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RESUMO: Os autores testaram em outros antlobióticos aminoglicosídicos (amicacina, canam1cma, 
estreptomicina, neomicina e sisomicina) uma adaptaç;Jo de um método espectrofowmétrico de doseamento 
da gentamicina, visando a análise quantitativa desses princípios ativos em preparações farmacêuticas (solu­
ç;Jo injetável, pó para injetável e pomada). O método baseia-se na formaç;Jo de complexos coloridos entre os 
antibióticos aminoglicosídicos e o cobre (li). As densidades ópticas das soluções de complexo de cobre das 
amostras dos antibióticos foram interpoladas numa curva padriio, constituída pelas densidades ópticas das 
soluções de complexo de cobre dos padrões dos antibióticos e suas respectivas concentrações. Paralelamente, 
determinou-se a atividade percentual das amostras, por método microbiológico, para comparaç;Jo dos resul­
tados. Foram obtidos bons resultados nos ensaios da canamicina e da neomicina. 

UNITERMOS: Antiobióticos aminoglicosídicos, doseamento; método especwfowmétrico, sulfato de 
cobre. 

1. INTRODUÇÃO 

Muitos compostos aminados formam 
complexos coloridos com metais de transi­
ção, particularmente com o cobre'· 2, 3, 6, 10, 
11, 12, 13, 15 

A obtenção destes complexos tem servi­
do a vários fins, desde proteção funcional 
em reações de síntese9 até análises quantita­
tivasl,2,3,5,11. 

Embora existam vários métodos pesqui­
sados para o doseamento de antibióticos 
aminoglicosídicos, somente um está oficiali­
zado, para a estreptomicina7·'4 • 

Os resultados obtidos por CAMPOS5, 
pela adaptação do método de KARTSEV A et 

alii11 , para o doseamento espectrofotométri­
co da gentamicina, mostraram que a técnica 
de doseamento deste antibiótico em formas 
farmacêuticas, através da medição da densi­
dade óptica de seu complexo de cobre, é efi­
ciente, reprodutível e de fácil execução. 

Com base no exposto, procurou-se, nes­
te trabalho, estender a outros antibióticos 
aminoglicosídicos, em diversas formas far­
macêuticas, a referida adaptação. 

Simultaneamente, procedeu-se à análise 
da potência antibacteriana das amostras, pe­
la determinação da atividade percentual, 
através do método microbiológico dos cilin­
dros em placas8. 

• Parte do trabalho de dissertaçlo apresentado para a obtençlo do grau de Mestre em Farmácia no Curso de Pós-Graduaçilo em Far­
mácia da UFRGS. 
•• Departamento de Fármacos e Medicamentos- Faculdade de Ciencias Fannaduticas- UNESP, 14.800- Araraquara-SP. 

••• Departamento de Produçlo e Controle de Medicamentos- Faculdade de Farmácia- UFRGS - 90.000- Porto Aleare-RS. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

As concentrações das soluções dos pa­
drões e das amostras dos antibióticos em es­
tudo estão 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 (solução injetável), estrep­
tomicina (pó para injetável) e sisomicina (so­
lução injetável). Fez-se uso, também, de po­
mada de neomicina, preparada por BAP­
TISTA4, segundo a seguinte composição: 
sulfato de neomicina 0,05g; polietilenoglicol 
4000, 4,14g e polietilenoglicol 400, 5,81 g. 
Destas amostras foram preparadas soluções 
aquosas na concentração de 1,5 mg/ml. 

2.2. Padrões 

Foram utilizadas soluções aquosas dos 
padrões dos antibióticos em estudo nas con­
centrações de O, 75; 1 ,0; 1 ,5; 2,0 e 2,5 mg/ml. 

2.3. Ensaio 

Para cada um dos antibióticos pesquisa­
dos, seguiu-se a seguinte técnica: a cada 
20m! de solução do padrão e da amostra, fo­
ram adicionados 2 ml de solução de sulfato 
cúprico 5o/o em ácido sulfúrico 0,01N e 2m! 
de solução de hidróxido de sódio 2N. 
Agitou-se e deixou-se em repouso por 5 mi­
nutos. O precipitado de hidróxido cúprico 
foi separado por centrifugação a 4000 rpm, 
durante 5 minutos, utilizando-se centrífuga­
dor Janetski K 23. A densidade óptica doso­
brenadante, constituído pelo complexo de 
cobre do antibiótico aminoglicosídico, de to­
nalidades variáveis de azul e violeta, depen­
dendo do antibiótico ligante, foi determina­
da em espectrofotômetro Varian série 634 no 
comprimento de onda de absorção máxima, 
pré-estabelecido pelas curvas de absorção. 
Foram utilizadas cubetas de 1 em e, como 
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branco, água destilada, ensaiada nas mes­
mas condições. 

2.4. Curvas de Absorção 

Foram preparados complexos de cobre, 
conforme descrito no item 2.3., utilizando-se 
soluções aquosas dos padrões dos antibióti­
cos na concentração de 2,5 mg/ml. Usando­
se estectrofotômetro Varian série 634 aco­
plado a registrador, cubetas de 1 em e, como 
branco, água destilada, submetida ao mes­
mo processo, foram obtidas as curvas de ab­
sorção dos complexos, no intervalo de 400 a 
800nm. 

Os comprimentos de onda de absorção 
máxima, em nanômetros, encontrados para 
os complexos de cobre dos antibióticos 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 Padrão 

Os valores das densidades ópticas dos 
padrões dos antibióticos foram indicados no 
eixo das ordenadas e as concentrações dos 
padrões, em mg/ml, no eixo das abcissas. 
Cada ponto obtido correspondeu à média de 
três determinações. A equação da reta, para 
a representação gráfica obtida, foi determi-. 
nada através do estudo da regressão linear; 
pelo método dos mínimos quadrados (Fig. 2, 
Tabelas l e 2). 

3. RESULTADOS '•· ·' 

Os resultados foram obtidos pela inter­
polação da média das densidades ópticas, ,re­
lativas a três determinações, na curva· 'ilti~ 
drão. .,,.

1
, '" 

As Tabelas 3 e 4 mostram os result~cfbs 
dos ensaios da canamicina e da neomiéina, 
respectivamente. · • ê' · 

4. DISCUSSÃO 

AGRA w AL et alii prerararam c:Ql,l?-Pl~~ 
xos de cobre da canamicina e da estrep.tomi• 
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cina1·3 e os utilizaram, juntamento com um 
ligante auxiliar, o tartarato de sódio e potás­
sio, para o doseamento destes antibióticos. 
O uso do ligante auxiliar deveu-se, segundo 
os autores, entre outro fatores, à instabilida­
de dos complexos. 
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No presente estudo, o complexo de co­
bre da estreptomicina mostrou-se instável e, 
igualmente, não se obteve estabilidade nos 
complexos de cobre da amicacina e da siso­
micina, que permitisse o uso dessa reação 
química como forma de doseamento destes 
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FIO. I - Curvas de absorção dos complexos de cobre dos antibióticos aminoglicosídicos. 
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FIG. 2 - Representação gráfica das curvas padrão obtidas para a canamicina e neomicina. 

antibióticos. Essa instabilidade tradudiu-se, 
na prática, por turvação da solução do com­
plexo, quando obtida por filtração, segundo 
a metodologia de CAMPOS5. Optou-se, en­
tão, pela separação dos complexos do meio 
reacional por centrifugação, como outros 
autores já haviam realizadol,2,3,6,13. 

Esta providência eliminou a turbidez da 
solução, mas os resultados obtidos para as 
densidades ópticas não refletiram as diferen­
tes concentrações desses antibióticos, o que 
impediu o uso do método para o seu dosea­
mento. 
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Por outro lado, a canamicina e a neomi­
cina formaram complexos estáveis e obe­
dientes à lei de Beer na faixa de concentração 
estudada. 

Foram utilizadas amostras comerciais 
dos sulfatos de amicacina (solução injetá-

Deve-se frisar que o ensaio da neomici­
na, segundo o método do sulfato de cobre, foi 
reprodutível, apesar da defasagem observa­
da entre os valores obtidos por este método e 
os do método microbiológico. Este fato está 
de acordo com as pesquisas de BAPTISTA4, 
que observou um decréscimo da concentra­
ção percentual do princípio ativo maior que 
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o decréscimo da atividade percentual, quan­
do o antibiótico foi submetido à degradação 
térmica acelerada e doseado pelos métodos 
do sulfato de cobre e dos cilindros em pla­
cas. Os resultados iniciais, quando a prepa­
ração farmacêutica era ainda recente, foram 
compatíveis pelos dois métodos. 

5. CONCLUSÕES 

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

I - O método espectrofotométrico do 
sulfato de cobre pode ser utilizado para o do­
seamento do sulfato de canamicina, matéria­
prima ou solução injetável; 

2 - O método espectrofotométrico do 
sulfato de cobre não deve ser aplicado ao do­
seamento do sulfato de neomicina em prepa­
rações farmacêuticas não recentes; 

3 - A determinação de concentração 
percentual de canamicina e de neomicina pe­
lo método espectrofotométrico do sulfato de 
cobre deve ser sempre comparada à avalia­
ção da potência antibacteriana, pelo método 
microbiológico dos cilindros em placas, e 

4 - Existe a possibilidade da aplica­
ção deste método espectrofotométrico para 
o doseamento de outros antibióticos amino­
glicosídicos. 

TABELA I - -Canamicina: análise estatística dos dados. Cálculo da linha de regressão e determinação da equação 
da reta. 

X y (x-x) (x-x)y (x-x)2 

0,75 0,071 -0,80 -0,0568 0,6400 
0,75 0,073 -0,80 -0,0584 0,6400 
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 
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 
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 
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 
2,50 0,349 0,95 0,3316 0,9025 

23,25 2,934 o 0,9554 6,1500 

Y1 valores médios calculados, teoricamente, para as densidades ópticas. 
Y,=a+b(x-x) x=l,55 

a= y = 0,1956 

Substituindo, tem-se a equação da reta: 
Y, = -0,453 + 0,1554x 

b = 
(x-x)y 
(x-x)Z 

X o .Y t 

0,069 0,071 

0,108 0,110 

0,186 0,188 

0,270 0,266 

0,345 0,343 

1,554 

25 



EVANGELISTA, R.C. & SCHAPOV AL, E.E.S. -Contribuição ao doseamento de antibióticos aminoglicosídicos em 
preparações farmacêuticas. 11. Método espectrofotométrico do sulfato de cobre. Rev. Ciênc. farm., São Paulo, 
5:21-27, 1983. 

TABELA 2 - Neomicina: análise estatística dos dados. Cálculo da linha de regressão e determinação da equação da 
reta. 

X y (x-x) (x-x> y (x-x)2 Yo Y, 

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 o 0,6240 6,1500 

Y, valores médios calculados, teoricamente, para as densidades ópticas. 
Y, = a + b (x-x) 

a = y = 0,1318 

Substituindo, tem-se a equação da reta: 
y

1 
= -0,0255 + 0,1015x 

TABELA 3 - Canamicina: valores obtidos para a ati­
vidade percentual (método microbioló­
gico) e para a concentração percentual 
(método espectrofotométrico do sulfa­
to de cobre). 

Atividade ( lllo) + Concentração (lllo) + + 

104,84 108,67 
113,01 106,67 
116,07 103,67 
117,86 104,00 
119,65 102,00 
115,15 

-
X = 114,43 X = 105,00 

+ Cada valor corresponde à média de duas determi­
nações. 

+ + Cada valor corresponde à média de três determi­
nações. 
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x = 1,55 

b = 0,1015 

TABELA 4 - Neomicina: valores obtidos para a ati­
vidade percentual (método microbioló­
gico) e para a concentração percentual 
(método espectrofotométrico do sulfa­
to de cobre). 

Atividade (ll!o)+ Concentração (lllo) + + 

82,66 73,33 
85,56 68,67 
84,40 67,33 
86,81 68,00 
85,42 67,33 

X 84,97 X: 68,93 

+ Cada valor corresponde à média de duas determi­
nações. 

+ + Cada valor corresponde à média de três determi­
nações. 
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EVANGELISTA, R. C. & SCHAPOVAL, E. E. S.- Contribution to the quantitative determination of 
aminoglycosidic antibiotics in pharmaceutical preparations. 11. Copper sulfate spectrophotometric as­
say method. Rev. Clênc. farm., São 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 principies 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 (li) ion. The optical densities o f 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 sul f ate spectrophotometric, assay method. 
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