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RESUMO

Foram determinados os principais parametros analiticos pa
ra um método espectrofotométrico de analise de amino-acidos.

A Curva de Ringbom, em 550nm, para a determinagao de L(+)
Arginina com o-diacetilbenzol, demonstrou que a faixa ideal de con
centracao € de 150 a 500 ug/ml. A precisdao relativa foi de 5,26%.

Para a determinacao de L(-)Asparagina com o-diacetilbenzol, a
Curva de Ringbom, em 547nm, acusou a faixa de concentragao ideal de
40 a 200 ug/ml. A precisao relativa foi de 1,43%.

Para a determinacao de L(+)Lisina com o-diacetilbenzol, a
Curva de Ringbom, em 547, demonstra a faixa de concentracao de 8 a
44 ug/ml1 como 1deall A precisao relativa foi de 0,18%.

Entre as substancias estudadas, foram observados que os es
pectros de absorgao do cloridrato de tiamina (Vitamina B1),c1oridrg
to de riboflavina (Vitamina 82), cloridrato de piridoxina (Vitamina
BG)’ carnitina, buclisina, acido folico (Vitamina M) e nicotinamida
(Vitamina PP) e os espectros de absorgao destes compostos com o-dia
cetilbenzol nao interferem com as absorgoes dos aminoacidos L(+) Ar
ginina, L(-) Asparagina e L(+) Lisina em suas determinagoes.

A absorgao dos compostos cianocobalamina (Vitamina B12) e
o acido yaminobutirico ou as absorgoes destes compostos em presenca
de o-diacetilbenzol interferem nas determinagoes estudadas.

Foram obtidos os espectros de absorgdo de tres diferentes
formulagoes de especialidades farmaceuticas com o o-diacetilbenzol,
mostrando a viabilidade da determinagcao direta dos aminoacidos estu
dados.

SUMMARY

ANTONIAZZI, E.M. and VINADE, M.E.C., Spectrophotometric method for
for L(+)Arginin, L(-)Asparagin and L(+)Lysin determination
in pharmaceutical drugs, with o-diacetylbenzene. Ciéncia e
Natura (4):37-48.

In this work the main analytical parameters for a spectro
photometric method of amino-acids analysis were determined.

The Ringbom curve for L(+)Arginin (550nm), L(-) Asparagin
(547nm) and L(+)Lysin (547nm) determination with o-diacetylbenzene
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showed different values for concentrations.

The best range of concentration was: L(+)Arginin 150 to
500 ug/m1 with a relative error of 5.26%; L(-)Asparagin 40 to 200
ug/ml with relative error 1.43%; and L(+)Lysin 8 to 44 ug/ml with a
relative error of 0.18%.

Among the different compounds studied, it was observed the
absorptions of the tiamin cloride (Vitamin B]), riboflavin cloride
(Vitamin~82) piridoxin cloride (Vitamin 56), carnitin, buclisin, folic
acid, and nicotinamide and that this compound in presence of o-dia
cetylbenzene do not interfere with the absorptions of the amino-acids
L(+)Arginin, L(-)Asparagin and L(+)Lysin during their determination.
On the other hand, the absorption of the compounds cianocobalamin
and y aminbutiric acid or the absorptions of these compounds in pre
sence of o-diacetylbenzene interfere with absorptions of the amino
acids studied.

The absorption spectra of these three pharmaceutical drugs
was obtained with o-diacetylbenzene and we found out the possibility
of their direct determination by the method described.

INTRODUGAO

No Guia Médico (3) os aminoacidos mais freqlientemente en
contrados nas formulagoes farmaceuticas, com excessao da DL-Metioni
na, sao a L(+)Arginina, L(-)Asparagina e L(+)Lisina. Por esta razao,
foram escolhidos para a presente pesquisa.

Na Farmacop€ia Brasileira (2) n3ao existe prescrigao de mé
todos analiticos para a determinacao de aminoacidos. Da7 nossa prego
cupagao em estudar um método para a determinagao quantitativade ami
noacidos.

Na literatura sao encontrados varios métodos para a iden
tificagao ou para determinacoes semi-quantitativas dos aminoacidos,
enquanto que nas determinagoes quantitativas, reduzido numero de me
todos podem ser utilizados.

0s autoanalisadores de aminoacidos, aparelhos automaticos
para a separacgao e determinacao de aminoacidos, representam grande
conquista no campo da analise dos aminoacidos. No entanto, quando se
tem apenas um aminoacido em mistura com substancias de outra nature
za, como no caso da maioria das especialidades farmacéuticaé-que con
tém amino3acidos, o autoanalisador se torna inadequado. 0 problemaen
tao € encontrar um método que permita a separagao deste aminoacido
das demais substancias presentes, o que & muito dificil, ou dispor
de um método especifico para a determinagao de aminoacidos sem a ne
cessidade de separagao prévia, como &€ o caso do método proposto.

As substancias estudadas como interferentes ou nao, saoas
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que comumente encontramos nas formulacoes das especialidades farma
céuticas que contém os aminoacidos estudados; como por exemplo, as
vitaminas do complexo B, a nicotinamida, a buclisina, a carnitina e
0o a cido y aminobutirico.

Este estudo foi feito através da interpretagao dos espec
tros de absorg3ao destas substancias.

REVISAO DA LITERATURA

WARTEMBERG (6) testou o o-diacetilbenzol como reagente es
pecifico para aminogrupos de proteinas e aminoacidos. Para  tanto,
utilizou secgoes de organismo de ratos incubados e observou o apare
cimento de manchas azuis e 1i13s nos tecidos apos a adigao do o-dia
cetilbenzol a 1%.

RIEMSCHNEIDER (4) preconizou o uso do o-diacetilbenzol co
mo reagente para os aminoacidos comparando-o com a ninidrina. Suge
riu tambem o aproveitamento da reagao com os aminoacidos para deter
minagoes colorimetricas.

SANTOS et allz. (5) propuseram o o-diacetilbenzol para a
determinagao espectrofotométrica da histidina e da metionina. Para
isto foram estudados os principais parametros exigidos para um méto
do de analise quantitativa, tais como a curva de Ringbom e a reta de
calibragao. ’

Na British Pharmacopeia (1), o método descrito para a de
terminagao de aminoacidos € a cromatografia por troca-ionica. 0 elua
to da coluna & recolhido em tubos separados, com intervalos wunifor
mes, usando um coletor de fragoes. A cada tubo & adicionado 1 ml do
reagente ninidrina, aquecido em banho-maria por 20 minutos, esfria
do e adicionado 5 m1 da mistura em igual volume alcool-agua-amonia.
A absorbancia das fragoes & medida em 575nm. Alternativamente,oelua
to da coluna pode ser analislado por aparelhagem automatizada usando
ninidrina como reagente e a determinagao quantitativa pode ser fei
ta pela resolugao dos picos.

MATERIAL E METODO

As especialidades farmaceéuticas analisadas possuem as se
guintes formulagoes:

Especialidade farmacéutica n¢ 1
Cloridrato de Arginina s wsemsse s 5 wm s wess 1,5¢g
EXClpiente g S Dl s e sm s em v 5 v 6w 4 um comprimido efervescente

Especialidade farmacéutica n9 2
Aspartato de potassyo . vesiaswsmes smswmsmes 200mg
Aspartato de magn@sio .. cweww ssswnssnewsmes 200mg
Vitaming 'E (acetato).:u.vwimvsmineimenes ey 100mg
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Vitamina B](c1oridrato de tiamina)......... 25mg
Vitamina Bz(cloridrato de riboflavina)..... 2mg
Vitamina Bs(cloridrato de piridoxina)...... 10mg
Excipiente g:$:iPe o s sesess o wTe nis uma dragea

Especialidade farmacéeutica n9 3
Keido acetitsaliieT1ieo s s oss sios e sions 200mg
Solugdo de L(+)Lisina basica a 45% q.s.p.... Iml

Para o estudo da absorgao dos aminoacidos com o-diacetil
benzol em fungao do tempo, as-.solugoes foram preparadas em tampao
Kolthoff pH 8,0 segundo RIEMSCHNEIDER (4) e a absorbancia dos com
postos foi lida de hora.em hora durante um periodo de 30 horas.Apds
a determinagao do tempo ideal para a reagao foram obtidos os espec
tros de absorgao, de 350 a 700 nm, de cada um dos aminoacidos e des
tes com o o-diacetilbenzol.

As curvas de Ringbom foram construidas para verificaroin
tervalo ideal de concentragao para as determinagoes quantitativas
Para a determinagao de L(+)Arginina com o-diacetilbenzol, em 550nm,
foram usadas concentracoes de 50 a 800 ug/ml de L(+)Arginina em so
lugao tampao Kolthoff pH 8,0. Para a determinagao de L(-)Asparagina
com o o-diacetilbenzol, em 547nm, foram usadas as concentragoes de
20 a 340 pg/ml1 de L(-)Asparagina em solugdao tampao XKolthoff pH 8,0.
Para a determinagEq de L(+)Lisina, em 547nm, as concentragoes usa
das variam desde 4°a 68 ug por ml em solugao tampao Kolthoff pH 8,0.

As concentragoes para as retas de calibracao foram deter
minadas pelas curvas de Ringbom, ou seja para L(+)Arginina de 150 a
500 ug por ml de L(+)Arginina, para L(-)Asparagina de 40 a 200 ug/ml
de L(-)Asparagina e para L(+)Lisina de 8 a 32 ug/ml de L(+)Lisina.

0 estudo dos interferentes e nao interferentes foi feito
através dos espectros de absorc¢ao, de 350 a 700nm, das substancias
estudadas (Vitamina B,, Vitamina B,, Vitamina By, Vitamina B,,, car
nitina, buclisina, acido y aminobutirico, nicotinamida e acido foli
co) e destas substancias com o o-diacetilbenzol em solugao tampao
Kolthoff pH 8,0.

0 estudo da viabilidade da determinagao dos aminoacidos pre
sentes nas especialidades farmaceuticas n? 1, n0 2 e n9Q 3 e destas
com o o-diacetilbenzol em solugao tampao Kolthoff pH 8,0, foi feito
atraves da interpretagao dos seus espectros de absorgao.

No tratamento estatistico dos dados experimentais, para a
determinagao da reta teorica, foi aplicado o método dos minimos qua
drados.

RESULTADOS

0 estudo da absorgao dos aminoacidos com o-diacetilbenzol em
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fungao do tempo, revelou que a absorgao maxima para o composto L(+)
Arginina-o-diacetilbenzol se da apos 22 horas de repouso, a absorgao
maxima para L(-)Asparagina com o-diacetilbenzol se da apos 25 horas
de repouso e a absorgao maxima para alL(+)Lisina com o o-diacetilbenzol
se da apos 22 horas de repouso.

0 espectro de absorgao do composto L(+)Arginina -o-diacetil
benzol mostra que a absorcao maxima se da em 550nm. 0 pico de absor
¢ao maxima do composto L(-)Asparagina com o o-diacetilbenzol se da
em 547nm. A absorgao maxima do composto L(+)Lisina -o-diacetilbenzol
de acordo com o espectro de absorgao & em 547nm.

A curva de Ringbom para o doseamento espectrofotométricoda
L(+)Arginina, em 550nm, determinou a faixa de concentracao ideal pa
ra o doseamento como sendo de 150 a 500 ug/ml.

A curva de Ringbom para o doseamento espectrofotométrico
da L(-)Asparagina em 547nm, mostra que a faixa de melhor concentra
gao & de 40 a 200 ug/ml.

A faixa de concentragao ideal para o doseamento espectro
fotométrico de L(+)Lisina com o o-diacetilbenzol, 547nm, determina
da pela curva de Ringbom € de 8 a 44 ug/ml.

A reta de calibragao para o doseamento da L(+)Arginina &
vista na Figura 1. No tratamento estatistico dos dados experimentais,
para a determinagao desta reta teorica foi aplicado o método dos mi
nimos quadrados, obtendo-se os seguintes resultados:

valor de a (origem da reta) = -0,221

valor de b (inclinagao da reta) = 554,985

valor de t (7 a1culado™® 3! Y(7)tab. 5% de probabilidade”
Precisao relativa = 5,26%

5,36

A Figura 2 mostra a reta de calibragao para o doseamento
da L(-)Asparagina em 547nm. 0 tratamento estatistico aplicado aos da
dos experimentais para a reta teorica foi o método dos minimos qua
drados que apresentou os resultados seguintes:

valor de a (origem da reta) = -2,873
valor de b (inclinagao da reta)=229,670

valor de t(8)ca1cu1ado='16’5]1

Precisao relativa = 1,43%

t(8)tabela B de probabilidade™2?3!

A reta de calibragcao para o doseamento de L(+)Lisina, em
547nm est3a na Figura 3. 0 tratamento estatistico aplicado para a de
terminagao da reta teorica foi o método dos minimos quadrados que
fornece os seguintes resultados:

valor de ¢ = - 0,517

valor de b = 35,193

tealculado(6) = ~2:781 t(6)tabela 5% probabilidade - 2*%°
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Precisao relativa = 0,18%

0,8

0,2

0,1 -

100 200 300 400 500 pe/mi
LI{+) ARGININA

Figura 1. Reta de calibragao para o composto L(+)Arginina -o-diace

tilbenzol, 'apos 22 horas de repouso. A 550nm.

0s espectros de absorgao das substancias, cloridrato de
tiamina (Vitamina B]), cloridrato de riboflavina (Vitamina Bz), clo
ridrato de piridoxina (Vitamina Bg), carnitina, buclisina, acido fo
lico (Vitamina M) e nicotinamida (Vitamina PP) e destas com o o-dia
cetilbenzol indicam que nao ha interferencia destas substancias em pre
senga ou nao do o-diacetilbenzol na absorcao dos aminoacidos estudados.
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0,9
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0,2

0, !

40 80 120 160 200 we/mi
L(=)ASPARAGINA

Figura 2. Reta de calibragao para o composto L(-)Asparragina -o-dia

cetilbenzol, apos 25 horas de repouso. A 547nm.

O0s espectros de absorgao da cianocobalamina (VitaminaB]z)
e do acido y aminobutirico em presenca do o-diacetilbenzol, mostram
acentuada interferencia na absorgao dos aminoacidos com o o-diacetil
benzol.

O0s espectros de absorgao das especialidades farmaceuticas
estudadas e destas com o o-diacetilbenzol estao nas Figuras 4, 5 e
6, respectivamente.
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0,1

4 8 12 6 20 24 22 32
ya/ mi
L{+)LISINA

Figura 3. Reta de calibracao para o composto L(+)Lisina-o-diacetil
benzol, apos 22 horas de repouso. X 547nm.
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LEGENDA:
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Figura 4. Espectro de absorgao da especialidade farmaceutica n0 1 e
desta com o orto-diacetilbenzol.
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Figura 5. Espectros de absorgao da especialidade farmacéutica n02 e
desta com o orto-diacetilbenzol.
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Figura 6. Espectro de absorgao da especialidade farmacéutica n? 3 e
desta com o orto-diacetilbenzol.

CONCLUSDES

1.A L(+) Lisina pode ser doseada por espectrofotometria com o
o-diacetilbenzol na faixa de concentragao de 8 a 44 ug/ml, em pH 8,0,
no comprimento de onda de 547nm, apos 22 horas de repouso. A preci
sao relativa foi de 0,18%.

2. A L(+)Arginina pode ser doseada espectrofotométricamente
com o o-diacetilbenzol na faixa de concentragao de 150 a 500 ug/ml,
em pH 8,0, apos 22 horas de repouso, em 550nm. A precisao relativa
foi de 5,26%.
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3. A L(-)Asparagina pode ser determinada por espectrofoto
metria com o o-diacetilbenzol na faixa de concentragao de 40 a 200
ug/ml, em 547nm, em pH 8,0, apds 25 horas de repouso. A precisao re
lativa foi de 1,43%.

4. Na determinagao quantitativa dos L-aminoacidos estuda
dos, o cloridrato de riboflavina (Vitamina Bz), o cloridrato de tia
mina (Vitamina B1), o cloridrato de piridoxina (Vitamina BG)’ a ni
cotinamida (Vitamina PP), o acido folico (Vitamina M), a buclisina
e a carnitina nao interferem. A presenca do acido y aminobutirico e
da cianocobalamina (Vitamina B]Z) interferem.

5. 0s L-aminoacidos presentes nas especialidades farmaceu
ticas n? 1, n? 2 e n? 3 podem ser determinados quantitativamente por
espectrofotometria com o o-diacetilbenzol, diretamente sem operagoes
prévias de separagao.
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