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RESUMO: Usando-se a reação da neomicina com ninhidrina em
meio glicerínico, em condições pré-estabelecídas, pode-se determinar
rapidamente o teor de neomicina em um medicamento que a contenha.
O método baseia-se na reação de neomícína com um reagente ninhidrina
contendo glicerina: nestas condições, a reação é mais sensível e os re-
sultados são reproduzíveis. A Lei de Beer é obedecida entre 4 e 40 J,lg

de sulfato de neornícína por ml.
Alguns interferentes foram estudados. Quando necessário uma pré-

via separação da neomicina antes da reação, um método de separação
por cromatografia em camada delgada foi aplicado.

DESCRITORES: sulfato de neomícina, determinação em medica-
mentos; cromatografia em camada delgada e espectrofotometria, na
determinação do sulfato de neomicina.

INTRODUÇÃO A neomicma e seus sais reagem com
diversas substâncias, formando compostos
coloridos que podem ser usados em sua
determinação; assim é que furfural, p-bro-
moanílínais, orcínols, floroglucinols, foram
já usados em tentativas na determinação da
neomicina. A ninhidrina foi pela primeira
vez usada, numa tentativa para determinar
neomicina, por LARBRE & DORCHE8,num
estudo comparativo quando usou também

Para facilitar a análise de rotina de me-
dicamentos contendo sulfato de neomicina,
outro sal ou a base livre, estudamos e de-
senvolvemos um método baseado na reação
da neomicina com nínhídrína, antes ou de-
pois de sua separação, por cromatografia
em camada delgada, de outros componentes
que possam interferir nesta reação.

* Realizado na Seção de Química Biológica do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P.

•• Do Instituto Adolfo Lutz.
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para o mesmo fim uma solução de furfural;
este método é em si trabalhoso e pouco
específico.

Muitos outros autores estudaram a rea-
ção da neomicina com a ninhidrina e mui-
tas técnicas foram descritas 1, 4, 7, 11, 14.

No método que agora descr-evemos, o
reagente foi preparado em presença de glí-
cerina, o que tornou a reação bem mais sen-
sível e quantítatívamente reproduzível.

Nos casos de medicamentos contendo
outros antibióticos, como polímícína, víomí-
oína, bacitracina, penicilina, tirotricina, é
necessário inicialmente separar a neomicina
daquelas substâncias. Diversos autores ten-
taram essa separação através d-e técnicas
cromatográficas em coluna 13 e em coluna
de resina - troca íôníca 10, em camada del-
gada :3, 6, em papel 3, 11, 14 e por cromato-
grafia em fase gasosa u. Ainda, LIGHT-
BOWN & ROSSI9 estudaram a separação
da bacitracina, polimicina B e neomicina,
usando electrotorese em ágar-gel. BRAM-
MER & HEMSON2 usaram, para separar
polimicina B e neomicina, electroforese em
acetato de celulose com tampão barbitúrico
0,07 M (pH 8,6).

Uma técnica simples de separação da
neomicina por cromatografia em camada
delgada também é descrita, técnica essa
onde não há preocupação na separação
das diferentes neomicinas, por não apre-
sentar qualquer interesse n-este caso: o cro-
matograma é desenvolvido com butanol -
ácido acétíco - água - trietanolamina 30%
(30:22:38:10). O sulfato de neomicina é
eluído com água.

MATERIAL E MÉTODO

Material

Foram utilizados:
Ninhidrina p. a.
Cloreto de sódio ,', p.a.
Glicerina p.a.
Sílica gel para cromatografia em cama-
da delgada v"

Hidróxido de sódío p.a.
Sulfato de neomicina p.a.

Backer
*,', Merck
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Solvente

Butanol - ácido acético - água - tríe-
tanolamina 30% (30:22:38:10)

Equipamento para cromatografia em
camada delgada - espectrofotômetro
Beckmann DU

Reagente

Ninhidrina
Nacl
NaOH (0,4%)

Ig
26,5 g
10 ml

Diluir a 100 ml com glicerina 60%.
Acertar o pH = 7,9 com NaOH diluído.
Guardar em geladeira.

Método

a) Curva padrão

Dissolva 20 mg de sulfato de neomicina,
exatament-e pesados, em 100 ml de água;
1 ml dessa solução contém 200 Ilg de sulfato
de neomicina. A partir dessa solução, pre-
pare diluições convenientes com até 20 /A-g de
sulfato de neomicina por ml.

Reação: em tubos de ensaio, adicione
1 ml do padrão a 1 ml do reagente; esfrie
em banho de gelo; adicione 3 ml de água,
homogeneíze. Leia em espectrofotômetro
a 570 nm.

b) Aplicação em medicamentos

No caso de forma medicamentosa líqui-
da, dilua em água uma alíquota da amostra
de maneira que a solução final contenha ao
redor de 100 ug de neornícína por ml; em
se tratanto de pomadas, transfira uma alí-
quota da amostra para balão volumétrico,
junte água, agit-e fortemente por alguns mi-
nutos, complete o volume, homogeneíze e
filtre. Em ambos os casos, transfira 1 ml
da solução para o tubo de ensaio e continue
como em curva padrão, a partir do ponto:
1 ml do reagente. Dos r-esultados de absor-
bância obtidos, calcule a concentração com
o auxílio da curva padrão.
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c) Cromatoçratia em camada delgada

Cromatografe em placas de 20 x 20 em,
com camadas de sílica gel de 0,400 em se-
cadas ao ar por 30 minutos e ativadas em
estufa a 105<OC,por 2 horas.

Transfira para a placa exatamente 50 1-11
do padrão e uma alíquota da amostra que
contenha teoricamente 10 I-1g do antibiótico
e desenvolva o cromatograma com butanol
- ácido acético - água - trietanolamina
30% (30:22:38:10),até a altura de 10 em da
base, seque ao ar. Revele com ninhidrina,
0,4% em acetona 95%. Aqueça em estufa
a 105'OCpor 30 minutos, mancha azul a um
Rf de 0,56_ Raspe as camadas de sílica gel
da placa e elua separadamente, em exata-
mente 2 ml de água, por contacto, durante
30 minutos. Filtre, lave o resíduo com exa-
tamente mais 2 ml de água, recolhendo o
filtrado e água de lavagem em frasco apro-
priado.

Leia a absorbãncía de ambas as solu-
ções a 570 nm, usando como branco água
previamente tratada com sílica.

Cálculo

Aa X 100
= % do sulfato de neomicina

Ap no produto

Aa absorbância da amostra

Ap absorbância do padrão

RESULTADOS E DISCUSSÃO

o método é simples, reproduzível, reali-
zável em qualquer laboratório.

A Lei de Beer é obedecida nas condi-
ções estabelecidas no método (conforme
figo 1).

Cuidado especial deve ser tomado, na
preparação do reagente, em relação ao
NaCl; diversas marcas foram testadas e o
único NaCl que funcionou satisfatoriamente
foi o Backer p.a.

Os experimentos feitos com o reagente
preparado somente com água não deram
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Fíg. 1 - Curva padrão para determinação
da neomicina

resultados satisfatórios, por apresentar o
reagente pouca sensibilidade e os resultados
não serem reproduzíveis.

A figura 2 mostra o espectro de absor-
ção do produto final da reação, usando
reagente com e sem glicerína. Dois máxi-
mos são sempre observados: um, a 570 nm
e outro, a 400 nm, Nossas leituras foram
sempre feitas a 570 nm.

Experimentos foram feitos com varia-
ção de pH 5,0 e 9,0. A reação funcionou
perfeitamente em pH = 7,9.

A cromatografia em camada delgada é
simples e prática: diversos solventes descri-
tos na literatura e por nós elaborados fo-
ram testados, destacando-se, entre eles, n-bu-
tanol - ácido acético - água - piridi-
na (30:22:38:6)14; amônio 3% - acetona
(160:40)();n-butanol - ácido acético - água
- trietanolamina (30:20:30:20);n-butanol -
ácido acético - água - trietanolamina
(30:20:39:1); etanol 80%. Nenhum destes se
revelou tão astisfatório como o usado e des-
crito.

A cromatografia em papel ascendente,
usando n-BuOH - água - ácido acético
(30:13:8)14,também não apresentou resulta-
dos satisfatórios.
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Figo 2 - Espectro de absorção da neomicina

o método foi testado em medicamentos
na forma líquida e de pomadas contendo,
além do sulfato de neomicina, outras subs-

tâncías, tais como antibióticos, vasocons-
tritores e conservadores; os resultados en-
contram-se na tabela:

Análise quantitativa de sulfato de neomicina em medicamentos por espectrofotometria

Quantidade Quantidade
Forma teórica encontrada

Medicamentos farmacêutica mg zml mg/ml
ou g ou g

A pomada 25 24,8
B " 30 29,0
C " 25 24,8
D " 50 48,0
E líquido 1 0,95
F " 1 1,15
G " 0,1 0,98
H " 1 1,05
I " 0,1 0,101
J " 0,5 0,47

Testes de recuperação do sulfato de neo-
micina foram feitos, usando-se, como su-
porte, medicamentos isentos de neomícína,
a que se adicionaram 100mg de sulfato de

neomicina por 100ml, A média em 25 de-
terminações foi 99%, sendo o resultado
maior de 102%e o menor de 95%.
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SUMMARY: The contents of neomycin in a gíven 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 neomycín
with the ninhidryn reagent containing glycerin. Under such conditions
the reaction becomes more perceptible and its results reproducible.
Beer law applíes to this case in a range between 4 to 40 flg neomycin
sulfate per ml.

Some interfering agents were studied as well. In cases where the
neomycin was to be separated prior to the reaction, a thín-layer chro-
matography method was used.

DESCRIPTORS: neomycin sulfate, determination in pharmaceu-
ticals; thín-layer chromatography and spectrophotometry to determine
neomycin.
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