Método fisico-quimico para doseamento de bacitracina

A physicochemical method for quantitative analysis of bacitracin
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RESUMO - Foi desenvolvido método empregando espectrofotometria no visivel para a determinagao de bacitra-
cina, matéria-prima e pomada que contém este antibiético associado a neomicina. 0 método espectrofotométri-
co consiste na formagdo de complexo de cobre, utilizando uma solugao de sulfato de cobre a 5% em hidroxido
de sadio 2M. O quelato formado entre a bacitracina e o cobre da origem a um complexo azul, estavel, cuja
absorgdo maxima ocorre em 550nm. O método espectrofotométrico descrito mostrou-se adequado para a
determinagdo da bacitracina, pois, além de ser simples, rapido, eficiente e de baixo custo, seus resultados nao
diferiram significativamente quando comparados com aos obtidos pelo método microbidgico, que é 0 método
oficial para a determinagdo deste antibidtico.

PALAVRAS-CHAVE - Bacitracina, determinagao quantitativa, quelatos de cobre, método espectrofotométrico.

SUMMARY - A physicochemical method for quantitative analysis of bacitracin was tested, such as spectropho-
tometric by copper sulfate. The simple, rapid, efficient and inexpensive method based on chelates formation with
copper was developed for the determination of this antibiotics using 5% copper sulfate solution in 2M NaOH. The
chelate formed by the copper solution and the sample and standard bacitracin solutions gave origin to a Stable
blue color complex with maximun absorption at 550nm. Microbiological method is the official method recomen-
ded for the quantitative determinatiohn of bacitracin as a raw material and in dosage forms; however, the
spectrophotometric method described here was suitable for the determination of bacitracin as a bulk drug and
also in ointments containing the antibiotic associated with neomicyn since their results were not significantly

different from those obtained by the microbiological method.
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INTRODUGAO

bacitracina foi isolada pela primeira vez, em

1943, a partir do Bacillus subtilis®*3. Constitu-
em complexos polipeptidicos denominados bacitra-
cina A, B, C, D, E, Fe G. A estrutura A € o princi-
pal componente da bacitracina'®, sendo um deca-
peptideo ciclico com peso molecular de cerca de
1500, contendo em sua molécula um anel tiazolidi-
na. E constituida exclusivamente de aminoéacidos e
classificada como peptideo homeomérico. A forma
mais utilizada é na forma de sal de zinco, pois 0
zinco aumenta a atividade do antibi6tico e é mais
estavel®®. O mecanismo de acdo da bacitracina con-
siste na interferéncia da biossintese da parede celu-
lar bacteriana™.

E um dos antibidticos mais comumente utiliza-
dos no mundo, seja em preparagdes farmacéuticas
para uso humano ou associado a ragbes para ali-
mentagdo animal, neste caso utilizado como pro-
motor de crescimento®8,

Em formas farmacéuticas para uso humano, seu
maior emprego é associado ao antibidtico aminogli-
cosidico neomicina, em pomadas. Nestas prepara-
¢oes, a bacitracina deve ser extraida dos compo-
nentes da matriz, para que possa ser determinada
sua atividade. Por este motivo, a bacitracina é ain-
da analisada quase que exclusivamente por méto-
dos microbiolégicos. O método oficial de doseamento
deste antibidtico € o método microbiolédgico (cilin-
dros em placas)?®, tanto para matéria-prima como
para preparagdes farmacéuticas. Outros métodos,
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia tem

sido utilizados para a separagéo e determinacao dos
constituintes da bacitracina®**2, assim como a cro-
matografia liquida associada a espectrometria de
massas tem sido utilizada para a determinacao da
bacitracina-zinco em alimentos®. O presente artigo
relata o desenvolvimento de um método fisico-qui-
mico baseado na determinagao espectrofotométri-
ca de complexos de cobre formados com a bacitra-
cina. Os resultados obtidos pelo método espectrofo-
tométrico foram comparados aos do método micro-
biol6gico visando a validagdo do mesmo para que
possa ser empregado durante a produgéo de produ-
tos que contenham estes antibidticos.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Reagentes, substancias quimicas
de referéncia e amostras

Foram utilizados reagentes de grau analitico,
procedéncia Merck. Solugéo de sulfato de cobre a
5% em é&cido sulfurico 0,005M, solugéo de hidroxi-
do de sodio 2,0M, tampéao fosfato n°® 1 pH 6,0,
tampao fosfato n°® 6 pH 6,0.

Substancias quimicas de referéncia: bacitracina
zinco (poténcia estimada 73U/mg) e neomicina base
(poténcia estimada 661ug/mg) fornecidos pelo La-
boratério Farmacéutico do Estado do Rio Grande do
Sul (LAFERGS).

As amostras utilizadas foram bacitracina zinco,
matéria-prima e pomada de bacitracina zinco
2.500Ul mais neomicina 77mg, (lote 8605053,
fornecidas pelo LAFERGS).
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Equipamentos

Espectrofotometro Vis-UV “Perkin Elmer” 124
com registrador modelo 56-1001 com cubetas de
1cm para obtengdo das curvas de absorgdo em in-
tervalos de 400-700nm. Espectrofotbmetro “Zeiss”
PM 2* com cubetas de 1cm para determinagao das
absorvancias.

Métodos

Espectrofotometria no visivel
Curva de Absorgéo

Para a determinagdo do comprimento de onda
de absorgdo maxima, foram obtidos complexos de
cobre utilizando-se 10ml da substancia de referén-
cia bacitracina-zinco na concentragao de 100Ul/ml
em &cido cloridrico 0,1M (SR), 1ml de solugéo de
sulfato de cobre a 5% (SR) e 1ml de hidréxido de
sodio 2M (SR). Obteve-se a curva de absorgao deste
complexo no intervalo de 400-700nm, utilizando-se
cubetas de 1cm e como branco acido cloridrico 0,1M
(SR).

Preparo das curvas-padrao

Pesou-se 34,25mg de bacitracina zinco, dissol-
veu-se em acido cloridrico 0,1M, em bal&do volumé-
trico de 25mL obtendo-se a concentracéo de 100Ul/
mL. Esta solugdo foi diluida em solugbes de con-
centragdo de 20, 30, 40, 50 e 60Ul/mL utilizando
tampao fosfato n° 1 pH 6,0. As absorvancias usadas
na elaboragdo desta curva correspondem a média
de cinco determinagoes.

Preparo das amostras
Bacitracina Zinco — matéria-prima

Foram pesadas exatamente 34,25mg, que fo-
ram dissolvidas em baldo volumétrico de 25ml com-
pletando-se o volume com HCI 0,1M, obtendo-se
concentracdo de 100Ul/ml. Esta solugéo foi poste-
riormente diluida utilizando-se tampéo fosfato n° 1
pH 6,0, para a obtenc¢do da solugdo de 40Ul/ml.

Pomada de bacitracina zinco
e sulfato de neomicina

Foram pesadas 40,0g de pomada e adiciona-
dos 100ml de éter etilico, homogeneizando-se até
completa dissolugdo. A suspensao obtida foi colo-
cada em ampola de separagao de 250ml. Adicio-
nou-se 25ml de HCI 0,1M, agitou-se e apds sepa-
racdo das camadas, removeu-se a camada acida.
Esta operagao foi repetida por trés vezes. Os extra-
tos acidos foram reunidos em baldo volumétrico de
100ml, completando-se o volume com &acido clo-
ridrico 0,1M, obtendo-se concentragéo correspon-
dente a 100Ul/ml do antibiético. Filtrou-se em pa-
pel de filtro realizando-se nova diluigao usando tam-
pao fosfato n® 1 pH 6,0 para obtengdo de uma
solucdo de 40Ul/ml.

Ensaio

A cada 10ml da substancia de referéncia, maté-
ria-prima e amostras de pomada de bacitracina zin-
€0 na concentragdo de 40Ul/ml, foram adicionados
1ml de solugéo de sulfato de cobre a 5% e 1ml de
hidréxido de sddio 2M. Agitou-se, deixando-se em
repouso por 5 minutos. O precipitado de hidroxido
cUprico formado foi separado por centrifugacdo a
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4.000rpm durante 5 minutos. Os sobrenadantes fo-
ram filtrados seguindo-se as determinagdes das ab-
sorvancias em 550nm. A média das absorvancias
foi interpolada na curva-padrao para obtengéo dos
valores para o célculo dos percentuais dos antibidti-
Ccos.

Método microbioldgico

Para a determinacéo da poténcia da matéria-
prima e das amostras de pomada de bacitracina-
zinco+neomicina, foi utilizada a técnica descrita na
farmacopéia americana (USP 23).

RESULTADOS

Através da observagao da curva de absorgao®’
foi escolhido o comprimento de onda de 550nm, no
qual foi obtida a absorgéo méxima do complexo de
cobre-bacitracina.

0 gréfico da curva-padréo, o coeficiente de cor-
relagdo e a equacao da reta para a representagao
gréfica obtida através do estudo da regressao linear
pelo método dos minimos quadrados sdo mostrados
na Fig. 1. Os resultados obtidos demonstraram a
existéncia de correlagéo linear positiva, sendo que o
coeficiente de correlagdo préximo a unidade mos-
tra a linearidade do método, que cumpriu a lei de
Lambert-Beer. O intervalo de confianga para o inter-
cepto incluiu o zero, o0 que permite descartar a exis-
téncia de erro sistematico.

Os resultados obtidos através do método espec-
trofotométrico com sulfato de cobre foram compa-
rados com os resultados obtidos pelo método mi-
crobiolégico e estao apresentados na Tab. I. A ana-
lise da variancia foi realizada com os valores obtidos
nos dois métodos e demonstrou nao haver diferenca
significativa entre os mesmos, para um nivel de sig-
nificancia de 0,05% (Valor de F calculado = 1,02;
valor de F tabelado = 5,31)
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FIG. 1 - Curva-padrao para o doseamento da bacitracina pelo
método espectrofotométrico no visivel a 550nm.

TABELA |
Resultados obtidos no doseamento da bacitracina
matéria-prima e pomada através dos métodos
microbiolégico e espectrofotométrico

Microbiologico Espectrofotométrico

Matéria-prima| Pomada | Matéria-prima | Pomada

Média 95,14* 97,65** 98,12* 99,53**
Desvio-padrao 0,603 0,731 0,202 0,94
CV% 0,633 0,74 0,206 0,94

* Corresponde a média de trés determinacoes; ** Corresponde a média de quatro determinagoes
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A complexacéo de um grupo funcional poliami-
nado e um ifon metalico, no caso o cobre forma
anéis queldticos conhecidos como complexos de
coordenagdo. S&o compostos que contém um fon
central, geralmente um metal, rodeado por um gru-
po de moléculas ou ions que tendem a manter sua
identidade mesmo em solugéo™*. Este quelato ¢é for-
mado em um Unico estagio, onde uma Unica molé-
cula organica é capaz de em uma sé etapa satisfa-
zer o numero de coordenagao do cobre?.

A bacitracina zinco apresenta em sua estrutura
centros de nucleofilia bem definidos: grupamentos
aminos (NH,) e 4tomos de nitrogénio em anéis hete-
rociclicos. Estes centros sdo responsaveis pela que-
lagdo do Cu*2 produzindo um complexo azul de inten-
sidade variada conforme a concentragdo de antibioti-
co. A aplicagéo desta metodologia para a bacitraci-
na foi executada obtendo-se perfeita discriminacao
entre 0 aumento da concentragao de antibiético e as
absorvancias correspondentes. Este método, quando
aplicado nos produtos acabados pode sofrer a inter-
feréncia da neomicina, que possui estrutura quimi-
ca favoravel a complexagdo com o cobre™®.

Entretanto, na pomada de bacitracina zinco +
neomicina, a neomicina encontra-se na forma de
sulfato, o que facilita a especificidade da reacéao
para a bacitracina zinco em alcalinidade adequada.
Foram experimentadas concentragdes variaveis de
solugdes de hidréxido de sédio para cada um dos
antibiéticos isoladamente. A alcalinidade conferida
pela solucéo 1,0M néo possibilita desenvolvimento
de cor na reagao entre sulfato de cobre e os antibié-
ticos. A solugdo 2,0M favorece a complexagao do
cobre com a bacitracina e nao com o sulfato de
neomicina enquanto que a solugdo 3,0M desenvol-
ve cor com ambos antibidticos®’. Neste caso, su-
pde-se que a concentragdo 3M desloque a neomici-
na de seu sal ficando na forma de base, deixando os
grupamentos amino livres, habilitando-a a comple-
xagao com o cobre™?°,

O conjunto de resultados obtidos mostra que a
espectrofotometria pelo sulfato de cobre pode ser
utilizada como método fisico-quimico alternativo para
doseamento da bacitracina-zinco em matéria-prima
e produtos acabados associados ou ndo a neomici-
na, pois, em alcalinidade adequada, mostrou seleti-
vidade, permitindo a quantificagdo da bacitracina,
mesmo em presenca da neomicina.
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