidticos cromatografados:
a) Preparagdo das placas com o meio de cultura

Utilizam-se placas quadradas constituidas por uma base em
vidro com as dimensdes de 40,5x 40,5 ¢m, sobre as quais se dis-
pdem, formando caixilho, 4 laminas em vidro de 38 ¢m de com-
primento, 2,5 ¢m de largura, das quais duas com 8 mm de espes-
sura e as outras com 9 mwm (*). Estas lAminas de vidro sdo
fixadas & base por intermédio de fita adesiva. As tampas das
placas, também em vidro, possuem as mesmas dimensodes da base.

Os diferentes elementos das placas sdo esterilizados separada-
mente em estufa e depois de se fixarem as liminas as placas, o con-
junto ¢ de novo esterilizado pela acg¢do dos raios ultravioletas.

Uma vez que o fundo das placas é perfeitamente plano ndo
hd qualquer vantagem em colocar nele uma camada de meio
de base pelo que o meio de cultura, depois de semeado com
suspensao de esporos da estirpe de B. subtilis A. T. C. C. 6633, é
vertido para as placas que se encontram dispostas horizontal-
mente (¥¥*).

Para a preparacio da suspensdo de esporos de B. subtilis pro-
cedemos de modo andlogo ao descrito no método microbioldgico
usado para o sulfato de estreptomicina a quando do estudo com-
parativo dos métodos polarogrifico e microbiologico (pdg. 56).

A dilui¢do final da suspensdo é feita de modo que, ao ser
examinada em fotometro, numa tina de 1 em de espessura com
filtro verde, apresente uma transmissao de 40 %. Adicionamos 1 ml
desta suspensdo a 150ml do meio de cultura (***) a verter nas pla-
cas e aquecido a 55-60°. Deve-se, antes de verter a totalidade do
meio, adicionar cerca de 25 mi deste sobre os dngulos formados
pelas lAminas de vidro e a base, de modo a obter-se uma vedacdo

(*) As liAminas sio dispostas de maneira a ficarem, as da mesma
espessura, em face uma da outra, para que assim a tampa, ndo se ajus-
tando perfeitamente, permita o arejamento da cultura.

(**) As placas sdo colocadas sobre uma chapa de vidro espessa
que ¢ suportada por trés pés, dois dos quais providos de parafuso, pelo
que assim pode ser perfeitamente nivelada,

{(*20) PEptonas s voimis s v S 6 g
Bxtracto de levedura vy imois 3 g
ExIracts de carne  seocmmaksmriri s 1,5 ¢
Gelosa, viiissinis i ivsaiinina b sasa 15
Agua destilada q. b. p. «oovveeeriniennnn. 1000 mi

O pH ¢ ajustado a 8,0 apos a esterilizagdo,
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sumdria. Com a juncdo do restante meio (350 mi) obtém-se, nas
placas, uma camada de cerca de 3 mm de espessura.

Depois da solidificacdo do meio e de convenientemente arre-
fecido, as placas pederdo ser guardadas em frigorifico até ao seu
emprego.

b/ Dosagem prépriamente dita

Os cromatogramas sdo cortados na extremidade superior e
inferior, de modo a retirar a cada, duas tiras de 7 cm de largura,
LEstas folhas contendo os antibidticos ja separados sdo aplicadas
a superficie das placas de gelosa de maneira a que nido fiquem
interpostas bolhas de ar. Deixamos contactar as folhas por um
periodo de 10 minutos, ao fim do qual estas sio retiradas, sendo,
depois das caixas tapadas, levadas a estufa a 37° por 12 horas (¥).

A apreciacio das zonas de inibicdo, que se formam apos
incubagdo, ¢ feita determinando a média do comprimento dos
dois eixos (Z), em décimos de milimetro. Na figura 39 reprodu-
zimos o aspecto de um autobiograma obtido nesta dosagem, e que
foi tracado delineando as zonas de inibigdo, directamente da placa,
sobre papel transparente.

No Quadro XLII mencionamos os valores de Z (média entre
o comprimento dos eixos maior e menor das zonas de inibic¢do)
respeitantes aos padrdes ¢ & mistura-testemunho.

A actividade dos antibiéticos da mistura-testemunho, que
submetemos ao processo cromatografico, foi determinada de
acordo com a expressdo atrds indicada (pdg. 728).

O calculo da actividade dos dois antibiéticos, em percenta-
gem, forneceu os seguintes resultados:

Sulfato de estreptomicina......... 96,0
Sulfato de di-hidro-estreptomina 95,2

Para se obter uma indicacdo mais completa sobre o rigor e
reprodutibilidade da dosagem, determinou-se, para mais trés
ensaios, o limite de confianca de cada determinacgdo, referente
aos sulfatos de estreptomicina e de di-hidro-estreptomicina. (Qua-
dro XLIII).

(*) A estufa deve possuir uma humidade relativa de cerca de 70 %/,
que pode ser conseguida dispondo nesta um cristalizador com 4gua.
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2 — Aplicagdo do método a dosagem de especialidades farmacéuticas
contendo sulfatos de estreptomicina e di-hidro-estreptomicina

O método que acabamos de descrever foi também aplicado a
dosagem de especialidades farmacéuticas (*) contendo suliato de

Fig. 39

Reprodugdo em papel transparente de um autobiograma
respeitante 4 dosagem do sulfato de estreptomicina e do sulfato
de di-hidro-estreptomicina por cromatografia em papel

1 — Sulfato de estreptomicina (2,4 fy)

2 — Sulfato de di-hidro-estreptomicina (2,4 Hg)
3 — Mistura dos dois antibidticos na dose maior
4 — Mistura dos dois antibidticos na dose menor
5 — Sulfate de estreptomicina (0,6 fty)

6 — Sulfate de di-hidro-estreptomicinn (0,6 fy)

(*) Especialidades que jd haviamos doseado por método polarogré-
fico (pdg. 116).
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QUADRO XLII

Valores de %, em décimos de milfmetro, respeitantes aos padroes
e mistura-testemunho dos sulfatos de estreptomicina
e di-hidro-estreptomicina (método cromatografico)

PADROES

Sulfato
de estreplomicina

Sulfato de |
di-hidro-estreptomicina |

Dose maior
(2,4 19)

MISTURA-TESTEMUNITO

[Yose maior

(2,4 pey)

Dose menor
(0,6 )

Dose menor ‘ Doso maior |Dose menor | Sulfate de

(0,6 )

(2,4 L)

174

(0,6 [t

| astrepto.

Sulfate de
di hidro.

Sulfato de
estrepto,

Sulfate de
di-hidro.

252 258 178 248 248 175 176

246 176 262 ‘ 172 260 244 166 172

256 180 256 | 176 252 256 167 174

250 176 250 ‘ 178 250 258 176 180
QUADRO XLIII

Valores dos limites de confianga (t=2,18, P=959), em percentagem
de actividade, respeitantes a 4 dosagens distintas da mistura-testemunho
contendo os dois antibiéticos (método cromatografico)

DE

SULFATO
ESTREPTOMICINA

SULFATO
DE DI-HIDRO-ESTREPTOMICINA

Valor misimo

108,6

92,07
110,4 90,58
109,2 91,57
109.8 91,07

Valor minimo

Valor maximo

Valor minimo

109,0 91,75
109,9 90,99
111,2 89,93
110,6 90,41
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estreptomicina e sulfato de di-hidro-estreptomicina, indicando-se
para cada uma os resultados analiticos obtidos, expressos em per-
centagem de actividade, assim como o limite de confianca para
cada determinagdo.

Diplostrep Novo

COMPOSIGAO POR 20 ml:

2,5 gramas de estreptomicina-base e 2,5 gramas de di-hidro-
-estreptomicina-base, sob a forma de sulfatos, em solugido
tamponada e adicionada de conservadores.

RESULTADOS DA DOSAGEM]

Actividade do sulfato de estreptomicina em percentagem — 98,04,
Limite de confianca: 89,03 — 112,3.

Actividade do sulfato de di-hidro-estreptomicina em percenta-
gem — 89,71, Limite de confianga: 86,47 — 115,6.

Duo-Strep MERCK

COMPOSIGAO:

Sulfato de estreptomicina em quantidade equivalente a 0,5 gra-
mas de estreptomicina-base.

Sulfato de di-hidro-estreptomicina em quantidade equivalente
a 0,5 gramas de di-hidro-estreptomicina-base.

RESULTADOS DA DOSAGEM:

Actividade do sulfato de estreptomicina em percentagem — 100,9.
Limite de confianga: 88,20 — 113,4,

Actividade do sulfato de di-hidro-estreptomicina em percenta-
gem — 86,35. Limite de confianga: 86,06 — 116,2.

Combistrep PFIZER

COMPOSIGAO:

Sulfato de di-hidro-estreptomicina em quantidade-equivalente
a 0,5 gramas de di-hidro-estreptomicina-base.

Sulfato de estreptomicina em quantidade equivalente a 0,5 gra-
mas de estreptomicina-base.

RESULTADOS DA DOSAGEM:

Actividade do suliato de estreptomicina em percentagem — 110,3.
Limite de confianga: 87,62 — 114,1.

Actividade do sulfato de di-hidro-estreptomicina em percenta-
gem 95,85. Limite de confianga: 87,95 — 113,7.
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Stellamycin HOECHT

COMPOSIGAO:

Sulfato de estreptomicina em quantidade equivalente a 0,5 gra-
mas de estreptomicina-base,

Sulfato de di-hidro-estreptomicina em quantidade equivalente
a 0,5 gramas de di-hidro-estreptomicina-base.

RESULTADOS DA DOSAGEM

Actividade do sulfato de estreptomicina em percentagem— 108,4.
Limite de confianca: 87,10—103,7.
Actividade do sulfato de di-hidro-estreptomicina em percenta-
gem-—98,94.
Limite de confianga: 85,96— 106,4.

B) DETERMINACAO QUANTITATIVA DE SAIS
DE ESTREPTOMICINA E DE DI-HIDRO-ESTREPTOMICINA
RECORRENDO A ELECTROFORESE EM PAPEL

Pudemos verificar, por cromatografia em papel, ser possivel
separar de uma mistura de sulfatos de estreptomicina e de di-hidro-
-estreptomicina ou de pantotenatos dos mesmos antibidticos, cada
um dos componentes, mas nunca individualizar a mistura dos qua-
tro sais. Deste modo, dado que tinhamos interesse num processo
analftico capaz de ser aplicado a este tipo de associacdes, prestou-
-nos valioso auxilio a electroforese em papel na separacio destes
sais, Para a sua dosagem subsequente usidmos o método microbio-
légico ja descrito no processo anterior.

A separagio electroforética foi estudada tendo em conta as
técnicas de electroforese propostas para a estreptomicina, di-hidro-
-estreptomicina e substancias afins que descrevemos com certo
pormenor nas pdginas anteriores, em particular, as de FosTER
e ASHTON (*M) e as de PHILIPPE e col. (117),

Seguindo a orienta¢do dada na determinacdo destes antibié-
ticos por cromatografia em papel, iremos estabelecer, também,
as condigdes electroforéticas empregues na separacao dos sulfa-
tos e pantotenatos de estreptomicina e de di-hidro-estreptomicina,
antes de descrevermos o processo quantitativo,

Condigdes operatdrias do processo electroforético proposto
Aparelho de electroforese:

A camara clectroforética utilizada, sistema de KUNKEL ¢ TisE-
Lius (M%), ¢ constituida por dois vasos electrédicos de grande



137

capacidade (cerca de 1000 ml) (*) que suportam além de duas
caixas em cobre onde circula 4gua termoestabilizada (**), duas
placas de vidro siliconadas (¥**) entre as quais se dispde a folha de
papel de filtro (****) a submeter & electroforese.

Como fonte de corrente continua utilizimos o aparelho comer-
cial «SPINCO DUOSTAT» fabricado pela Beckman Instruments Inc.
(U. S, A.) (¥**%) que permite manter constante o valor do poten-
cial ou da intensidade de corrente, consoante o fim em vista.

Electrélito de fundo:
Tampéo de borato a pH 8,6 com a seguinte composi¢io:

Borato de 80010l ensammmvaiinsiiai e 524 g
oGl e T 567 ot AR (1 S S o Gt 40,00 ¢
..................... 1000 mi

Padroes:

Os quatro sais sdo de origem idéntica & indicada no processo
cromatografico anteriormente descrito.

Os padrées foram obtidos por dissolugdo destes sais em agua
destilada de modo a obterem-se solugdes na concentragio de 4 yg/yl.

Padrio 1 — Solugio de sulfato de estreptomicina

Padrio 2 — Solugio de pantotenato de estreptomicina

Padrio 83— Solugdo de sulfato de di-hidro-estreptomicina
Padrio 4 — Solugdo de pantotenato de di-hidro-estreptomicina

(*) Os vasos electrodicos possuindo trés tabiques mantém os liqui-
dos em que mergulham, respectivamente, as extremidades da folha de
papel e os eléctrodos, praticamente separados,

(**) Estas caixas de cobre asseguram um arretecimento conveniente,
de tal modo que podemos dizer que o processo electroforético decorre a tem-
peratura constante, ocasionando, assim, um minimo de sobreaquecimento
da folha de papel de filtro.

(***) DPara a siliconagem das placas de vidro procede-se do seguinte
modo: Em primeiro lugar lavam-se as placas de preferéncia com deter-
gente, de modo a ficarem sem vestigios de gordura. Depois, aplicam-se
sobre as faces a siliconar, algumas gotas de Desicote 18772 ( New Desicote ),
produto da Beckman Instruments Inc., que se espalham perfeitamente.
Finalmente, faz-se uma lavagem répida com acetona que retira o excesso
de silicone,

(****) O contacto eléctrico entre as extremidades da folha de papel
e o electrolito ¢ assegurado por tiras de papel de filtro muito poroso.

(¥**AX)  Spinco -—— Beckman Instruments Inc. Belmont, California.
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Preparacio das folhas de papel e aplicagdo das amostras:

Usamos folhas de papel de filtro wWHATMAN n.° 1, com as
dimensdes de 34><45 c¢m dobrando-se de cada lado, segundo uma
linha situada a 5 ¢m de uma das margens mais estreitas; a 10 cm
dessa mesma extremidade marcam-se, a lipis, 5 pontos intervalados
de 5 ¢m, de modo que a distancia do primeiro e ultimo pontos, em
relagdo as margens laterais do papel, seja de 7 cm.

Nos quatro primeiros pontos foram aplicados, isoladamente,
5 ul de cada padrio e no tltimo ponto a mistura dos quatro sais
(Fig. 40).

Preparacio dos electroforegramas:
Operacdes preliminares:

Borrifa-se o papel com o electrélito de fundo até cerca de 2 cm
da linha dos pontos de aplicagdo, deixando assim, uma zona seca
intermedidria, que serd humedecida apenas no momento em que
a folha se introduz na cAmara electroforética.

Coloca-se a folha entre as placas de vidro tendo o cuidado
de nio deixar bolhas de ar interpostas e que as dobras daquela
coincidam com os bordos das placas (¥). Dispde-se o conjunto
sobre a caixa de refrigera¢do inferior de modo que a extremidade
do papel mais préxima dos pontos de aplicagdo, se situe do lado
do polo negativo. Adapta-se, em seguida, a caixa de refrigera-
¢do superior e aguarda-se cerca de 15 minutos, antes de ligar a
corrente eléctrica.

Condi¢des da electroforese:

Aplica-se uma tensio de 350 volfs, durante 6 horas, fazendo
circular uma corrente de dgua termoestabilizada a 20° (tempera-
tura ambiente) nas caixas de refrigeragdo.

Secagem das folhas e coloragdo com o reagente witrosoferri-
ctaneto de sédio proposto por CASTEL e col.:

A revelacio foi executada com o reagente, nio sensibilizado,
descrito na pagina 24.

Resultados

A observagdo do electroforegrama reproduzido na figura 40
mostra a boa separagio electroforética dos sais de estreptomi-

(*) Deve-se aplicar uma camada delgada de gordura de silicone nas
extremidades das placas de vidro ndo adjacentes aos vasos electrédicos.
Este revestimento evita a evaporagio lateral na folha de papel de filtro,
melhorando, deste modo, a separagio electroforética.
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cina e de di-hidro-estreptomicina, o que nos permitiu a aplica-
¢io do método microbiolégico a dosagem de cada substdncia
antibidtica.

Fig. 40

Electroforegrama de sais de estreptomicina
e de di-hidro-estreptomicina

Electrdlito de fundo: Tamplio de borato a pil 8,6
Tensfio nos eléetrodos: 360 volls
Tempo de separagiio: 6 horas

1 — Sulfato de estreptomicina

2 — Sulfato de di-hidro-estreptomicina

3 — Pantotenato de estreptomicina

4 — Pantotenato de di-hidro-estreptomicina
5 — Mistura dos guacro sais



,%
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Método proposto para a dosagem dos sais de estreptomicina
e de di-hidro-estreptomicina utilizando a electroforese
em popel como método separativo

Tendo presente a descricio que fizemos a propésito da dosa-
gem destes sais por cromatografia, nio se torna necessario dar
outros pormenores sobre a determinagio microbioldgica que é
executada apds a separacdo electroforética, visto a técnica usada
ser idéntica,

Como conclusdo légica a este trabalho experimental faremos
um ensaio de prova com uma mistura-testemunho, bem como a
aplicagdo do método a uma especialidade contendo os dois sais de
cada antibi6tico

1 — Ensaio de prova

Misturas-testemunho ¢ padroes :

Mistura 1:
Sulfato de estreptomicina ............... 80 g /100 ml (Padrdo A)
Sulfato de di-hidro-estreptomicina ...... 80 mg/100 ml (Padrio B)
Pantotenato de estreptomicina ......... 80 g /100 ml (Padrdo C)
Pantotenato de di-hidro-estreptomicina 80 mg/100 mi (Padrao D)

Mistura 2:

Sulfato de estreptomicina.................. 20 mg /100 mi (Padrio E)
Sulfato de di-hidro-estreptomicina ...... 20 mg/100 ml (Padrio F)
Pantotenato de estreptomicina ......... 20 mg /100 mi (Padriao G)
Pantotenato de di-hidro-estreptomicina 20 mg/100 ml (Padrio H)

Aplicagdo das amostras:

Depositdmos na folha de papel de filtro WHATMAN n.© 1
(3445 ¢m), de acordo com o esquema indicado na figura 41,
por intermédio de micropipeta de escoamento total, 2,5 4/ de
cada solugdo padrio e das solugdes misturas-testemunho.

Dosagem maicrobiologica dos antibidticos apds separagdo elec-
troforética:

A dosagem ¢ efectuada, em quatro electroforegramas obtidos
em condigdes idénticas, por técnica microbiolégica igual a usada
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na determinagdo quantitativa dos cromatogramas respeitantes aos
sulfatos de estreptomicina e de di-hidro-estreptomicina.

No Quadro XLIV mencionamos os valores de Z (¥) referen-
tes aos padrdes e misturas-testemunho.

=
¥ —
b
-l'- 1 2 3 No§ 6 Yy 8 9 {0

1 — Padrio A

2 — Padriic B

3 — Padrdo C

4 — Padrao D

5 — Mistura 1

6 — Padrilo 1 3o

7 — Padrio 17

8 -— Padriio (¢

) — Padriio H

10 — Mistura 2
+r—_——— — — —_— — — — —
5 o
A

D 3% 3
Fig. 41

Diagrama da folha a submeter a electroforese
de sais de estreptomicina e de di-hidro-
-estreptomicina (determinagio quantitativa)

Nota -- As linhas a tracejado correspondem as dobras que
delimitam as extremidades do papel gue mergu-
lham no electrdlito,

Tendo em conta a expressdo que nos serviu para determinar
a actividade dos antibidticos nos ensaios precedentes, calculdmos,

(*) Z-—Valor correspondente a média entre os comprimentos dos
eixos maior e menor das zonas de inibigao,
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em percentagem, a actividade dos sais da presente mistura-tes-
temunho:

Sulfato de estreptomicina — 94,07.

Sulfato de di-hidro-estreptomicina — 96,86.
Pantotenato de estreptomicina — 92,52,
Pantotenato de di-hidro-estreptomicina — 98,20.

QUADRO XLIV

Valores de Z, em décimos de milimetro, correspondentes ao conjunto
dos quatro electroforegramas

PADROES

Sulfato Sulfato de

de estreptomicina

di-hidro-estreptomicina

Dose maior Dose monor

Dose maior| Dose menor

Pantotenato
de estreptomicina

Dose maior |Dose menor

Pantotenato de
di-hidro-estreptomicina

Dose maior [Dose menor

(2,0 1g) (0,5 1) (0 ugy | (05 pg) | (2,0 pg) (0,5 pey) (2,0 ttn) (0,5 pag)
222 ( 152 220 150 220 137 216 144
230 146 226 154 212 141 209 140
226 156 238 146 214 150 227 132
238 160 236 ! 143 226 146 226 132

\
MISTURA-TESTEMUNHO
Dose maior Dose menor
Sulfato de [ Sanlfato de |Pantotenato | antotenato| Sulfato de | Sul'ato de [Pantotenato [Pantotenato
estreptomi-| di-hidro- |de estropto- [de di-hidro- | estreptomi- | di-hidro- |de estrepto- [de di-hidro-
eina -astrepto, micina -estrepto. eina -estrepto. micinn -estropto,
218 228 206 210 146 148 131 144
225 220 215 216 147 152 144 134
230 226 219 218 155 140 145 10
227 230 218 220 150 154 134 144




143

Com a finalidade de melhor se poder apreciar a reprodutibi-
lidade e precisdo deste processo analitico, indicamos o limite de
confianca para mais trés dosagens completas da mistura-testemu-
nho (Quadro XLV).

QUADRO XLV

Valores dos limites de confianga (t = 2,18, P=95%), em percentagem
de actividade, respeitantes a 4 dosagens distintas da mistura-teste-
munho contendo os 4 sais (método electroforético)

SULFATO SULFATO
DE ESTREPTOMICINA DE DIHIDRO-ESTREPTOMICINA
SR ) B
Valor miximo Valor minimo Valor miximo ‘ Valor minimo
b b B i |_ =8
113,5 88,91 112,6 | 88,78
117,5 85,10 117,0 85,44
115,8 86,37 115,6 86,48
115,0 86,90 116,5 85,85
|
PANTOTENATO PANTOTENATO
DI ESTREPTOMICINA DE DIILDRO-ESTREPTOMICINA
S pEEE T SR ‘ SR e
Valor miximo Valor minimo Valor miximo ‘ Valor minimo
113,3 \ 88,25 1131 | 8844
114,5 ‘ 87,33 114,2 87,60
116,5 85,83 116,0 86,20
117,3 87,24 | 116,1 | 86,35

2 — Aplicagiio a dosagem de especialidades farmacéuticas

A especialidade farmacéutica que a seguir indicamos repre-
senta um dos exemplos mais tipicos da associagdo dos dois deri-
vados da estreptomicina com os outros dois da di-hidro-estrepto-
micina. Outras especialidades existem em que o problema esta
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mais simplificado, como o caso de existir ao lado dos sulfatos dos
dois antibidticos um tinico derivado do 4cido pantoténico.

Como fizemos para o estudo das outras especialidades em que
s€ usou o processo cromatogrifico, indicaremos, também para este
caso, além dos resultados analiticos expressos em percentagem
de actividade, o limite de confianca para um total de quatro
dosagens distintas.

Protothenat (*) GRUNENTHAL

COMPOSIGAO:

Pantofenato de estreptomicina em quantidade equivalente a
0,1 gramas de estreptomicina-base.

Pantotenate de di-hidro-estreptomicina em quantidade equiva-
lente a 0,1 gramas de di-hidro-estreptomicina-base.

Sulfato de estreptomicina em quantidade equivalente a 0,4 gra-
mas de estreptomicina-base,

Sulfato de di-hidro-estreptomicina em quantidade equivalente
a 0.1 gramas de di-hidro-estreptomicina-base.

RESULTADO DA ANALISE:

;’*

Actividade do pantotenato de estreptomicina em percentagem
— 98,40.
Limite de confianca: 86,06 — 116,2.
Actividade do pantotenato de di-hidro-estreptomicina em per-
centagem — 110,54,
Limite de confianca: 87,50 — 114,3.
Actividade do sulfato de estreptomicina em percentagem — 100,54
Limite de confianga: 88,82 — 112,6.
Actividade do sulfato de di-hidro-estreptomicina — 97,36,
Limite de confian¢a: 86,10 — 116,1.

) Especialidade farmacéutica adquirida na Suiga,

z

T



RESUMO E CONCLUSOES

Descrevem-se, na primeira parte deste trabalho, métodos de
dosagem dos sulfatos e pantotenatos de estreptomicina e de
di-hidro-estreptomicina recorrendo a técnica polarografica.

A dosagem da estreptomicina, fundamentando-se na redu-
¢io em meio alcalino, do grupo aldeidico do antibidtico,
foi executada empregando ndo s6 um tipo de polardgrafo
corrente — o Sargent modelo XXI —como também um apare-
lho de maior sensibilidade — o polardgrafo de raios catodicos
modelo K1000 «Southern». Para um melhor conhecimento do
grau de precisio e da reprodutibilidade da dosagem, realizamos,
em ambos 0s casos, um cstudo estatistico dos resultados para um
total de 10 determinacdes distintas. Verificimos também a inteira
concordincia entre o método polarografico e o microbiolégico pra-
ticando dosagens pelos dois métodos em especialidades farmacéu-
ticas contendo sulfato de estreptomicina e executando ainda
ensaios de estabilidade sobre o referido antibidtico. Finalmente,
queremos destacar as sensibilidades limites de dosagem do sul-
fato e do pantotenato de estreptomicina, empregando polarégrafo
de raios catddicos, respectivamente, de 0,58 pg/mi e de 0,99 ypgimi,
valores estes obtidos com um erro de cerca de 5 9%,

Para a di-hidro-estreptomicina indicamos dois métodos, um
directo e um outro indirecto. O primeiro, ¢ mais sensi-
vel (1,30 ug/ml para o sulfato de di-hidro-estreptomicina e 2,19 ug/mi
para o pantotenato) e, baseia-se na propriedade deste antibiotico
diminuir a altura do maximo polarogrifico presente na onda do
cobalto. Observamos, também, o paralelismo existente entre
os resultados obtidos com este método e o microbiolégico, indi-
cando-se como limitacdo mais importante a impossibilidade da sua
utilizagdo em presenca de estreptomicina.

O segundo método que propomos para a di-hidro-estreptomi-
cina, utilizdivel mesmo em presenga de estreptomicina, consiste
numa dosagem polarogrifica do formaldeido proveniente da oxi-
dacio periddica do antibidtico. Este novo processo quantitativo,
empregando a técnica de oxidagdo periddica proposta por GAR-

10
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LocK e Grove () para a dosagem da di-hidro-estreptomicina,
oferece, sobre 0 método destes Autores, as vantagens de uma maior
precisdo e rapidez que lhe advém da aplicagdo da técnica polaro-
grifica & determinagdo do formaldeido.

A segunda parte da nossa contribuigdo pessoal visou o esta-
belecimento de um método de dosagem dos sais de estreptomicina
e de di-hidro-estreptomicina que, a par de outras possibilidades
de aplicagio, fosse mais acessivel a qualquer laboratério. Com
efeito, tendo-se em conta a impossibilidade de aplicagdo dos méto-
dos microbiolégicos na andlise quantitativa de misturas dos refe-
ridos antibidticos, propomos a sua separa¢do prévia por cromato-
grafia ou electroforese, seguindo-se a determinacdo quantitativa
no cromatograma ou electroforegrama por técnica microbiolégica
apropriada.

Ensaios de prova levados a efeito com misturas conhecidas
de sais de estreptomicina e di-hidro-estreptomicina, e com espe-
cialidades farmacéuticas contendo esses mesmos antibioticos, reve-
latam o interesse deste processo analitico.
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