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RESUMO: TUsando-se z reagio da neomicina com ninhidrina em

meio glicerinico, em condigdes pré-estabelecidas, podese determinar
rapidamente o teor de neomicina em um medicamento gue a contenha.
O método baseis-se na reagfio de neomicina com um reagente ninhidrina
contendo glicering: nestas condices, a reacio ¢ mais sensivel e os re-
sultados sao reproduziveis. A Lei de Beer ¢ obedecida enfre 4 ¢ 40 pg

de sulfaic de neomicina por ml.

Alguns interferenfes foram estudados. Quando necessiric ums pré-
via separacho da neomicina antes da reaglo, um méiodo de separagho
por cromabografia em camada delgada foi aplicado,

DESCRITORES:

sulfato de neomicina, determinacio em medica-

mentos; cromatografia em camada dsigada e espectrofotometria, na
determinacio do sulfato de neomicina.

INTRODUGAO

Para facilitar a andlise de rotina de me-
dicamentos contendo sulfato de neomicina,
outre sal ou a base livre, estudamos e de-
senvolvernos um método baseado na reacho
da necmicina com nirhidring, antes ou de-
pois de sua separacio, por cromatografia
em, camada delgada, de outros componentes
que possam interferir nesta reacio.

* Realizade na Begdoc de Guimica Bioldgica do Instifuio Adolfo Lutsz,

** Do Instituto Adolfo Lutsz.

A neomicina ¢ seus sais reagem com
diversas subsifincias, formando compostos
coloridos que podem ser usados em sua
determinaciio; sssim &€ que furfural, p-hro-
moanilinal?, orcinol?, floroglucineld, foram
ja usados em tentativas na determinacio da
neomicing. A uninhidring fol pela primeira
ver usada, numa tentativa para delerminar
neomicing, por LARBRE & DORCHES, num
estudo comparative gquando usou também
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para ¢ mesmo fim uma solugo de furfural;
este método é em si trabathoso e pouco
especifico.

Muitos ouiros auteres estudaram a rea-
¢ao da neomicina com a ninhidrina e mud-
tas téenicas foram descritas 1, 4, 7, 11, 4,

No método gue sgora descrevemos, o
reagente foi preparado em presenca de gii-
cerina, o gque tornoy a reacio bem rmais sen-
sivel e guantitativamente reproduzivel.

Nos casos de medicamentos contendo
outros antibicticos, como polimicing, viomi-
cina, bacitracina, penicilina, tirotricina, €
necessaric inicialmente separar & neomicina
daguelas substancias. Diversos aufores ten-
taram essa separacfo airavés de técnicas
cromatogrdaficas em coluna 19 ¢ em coluna
de resing - froca idniea 10, em camada del
gads ¥, 6 em papel 3, ¥ 14 e por cromato-
grafia em fase gasosa 12, Alnda, LIGHT-
BOWN & ROSSIY estudaram a separacio
da bacitracina, polimicina B e neoinicina,
usando electroforese em dAgargel. BRAM-
MER & HEMSON2 usaram, para separar
polimicina B e neomicina, slectroforese em
acetato de celulose com tamp#do barbiturico
807 M (pH 856).

Uma téonies simples de separacio da
necmicina por cromatografia em camada
delgada também é descrita, técnica essa
onde nAo hid Preocupscio na  Separacio
das diferenies neomicinas, por nic apre-
sentar qualguer interesse neste caso: o cro-
matograma € desenvolvido com butanol —
dcido acético — dgua — trietanolamina 30%
€30:22:38:10). O sulfato de neomicina €
eluido com agua.

MATERIAL E METODO
Material

Foram utilizacdos:

Ninhidrina p. 2.

Cloreto de sédio* p.a.

Glicerina p.a.

Silica gel para cromatografia em cama-
da delgada **

Hidroxido de sédio p.a.

Sulfato de neomicina p.a.

*  Backer
% Merck
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Solvente

Butano! - deido acético — dgua — trie-
tanoiamina 30% (30:22:38:10)

Equipamento para cromatografia em
camada delgads - espectrofotometro
Beckmann DU

Reagente
Ninhidring ig
Nacl 265 g
NaCH (0,4%) 16 ml

Diiuir a 100 1l com glicerina 60%.
Acertar o pH = 7.9 com NaCH diluido.
Guardar em geladeira,

Métode
zy Curvae padrdo

Dissolva 29 mg de sulfato de neomicina,
exatamenie pesados, em 100 m! de dgua;
1 ml dessa solucio contém 200 pg de sulfato
de neomicina. A partir dessa solugio, pre-
pare diluigdes convenientes com ateé 20 ug de
sulfato de neomicing por ml.

Regcdo: em tubos de ensaio, adicione
1 ml do padréic a 1 ml do reagente; esfrie
em banho de gelo; adicione 3 ml de dgua,
homogeneize, Leia em espectrofoidmetro
a 570 nm.

1

by Aplicagio em medicamentos

No caso de forma medicamentoss ligui-
da, dilua em dgue uma aliquota da amostra
de maneira que a solucdo final contenha ao
redor de 1060 pg de neomicina por ml; em
se tratanto de pomadas, transiire uma ali-
guofa da amostra para baldo volumétrico,
junie dgusa, agite fortemente por alguns mi-
nutos, compiete 0 volume, homogensize e
filtre. Fm ambos os casos, transfira 1 ml
da soluclo para o tubo de ensaio e continue
como em curve padrdo, a partir do ponto:
1 ml do reagente. Dos resuliados de absor-
béncia obtidos, calcule a concentracio com
o asuxilio da curva padrio.
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¢} Cromatografia em camada delgoada

Cromatograie em placas de 20 % 20 cm,
com camadas de silica gel de (0400 em se-
ecadas ao ar por 30 minutos e ativadas em
estufg a 105°C, por 2 horas.

Transfira para a placa exatamente 50 wul
do padric e uma aliguota da amosira gue
contenha teoricamente 10 ng do antibictico
e desenvolva o cromatograma com butanol
- deido acético — dgua — trietanolamina
30% (30:22:38:10), até a altura de 10 cm da
hase, seque ao ar. Revele com ninhidrina,
0,4% em acetona 95%. Agueca em estufa
g 105°C por 30 minufos, mancha azul & um
Rf de 0,56, Raspe as camadas de silica gel
da place e elua separadamente, em exala-
mente 2 ml de dgua, por contacto, durante
30 minutos., Filire, lave o residuo com exa-
tamente mais 2 ml de dgus, recolhendo o
filtrado e dgua de lavagem em frasco apro-
priado,

Leia a absorbéncia de ambas as solu-
¢bes a 570 nm, usando como branco dgua
previamente tratada com silica.

Cdleulo
Aa X 106
— e =2 B do sulfato de neomicina
Ap no produto
Az == absorbinecia da amostra

Ap == absorbéncia do padrio

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O método € simples, reproduzivel, reali-
zdvel em gualguer labhoratério.

A Lei de Beer é obedecida nas condi-
cbes estabelecidas no métode (conforms
fig. 1).

Cuidado especial deve ser tomado, na
preparagdo do reagente, em relacio ao
NaCl; diversas marcas foram testadas e o
inico NaCl que funcionoy satis{atoriamente
f0i o Backer p.a.

Os experimentos feitos com o reagente
preparado somente com agua nido deram

Absnrhiingia:
o
o
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Fig. 1 - Curva padrio para determinacio

da neomicina

resultados satisfatorics, por apresentar o
reagente pouca sensibilidade e os resultados
néc serem reproduziveis.

A figura 2 mostra 0 espectrc de absor-
¢ae do produio final da reacdo, usando
reagente com e sem glicerina. Dois méxi-
maos sAc sempre observados: um, a 570 nm
e outro, a 400 nm. MNossas leituras foram
sempre feitas s 570 nm,

Experimentos foram feitos com varia
¢do de pH 50 e 9,0. A reacin funcionou
perfeitamente em pH == 7,9

A cromatografia em camada delgada &
simples e pratica: diversos solventes deseri-
o8 na liferatura e por nds elaborados fo-
ram iestados, destacando-se, entre eles, n-bu-
tanol — deido acético — 4dgua — piridi-
na (30:22:38:6)%; aménio 3% - acetona
(166:400%; n-butanol — dcido acético — dgua
- frietanolaming (30:20:36:20); n-butanol —
deido acético — &dgua -— trietanclamina
(30:20:39:1); etanol 80%. Nenhum destes se
revelou téo astisfatdrio como o usado e des
crito,

A cromatografia em papel ascendente,
usando n-BuCH - dgua -— dcido acdtico
€30:13:8>14, fambeém ndo apresentou resuita-
dos satisfatdrios,
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ABBORBANCIA
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e REOgENRFE utogo — Ninhideina em ghcerine {10 g%l

............... Reogente incial ~ Minhideing em dgua (0,5 ¢ %)

Fig. 2 — Espectro de absorcic da neoinicina

O método foi testado em medicamentos thneias, fais como antibidticos, vasocons-
na forma llguida e de pomadas contendo, tritores e conservadores; os resuliados en-
além do sulfato de neomieing, ouiras subs- contram-se na $abela:

Andlise guantitefiva de sulfoto de neomicing em medicamenios por espectfrofotomeiria

GQuantidade Quantidade
Forina tedrica encontrada
Medicamentos farmacéutica mg/mi mg/ml
ou g ou g
A pomada 25 24.8
B ” 30 29,0
(8] ” 25 24,8
D ” 50 48,0
R liquide 1 0,95
® " 1 1,15
G ” 0.1 0,98
H 7 1 1,05
I ” 0,1 0,101
J ” 0,5 0,47

Testes de recuperaciio do suifato de neo- necomicina por 100 ml. A média em 25 de-
micina foram feitos, usando-se, como su- terminacdes fol 99%, sendo o resultado
porte, medicamentos isentos de neomicina, maior de 102% & o menor de 95%.

a gque se adicionaram 100 mg de suifato de
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SUMMARY: The contents of neomycin in a given pharmaceutical
product can be promptly verified through the reaction of neomycin
with ninhidryn in glycerinic medium and under certain pre-established
conditions.

The method herein described is based on the reaction of neomycin
with the ninhidryn reagent coniaining giyecerin, Under such conditions
the reaction hecomses more perceptible and its results reproducible.
Beer law applies o this ease in g range between 4 f{o 40 pg neomycin
sulfate per ml,

Some inierfering agenis were studied as well. In cases where the
necrayein was to be separated prior to the reaction, a thin-layer chro-
matography method was used.

DESCRIPTORS: neomycin sulfate, determination in pharmaceu-
tieals; thinlayer chromsatography and spectrophotometry fo determine

neomycin.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS §. FOPPIANG, R. & BROWN, B.B, — Quan-
titative analysis of neomyein sulfate by
1. BOROWIECKA, B. — Colorimetric assay of thin-layer chromsatography. J. pharm.

. . Sei. : 206-38, 1985.
neomycin in  pharmaceuticals. Dissnes . 54 ’ 5

wharm, (Warsz.}, 17 (3): 313-8, 1865

) 7. HOODLESS, R.A. — The assay of neomy-

apud Chem. Abstr., 65: BVlf, 1966, ein — Analyst (Lond.), 91: 333-4, 1966

2. BRAMER, K.'W. & HEMBON, L.J. -~ An 8. LARBRE, M.S. & DORCHE, M.J. — Heac-
slectrophoretic method for the detection tions for identifying neomyecin. Bull.

Trav., Soe., Pharm, {Lyon), § (2): 8i-2,

and cstimstion of microgramme guan- 1962 apud Chem. Abstr. 58: 6648g, 1063,

tities of noomycin in serum proteln so-

lutions. J. Chromai., 19: 456-8, 1985, 9. LIGHTBOWN, J.W. & ROSSL P. -— 'The

igentification and assay of mixtures of

3. BRODASEKY, T.F. — Thin-layer chroma- antibiotics by electrophoresis in  agay
tography of the mixed neomycin sulfae gel. Analyst, 90: 89-98, 1965,

tes on carbon plates, Analyt. Chem.,

35: 343-5. 1963 0. MAEHR, E, & SCHAFFNER, C.P. — Reso-

iution of necmycin and catenuiin anti-
biotic complexes by ion exchange resin

4. BURNS, D.T.; LLOYD, G.H. — Colorime- shromatography, Anel. Chem., 36: 104-8,
tric determinsation of neomycin. Lab. 1964,
Pract. (Bng.), 17 {4): 448-9, 1868 apud
Chem. Absir. g9: 5239u, 1868, 11, MAJUMDAR, M.K. & MAJUMDAR, 8.K. —
Separation and quantitations of neomy-
5. DESHMUEN, P.V.; MEHTA, 5.1, & VAI- cins as free hase by paper chromatogra~
DYA, MADHUBARS, . — Separation phy. Appl. Microbiol., 37: T63-4, 1869,
of neomyeins by paper and thin-layer
chromatography. Hindustan antibiof. 12. MARGOSIS, M. & TSUJI K. — Opiimum
Buli,, 12: 2-8, 68-70, 1969 apud Chem. condltions for GLC snalysiz of necemycin.
Abstr, 73: 698%0q, 1970. J. pharm. Sci., §2: 1836-8, 1973.

43



46

PREGNOLATTO, W. & SABINO, M. -— Determin acfo especirofctoméirica do suifzsto de nesomicina
em medicamentos, direfamente e apds separa ¢io por cromatografia em camada delgada Rew.

Inst. Adolfo Lutz, 834: 41-48, 1974,

13. MORGAN, J.W., HONIG, A.B.; WARREN,
A.T. & LEVINE, 8. — Spectrophotomeiric
agsay for neomycinsg B and C in phar-
meaceutical preparations. J. pharm. Sci.,
50: 668-71, 1961.

14.

SETRETTON, R.J.; CARR, J.P. & WAT-
SON-WALKER, J. -— The separation of
neomycin sulphate, polymyxin B sulpha-
te and zince bacitracin. J, Chromoef.,
45 155-8, 1989,

Reecebido paere publicacds em 17 de maio de 1874,



