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Sulfato de Neomicina: Efecto de los Iones
Fosfato, Borato € Hidréxido sobre su Estabilidad
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RESUMEN. Se estudié el efecto de los iones fosfato, borato e hidréxido sobre la es-
tabilidad de soluciones de sulfato de neomicina a pH 7,0 y la influencia de diferentes
concentraciones de ion fosfato en soluciones de fuerza iénica constante (u = 0,6). Pa-
ra la cuantificacién del sulfato de neomicina se empled la técnica de complejacion
con amaranto y posterior lectura a 520 nm, mientras que el oscurecimiento de las
soluciones se determiné directamente por mediciones espectrofotométricas a 450 nm.
Se observé una méxima degradacién por efecto del ion fosfato, siguiéndole luego el
borato; el hidréxido resulté tener el menor efecto degradante. Paralelamente, por
cromatografia en capa fina se detectaron dos productos de degradacién (R¢ = 0,35
y 0,46). ‘

SUMMARY. “Neomycin sulfate: Effect of Phosphate, Borate and Hydroxyde lons
on its Stability”. The effect of phosphate, borate and hydroxyde ions on the stability
of neomycin sulfate at pH 7.0 and the influence of different concentrations of phos-
phate ions in solutions at constant ionic strength (1 = 0.6) were studied. Neomycin
sulfate was quantified by complexation with amaranth and measured at 520 nm,
while the discolouration of solutions was measured spectrophotometrically at 450 nm.
A major degradation for phosphate ions was observed while hydroxyde ions had a
minimum effect. By TLC, two degradation products were detected at R¢ = 0.35
and 0.46.

INTRODUCCION

La neomicina, antibidtico pertene-
ciente al grupo de los aminoglucésidos,
ha sido incorporada como sulfato en di-
versas formas farmacéuticas de uso topi-
co debido a su efectividad frente a la ma-
yoria de los microorganismos Gram(—) y
muchos Gram(+)*.

El sulfato de neomicina es compati-

ble con la mayor{a de los excipientes que
cominmente se emplean en las formas
farmacéuticas® y ademds forma comple-
jos estables con diferentes sustancias® ®.

Su estabilidad ha sido ampliamente in-
vestigada en diversas preparaciones™ ¢'3

se ha encontrado que es relativamente
estable, en solucién acuosa, en un ran:o
de pH 2,0 a 9,0 como minimo durante
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un afio a temperatura ambiente. Tam-
bién se ha observado que sufre una de-
gradacién hidrolitica, dando en una pri-
mera etapa neamina y neobiosamina (di-
sacarido compuesto por D-ribosa y neo-
samina)'* | que posteriormente se trans-
forma en furfural'® !¢ oscureciendo la
preparacion.

Tanaka et al.® sostienen que la velo-
cidad del cambio de color es pequefia
tanto en medio dcido como alcalino, pe-
ro en la neutralidad ésta cambia ficil-
mente y es maxima a pH 7,0 (buffer de
Clark-Lubs).

En este trabajo se estudi6 la estabi-
lidad del sulfato de neomicina a pH 7,0
frente a iones monohidrégenofosfato,
borato e hidréxido, siendo estos aniones
los que frecuentemente se emplean como
reguladores de pH en las formulaciones
liquidas. Ademis se estudié el efecto de
la concentraci6n del i6n monohidrégeno-
fosfato sobre la estabilidad de la neomi-
cina a fuerza idnica constante (u = 0,6).

Para la cuantificaciéon se usé la técni-
ca desarrollada por Mc Ginity y Hill'’
con la adaptacién de Hodges'® . Paralela-
mente se siguid la degradacién en capa
fina. Usualmente la neomicina se cuanti-
fica por el método microbioldgico esta-
blecido por la FDA'. El alto grado de
error inherente a las técnicas microbiolé6-
gicas ya ha sido reportado por Mundell
et al.?®, Existen ademds técnicas colori-
métricas que utilizan ninhidrina?! u orci-
nol?* 2 ' la reacci6n de Hantzsch?* y en-
tre las técnicas instrumentales modernas
se encuentran la cromatografia gaseosa
(GLC)*, la cromatografia en capa fina
(TLC) con deteccidén videodensitométri-
ca?® y altimamente se emplean técnicas
de cromatografia liquida de alta resolu-
cién (HPLC) con detectores fluorimétri-
cos previa derivatizacién®’7%?,

.
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MATERIAL Y METODOS
Drogas y Reactivos

Se ha empleado sulfato de neomicina
(UpJohn) de calidad USP XXI estéril y
drogas todas de alto grado analitico que
cumplen las especificaciones de la F.A.
VI edicidn.

Solucién estdndar: sulfato de neomi-
cina 0,5% en agua.

Preparacién de las muestras

Se prepararon diferentes soluciones
de sulfato de neomicina con el agregado
de fosfato disédico, borato de sodio e hi-
dréxido de sodio, en todos los casos can-
tidad suficiente para tener un pH 7,0.
Formula I:

Sulfato de neomicina . . .. ...... 0,50¢g
Fosfato disddico anhidro . ...... 0,25¢
Agua destilada c.s.p. .. ... v... 100ml

" Férmula II:

Sulfato de neomicina . . ...... .. 0,50¢g
Boratodesodio ............. 0,14¢g
Agua destiladac.sp. ......... 100 mi

Férmula HI:

Sulfato de neomicina . ......... 0,50 ¢
Hidréxido de sodio 0,1 M c.s.p. . . . pH7,0
Agua destiladacsp. . ... ..., 100 ml

Por otra parte se prepararon solucio-
nes de neomicina de igual concentracién
que las anteriores, con el agregado de
0,25%-0,50%—-1,25% y 2,50% de fosfato
disédico y suficiente cantidad de cloruro
de sodio para obtener soluciones de fuer-
za idnica constante (u = 0,6) en cada ca-
so. Todas las soluciones se envasaron en
ampollas para uso inyectable. Una parte
se colocd en refrigerador y el resto se in-
cubd en estufa a 65 °C por un perfodo
de 20 dfas. Periddicamente se retiraron
muestras para su analisis.



Técnica de valoracién

Solucién buffer de pH 4,0: biftalato
de potasio al 5%.

Solucién colorante: amaranto al 0,2%
en agua.

Solucién estindar: sulfato de neomi-
cina al 0,1%.

Solucién muestra: 2 ml de muestra
se diluyen con agua destilada en matraz
aforado de 10 ml.

En matraces de 10 ml se colocan 1
ml de solucién muestra y 1 ml de solu-
cién estindar, respectivamente. A cada
matraz se le agregan 2 ml de solucién
buffer y 2 ml de solucién colorante. Se
lleva a volumen con agua destilada y se
homogeiniza. Se deja reposar durante 15
minutos y se filtran las soluciones. Se to-
ma 1 ml de cada filtrado y se diluye a
25 ml con agua destilada. Se homogei-
niza y se lee a 520 nm frente a blanco
de agua destilada.

Cromatografia en capa fina

Se usaron cromatofolios de silicagel
F 254. Como solvente de desarrollo se
empled una mezcla en partes iguales de
solvente A: etanol-cloroformo (5:2) y
solvente B: amoniaco-icido acético gla-
cial (4:1). Se sembraron 50 ul de cada
muestra sin diluir y posterior al desarro-
llo cromatogrifico se revelaron las man-
chas con solucién alcohédlica de ninhi-
drina al 1% y 10 minutos de calenta-
miento a 110 °C. Paralelamente se co-
rri6 un estindar de igual concentracidn
(resultados en Fig. 3).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES
Analizando los valores obtenidos
(cuadro 1) seglin las cinéticas que comn-
mente siguen las drogas en solucién®®,
no se obtiene una reaccién de degrada-

cién sencilla de seudo primer orden. A-
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demis en la Fig. 1 se pueden observar di-
ferentes etapas, para cada formulacién,
con velocidades de degradacién distintas.

Todas las determinaciones se realiza-
ron por triplicado, con una desviacion
estindar relativa porcentual méxima de
1,6% (paran = 3).

Se ha detectado una mayor degrada-
cién en el caso de la férmula I (fosfato),
que se reduce en la férmula II (borato),
siendo la férmula III (hidréxido) la de
mayor estabilidad (cuadro y Fig. 1).

%de sulfato de neomicina
Tiempo | Férmula Férmula | Férmula

(dias) I Il 11
Inicial 100,0 100,0 100,0
3 93,8 96,1 96,9
5 90,1 92,9 94,6
7 88,3 91,0 93,3
10 86,2 90,4 92,6
14 82,7 86,1 91,3
20 80,5 82,8 90,6

Cuadro 1. Estabilidad del sulfato de neomicina
a 65 °C en soluciones conteniendo iones fosfa-
to, borato e hidréxido.
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Figura 1. Estabilidad del sulfato de neomicina a
65 °C. I: fosfato disédico; II: borato de sodio;
1I: hidréxido de sodio.
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Este resultado es coincidente tam-
bién con el incremento del oscurecimien-
to que se va observando en la ampollas
envejecidas: para los fosfatos > boratos
> hidréxido y dentro de cada férmula se
observa el aumento de la coloracién ama-
rillo-parduzca en funcién del tiempo. El
oscurecimiento desarrollado en las am-
pollas se comparé visualmente y por me-
didas espectrofotométricas a 450 nm
Fig. 2).
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Figura 2. Oscurecimiento del sulfato de neomi-
cina al 0,5% en presencia de: fosfato disédico
(I); borato de sodio (II) e hidréxido de sodio
(111).

Para analizar estadisticamente las di-
ferencias entre las distintas férmulas se
usé el anélisis de la vafianza de dos facto-
res fijos (formula y tiempo). Se obtuvie-
ron diferencias altamente significativas
entre las concentraciones medias corres-
pondientes a las diferentes férmulas, asi
como entre las concentraciones medias
correspondientes a los distintos tiempos;
F= 391,96y F = 310,81 respectivamen-
te,con una P < 0,0001. Ademais, la inte-
racciébn férmula-tiempo también resultd
significativa con F = 2,80 para una P
< 0,05. ’
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Para las muestras envejecidas se ha
detectado, por cromatografia en capa fi-
na, una disminucién de la mancha corres-
pondiente al sulfato de neomicina de R¢
= 0,27 y la aparicién de dos manchas
adicionales a R¢ = 0,35 y 0,46 que se in-
crementan en funcién del tiempo (Fig.
3). Esto es coincidente también con la
degradacién de la droga en la formula-
cibn.

frente

o 0

(e] °
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Figura 3. Cromatograma correspondiente a la
férmula 1. 1: sulfato de neomicina; 2: muestra
envejecida durante 3 dfas; 3: muestra envejeci-
da durante 20 dfas.

Las muestras mantenidas durante un
afio en refrigerador no acusaron degra-
dacién cuantificable.

Los resultados obtenidos con dife-
rentes concentraciones de fosfato disodi-
co a fuerza ibnica constante demuestran
que, independientemente de la fuerza i6-
nica, la concentracién del ion monohi-
drogenofosfato tiene un efecto degra-
dante especial sobre la neomicina. Entre
0,25% hasta 1,25% de fosfato disédico
se observa un efecto muy grande sobre
la estabilidad del antibiético, mientras
que a partir de esa concentracién hasta
2,5% se comprueba que la velocidad de
degradacién es menor (Fig. 4).
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Figura 4. Estabilidad del sulfato de neomicina
durante 5 dfas a 65 °C, en funcién de la con-
centracion del fosfato disédico a fuerza idnica
constante (4 = 0,6 / Cloruro de sodio en canti-
dad suficiente).
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