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RESUMO: Os autores testaram em outros antiobiéticos aminoglicosidicos (amicacina, canamicina,
estreptomicina, neomicina e sisomicina) uma adaptacdo de um método espectrofotométrico de doseamento
da gentamicina, visando a andlise quantitativa desses principios ativos em preparagdes farmacéuticas (solu-
¢do injetavel, p6 para injetiavel e pomada). O método baseia-se na formagdo de complexos coloridos entre os
antibioticos aminoglicosidicos e o cobre (I1). As densidades Opticas das solu¢des de complexo de cobre das
amostras dos antibioticos foram interpoladas numa curva padrdo, constituida pelas densidades opticas das
solugdes de complexo de cobre dos padrdes dos antibioticos e suas respectivas concentragdes. Paralelamente,
determinou-se a atividade percentual das amostras, por método microbiolégico, para comparag¢do dos resul-
tados. Foram obtidos bons resultados nos ensaios da canamicina e da neomicina.

UNITERMOS: Antiobioticos aminoglicosidicos, doseamento; método espectofotométrico, sulfato de

cobre.

1. INTRODUCAO

Muitos compostos aminados formam
complexos coloridos com metais de transi-
¢do, partig:ularmente com o cobre!» 2 3, 6, 10,

» 1 »

A obtenc¢do destes complexos tem servi-
do a varios fins, desde protecdo funcional

em reagdes de sintese® até analises quantita-
tivas!»23,5,11

Embora existam varios métodos pesqui-
sados para o doseamento de antibiOticos
aminoglicosidicos, somente um esta oficiali-
zado, para a estreptomicina’+ 14,

Os resultados obtidos por CAMPOS?,
pela adaptacdo do método de KARTSEVA et

* Parte do trabalho de dissertagfio apr do para a ob

macia da UFRGS.

alii!!, para o doseamento espectrofotométri-
co da gentamicina, mostraram que a técnica
de doseamento deste antibidtico em formas
farmacéuticas, através da medi¢do da densi-
dade 6ptica de seu complexo de cobre, é efi-
ciente, reprodutivel e de facil execugio.

Com base no exposto, procurou-se, nes-
te trabalho, estender a outros antibioticos
aminoglicosidicos, em diversas formas far-
macéuticas, a referida adaptacéo.

Simultaneamente, procedeu-se a analise
da poténcia antibacteriana das amostras, pe-
la determinacdo da atividade percentual,
através do método microbiolégico dos cilin-
dros em placas$.

40 do grau de Mestre em Farmacia no Curso de Pos-Graduacio em Far-

*s Departamento de Fairmacos e Medicamentos — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, 14.800 — Araraquara-SP.
s** Departamento de Produgio e Controle de Medicamentos — Faculdade de Farm#acia — UFRGS — 90.000 — Porto Alegre-RS.
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2. MATERIAL E METODOS

As concentra¢des das solu¢des dos pa-
drdes e das amostras dos antibioticos em es-
tudo estdo expressas em quantidade da base
pura por volume, nos casos da amicacina,
canamicina e sisomicina, e em quantidade do
sulfato por volume, nos casos da estreptomi-
cina e neomicina.

2.1. Amostras

vel), canamicina (solugdo injetavel), estrep-
tomicina (p6 para injetavel) e sisomicina (so-
lugdo injetavel). Fez-se uso, também, de po-
mada de neomicina, preparada por BAP-
TISTA%, segundo a seguinte composicdo:;
sulfato de neomicina 0,05g; polietilenoglicol
4000, 4,14g e polietilenoglicol 400, 5,81 g.
Destas amostras foram preparadas solugdes
aquosas na concentracdo de 1,5 mg/ml.

2.2. Padrdes

Foram utilizadas solu¢gdes aquosas dos
padrées dos antibioticos em estudo nas con-
centracdes de 0,75; 1,0; 1,5; 2,0e 2,5 mg/ml.

2.3. Ensaio

Para cada um dos antibioticos pesquisa-
dos, seguiu-se a seguinte técnica: a cada
20ml de solu¢do do padrio e da amostra, fo-
ram adicionados 2 ml de solugido de sulfato
cuprico 5% em acido sulfarico 0,01N e 2ml
de solu¢do de hidroxido de sodio 2N.
Agitou-se e deixou-se em repouso por 5 mi-
nutos. O precipitado de hidroxido cuprico
foi separado por centrifugacdo a 4000 rpm,
durante 5 minutos, utilizando-se centrifuga-
dor Janetski K 23. A densidade 6ptica do so-
brenadante, constituido pelo complexo de
cobre do antibiético aminoglicosidico, de to-
nalidades variaveis de azul e violeta, depen-
dendo do antibidtico ligante, foi determina-
da em espectrofotdmetro Varian série 634 no
comprimento de onda de absor¢do maxima,
pré-estabelecido pelas curvas de absorgio.
Foram utilizadas cubetas de 1cm e, como
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branco, agua destilada, ensaiada nas mes-
mas condigdes.

2.4. Curvas de Absor¢do

Foram preparados complexos de cobre,
conforme descrito no item 2.3., utilizando-se
solugdes aquosas dos padrées dos antibioti-
cos na concentracdo de 2,5 mg/ml. Usando-
se estectrofotdmetro Varian série 634 aco-
plado a registrador, cubetas de 1 cm e, como
branco, agua destilada, submetida ao mes-
mo processo, foram obtidas as curvas de ab-
sor¢do dos complexos, no intervalo de 400 a
800 nm.

Os comprimentos de onda de absorg¢do
maxima, em nandmetros, encontrados para
os complexos de cobre dos antibioticos e uti-
lizados para os respectivos ensaios foram:
amicacina, 663; canamicina, 640; estrepto-
micina, 673; neomicina, 643 e sisomicina,
553, conforme indica a Fig. 1.

2.5. Curvas Padrio

Os valores das densidades Opticas dos
padrdes dos antibioticos foram indicados no
eixo das ordenadas e as concentragdes dos
padrées, em mg/ml, no eixo das abcissas.
Cada ponto obtido correspondeu a média de
trés determina¢des. A equagdo da reta, para
a representacdo grafica obtida, foi determi-,
nada através do estudo da regressdo linear,,
pelo método dos minimos quadrados (Fig. 2,
Tabelas 1 e 2).

3. RESULTADOS

Os resultados foram obtidos pela inter-
polagdo da média das densidades optlcas re-
lativas a trés determina¢des, na curva pa—
drdo.

As Tabelas 3 e 4 mostram os resultados
dos ensaios da canamicina e da neomlcma,
respectivamente. ‘
4. DISCUSSAO

o e
RERT

AGRAWAL et alii pr fararam cgmple-
x0s de cobre da canamicina“ e da estrep{omp
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cinal-3 e os utilizaram, juntamento com um
ligante auxiliar, o tartarato de sédio e potas-
sio, para o doseamento destes antibidticos.
O uso do ligante auxiliar deveu-se, segundo
os autores, entre outro fatores, a instabilida-
de dos complexos.

D.0.

No presente estudo, o complexo de co-
bre da estreptomicina mostrou-se instavel e,
igualmente, ndo se obteve estabilidade nos
complexos de cobre da amicacina e da siso-
micina, que permitisse o uso dessa reagdo
quimica como forma de doseamento destes

AMICACINA
---------- CANAMICINA
NEOMICINA
SISOMICINA
ESTREPTOMICINA
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FIG. 1 — Curvas de absor¢ao dos complexos de cobre dos antibi6ticos aminoglicosidicos.
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FIG. 2 — Representac¢io grafica das curvas padrdo obtidas para a canamicina e neomicina.

antibioticos. Essa instabilidade tradudiu-se,
na pratica, por turvacdo da solu¢do do com-
plexo, quando obtida por filtra¢do, segundo
a metodologia de CAMPOSS. Optou-se, en-
tdo, pela separacdo dos complexos do meio
reacional por centrifuga¢do, como outros
autores ja haviam realizado!»2:3.6,13,

Esta providéncia eliminou a turbidez da
solu¢do, mas os resultados obtidos para as
densidades Opticas ndo refletiram as diferen-
tes concentragdes desses antibidticos, o que
impediu o0 uso do método para o seu dosea-
mento. '
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Por outro lado, a canamicina e a neomi-
cina formaram complexos estaveis e obe-
dientes a lei de Beer na faixa de concentracido
estudada.

Foram utilizadas amostras comerciais
dos sulfatos de amicacina (solugdo injeta-

Deve-se frisar que o ensaio da neomici-
na, segundo o método do sulfato de cobre, foi
reprodutivel, apesar da defasagem observa-
da entre os valores obtidos por este método e
os do método microbiologico. Este fato esta
de acordo com as pesquisas de BAPTISTA4,
que observou um decréscimo da concentra-
¢do percentual do principio ativo maior que
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o decréscimo da atividade percentual, quan-
do o antibidtico foi submetido a degradacao
térmica acelerada e doseado pelos métodos
do sulfato de cobre e dos cilindros em pla-
cas. Os resultados iniciais, quando a prepa-

racdo farrr_lacéutica era ainda recente, foram
compativeis pelos dois métodos.

5. CONCLUSOES

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

1 — O método espectrofotomeétrico do
sulfato de cobre pode ser utilizado para o do-
seamento do sulfato de canamicina, matéria-
prima ou solugdo injetavel;

2 — O método espectrofotomeétrico do
sulfato de cobre nio deve ser aplicado ao do-
seamento do sulfato de neomicina em prepa-
ra¢des farmacéuticas nio recentes;

3 — A determinag¢do de concentragdo
percentual de canamicina e de neomicina pe-
lo método espectrofotomeétrico do sulfato de
cobre deve ser sempre comparada a avalia-
¢do da poténcia antibacteriana, pelo método
microbiolégico dos cilindros em placas, e

4 — Existe a possibilidade da aplica-
¢d0 deste método espectrofotométrico para
o doseamento de outros antibioticos amino-
glicosidicos.

TABELA 1 — —Canamicina: analise estatistica dos dados. Calculo da linha de regressao e determinacio da equacdo
dareta.
X y (x-%) (x-X)y (x-%)? %, ¥
0,75 0,071 -0,80 -0,0568 0,6400
0,75 0,073 -0,80 -0,0584 0,6400 0,069 0,071
0,75 0,062 -0,80 -0,0496 0,6400
1,00 0,109 -0,55 -0,0600 0,3025
1,00 0,114 -0,55 -0,0627 0,3025 0,108 0,110
1,00 0,102 -0,55 -0,0561 0,3025
1,50 0,182 -0,05 -0,0091 0,0025
1,50 0,187 -0,05 -0,0094 0,0025 0,186 0,188
1,50 0,190 -0,05 -0,0095 0,0025
2,00 0,262 0,45 0,1179 0,2025
2,00 0,283 0,45 0,1274 0,2025 0,270 0,266
2,00 0,265 0,45 0,1193 0,2025
2,50 0,348 0,95 0,3306 0,9025
2,50 0,337 0,95 0,3202 0,9025 0,345 0,343
2,50 0,349 0,95 0,3316 0,9025
23,25 2,934 0 0,9554 6,1500
3’, valores médios calculados, teoricamente, para as densidades 6pticas.
Y, =a+ b(xX) X=1,55
a=7§=0,1956 o _xXy
y b = 302 1,554

Substituindo, tem-se a equacgdo da reta:
y, = -0,453 + 0,1554x
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TABELA 2 — Neomicina: analise estatistica dos dados. Calculo da linha de regressio e determinacio da equagio da

Substituindo, tem-se a equagio da reta:
y, = -0,0255 + 0,1015x

TABELA 3 — Canamicina: valores obtidos para a ati-
vidade percentual (método microbiolo6-
gico) e para a concentragio percentual
(método espectrofotométrico do sulfa-

reta.
X y (x-X) (x-X)y (x-%)? v, v,
0,75 0,057 -0,80 -0,4560 0,6400
0,75 0,058 -0,80 -0,0464 0,6400 0,054 0,051
0,75 0,047 -0,80 -0,3760 0,6400
1,00 0,076 -0,55 -0,0418 0,3025
1,00 0,080 -0,55 -0,0440 0,3025 0,075 0,076
1,00 0,069 -0,55 -0,0380 0,3025
1,50 0,126 -0,05 -0,0063 0,0025
1,50 0,124 -0,05 -0,0062 0,0025 0,126 0,127
1,50 0,129 -0,05 -0,0065 0,0025
2,00 0,166 0,45 0,0747 0,2025
2,00 0,171 0,45 0,0770 0,2025 0,171 0,178
2,00 0,177 0,45 0,0797 0,2025
2,50 0,242 0,95 0,2299 0,9025
2,50 0,220 0,95 0,2090 0,9025 0,233 0,228
2,50 0,238 0,95 0,2261 0,9025
23,25 0,1980 0 0,6240 6,1500
Y, = valores médios calculados, teoricamente, para as densidades 6pticas.
y, =a+ b (% X =155
=y =01 (x-X)
a=y=0138 b= — Y = 0,015

(x-%)?

TABELA 4 — Neomicina: valores obtidos para a ati-
vidade percentual (método microbiol6-
gico) e para a concentragdo percentual
(meétodo espectrofotométrico do sulfa-

to de cobre). to de cobre).
Atividade (%) * Concentragdo (%) * * Atividade (%) * Concentragio (%) * *
104,84 108,67 82,66 73,33
113,01 106,67 85,56 68,67
116,07 103,67 84,40 67,33
117,86 104,00 86,81 68,00
119,65 102,00 85,42 67,33
115,15
X = 114,43 x = 105,00 X = 84,97 X = 68,93
+ Cada valor corresponde & média de duas determi- +  Cada valor corresponde & média de duas determi-
nagdes. nagoes. o ; .
+ + Cada valor corresponde 3 média de trés determi- + + Cada valor corresponde 4 média de trés determi-
nagdes. nac¢des.
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EVANGELISTA, R. C. & SCHAPOVAL, E. E. S. — Contribution to the quantitative determination of
aminoglycosidic antibiotics in pharmaceutical preparations. II. Copper sulfate spectrophotometric as-

say method. Rev. Ciénc. farm., Sio Paulo, 5:21-27, 1983,

ABSTRACT: The authors tested an adaptation of a gentamicin spectrophotometric assay method to
other aminoglycosidic antibiotics (amikacin, kanamycin, streptomycin, neomycin, and sisomicin) in order to
perform the quantitative analysis of these active principles in pharmaceutical preparations (injectable solu-
tion, powder for injection, and ointment). The method is based on the formation of colored complexes bet-
ween aminoglycosidic antibiotics and copper (II) ion. The optical densities of copper complex solutions of
antibiotics samples were interpolated on a standard curve constituted by the optical densities of copper com-
plex solutions of antibiotics standards and their respective concentrations. Paralelly, the percentual activity
of the samples were determined by means of microbiological assay method, in order to compare the results.

Good results were obtained in kanamycin and neomycin assays.

KEY-WORDS: Aminoglycosidic antibiotics; copper sulfate spectrophotometric, assay method.
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