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1. WSTEP

Antybiotyki sg to substancje wytworzone przez mikroorganizmy, ktore
majg zdolno$¢ hamowania wzrostu lub zabijania bakterii i innych
mikroorganizmow.

Gentamycyna, neomycyna, streptomycyna, tobramycyna,
kanamycyna i spektinomycyna — antybiotyki aminoglikozydowe
wytwarzane przez grzyby z rodzaju Streptomyces lub Microsporum
stanowig cenng grupe lekoéw, ktdra znalazta zastosowanie w leczeniu
wielu zakazen bakteryjnych.

Mechanizm ich dziatania polega na hamowaniu syntezy biatek
bakteryjnych oraz uszkadzaniu struktury btony cytoplazmatycznej bakterii.
Antybiotyki tej grupy majg podobny, szeroki zakres dziatania
przeciwbakteryjnego, wydalane sg przez nerki, z przewodu pokarmowego
wchtaniajg sie zle, natomiast dobrze wchtaniajg sie po podaniu
domie$niowym [1].

Wykazujg duzg aktywnos¢ bakteriobdjczg w stosunku do bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae oraz do szczepdw Pseudomonas, Neisseria,
Brucella, Pasteurella, Haemophilus, dziatajg takze na gronkowce;
streptomycyna i kanamycyna dodatkowo dziatajg na Mycobacterium
tuberculosis. Cechg charakterystyczng tej grupy antybiotykéw jest to, ze
opornosc¢ na nie (z wyjatkiem streptomycyny) powstaje powoli [1].

Dziatania niepozgdane aminoglikozydéw to przede wszystkim nefro —
i ototoksycznos¢. Moze to wynikaé z niekorzystnego oddziatywania
struktur polikationowych na nabtonek kanalikbw nerkowych i nerwu
czaszkowego.

Po podaniu doustnym lub  pozajelitowym  antybiotykow
aminoglikozydowych objawy uczulenia wystepujg bardzo rzadko,
najczesciej dotyczy to zastosowania masci i aerosoli zawierajgcych

neomycyne [2,3].



1.1 Charakterystyka chemiczna i fizykochemiczna wybranych
antybiotykéw aminoglikozydowych

Nazwa antybiotyki aminoglikozydowe zostata ustalona ze wzgledu na
ich budowe. Sg to na ogdt naturalne glikozydy zawierajgce w swojej
strukturze aminocukry. Poszczegdolne antybiotyki tej grupy réznig sie
zarowno czescig niesacharydowg jak rowniez rodzajem i liczbg
sacharydéw wchodzgcych w ich sktad. [3]

Ze wzgledu na obecno$¢ w ich budowie grup —NH2 wykazujg
charakter zasadowy. W zwigzku z tym w lekach wystepujg
w postaci rozpuszczalnych soli — siarczanow(VI) lub chlorowodorkow.

Wartos¢ pKa tych zwigzkéw lezy w granicach 7,5 — 8,0.

Antybiotyki aminoglikozydowe mozna podzieli¢ na grupy w zaleznosci
od tego, przez ktéry szczep =zostaly wytworzone. Sg to: grupa

streptomycyny, gentamycyny, kanamycyny i neomycyny [3].

1.1.1 Grupa streptomycyny

Glikozyd ten zostat wyodrebniony z hodowli Streptomyces griseus.
Aglikon tego zwigzku stanowi aminocyklitol streptydyna zawierajgca cztery
grupy wodorotlenowe i dwie reszty guanidynowe, ktora jest zwigzana
estrowo z disacharydem — streptobiozaming. W sktad streptobiozaminy

wchodzi streptoza oraz N-metylo-a-glukozamina (rysunek 1) [3]
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Sktadowe elementy streptomycyny mozna otrzymaé w wyniku jej
hydrolizy.

Poprzez katalityczne uwodornienie grupy aldehydowej
w streptomycynie powstaje dihydrostreptomycyna. Jest ona chemicznie
trwalsza od produktu wyjsciowego. Obydwie substancje sg wrazliwe na
dziatanie zasad; w temperaturze pokojowej sg najtrwalsze w roztworach
w zakresie pH 3,0 — 6,0 [3].

1.1.2 Grupa kanamycyny

Kanamycyna jest produktem przemiany materii Streptomyces
kanamyceticus. Preparat handlowy zawiera mieszaning kanamycyny A
(do 90%), B i C. W budowie tego zwigzku mozna wyréznic trzy sktadowe
elementy: aminocyklitol —2-deoksystreptamine i dwa sacharydy -
3-D-glukozamine i 6-D-glukozamine, potagczone wigzaniem

a glikozydowym — rysunek 2 [3].
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Kanamycyny A, B i C r6znig sie miedzy sobg podstawnikami R+ i Ra:

R1—NHz, R2 —OH - kanamycyna A
R1 —NHz, Rz —NH:2 - kanamycyna B
Ri1—OH, Rz —NH:2 - kanamycyna C

Jedng z potsyntetycznych pochodnych kanamycyny A jest amikacyna
otrzymana przez wprowadzenie do grupy aminowej 2-deoksystreptaminy
reszty kwasu 4-amino-2-hydroksymastowego — rysunek 3. [3].
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Podobnie jak kanamycyna zbudowana jest tobramycyna,
wyodrebniona ze szczepu Streptomyces tenebrarius. Zamiast

6-D glukozaminy w jej sktad wchodzi nebrozamina — rysunek 4. [3].
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1.1.3 Grupa gentamycyny

Antybiotyk  ten jest kompleksem zwigzkébw o  budowie
oligosacharydowej wytwarzanych przez promieniowce Micromonospora
purpurea i Micromonospora echinospora. Uwalniany jest z grzybni
poprzez zakwaszenie kwasem siarkowym(V1) [4]. W lecznictwie stosowany
jest w postaci rozpuszczalnego siarczanu(VI) bedgcego mieszaning trzech
zwigzkdéw gentamycyny C1, C2 i C1a, roznigcych sie podstawnikami R1 i Rz
(CHs lub H). Sg to pochodne 2-deoksystreptaminy podstawione dwoma
aminosacharydami — garozaming i purpurozaming (A, B lub C) [3] —

rysunek 5.
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1.1.4 Grupa neomycyny

Neomycyna, antybiotyk uzyskany ze Streptomyces fradiae, podobnie
jak streptomycyna, gentamycyna i kanamycyna nie jest zwigzkiem
jednorodnym lecz mieszaning spokrewnionych ze sobg substancji, wsrdd
ktérych wyodrebniono neomycyne B i C. Sg to czterocztonowe zwigzki,
ktorych elementy sktadowe powigzane sg ze sobg wigzaniami
glikozydowymi — rysunek 6. Gtownym skfadnikiem preparatow handlowych

jest neomycyna B (od 85% - 90%) w postaci siarczanu [3,4].
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Neomycyna jest sacharydem ztozonym 2z 2,6-diaminoglukozy
i D-rybozy oraz deoksystreptaminy. Neomycyny B i C rbznig sie
konfiguracjg przy weglu 5 ostatniego pierscienia [3,4].

Neomycyny sg bardziej trwate w sSrodowisku alkalicznym niz

w kwasnym.

1.1.5 Spektinomycyna

Spektinomycyna, antybiotyk pozyskany ze Streptomyces spectabilis
jest réwniez zaliczana do aminoglikozydow cho¢ rézni sie on od typowych
struktur  glikozydowych. Spektinomycyna nie posiada wigzania
glikozydowego. Cechg wspdlng 2z pozostatymi antybiotykami jest
aminocyklitol, stanowigcy pierscien A uktadu trojpierscieniowego —
streptamina [3,5] — rysunek 7.
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1.2 Metody stosowane w analizie antybiotykéw
aminoglikozydowych

Oceniajgc leki pod wzgledem przydatnosci terapeutycznej nalezy
zwroci¢ uwage na istotne kryteria jakosci, ktére nalezy spetnic. Sg to m. in.
postaé, tozsamosc¢, czysto$¢ i zawartos¢ czyli w przypadku antybiotykéw -
moc.

Zakres prowadzonych badan i rodzaj stosowanych metod jest
zwigzany z wiasciwosciami fizykochemicznymi badanych produktow i nie
moze odbiega¢ od wymagan zamieszczonych w monografiach
farmakopealnych.

Tozsamos¢ sprowadza sie do potwierdzenia obecnosci skfadnika
w produkcie leczniczym, czystos¢ ma na celu wykluczenie substanciji
niepozgdanych, natomiast zawarto$¢ pozostaje w zaleznosci z dawkag
terapeutyczna.

Badanie zawartosci okresla, jakg iloS¢ substancji czynnej zawiera
surowiec farmaceutyczny lub konkretna postac leku i czy ilos¢ ta jest
zgodna z zaleceniami producenta. W tym celu wykorzystuje sie metody
instrumentalne oraz biologiczne, a o wyborze decyduje ich przydatnosé do
rodzaju wykonywanych analiz.

Antybiotyki sg zwigzkami szeroko stosowanymi w lecznictwie
w postaci szeregu preparatow w odpowiednich dawkach gwarantujgcych

ich dziatanie. W zwigzku z tym zachodzi potrzeba okreslenia doktadne;j



ilosci antybiotyku nie tylko w preparacie farmaceutycznym, lecz takze
W organizmie pacjenta.

Wiele badan poswieconych oznhaczaniu antybiotykow
aminoglikozydowych (m. in. gentamycyny, neomycyny, streptomycyny,
spektinomycyny, tobramycyny) w pilynach ustrojowych dotyczy
monitorowania leku po podaniu pacjentowi.

Znane sg publikacje opisujgce oznaczanie zawartosci antybiotykow
w tkankach i ptynach ustrojowych u czlowieka, a takze pozostatosci
antybiotykdw w tkankach zwierzgt hodowlanych oraz w produktach
pochodzenia zwierzecego po leczeniu antybiotykami [6 -11].

Najczesciej zalecanymi metodami do oznaczania antybiotykdéw
aminoglikozydowych zaréwno w preparatach farmaceutycznych jak
i w materiale biologicznym sg metody mikrobiologiczne.

Niekiedy wprowadzano dodatkowe modyfikacje np. buforowane
srodowisko zamiast obojetnego [12-14], zastosowanie kalorymetrow [15-17].

Zgodnie z FP VIII [18] i farmakopeg amerykanska [19] moc wszystkich
antybiotykdw oznacza sie metodg dyfuzyjng cylinderkowo — ptytkowa.
Farmakopea europejska poza metodg dyfuzyjng podaje alternatywnie
metode turbidymetryczng, w ktérej mierzy sie zmetnienie roztworu
zawierajgcego mikroorganizmy przed i po dodaniu antybiotyku [20].

Metodami instrumentalnymi wybranymi do analizy antybiotykow
aminoglikozydowych in vitro sg chromatografia cieczowa (LC)
i wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC).

Do oznaczania zawartosci poszczegolinych gentamycyn
w siarczanie(Vl) gentamycyny farmakopea brytyjska opisuje metode
HPLC 2z detekcjg UV. Przed podaniem na kolumne antybiotyk
przeprowadzany jest w pochodng dodatkiem aldehydu o-ftalowego [21].

Pomimo posiadanych zalet metody mikrobiologiczne sg drogie
i czasochtonne. Dlatego wcigz prowadzi sie nhowe badania majgce na celu

dostarczenie nowych opracowan w zakresie oznaczania antybiotykow.
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1.2.1 Metody HPLC i LC

W oparciu o dane dostepne =z piSmiennictwa, najczesciej
wykorzystywang technikg do oznaczen antybiotykéw aminoglikozydowych,
poza metodami mikrobiologicznymi, jest wysokosprawna chromatografia
cieczowa, ktorej wyniki czesto porownywano z wynikami otrzymanymi
w analizie mikrobiologicznej [22,23].

Istotnym problemem w odniesieniu do metod chromatograficznych
jest sposob detekcji ww. antybiotykdw, poniewaz zwigzki te nie wykazujg
zdolnosci pochfaniania promieniowania elektromagnetycznego,
obejmujgcego zakres UV — VIS.

Aby ten problem wyeliminowac czesto substancje oznaczang poddaje
sie derywatyzacji przy uzyciu innych substancji chemicznych.

Chromatografie HPLC i LC stosowano do oznaczen z réznymi
sposobami detekcji.

Podziat stosowanych metod chromatograficznych (HPLC i LC) ze
wzgledu na rodzaj detektora i odczynnika derywatyzujgcego zebrano
w tabeli 1.
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Tabela 1

Podziat metod chromatograficznych ze wzgledu na rodzaj detektora i odczynnika derywatyzujgcego

Detektor fluorymetryczny
Antybiotyk Odczynnik derywatyzujacy A [nm] LOD Materiatl badany PiSmiennictwo

1 2 3 4 5 6
neomycyna 9-fluorenylmetylu 315 0,5 mg/kg tkanki zwierzece miesnie 9 24 25
gentamycyna chloromroéwczan 0,1 mg/kg watroba, nerki Y
Neomveyna 1 pug/mi osocze

yey aldehyd o-ftalowy 430 3,5 ug/ml | surowica, tkanki 26, 27, 28, 29
tobramycyna 0.5 ug/ml Mocz
gentamycyna
ssektlnomycyna 430 0,4 pg/mi mleko krowie
i reptomycyna aldehyd o-ftalowy 460 0,1 ug/ml 0socze surowica 8, 30, 31
anamycyne? 3 pg/ml surowica

(po uprzednim
utlenieniu)
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1 2 3 4 5 6
rozdziat mieszaniny
antybiotykéw: -trinitro-
ybioty kwas 2,4,6-trinitro 350 in vitro 32
neomycyna benzenosulfonowy
tobramycyna
tobramycyna 70 ng/ml
yey izotiocyjanian fluoresceiny 490 g mocz 33
neomycyna 250 ng/mi
mleko
kwas o
streptomycyna , . 435 ~ 0,1 ng/ml nerki zwierzece 34, 35
p-naftochinono-4-siarkowy e
miod
kanamycyna flureskamina 0,1 mg/l tkanki zwierzgce 36, 37
0S0Ccze, mocz
tobrar_nycyna 2,4-dinitrofenol 350 ~ 0,3 mg/l mocz, osocze 38, 39
rozdziat 365
Detektor UV
4
neom.ycyna chlorek naftalenosulfonylu 254 10 mg/I osocze 0
spektinomycyna osocze 41
kanamycyna fenyloizocyjanian (PIC) 240 10 mg/l 42
tobramycyna 2 ,4-dinitrofenol 350 in vitro 43
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1 2 3 4 5 6
kwas 2 mgl/l surowica 44
tobramycyna trinitrobenzenosulfonowy 340 0,5 mg/ml iniekcje, masci 45
tobramycyna 365 surowica 46
- 0,5 mgl/l )
gentamycyna 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen 1 mall podtoze agarowe 47
neomycyna 254 g masci, leki weterynaryjne 48
spektinomycyna 2 4-dinitrofenylohydrazyna 205 2 mg/l osocze 49
gentamycyna trinitrofenol 340 0,5 mg/l surowica 50
Detektor elektrochemiczny
Antybiotyk Rodzaj detektora LOD Materiat badany PiSmiennictwo
1 2 3 4 5
rozdziat mieszaniny:
woltamperometryczny
kanamycyna
elektrody: .
tobramycyna ota ~0,1 mg/mi in vitro 51
gentamycyna
Ag/AgCI
po derywatyzacji 2,4- dinitrofenylem 9'n9
52
rozdziat gentamycyny C1, C1a, C2 jw. in vitro 53
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2 3 4 5
kanamycyna J-W. 0,05 mg/ml in vitro 54
neomycyna j-w. 0,06 mg/ml in vitro 55
spektinomycyna ;(:(I)?cr)ni;:a elektroda weglowa) 5 mg/ml wetlgll'ye/:ecljr?/jne 56
neomycyna amperometr in vitro 57
Detektor refraktometryczny
neomycyna B i C in vitro 58

Najczesciej stosowano detektor fluorymetryczny dajgcy mozliwos¢ oznaczania bardzo niskich stezen.
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Do analizy antybiotykow aminoglikozydowych w materiale biologicznym
stosowano rowniez spektroskopie mas, wprowadzajgc probki przez
chromatograf cieczowy i poddajgc elektrorozpyleniu [59-62] lub

chromatograf gazowy — jonizacji dokonywano strumieniem elektronow [63].

1.2.2 Chromatografia cienkowarstwowa TLC

Do badania zawarto$ci antybiotykéw  aminoglikozydowych
w postaciach lekéw  wykorzystywano roéwniez  chromatografie
cienkowarstwowg w potgczeniu z densytometrig. W ten sposob oznaczono
neomycyne w masci ocznej obok polymyksyny B i estrow kwasu
hydroksybenzoesowego [64].

Metode TLC zastosowano rowniez do rozdzialu i oznaczenia
mieszaniny amikacyny, gentamycyny, kanamycyny, netiimycyny
i tobramycyny [65].

W obu przypadkach do detekcji plam na chromatogramach
przeprowadzono reakcje z etanolowym roztworem ninhydryny. Rejestracje
otrzymanych plam prowadzono densytometrycznie. W ten sam sposob
oznaczono rowniez spektinomycyne obok antybiotykéw makrolidowych

w preparatach weterynaryjnych [66].

1.2.3 Metody wykorzystujace przeptyw pradu elektrycznego

Wsrod tych metod zastosowano elektroforeze kapilarng z detekcjg
bezposrednig UV. Rejestrowano piki przy dtugosci fali A = 195 nm -
200 nm. W ten sposob oznaczono gentamycyne w iniekcjach, neomycyne
W masci ocznej i streptomycyne w leku ztozonym [67-70]. Kanamycyne
oznaczono po derywatyzacji z aldehydem o-ftalowym [71].

Podjeto réwniez préby oznaczenia potencjometrycznego
gentamycyny, streptomycyny i neomycyny przy uzyciu ditlenkoweglowej
gazowej elektrody selektywnej [72]. Do elektroanalitycznej analizy
streptomycyny i antybiotykdw o podobnej budowie zastosowano rowniez
uktad elektrod: chlorosrebrowa i grafitowo-epoksydowa modyfikowana
ditlenkiem rutenu. W tym przypadku analizowano utleniajgce prady

katalityczne przy potencjale 0,2 V [73].

16



1.2.4 Metody immunologiczne

W metodach tych wykorzystywane jest zjawisko wigzania leku

z biatkami.

Rozrdznia sie metody:

— enzymatyczno — immunologiczne:

EMIT — metoda homogeniczna nie uwzgledniajgca rozdziatu

antygenu wolnego od zwigzanego,

ELISA — metoda heterogenna, uwzgledniajgca rozdziat

antygenu wolnego od zwigzanego [74,75].

— immunofluorescencyjna FPIA — potgczenie metody

fluorescencyjnej z wykorzystaniem $wiatta spolaryzowanego

i metody immunologicznej, w ktdrej oznaczany lek stanowi

antygen wigzacy sie z przeciwciatem [74].

Przyktadowe zastosowanie tych metod w analizie antybiotykow

aminoglikozydowych przedstawia tabela 2.

Tabela 2 Zastosowanie metod immunologicznych
Antybiotyk Metoda Materiat badany Pismiennictwo
gentamycyna EMIT surowica, mleko [76-80]
gentamycyna ELISA leki [81]
entamycyna
J yey osocze, surowica [82-88]
kanamycyna ,
FPIA leki [89-90]
tobramycyna o
) in vitro [91]
amikacyna

Do rutynowych oznaczen w materiale biologicznym najbardziej

przydatna okazata sie metoda FPIA.

1.2.5 Metody spektrofotometryczne

Z uwagi na specyficzng budowe omawianych potgczen, leki te nie

wykazujg zdolnosci pochfaniania promieniowania elektromagnetycznego
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w zakresie ultrafioletu, stgd tez zastosowanie spektrofotometrii UV do
bezposrednich oznaczen staje sie niemozliwe.

Nieliczne publikacje znalezione w sprawdzonym piSmiennictwie
opisujg jednak przyktady zastosowania spektrofotometrii UV i VIS po
dokonaniu modyfikacji czgsteczek.

Do oznaczania antybiotykbw aminoglikozydowych, w tym
gentamycyny, zastosowano spektrofotometrie w zakresie Swiatta
widzialnego po dokonaniu barwnej reakcji z ninhydryng, w ktorej
otrzymano purpurowe zabarwienie. Absorbancje mierzono przy dtugosci
fali A = 400 nm, stwierdzajgc zaleznosc¢ liniowg od stezenia w zakresie
stezen od 30 pg/ml — 120 ug/ml [92].

Tego typu reakcje wykorzystano réwniez do oznaczenia gentamycyny
w kroplach ocznych obok deksametazonu i estrow kwasu
hydroksybenzoesowego [93].

Inny przyktad kolorymetrycznego oznaczenia dotyczy pomiaréw
absorpcji barwnego kompleksu otrzymanego po reakcji z jonami Cu(ll).
Reakcje te wykorzystano takze do oznaczania gentamycyny oraz innych
antybiotykéw aminoglikozydowych. Pomiary absorbancji prowadzono przy
dtugoéci fali A = 560 nm w szerokim zakresie stezen. [94]

Do oznaczania neomycyny B i C w analizie farmaceutykéw opisano

tez metode spektropolarymetryczng [95].

1.3 Spektrofotometria pochodna

Przedmiotem badan spektrofotometrii UV — VIS jest elektronowe
widmo absorpcyjne, bedgce efektem wzbudzenia i przejscia elektronow
walencyjnych oraz elektronébw wolnych par elektronowych w wyniku
absorpcji przez czgsteczki promieniowania elektromagnetycznego
z zakresu UV-VIS [96].

W ilosciowej analizie chemicznej wykorzystuje sie proporcjonalng
zaleznos¢ absorbancji od stezenia analitu. Metody spektrofotometryczne
nalezg do metod poréwnawczych, stgd konieczno$¢ poréwnania
z wzorcem i postugiwania sie krzywymi kalibracyjnymi. Wielkoscig

mierzong jest absorbancja.
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Zastosowanie technik obliczeniowych zwigzanych z programami
obstugujgcymi nowoczesne spektrofotometry pozwolito na wykorzystanie
do celdéw analitycznych widm powstajgcych przez rézniczkowanie widm
absorpcyjnych zerowego rzedu wzgledem dtugosci fali lub liczby falowe;.

Powstajgca krzywa pochodna n rzedu przedstawia zaleznosc
wg rownania:

d"-A
d-\"

= an,x :f(%’) ’

w ktorym n oznacza rzad pochodnej, Dxax — wartos¢ pochodnej widma
absorpciji substancji x dla dtugosci fali A [97].

W spektrofotometrii pochodnej warto$¢ pochodnej widma absorpciji
jest proporcjonalna do stezenia i grubosci warstwy analitu. W przypadku
obecnosci kilku sktadnikbw przejmuje od klasycznej spektrofotometrii
wiasciwos¢ addytywnosci [97].

Cechg charakterystyczng dla spektrofotometrii pochodnej jest
zaleznos¢ wielkosci pochodnej od szerokosci potéwkowej piku. Wartos¢
pochodnej wzrasta, gdy szerokos¢ potdwkowa sie zmniejsza [98].

Na rysunku 8 przedstawiono schemat przebiegu pochodnych
pierwszego i drugiego rzedu w stosunku do widma wyjsciowego

i potozenia pikdbw wzgledem siebie [97].
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a) podstawowe widmo absorpc;ji
b) pierwsza pochodna widma
¢) druga pochodna widma

Rys. 8  Widmo absorpcji oraz krzywe pochodne

Liczba pikdw w n — tej pochodnej pojedynczego pasma wynosi n +1.

Czesto zdarza sie, ze dla dwdch pasm naktadajgcych widm zerowego
rzedu wartos¢ pochodnej jednego pasma jest rozna od zera, a druga —
réwna zeru przy tej samej dtugosci fali [99].

W przypadku silnie naktadajgcych sie sygnatow poszczegdlnych
sktadnikbw w mieszaninie, w praktyce skuteczna okazuje sie praca
z widmami rzedow 3 — 5 [97].

W zaleznosci od stosunku natezenia pikéw, ksztaftu i ich potozenia
wzgledem siebie stosuje sie rézne graficzne techniki pomiaru wartosSci
pochodnej:

— pomiar amplitudy pikéw, tj. odlegtos¢ miedzy maksimum

i minimum (peak-to-peak),
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— pomiar wartosci pochodnej przy dlugosci fali, dla ktorej
pochodna sktadnika przeszkadzajgcego przyjmuje wartosc

zero (zero-crossing).

Spektrofotometria pochodna jest bardziej selektywna i czuta
w porownaniu ze spektrofotometrig zerowego rzedu [100].

Zwigkszenie selektywnosci wynika ze zwezenia pasm w widmach
pochodnych, co powoduje rozdzielenie pikow nakfadajgcych sie w widmie
podstawowym. Wzrost czutosci wynika z faktu zwiekszenia ilosci pikow
ostrych w spektrofotometrii pochodnej i zmniejszenia ilosci pikéw
tagodnych.

Spektrofotometria pochodnej odpowiedniego rzedu umozliwia: [97,101]

— jednoczesne oznaczanie kilku sktadnikow w mieszaninie,

— oznaczanie sktadnikéw Sladowych bez wydzielania i oddzielania ich

od matrycy,

— wazrost selektywnosci i czutosci w porownaniu ze spektrofotometrig

klasyczna,

— eliminacje tta i zmetnienia prébki oraz widm przeszkadzajgcych
0 matej ztozonosci przebiegu (rzadkie, ptaskie pasma),

— wyznaczanie doktadnych wartosci Amax a takze punktéw przegiecia,

— wykorzystanie nawet bardzo sftabych form, ktére na krzywej

absorpcji powodujg przegiecia lub zmiany kata jego nachylenia,

— identyfikacje zwigzkéw organicznych na podstawie pochodnej

odpowiedniego rzedu.
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2. CEL | ZALOZENIA

Prowadzone od szeregu lat w Katedrze Chemii Nieorganicznej
i Analitycznej badania nad zastosowaniem spektrofotometrii pochodne;j
w analizie lekéw doprowadzity do nowych opracowan bedacych
przedmiotem licznych prac magisterskich i doktorskich oraz publikaciji
naukowych.

Przedmiotem niniejszej rozprawy sg reakcje dla wybranych
antybiotykéw o strukturze aminoglikozydow, tj. gentamycyny, neomycyny,
amikacyny, kanamycyny, spektinomycyny, streptomycyny i tobramycyny
z roéznymi reagentami w aspekcie ich wykorzystania do analizy
spektrofotometrycznej.

Antybiotyki aminoglikozydowe, z uwagi na ich charakterystyczng
budowe, nie wykazujg znaczgcych wartosci absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego o dtugosciach fali stosowanych w spektroskopii UV
i VIS, stad oznaczanie tych zwigzkéw z zastosowaniem spektrofotometrii
nie jest mozliwe. Dodatkowg komplikacjg jest ich wystepowanie
w preparatach farmaceutycznych obok substancji wspotobecnych, ktore
posiadajg wptyw na pomiary w zakresie UV-VIS.

Zachodzi zatem potrzeba poszukiwania nowych opracowan
pozwalajgcych na wykonanie pomiaréw spektrofotometrycznych po
dokonaniu modyfikacji czgsteczek badanych antybiotykow.

W realizacji podjetych zamierzen stanowigcych przedmiot rozprawy
ujeto badania majgce na celu otrzymanie potgczeh z reagentami jak:
aldehydem o-ftalowym, ninhydryng, solg sodowg fluoresceiny,
8-hydroksychinoling, kwasem pikrynowym, solg sodowg kwasu
chromotropowego i manganianem(VIl) potasu, dokonujgc ostatecznego
wyboru aldehydu o-ftalowego, ninhydryny i fluoresceiny.

W kolejnym etapie dokonano oceny przydatnosci otrzymanych
potgczen do analizy spektrofotometrycznej przez poréwnanie ich widm

absorpcji oraz dokonanie wyboru analitycznej dtugosci fali.
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W celu poznania budowy otrzymanych struktur dla potrzeb wyjasnienia
mechanizmdw reakcji wykonano badania fizyko-chemiczne i "THNMR.

Warunki analizy okre$lono przez dobranie odpowiednich stezen
reagentow, badania zmian absorbancji w zaleznosci od czasu pomiaréw,
dokonanie walidacji opracowanych metod w kierunku: specyficznosci,
dokfadnosci, precyzji oraz limitu wykrywalnosci i granicy oznaczalnosci.

Przydatno$¢ metod oceniono na wybranych przyktadach preparatow
farmaceutycznych, w ktoérych wystepowaty poszczegdlne antybiotyki.

Wyniki przedstawione w rozprawie byty czesciowo przedmiotem
publikacji: Krzek J., Woltynska H., Hubicka U.: Determination of
gentamicin sulphate in injection solutions by derivative spectrophotometry.
Analytical Letters, 2009, 42, 473-482.
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3.

3.1

3.11

3.1.2

CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura, odczynniki, substancje poréwnawcze, preparaty
i roztwory.

Aparatura

— Waga analityczna RADWAG WPA 60/c (Radom, Polska)

— Pehametr CP-551 Elmetron, elektroda zespolona pH ERH-11
(Hydromet, Gliwice)

— Spektrofotometr UV-VIS Cary 100 (Varian)

— Komputer Dell Optiflex 755 Intel Core Duo CPV 220 GH 1,95
GB RAM, oprogramowanie Microsoft Windows XP Professional
2002, Microsoft Office 2000, Statistica 97

— Drukarka Hewlet-Packard LaserJet GL

Odczynniki

Aldehyd o-ftalowy 297 %, Sigma-Aldrich

Ninhydryna cz.d.a., Chempur Piekary Slgskie

Sél sodowa fluoresceiny cz.d.a. POCh Gliwice

Kwas pikrynowy cz.d.a. POCh Gliwice

Kwas borowy cz.d.a. POCh Gliwice

Octan sodu cz.d.a. POCh Gliwice

Metanol cz.d.a. POCh Gliwice

Aceton cz.d.a. POCh Gliwice

Wodorotlenek potasu cz.d.a., POCh Gliwice

8-oksychinolina cz.d.a., POCh Gliwice

Manganian(VIl) potasu cz.d.a., POCh Gliwice

Ester metylowy kwasu 4-hydroksybenzoesowego cz.d.a., POCh
Gliwice

Ester etylowy kwasu 4-hydroksybenzoesowego cz.d.a., POCh

Gliwice
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3.1.3

3.14

3.1.5

Substancje poréwnawcze

Siarczan(VI) gentamycyny wg FP V, POCh Gliwice

Siarczan(VI) neomycyny wg FP V, POCh Gliwice

Siarczan(VI) kanamycyny Sigma-Aldrich

Siarczan(VI) tobramycyny Sigma-Aldrich

Chlorowodorek spektinomycyny Sigma

Siarczan(VI) amikacyny Sigma-Aldrich

Siarczan(VI) streptomycyny wg FP V, POCh Gliwice

Estry metylowy i propylowy kwasu 4-hydroksybenzoesowego
wg FP V

Preparaty farmaceutyczne
Iniekcje Gentamycin 20 mg/ml s. 0012433 Polfa Tarchomin
40 mg/ml s. 820206 Polfa Tarchomin
Krople do oczu Gentamytrex s. 388 Dr. Mann Pharma
Iniekcje Biodacyna 500 mg s. 4060107 Iba Bioton
Iniekcje Amikin 500 mg/2 ml s. 6022225 Bristol Myers Squibb
Iniekcje Amikin 1 g s. 5003507 Bristol Myers Squibb
Tabletki Neomycinum 250 s. 1010707, 1010208, Polfa Tarchomin

Roztwory

— roztwory wzorcowe substancji porownawczych o stezeniu
0,5 mg/ml (0,05 %), 0,25 mg/ml (0,025 %) i 3,0 mg/ml (0,3 %)
sporzgdzone przez rozpuszczenie w wodzie bidestylowanej

odpowiedniej ilosci antybiotyku,
— bufor boranowy o pH = 10,4

- 1% roztwor aldehydu o-ftalowego otrzymany przez
rozpuszczenie 1,0 g aldehydu w 5,0 ml metanolu i uzupetnienie

do 100,0 ml buforem boranowym,

- 1,5% roztwor ninhydryny otrzymany przez rozpuszczenie 1,5 g
ninhydryny w 10,0 ml metanolu i dopetnienie do 100,0 ml

5% roztworem octanu sodu,
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1% roztwor soli sodowej fluoresceiny otrzymany przez

rozpuszczenie odwazki w 5% octanie sodu,

0,25% roztwor  8-hydroksychinoliny sporzgdzony przez
rozpuszczenie 0,25 g substancji w 50,0 ml metanolu

i uzupetnienie do 100,0 ml woda destylowana,

0,1 mol/l wodny roztwér manganianu(VIIl) potasu,
nasycony roztwor wodny kwasu pikrynowego,

1% wodny roztwor soli sodowej kwasu chromotropowego,

roztwor metanolowy estru metylowego kwasu

4-hydroksybenzoesowego 0,0325 mg/ml,

roztwor metanolowy estru propylowego kwasu

4-hydroksybenzoesowego 0,005 mg/ml.

3.1.6 Roztwory preparatéw farmaceutycznych

Krople do oczu i roztwory do iniekcji rozcienczano wodg destylowang

do uzyskania zgdanego stezenia.

Tabletki Neomycinum sproszkowano do uzyskania jednolitej masy, do

badan odwazono odpowiednig ilos¢, wytrzgsano z wodg destylowang

przez ok. 15 min., przesaczono i uzupetniono do zgdanej objetosci.

W przeliczeniu na substancje czynng przygotowano nastepujgce

roztwory:

— Gentamycin iniekcje, Gentamytrex krople — 0,5 mg/ml

(0,05%) gentamycyny

— Biodacyna i Amikin iniekcje - 0,5 mg/ml (0,05%)
amikacyny

— Neomycinum 250 tabletki — 0,5 mg/ml (0,05%) neomycyny
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3.2 Reakcje antybiotykéw aminoglikozydowych z aldehydem
o-ftalowym

Aldehyd o-ftalowy o wzorze jak nizej, reaguje z antybiotykami,
stanowigcymi przedmiot badania dajgc produkty, ktére wykazujg
charakterystyczne widma absorpcji z maksimami przy trzech dtugosciach
fali w odroznieniu od substancji badanych.

Powyzsza reakcja byta punktem wyjSciowym do podjecia badan
w Kierunku oceny przydatnosci powstatych produktow do analizy
spektrofotometrycznej.

Reakcje amin z aldehydami sg wprawdzie znane w chemii organicznej
ale jak dotad nie byty one przedmiotem analizy z wykorzystaniem
spektrofotometrii pochodnej w przypadku oznaczania omawianej grupy

lekow.

CHO

CHO

Rys. 9  Aldehyd o-ftalowy

Do badan przygotowano roztwory soli antybiotykdw o stezeniu
0,5 mg/ml (0,05%) gentamycyny, neomycyny, amikacyny, kanamycyny,
tobramycyny, spektinomycyny i streptomycyny oraz 1% roztwér aldehydu
o-ftalowego w buforze boranowym o pH = 10,4.

Rejestracje widm absorpcji dla roztwordw zawierajacych badane
antybiotyki po reakcji z aldehydem o-ftalowym poprzedzono

przygotowaniem prob do badahn w warunkach jak nizej:

Do kolb stozkowych ze szlifem odmierzono kolejno po 10,0 ml
poszczegolnych roztworéw antybiotykow i dodano po 4,0 ml roztworu
aldehydu. Po 30 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej do kazdej

prébki dodano 6,0 ml metanolu celem rozpuszczenia powstatego osadu,
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pobrano po 5,0 ml mieszaniny, rozcienczono metanolem do objetosci
50,0 ml i zmierzono absorbancje wobec odnosnika o identycznym sktadzie
lecz bez antybiotyku.

Dla roztworéw zawierajgcych gentamycyne, neomycyne, amikacyne,
kanamycyne i tobramycyne otrzymano widma o zblizonym ksztalcie,
z maksimum przy dtugosci fali A = 234 nm, 272 nm i 330 nm. Przebieg
widm dla poszczegdlnych antybiotykéw przedstawiono na rysunkach 10 —
14.

Poréwnujgc otrzymane widma absorpcji, mozna stwierdzi¢, ze sg one
podobne zaréwno pod wzgledem ksztattu jak réwniez charakterystycznych
maksiméw absorbancji. Rdznig sie natomiast miedzy sobg absorbancijg
przy okreslonych dtugosciach fali.

Najwyzsza absorbancja wystepuje w przypadku kanamycyny,
amikacyny i tobramycyny.

W przypadku gentamycyny i amikacyny wyzsze wartosci absorpcji
obserwuje sie przy A = 234 nm niz przy A = 272 nm w odroznieniu od
tobramycyny, neomycyny i kanamycyny, w przypadku ktorych wyzsze sg
absorbancje przy A = 272 nm.

1,
0,8+
& 0,6
<
0,4
0,2
I I T 1
200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Rys. 10  Widmo absorpcji siarczanu(VI) gentamycyny po reakcji
z aldehydem o-ftalowym
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Rys. 11 Widmo absorpcji siarczanu(VIl) neomycyny po reakcji
z aldehydem o-ftalowym

2,04

1,5+

Abs
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Rys. 12 Widmo absorpcji siarczanu(VI) kanamycyny po reakcji
z aldehydem o-ftalowym
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Rys. 13  Widmo absorpcji siarczanu(VIl) amikacyny po reakc;ji
z aldehydem o-ftalowym
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Rys. 14 Widmo absorpcji siarczanu(VI) tobramycyny po reakgc;ji
z aldehydem o-ftalowym

Spektinomycyna i streptomycyna w opisanych warunkach nie

reagowaty z aldehydem o-ftalowym.

30



3.2.1 Mechanizm reakcji
Biorgc pod uwage fakt, Zze badane antybiotyki: gentamycyna,

neomycyna, kanamycyna, amikacyna oraz tobramycyna posiadajg
w swoich strukturach wolng grupe aminowa, ktora z grupg aldehydowa
moze reagowacé tworzgc produkt kondensacji na wzor zasad Schiffa
[102,103,104] mozna zaproponowac nastepujgcy przebieg reakc;ji:

0 - Hy0

R—C_ + HoN—R, R1—(|3=N—R2
H H

Y

gdzie:
R1— reszta aldehydu o-ftalowego
R2 — reszta antybiotyku

3.2.2 Wyznaczanie stosunkéw molowych reagentéw

Do okreslenia stosunku molowego reagentow zastosowano metode
serii izomolowych.

Badania ograniczono do tych antybiotykow, ktérych masa molowa jest
znana.

Analizowano warto$ci absorpcji mieszanin zawierajgcych 0,001 mol/l
roztworow kazdego antybiotyku (z wyjatkiem gentamycyny, ktéra tworzy
oligosacharyd o nieznanej masie czasteczkowej) i aldehydu o-ftalowego
mierzonej przy dlugosci fali A = 272 nm wobec odnosnikéw
przygotowanych dla kazdej préby osobno.

Wyniki zestawiono w tabeli ponizej.

Tabela 3 Zaleznosc¢ absorbancji od stosunku molowego reagentéw
Stosunki molowe Absorbancja
reagentéow A=272 nm
antybiotyk oa-lf?aelllwy neomycyna | kanamycyna |amikacyna| tobramycyna

1 3 0,08425 0,2348 0,4045 0,3473
1 4 0,1130 0,2750 0,5258 0,3740
1 5 0,1583 0,3510 0,5050 0,4570
1 6 0,6709 0,3372 0,4912 0,4522
1 7 0,6571 0,3018 0,4045 0,4368
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Na podstawie pomiaréw absorbancji ustalono molowy stosunek

reagentow, ktéry dla poszczegdlnych antybiotykdéw przedstawia sie

nastepujgco:
neomycyna :  aldehyd 1:6
kanamycyna . aldehyd 1:5
amikacyna . aldehyd 1:4
tobramycyna . aldehyd 1:5

W oparciu o uzyskane wyniki mozna przyjgc, ze jedna grupa aminowa

kazdego antybiotyku reaguje z jedng czgsteczkg aldehydu o-ftalowego.

3.2.3 Optymalizacja warunkéw wykonania analizy

W celu okreslenia warunkow wykonania oznaczen antybiotykéw
przeprowadzono dodatkowe badania majgce na celu okreslenie wptywu
temperatury, czasu inkubacji i stezenia reagentéw na mierzone wartosci

absorpcji.

3.2.3.1 Zaleznos¢ absorbancji roztworéw od temperatury i czasu
inkubacji prébek

Do kolb o pojemnosci 25,0 ml odmierzono po 3,0 ml wzorcowych
roztworow antybiotykow (2,0 ml amikacyny) i dodano po 3,0 ml roztworu
aldehydu o-ftalowego.

Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej. Rbwnoczesnie w ten
sam sposob przygotowane probki inkubowano w temperaturze 60° C.
Po okreslonym czasie probki oziebiano, uzupetniano metanolem do
zgdanej objetosci i mierzono absorbancje przy dtugosciach fali A = 272 nm
i 330 nm wobec odnosnikoéw o identycznym sktadzie lecz bez antybiotyku.

Wyniki pomiaréw zestawiono w tabeli 4.
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Tabela 4

i od czasu inkubacji probek

Zaleznosc¢ absorbancji mieszaniny reakcyjnej od temperatury

Czas [min]

15 | 30 | 45 | 60 | 90 | 120 | 150 | 180 | 240

o <5 M |058]066|069|066|077 080|092 094087

g E’% A2 | 026|029 |033 034|036 038|047 | 0,49 | 0,41

g so| M | 081088 | 089 | 075 | 076 | 074 | 072 | 068 | 060

&| 28| ), 040 044 | 045|063 | 057 | 0.53 | 0,53 | 054 | 0,58

) s M 092007 | 112|145 1,48 | 1,50 | 1,51 [ 151 | 1,50

£ fz E’% A2 | 046|051 |057 076098118 1,18 | 1,17 | 1,17

3 § go| M |30 | 151 | 152 | 151 | 151 | 151 | 152 | 150 | 148

! “ 1 23\, oo | 128|127 127 | 128|127 126 | 125 1.20

2| s5| M | 092|097 | 112|145 148 | 150 | 151 | 151 | 1,50

5 S *"E-“;: A2 | 046|051 |057 (076|098 118|118 | 1,17 | 1,17

‘E % sol M [ 130151 152|151 151|151 | 152|150 | 1,48
< © g:':o

28| ), 098|128 |127 127|128 127|126 |1,25]| 120

% : §-§ M | 055|061|062]|085]|060]|071]063 073|074

§ 5 28| A | 043051056055 063|086 | 066|069 0,72

< § go| M | 088|107 | 102|082 | 099 | 07 | 1,03 | 1,03 | 097

S| 28| ), |050|060|066|065|075|078 078081084

: §-§ M | 112126 | 120 | 1,30 | 1,31 [ 1,82 | 1,35 | 1,20 | 1,21

S| 28| A |024]024 026|027 028036031030 031

E go| M | 188|246 | 256 | 258 | 246 | 252 | 268 | 268 | 265

21 23 ), 042|095 | 110|109 100100113 112110

Na podstawie otrzymanych wynikéw ustalono, ze do przeprowadzenia

reakcji optymalng temperaturg jest

60° C i czas inkubacji 45 minut.

Nastepnie zbadano zaleznos$¢ absorbancji od czasu pomiarow. W tym
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celu mierzono absorbancje probek przygotowanych w sposob opisany
powyzej w odpowiednich odstepach czasowych od momentu zakonczenia
ogrzewania.

Wyniki przedstawia tabela 5.

Tabela 5 Zmiany absorbancji roztworéw antybiotykdéw po reakcji
z aldehydem o-ftalowym w czasie 15 - 300 minut, przy
A =272 nm, A2 =330 nm

Czas 15 | 30 | 60 | 120 | 180 | 240 | 300
[min]
M| 170|168 | 169|166 | 1,65 | 1,50 | 1,42
gentamycyna
AN | 0,60 0,62]|062]| 062|058 |0,52] 0,45
£
g M| 1,40 | 140|142 |1,391,30 | 1,21 | 1,10
™
® neomycyna
< A2 | 0,27 | 0,28 | 0,30 | 0,28 | 0,27 | 0,25 | 0,19
£
=
E AM|152]|151(152|150|150|148 | 1,45
" amikacyna
<
A | 1,26 1,26 1,23 |1125|1,25]1,20 | 1,10
_(U
2
g A | 160|157 (159159157 | 152 |1,46
[
§ kanamycyna
< AN2| 040|044 | 042 | 0,40 0,39 | 0,37 | 0,34
M| 1291130129 1,29|1,27|1,29 | 1,21
tobramycyna
A2 | 0,40 | 043|041 042|040 | 0,38 | 0,38

3.2.3.2 Zmiana absorbancji w zaleznosci od ilosci dodanego
aldehydu.

Do szesciu kolb o pojemnosci 25,0 ml zawierajgcych takg samg ilo$¢
roztworow antybiotykow dodawano zmienne objetosci 1% roztworu

aldehydu (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 i 1,2 ml). Pr6éby te ogrzewano w czasie
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45 minut w temperaturze 60° C i po oziebieniu dopetniano metanolem.
Dokonano pomiaréw absorbancji przy A = 272 nm i 330 nm wzgledem
odpowiedniego dla kazdej préby odnosnika.

Wyniki zebrano w tabeli 6.
Tabela 6 Zaleznosc¢ absorbancji roztworow antybiotykow po reakc;ji

z aldehydem o-ftalowym od ilosci dodanego aldehydu przy
A =272 nm, A2 =330 nm

Objetos¢ aldehydu o-ftalowego 02 |04 !06l08!10! 12
[mI] H H ki ki ki H
A | 0,330 | 0,17 | 0,61 | 0,62 | 0,61 | 0,61
gentamycyna
A2 | 0,13 | 0,20 | 0,28 | 0,30 | 0,30 | 0,30
£ M| 066 | 093130134 1,34 1,34
(=]
2 neomycyna
" A2 | 0,32 | 0,490,558 |0,61]|0,61|0,61
<
g
N M| 091 [ 139149150 | 1,50 | 1,49
N R
I amikacyna
< A2| 061 |{0,91]149 153|153 |1,53
o
o
g M| 1,11 1135(151 (161161161
]
§ kanamycyna
g A2 | 044 |0,72|0,87|0,91 (0,91 0,9
M| 1,21 {142 ]159 159|159 |1,59
tobramycyna
A2| 043 | 0,68 |0,71]0,71| 0,72 | 0,72

W rezultacie przeprowadzonych pomiarow ustalono sposéb

wykonania oznaczenia, ktoéry wykorzystano do dalszych badan.
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3.2.4 Wykonanie analizy

Do 1,0 ml roztworu aldehydu w buforze boranowym dodawano 3,0 ml
0,05% roztworu badanego antybiotyku. Probki ogrzewano przez 45 minut
w temperaturze 60° C, nastepnie oziebiono i dopetniono metanolem do
objetosci 25,0 ml.

Pomiary absorbancji prowadzono przy dwoch dlugosciach fali
M =272 nm i A2 = 330 nm wobec odnosnika o skfadzie jak préby badane

ale bez substancji oznaczane;.

3.2.41 Wyznaczanie wspotczynnikéw absorpcji
Uwzgledniajgc odczytane wartosci absorpcji wyliczono wspétczynniki

1%

aiom dla poszczegolnych antybiotykow oraz molowe wspdtczynniki

absorpcji — ¢ (dla antybiotykdw, ktérych mase czgsteczkowg podaje
FP VIII). Wyniki zebrano w tabeli 7.

Tabela 7 Wartosci wspotczynnikéw a]‘?m i ¢ dla poszczegdlnych
antybiotykow przy diugosci fali A1 = 272 nm i A2 = 330 nm
(3] © ©
©

S, £ g < S,
3] > > o o
> g (1) > >
A [nm] g £ g £ £
g ; E : :
o 2 < S r
o < x £
M 130 182 267 251 300

1%

A1em
Ao 51 90 216 147 177
Y - 16453 15753 14562 14023
€

[-mol™-em™] |, - 8145 12649 8491 8275

Na podstawie wynikow przedstawionych w tabeli 7, mozna stwierdzic,

ze obliczone wartosci al® i € sg zadowalajgce, pozwalajg bowiem na

oznaczenia badanych antybiotykow na stosunkowo niskich poziomach
stezen w stosunku do ich zawartosci w preparatach farmaceutycznych.

Wieksze wartosci wspotczynnikdw otrzymuje sie przy dtugosci fali
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M =272 nm niz A2 = 330 nm. Najmniejsze wartosci a!%

posiadajg
gentamycyna i neomycyna a najwieksze amikacyna i tobramycyna.
Obliczone wspotczynniki dla poszczegdinych antybiotykéw mogg byc¢
przydatne w analizie lekéw do okres$lenia zawartosci substancji aktywnych
w produktach farmaceutycznych, szczegdlnie w tych przypadkach, kiedy

nie dysponuje sie substancjami wzorcowymi.

3.24.2 Otrzymywanie pochodnych widma absorpcji

W spektrofotometrii pochodnej analogicznie jak w klasycznej wartos¢
pochodnej widma absorpcji jest proporcjonalna do stezenia analitu, lecz
technika ta jest bardziej czuta i selektywna.

Widma absorpcyjne dla produktéw reakcji badanych antybiotykdéw
aminoglikozydowych  z  aldehydem  o-ftalowym, przeksztatcono
w pochodne wzgledem dtugosci fali przy uzyciu programu Cary ,Win” UV
Conc. Software obstugujgcego spektrofotometr. Analizowano pochodne
1, 2, 3, 4 i 5 rzedu, stosownie do skiadu badanych lekéw, w ktérych
wystepujg poszczegdlne antybiotyki, korzystajgc z doswiadczenia
w zakresie analizy spektrofotometrycznej oraz danych z dostepnego
piSmiennictwa. Stwierdzono, ze w przypadku naktadajacych sie sygnatow,
pochodzgcych od  sktadnikbw oznaczanych i  wspdétobecnych
pochodzgcych z postaci lekdw w praktyce skuteczna okazuje sie praca
z widmami rzedu 3-5 [97].

Poniewaz analizowane preparaty farmaceutyczne obok antybiotykow
zawierajg rowniez inne zwigzki potrzebne do otrzymania odpowiedniej
postaci leku, ktére wykazujg absorpcje w zakresie UV, do dalszych badan
wybrano trzecig pochodng widma absorpcyjnego .

Do pomiaréw zastosowano technike ,peak-to-peak”, odczytujgc
wartosci pochodnej dla dtugosci fali pomiedzy minimum 278 nm

i maksimum 281 nm.
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3.24.3 Zaleznos¢ wartosci pochodnej widma od stezenia

Badania prowadzono w opisanych warunkach pobierajgc do oznaczenh

od 0,5 do 5,0 ml roztworow wzorcowych antybiotykow. Zmiany wartosci

absorpcji roztworow oraz trzeciej pochodnej widm przedstawione sg na

rysunkach 15 — 24.

Abs

Wavelength (nm)

Rys. 15 Widma absorpcji roztworéw gentamycyny o wzrastajgcych
stezeniach od 0,004% do 0,008% po reakcji z aldehydem o-ftalowym

-0,02+

I I 1
270 280 280 300
Wavelength {nm)

Rys. 16 Trzecia pochodna widm roztworéw gentamycyny o wzrastajgcych

stezeniach po reakcji z aldehydem o-ftalowym
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Rys. 17 Widma absorpcji roztworow neomycyny o wzrastajgcych
stezeniach od 0,001% do 0,010%
po reakcji z aldehydem o-ftalowym

0,024

D3

-0,02+

-0,04

I I I I 1
275 280 285 290 295 300
Wavelength (nm)

Rys. 18 Trzecia pochodna widm roztworéw neomycyny o wzrastajgcych
stezeniach po reakcji z aldehydem o-ftalowym
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Rys. 19 Widma roztworéw amikacyny o wzrastajgcych stezeniach
od 0,001% do 0,008%
po reakcji z aldehydem o-ftalowym

D3

T T T T T |
275 280 285 290 295 300
Wavelength {nm)

Rys. 20 Trzecia pochodna widm roztworéw amikacyny o wzrastajgcych
stezeniach po reakcji z aldehydem o-ftalowym
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Rys. 21 Widma absorpcji roztwordw o wzrastajgcych stezeniach

kanamycyny od 0,001% do 0,010%
po reakcji z aldehydem o-ftalowym

D3

-0,04-

-0,06 -

T T T T T 1
275 280 285 290 295 300
Wavelength (nm)

Rys. 22 Trzecia pochodna widm roztworéw kanamycyny o wzrastajgcych

stezeniach po reakcji z aldehydem o-ftalowym
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Rys. 23 Widma absorpcji roztworéw tobramycyny o wzrastajgcych
stezeniach od 0,001% do 0,006%
po reakcji z aldehydem o-ftalowym

T T T T T 1
275 280 285 290 295 300
Wavelength (nm)

Rys. 24 Trzecia pochodna widm roztwordw tobramycyny o wzrastajgcych
stezeniach tobramycyny po reakcji z aldehydem o-ftalowym
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Przedstawione na rysunkach widma zerowego rzedu, jak réwniez ich
pochodne charakteryzujg sie dobrze wyksztatconymi pikami, ze
znacznymi maksimami. Zaleznos¢ wielkosci mierzonych od stezenia jest
widoczna przy okreslonych dtugosciach fali. Nie obserwowano takze
zmian potozenia maksimum wielkosci mierzonych w badanych zakresach

stezen.

3.2.4.4 Precyzja

Do okreslenia precyzji metody odmierzono do kolb o pojemnosci
25,0 ml po 2,0 ml roztworéw wzorcowych i po przeprowadzeniu reakciji
z aldehydem o-ftalowym dokonano pomiaréw wartosci trzeciej pochodnej
widm dla dziewieciu préb kazdego antybiotyku. Otrzymane wyniki
i parametry statystyczne zamieszczono w tabeli 8.

Dla wszystkich badanych antybiotykbw wyznaczone wartosci
pochodnej D3 sg bliskie wartosci sredniej. Odchylenia standardowe (S)
mieszczg sie w granicach od 0,000505 do 0,001087 a RSD[%] od 1,30 do
2,76. Mozna zatem uznaC ze opracowang metode charakteryzuje dobra
precyzja.

Analizujgc poszczegolne wyniki pomiaréw wykonanych w odstepach
czasowych nie stwierdzono istotnego wptywu na wartosci mierzonych

pochodnych w ciggu dwdch godzin.
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Tabela 8 Ocena statystyczna precyzji metody oznaczania antybiotykéw
aminoglikozydowych po reakcji z aldehydem o-ftalowym
© © ©
(3]
S, c e 3 S,
o > > o 1)
> g o > >
S £ g £ S
o —_ © ©
-~ (o] £ c -
< Q o 2
5 | £ | | & | %
0,03907 | 0,02777 | 0,02683 | 0,03987 | 0,06042
0,03993 0,02730 0,02627 0,03844 0,06246
0,03919 | 0,02859 | 0,02683 | 0,03920 | 0,06067
0,04143 0,02866 0,02751 0,03760 0,06016
D3 0,04014 | 0,02837 | 0,02792 0,04142 | 0,06125
0,03906 0,08770 0,02721 0,03953 0,05947
0,03953 0,02839 0,02670 0,04015 0,06169
0,03884 | 0,02784 | 0,02715 | 0,03906 | 0,06180
0,03944 0,02864 0,02696 0,03888 0,06094
X 0,03963 0,02826 0,02705 0,03935 0,06080
odchylenie
standardowe 0,000798 | 0,000505 | 0,000512 | 0,001087 | 0,000789
S
RSD[%] 2,01 1,79 1,89 2,76 1,30

3.24.5 Liniowos¢ i czutosé¢

Zaleznos¢ D3 = f(c) dla A = 278 nm — 281 nm wykorzystano do
wykreslenia krzywych kalibracyjnych. Majg one prostoliniowy przebieg
w badanym zakresie stezen, odpowiednim dla kazdego antybiotyku.
Wspotczynnik korelaciji jest bliski 1,0.

Uwzgledniajgc wielkosci btedu standardowego estymacji (Se) oraz
réwnania prostej wyliczono wartosci granicy oznaczalnosci (LOD) i granicy
wykrywalnosci (LOQ).

Zastosowano wzory:

3,3-S

LOD =2 "e LOQ=10'Se
a a

w ktorych a jest wspotczynnikiem kierunkowym proste;.
Wyniki i dane do obliczen przedstawiono w tabeli 9 oraz na rysunkach
25 - 29.
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Tabela 9

Zalezno$¢ D3 = f(c) oraz wartosci LOD i LOQ dla poszczegdlnych antybiotykéw

gentamycyna neomycyna amikacyna kanamycyna tobramycyna

c[%] D3 c[%] D3 c[%] D3 c[%] D3 c[%] D3
0,004 | 0,02040 | 0,001 | 0,00560 | 0,001 0,00673 0,001 0,00947 0,001 0,01610
0,005 | 0,02458 | 0,002 | 0,01221 | 0,002 0,01191 0,002 0,02068 0,002 0,03335
0,006 | 0,03097 | 0,004 | 0,02280 | 0,004 0,02303 0,004 0,03847 0,003 0,04469
0,007 | 0,03547 | 0,006 | 0,03298 | 0,006 0,03336 0,006 0,05742 0,004 0,06094
0,008 | 0,04129 | 0,008 | 0,04570 | 0,008 0,04456 0,008 0,07481 0,005 0,07187
0,010 | 0,05946 0,010 0,09228 0,006 0,08778

Regresja

przedziat ufnosci 95%

D3 =5,222-c - 0,0007

D3 = 5,8549-c- 0,0005

D3 =5,3973-c + 0,00125

D3 =9,1398-c + 0,00163

D3 = 14,003-c + 0,00345

Se 0,000407 0,001240 0,000226 0,000978 0,001646
korelacja 0,99909 0,99854 0,99992 0,99962 0,99844
LOD[%] 2,57-10* 6,99-10* 1,380-103 3,353-10* 3,878-10*
LOQ[%] 7,29-104 2,12-10°3 4,19-103 1,071-10°3 1,175-10°3
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D3

D3 =-0,0007 +5,2220 * ¢
Korelacja: r =0,99909

0,044
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0,040 |
0,038 |
0,036 |
0,034 |
0,032 |
0,030 |
0,028 |
0,026 |
0,024 |
0,022 |

0020

0,018 o : : : : : : : :
0,0035 0,0040 0,0045 0,0050 0,0055 0,0060 0,0065 0,0070 0,0075 0,0080 0,0085

c [%] |~ 95% p.ufnosci|

Rys. 25 Zaleznos¢ D3 = f(c) dla roztworéw gentamycyny po reakcji
z aldehydem o-ftalowym
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D3 =-0,0005 + 5,8549 * ¢
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Rys. 26 Zaleznos¢ D3 = f(c) dla roztworéw neomycyny po reakciji
z aldehydem o-ftalowym
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Rys. 27 Zaleznos¢ D3
z

= f(c) dla roztworéw amikacyny po reakcji
aldehydem o-ftalowym
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Rys. 28 Zaleznos¢ D3 = f(c) dla roztworéw kanamycyny po reakgc;ji
z aldehydem o-ftalowym
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D3 =0,00345+ 14,003 *c
Korelacja: r = 0,99844
0,10 T T

0,09 r

0,08 |

0,07 ¢

0,06 |

D3

0,05+

0,04 |

0,03

0,02 |

0,01 Lo - : : : :
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

c[%] | ~e_95% p.ufnosci |

Rys. 29 Zaleznos¢ D3 = f(c) dla roztworéw tobramycyny po reakgji
z aldehydem o-ftalowym

W opracowanych warunkach wykonania oznaczen otrzymane produkty
reakcji dla badanych antybiotykbw wykazujg szeroki zakres liniowosci,
przy zachowaniu dobrej korelacji. Wartosci wspoétczynnikow korelacji r dla
wiekszosci antybiotykdw wynoszg 0,999... a dla tobramycyny i neomycyny
0,998...

Czutos$¢ opracowanej metody okreslona na podstawie LOD i LOQ jest
wystarczajgca dla potrzeb oznaczen badanych  antybiotykéw
w preparatach farmaceutycznych, w ktoérych wystepujg. Szczegdtowe

wyniki zebrano w tabeli 9.

3.24.6 Doktadnos¢

Do oceny dokfadnosci metody oznaczania gentamycyny, neomycyny
i amikacyny po reakcji z aldehydem o-ftalowym wykorzystano roztwory
wzorcowe antybiotykbw oraz dodatkowo postuzono sie roztworami
otrzymanymi z preparatow handlowych tj. iniekcje Gentamycin, Biodacyna

i tabletki Neomycinum 250.
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W tym celu odpowiednie odwazki przygotowane dla preparatéw
gotowych rozcienczano lub rozpuszczano w wodzie tak aby uzyskaé
stezenie substancji leczniczej odpowiadajgce stezeniom roztworow
wzorcowych.

Doktadnos¢ metody oznaczono dla trzech roznych pozioméw stezen:
80%, 100% i 120%. Miarg dokfadnosci jest procent odzysku (%E), ktory
wyraza stosunek oznaczanej zawartosci sktadnika do wartoSci
rzeczywistej (deklarowanej lub oznaczonej).

Odzysk obliczono wg wzoru:

%E:ab;b-mo%

w ktorym:

a - oznacza zawartos¢ sktadnika w analicie po dodaniu $cisle
okreslonej ilosci wzorca,

b - deklarowana lub oznaczona zawartos¢ sktadnika przed dodaniem
odpowiedniego roztworu wzorcowego.

Wyniki oznaczen przedstawiono w tabeli 10.
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Tabela 10 Wartosci odzysku dla trzech pozioméw stezen w ocenie
doktadnosci metody oznaczania antybiotykéw
aminoglikozydowych po reakcji z aldehydem o-ftalowym

Wartos$¢é odzysku [%)]
gentamycyna | neomycyna | amikacyna
101,33 105,01 108,29
Poziom 80% 101,33 104,25 104,32
100,00 107,81 106,75
X [%] 100,89 105,69 106,45
odchylenie standardowe 0.77 187 20015
S b b t
RSD [%] 0,76 1,77 1,88
100,53 97,31 109,64
Poziom 100% 99,38 99,32 105,81
100,00 98,28 108,88
X [%] 99,97 98,30 108,11
odchylenie ;tandardowe 06001 1,0052 202778
RSD [%] 0,60 1,02 1,86
102,78 100,16 103,23
Poziom 120% 102,48 100,22 103,23
98,22 100,08 106,20
X [%] 101,16 100,15 104,22
odchylenie ;tandardowe 255 0,071 1,7147
RSD [%] 2,52 0,07 1,65

Odzysk dla badanych antybiotykéw jest wysoki na trzech badanych
poziomach i jest bliski 100%. Nie stwierdzono takze istotnych réznic
otrzymanych wynikéw na poziomach 80%, 100% i 120%.

Otrzymane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze doktadnos¢ wynikow

opracowang metodg jest dobra.
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3.2.5 Oznaczanie wybranych antybiotykéw w preparatach
farmaceutycznych

Antybiotyki bedgce przedmiotem badan stosowane sg w lecznictwie
jako siarczany(VI) lub chlorowodorki w postaci kropli i masci do oczu,

iniekcji domiesniowych oraz tabletek.

3.2.5.1 Oznaczanie gentamycyny
Do oznaczen wybrano iniekcje Gentamycin 20 mg/ml produkcji Polfa
Tarchomin S.A. o sktadzie:

Gentamicinum sulfuricum = Gentamicinum 40 mg

Methylum p-hydroxybenzoicum 2,6 mg
Propylum p-hydroxybenzoicum 0,4 mg
Aqua pro iniectione et stabil. ad 2ml

oraz krople do oczu Gentamytrex produkcji Dr Mann Pharma Berlin,
zawierajgce w 1 ml roztworu 5 mg siarczanu gentamycyny
(co odpowiada 3 mg =zasady gentamycyny) i 0,1 mg chlorku

benzalkoniowego.

Obecne w postaciach lekéw skfadniki pomocnicze uniemozliwiajg
wykonanie bezposrednich pomiarow spektrofotometrycznych ze wzgledu
na interferencje z badanym antybiotykiem. Sg to m. in. estry metylowy
i propylowy kwasu 4-hydroksybenzoesowego stosowane jako s$rodki
konserwujgce w iniekcjach oraz w masciach. Zarejestrowane widma w UV
w pomiarach bezposrednich dla roztworu wzorcowego i badanego
(iniekcje Gentamycin) majg podobny ksztalt ale roznig sie wartosciami
absorpcji, pomimo poréwnywalnych stezeh gentamycyny w obu
roztworach (rysunek 30). Uznano zatem, Zze spektrofotometria
bezposrednia nie moze by¢ przydatng metodg do tego typu oznaczen.

Znacznie lepsze warunki uzyskano po przeksztatceniu widm
zerowego rzedu w pochodne.

Zwezenie pasm w widmach trzeciej pochodnej spowodowato rozdziat

pikdw naktadajgcych sie w widmie podstawowym.
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Rys. 30 Widma absorpcji po reakcji z aldehydem o-ftalowym mieszaniny
estrow kwasu hydroksybenzoesowego (a),
siarczanu(VI) gentamycyny (b), mieszaniny estréw kwasu
hydroksybenzoesowego i siarczanu(VIl) gentamycyny (c)

Prowadzac pomiary wartosci pochodnej przy A = 278 nm — 281 nm
stwierdzono, ze zawarto$¢ substancji pomocniczych nie wptywa na
wartos¢ D3 widma badanego antybiotyku.

Wartos¢ pochodnej pasma odpowiadajgcego gentamycynie jest rozna
od zera przy pochodnej réwnej zeru odpowiadajgcej pasmu mieszaniny
hydroksybenzoesandw.

Zaleznos¢ zilustrowano na nastepnym rysunku przedstawiajgcym
pochodne D3 dla obu roztworow.

W omawianych warunkach oznaczenie gentamycyny obok estréw
kwasu hydroksybenzoesowego mozna przeprowadzi¢ w sposob

bezposredni, co znacznie skraca czas wykonania analizy.
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Rys. 31 Trzecia pochodna widma mieszaniny hydroksybenzoesanéw
i siarczanu(VI) gentamycyny

Do bezposrednich oznaczen gentamycyny probke badang
rozcienczono wodg destylowang do uzyskania stezenia 0,5 mg/ml (0,05%)
i przygotowano wedtug ustalonego wczesniej przepisu.

ZawartoS¢ gentamycyny w badanych lekach okreslono metodg
poréwnania z wzorcem.

Otrzymane wartosci nie roznig sie od ilosci deklarowanej przez
producenta. Oznaczono x = 39,12 mg/2ml w stosunku do deklarowane;j
zawartosci 40 mg/2ml. Podobng zgodno$¢ wynikéw otrzymano
w przypadku kropli do oczu z gentamycyng, w ktérych oznaczono
x = 3,038 mg/ml przy deklarowanej ilosci 3,00 mg/ml.

W obu przypadkach uzyskano korzystne parametry oceny
statystycznej, w ktérych RSD[%] nie przekracza 2,00 co Swiadczy
o dokftadnosci opracowanej metody. Szczegotowe wyniki zebrano

w tabeli 11.
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Tabela 11 Zawartos¢ gentamycyny w preparatach farmaceutycznych
oznaczona metodg spektrofotometrii pochodnej po reakcji
z aldehydem o-ftalowym

Zawartosé gentamycyny -
Préba w ampuice X S RS D
[mg] [mg] [ °]
£ 1 39,38
L
St 2 39,53
S N
8 E? 3 39,53 39,12 | 0,767 | 1,96
2
g% 4 37,76
= 5 39,38
Zawartos¢ gentamycyny
w 1 ml kropli Gentamytrex
[mg]
1 3,05
=
38 2 3,02
O = = ’
o E
g g g 3 3,00 3,038 | 0,0303 | 1,00
agm
2o 4 3,08
X
5 3,04

3.25.2 Oznaczanie amikacyny

Amikacyne oznaczano w iniekcjach produkcji Iba Bioton Biodacyna
500 roztwor do wstrzykiwan i infuzji:

1,0 ml roztworu zawiera 250 mg amikacyny w postaci siarczanu oraz
substancje pomocnicze — cytrynian sodu, kwasny siarczyn sodu, kwas
siarkowy, woda do wstrzykiwan.

Roztwér do badah przygotowano pobierajgc 1,0 ml leku
i rozcienczajgc go do stezenia 0,5 mg/ml (0,05%) amikacyny. Pie¢ prob
po 2,0 ml rozcienczonego preparatu oraz probe zawierajgcg roztwor
wzorcowy poddano reakcji z aldehydem o-ftalowym. Otrzymane widmo
przeksztatcono w trzecig pochodng i dokonano oznaczeh metodg
poréwnania z wzorcem, przeliczajgc zawartos¢ antybiotyku na jedng
amputke.

Wyniki przedstawia tabela 12.
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Tabela 12 Zawartos¢ amikacyny w iniekcjach Biodacyna 500 oznaczona
metodg spektrofotometrii pochodnej po reakcji z aldehydem
o-ftalowym

Zawartos¢é amikacyny -

Proba w amputce [n)1( ] Tg I]D
[mg] 9 °

1 493,8

489,7

484,0 487,48 | 4,269 | 0,88

486,2

a |~ OWIDN

483,7

Oznaczona $rednia zawartos¢ amikacyny wynosi 487,48 mg i jest
bliska deklarowanej ilosci. RSD jest ponizej 1% co wskazuje na dobrg

precyzje metody.

3.2.5.3 Oznaczanie neomycyny

Zawartos¢ neomycyny oznaczano w tabletkach Neomycinum 250,
produkcji ,Polfa Tarchomin”, zawierajgcych 250 mg neomycyny w postaci
siarczanu w jednej tabletce oraz substancje pomocnicze m. in. sacharoze.

Substancje pomocnicze uzyte do produkcji tabletek Neomycinum 250
nie wptywajg na wyniki oznaczen. Ksztatt widma oraz wartosci absorpcji
mierzone dla roztworu tabletki po przeprowadzeniu reakcji z aldehydem
o-ftalowym nie réznig sie od wartosci absorpcji otrzymanych dla roztworow

wzorcowych o takim samym stezeniu (rysunek 32).
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Rys. 32 Widma absorpcji siarczanu(VI) neomycyny po reakcji z aldehydem
o-ftalowym roztworu wzorcowego i roztworu otrzymanego
z tabletek o poréwnywalnym stezeniu

Tabletki doktadnie sproszkowano w porcelanowym mozdzierzu, po
czym odwazono ilo$¢ mieszaniny odpowiadajgcg Sredniej masie jednej
tabletki.

Proszek wytrzgsano z 50,0 ml wody destylowanej, nastepnie
przesgczono i uzupetniono do objetosci 100,0 ml. Otrzymany roztwor
rozcienczono wodg 5 razy i pobierano do oznaczen po 2,0 ml. Dla pieciu
préb i wzorca przeprowadzono reakcje z aldehydem o-ftalowym.

W obliczeniach uwzgledniono wartos¢ D3 otrzymanych widm. Wyniki
uzyskane metodg porownania z wzorcem w przeliczeniu na jedng tabletke

zamieszczono w tabeli 13.
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Tabela 13 Zawartos¢ neomycyny w tabletkach Neomycinum 250 oznaczona
metodg spektrofotometrii pochodnej po reakgji
z aldehydem o-ftalowym

Zawartos¢ neomycyny -
Proba w amputce [n)1(g] S T;Z?
[mg]
1 252,2
2 252,1
3 249,6 2511 | 1,22 0,49
4 251,6
5 250,0
3.2.6 Wnioski

Opracowano metode oznaczania gentamycyny, neomycyny,
amikacyny, kanamycyny i  tobramycyny po dokonaniu modyfikacji
czgsteczki przy uzyciu aldehydu o-ftalowego. Produkt kondensaciji
pomiedzy grupami aminowymi antybiotyku i aldehydem, charakteryzuje
sie dobrze wyksztatconym widmem z maksimum absorpcji w zakresie UV.

Stwierdzono, ze przy dtugosci fali A = 278 nm — 281 nm wartos¢
amplitudy trzeciej pochodnej jest zalezna od stezenia analitu i nie
wykazuje interferencji z pochodnymi pochodzgcymi od pozostatych
sktadnikdéw wystepujgcych w preparatach farmaceutycznych.

Metode cechuje szeroki zakres liniowosci od 0,001% do 0,010% przy
korelacji ok. 0,99.... Doktadnos¢ oceniona na podstawie odzysku oraz
precyzja sg zadowalajgce.

Przeprowadzone oznaczenia zawartosci gentamycyny, neomycyny
i amikacyny w preparatach farmaceutycznych potwierdzajg przydatnosc
metody do badan rutynowych.

W kazdym przypadku otrzymane wyniki nie odbiegajg od zawartosci

deklarowanej przez producenta.
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3.3 Reakcje antybiotykoéw aminoglikozydowych z ninhydrynag

Kolejng substancjig wybrang do przeprowadzenia modyfikacji
antybiotykdw aminoglikozydowych byta ninhydryna. Tego typu reakcje
opisano i wykorzystano do oznaczania gentamycyny w kroplach ocznych
[93].

W niniejszej pracy poszerzono zakres oznaczen wigczajgc do badan
neomycyne, amikacyne, kanamycyne, tobramycyne, streptomycyne
i spektinomycyne. Stezenie wyjsciowych roztworow antybiotykow wynosito
0,05 mg/ml (0,05%).

O
OH

OH
O

Rys. 33 Ninhydryna

Ninhydryne przygotowano rozpuszczajgc odwazke o masie 1,500 g
w 10,0 ml metanolu i uzupetniono 5% octanem sodu do objetosci
100,0 ml.

Reakcje prowadzono przez zmieszanie 2,0 ml roztworu badanego
antybiotyku z 1,0 ml roztworu ninhydryny i ogrzaniu w tazni wodne;j
o temperaturze 60° C przez 45 min..

W prébkach zawierajgcych gentamycne, neomycyne, kanamycyne,
amikacyne i tobramycyne otrzymano barwne produkty, ktérych absorpcje
po rozcienczeniu wodg destylowang do 25,0 ml mierzono wobec
odnosnikow o sktadzie jak préby badane ale bez antybiotyku.

Otrzymano widma absorpcji z dwoma maksimami przy dtugosciach
fali A = 401 nm i 567 nm, o podobnym ksztatcie, ktére przedstawiono na
rysunkach 34 — 38.
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Roztwory zawierajgce streptomycyne i spektinomycyne nie dawaty
pozytywnej reakcji w opisanych warunkach.

Widma  absorpcji  zarejestrowane dla tych  antybiotykéw
w zakresie od 200 nm do 800 nm, nie posiadaty opisanych wczesniej
maksimoéw absorbanciji.

Podobnie jak wczesniej w przypadku oznaczania badanych
antybiotykdw po reakcji z aldehydem o-ftalowym, produkty reakciji
z ninhydryng roznig sie absorbancjg przy okreslonych dtugosciach fali.

Najmniejsze  wartosci absorpcji wystepowaty w  przypadku
gentamycyny i kanamycyny a najwieksze w przypadku neomycyny,

amikacyny i tobramycyny.

0.6

0,5+

0.4-

Abs

0,3+

0,24

0,14

T T T
400 500 600
Wavelength (nm)

Rys. 34 Widmo absorpc;ji siarczanu(VI) gentamycyny po reakcji
Z ninhydryng
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Rys. 35 Widmo absorpcji siarczanu(VI) neomycyny po reakcji z ninhydryng
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Rys. 36 Widmo absorpcji siarczanu(VI) amikacyny po reakcji z ninhydryng
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Rys. 37 Widmo absorpcji siarczanu(VI) kanamacyny po reakcji

z ninhydryng
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Rys. 38 Widmo absorpcji siarczanu(VI) tobramycyny po reakgc;ji

z ninhydryng
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3.3.1 Mechanizm reakcji

Ninhydryna bedgca odczynnikiem specyficznym na aminy alifatyczne
i ich pochodne w obecnosci grup aminowych antybiotyku ulega redukcji

z wydzieleniem amoniaku.

O (0]
OH OH O\\
+ HoN—CH,-R ——> + /C—R + NHj3
OH H H
(@] (@]

W nastepnym etapie ninhydryna kondensuje z wydzielonym
amoniakiem i zredukowang czgsteczkg ninhydryny dajgc produkt jak nizej

[102].

ONHg4

(0] 0] 0]
OH HO -3H,0
+ NH3 + I ll>>
OH H
o o} o} O

Otrzymane potgczenie barwi roztwdér na niebieskofioletowo,
a natezenie barwy zalezne jest od stezenia produktu.

Produkt o takiej barwie otrzymano w reakcji ninhydryny
z antybiotykami aminoglikozydowymi, ktére zawierajg w czgsteczce wolne

grupy aminowe.

3.3.2 Wyznaczanie stosunkéw molowych reagentéw

Badanie przeprowadzono w taki sam sposoéb jak w przypadku reakcji
antybiotykébw z aldehydem o-ftalowym. Wyniki  przedstawiono
w tabeli 14.
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Tabela 14 Zaleznosc¢ absorbancji od stosunku molowego reagentéw

Stosunki molowe Absorbancja
reagentéow A =401 nm
antybiotyk ninhydryna neomycyna | kanhamycyna |amikacyna| tobramycyna

1 6 0,1360 0,2153 0,2756 0,2618
1 8 0,2668 0,2743 0,3825 0,2820
1 10 0,3352 0,3088 0,3770 0,3522
1 12 0,3526 0,2852 0,3560 0,3460
1 14 0,3495 0,2784 0,3482 0,3322

Biorgc pod uwage wartosci absorpcji poszczegdlnych mieszanin
stwierdzono, ze stosunek molowy reagentow w reakcji antybiotykow

z ninhydryng wynosi:

neomycyna :ninhydryna 1:12
kanamycyna :ninhydryna 1:10
amikacyna . ninhydryna 1:8
tobramycyna :  nihydryna 1:10

llos¢ zuzytej ninhydryny odpowiada ilosci grup aminowych

wystepujgcych w badanych antybiotykach.

3.3.3 Optymalizacja warunkéw wykonania analizy
Odpowiednig temperature i czas potrzebny do przeprowadzenia

reakcji oraz stezenie reagentéw ustalono na przyktadzie gentamycyny.

3.3.3.1 Zaleznos¢ absorbancji od czasu inkubacji w temperaturach
60°Ci85°C

Do siedmiu kolb odmierzono po 3,0 ml 0,05% roztworu gentamycyny
i dodano po 2,0 ml 1,5% roztworu ninhydryny. Reakcje prowadzono
w temperaturach 60° C i 85° C. Po okreslonych przedziatach czasowych
inkubaciji, proby oziebiano, dopetniano wodg destylowang do objetosci
25,0 ml i mierzono absorbancje przy dtugosciach fali A = 401 nm i 567 nm.
Wyniki zebrano w tabeli 15.
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Tabela 15 Zaleznosc¢ absorbancji roztworow gentamycyny po reakgji
z ninhydryng od czasu i temperatury inkubacji probki.

Czas [min] 15 | 30 | 45 | 60 | 90 | 120 | 180 | 240

A1|0,01/0,02|0,32|0,35|0,34| 0,48 | 0,50 | 0,50

60°C
A2 | 0,00|0,04|0,12|0,12| 0,10 | 0,36 | 0,40 | 0,40

A|0,21/0,62|0,65|0,65|0,65|0,64|0,65|0,65

Absorbancja
401 nm, A2 = 567 nm

85°C

A2|0,180,41|0,46 | 0,46 | 0,45| 0,46 | 0,46 | 0,46

M

W wyniku przeprowadzonych badan ustalono czas ogrzewania przez
45 minut w tazni wodnej o temperaturze 85°C.

Zbadano roéwniez trwatos¢ produktu otrzymanego w reakcji
gentamycyny z ninhydryng dokonujgc pomiaréw absorbanc;ji dla tej same]
prébki w podanych odstepach czasowych w ciggu 24 godzin. Wartosci
absorpcji mierzone przy dtugosci fali 401 nm i 567 nm w badanym czasie
zamieszczono w tabeli 16.

Tabela 16 Zmiany absorbancji roztworu gentamycyny po reakgc;ji
z ninhydryng w ciggu 24 h, przy A1 = 401 nm, A2 = 567 nm

C[zlfis 025 | 05 | 10 | 20 | 40 | 24

A1 | 0,6492 | 0,6490 | 0,6496 | 0,6491 | 0,6490 | 0,6493

Absorbancja
A2 | 0,4601 | 0,4600 | 0,4603 | 0,4605 | 0,4601 | 0,4602

Stwierdzono, ze absorbancja mieszaniny nie zmienia sie w ciggu

24 godzin.
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3.3.3.2 Zaleznos¢ absorbancji roztworéw gentamycyny od ilosci
dodanej ninhydryny
Do szesciu kolb odmierzono po 3,0 ml roztworu gentamycyny
o stezeniu 0,05%, do kazdego dodano zmienng objetos¢ ninhydryny i po
zakonczeniu ogrzewania zmierzono absorbancje wobec odpowiednich
odnosnikow przygotowanych osobno dla kazdej proby.
Wyniki zebrano w tabeli 17.

Tabela 17 Zaleznosc¢ absorbanciji roztworéw gentamycyny po reakcji
z ninhydryng od ilosci dodanej ninhydryny przy
A =401 nm, A2 =567 nm

V ninhydryny 0204|0810 1215
[ml]
A | 0,51]0,60(0,63|0,63(0,63|0,63
Absorbancja
A2 |0,38|0,41|0,45|0,46 | 0,46 | 0,46

W oparciu o uzyskane wyniki badan ustalono niezbedng objetos¢
roztworu ninhydryny na 1,0 ml do zapewnienia prawidtowego przebiegu
reakcji. W rezultacie przeprowadzonych badan ustalono sposéb

wykonania oznaczenia.

3.3.4 Wykonanie oznaczenia

Do 3,0 ml roztworu wzorcowego kazdego antybiotyku dodawano
1,0 ml ninhydryny i ogrzewano w tazni wodnej o temperaturze 85° C przez
45 min. Roztwory oziebiono i dopetniono wodg destylowang do objetosci
25,0 ml.

Rejestrowano widma absorpcji w zakresie 300 nm — 650 nm wobec
odnosnikow o sktadzie jak proby badane ale bez sktadnika oznaczanego.

Oznaczenie prowadzono przy dtugosciach fali 401 nm i 567 nm.
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3.3.4.1 Wyznaczanie wspoétczynnikéw absorpcji

Uwzgledniajgc wartoéci absorpcji dla dtugoéci fali A1 = 401 nm,

1%
a1cm

A2 = 567 nm obliczono dla pieciu antybiotykow wspotczynniki

i molowe wspotczynniki absorpcji, ktérych wartosci zamieszczono

w tabeli 18.

Tabela 18 Wartosci wspotczynnikow a]?m i € dla poszczegodlnych
antybiotykow przy A1 =401 nmi A2 =567 nm

g : : g 3
[ Py > [ o
> o [0 > >
E = ) = £
S € = « ©
€ S £ < S
g c © X o
" 124 836 644 174 594
1%
a1 cm
A2 93,3 817 649 174 415
" - 51438 59073 10457 27778
e
[I-mol'-cm™] o - 50264 59550 10457 19401

Opracowana metoda oznaczania badanych antybiotykéw, pozwala na
wykonanie pomiarow w zakresie $wiatta widzialnego. Metode cechuje

wysoka czutos¢ o czym $wiadczg obliczone wartosci al® i€

Sposréd przebadanych antybiotykéw, gentamycyna i kanamycyna
majg najmniejsze wartosci al .

Fakt, ze oznaczenia mozna prowadzi¢ w zakresie Swiatta widzialnego
zwieksza specyficznos¢ metody, gdyz wspotobecne sktadniki wystepujgce
w preparatach farmaceutycznych nie powinny wptywaé na mierzone

wartosci pochodnych.
3.3.4.2 Otrzymywanie pochodnych widma absorpcji

Z zarejestrowanych widm absorpcji antybiotykbw po reakc;ji

z ninhydryng wyznaczono pochodne wzgledem dtugosci fali.
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Majgc na uwadze substancje pomocnicze zawarte w preparatach
farmaceutycznych i wybrany zakres pomiaréw uznano, ze nie powinny
one mie¢ wplywu na rejestracje widm absorpcji w zakresie 300 nm —
600 nm, dlatego nie ma potrzeby korzystania z pochodnych wyzszego
rzedu.

Do przeprowadzenia oznaczen wybrano pierwszg pochodng
decydujgc sie na odczyt wartosci pomiedzy dtugosciami fali A = 414 nm —
530 nm.

Przebieg pochodnych pierwszego rzedu widm absorpcji roztworow
wzorcowych gentamycyny i neomycyny oraz odpowiadajgcych im
stezeniem roztworéw otrzymanych z postaci leku przedstawiono na
rysunkach 39 i 40.

Wykazano, ze zaréwno ksztatt obu widm, jak réwniez wartosci
absorpcji sg zgodne, co wskazuje na dobrg specyficznos¢ metody.

Stwierdzono takze, ze zarejestrowane pochodne D1 dla roztwordow jak
wyzej o jednakowych stezeniach sg podobne, co potwierdza wczesniejszg

hipoteze, ze sktadniki pomocnicze nie bedg mie¢ wptywu na pomiary.

0,06
0,04
0,02+

o 0,00

-0,02

roztwdr wzorcowy
-0,04-

roztwor iniekcji

-0,06

T T T
400 500 600
Wavelength (nm)

Rys. 39 Pierwsza pochodna widm absorpcji roztworéw gentamycyny,
wzorcowego i otrzymanego po rozcienczeniu iniekcji;
obu o porownywalnych stezeniach
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0,02

0,00

D1

-0,02+

roztwor wzorcowy

-0,04

roztwor z tabletek

-0.06 T T T
400 500 600
Wavelength (nm)

Rys. 40 Pierwsza pochodna widm absorpcji roztworéw neomycyny,
wzorcowego i otrzymanego z tabletek;
obu o poréwnywalnych stezeniach

3.3.4.3 Zaleznosé pochodnej widma absorpcji od stezenia
antybiotyku

Badanie prowadzono pobierajgc do oznaczen od 2,0 ml — 5,0 ml
roztworu wzorcowego o stezeniu 0,5 mg/ml (0,05%) gentamycyny
i 0,25 mg/ml (0,025%) pozostatych antybiotykdw.

Rysunki 41 — 50 przedstawiajg zmiany absorpcji roztwordéw
antybiotykéw o réznych stezeniach po reakcji z ninhydryng oraz przebieg
odpowiadajgcych im pierwszych pochodnych.

Pomiary spektrofotometryczne wykonane bezposrednio, jak réwniez
w postaci pochodnych, pozwalajg stwierdzi¢, ze zmiany absorpcji sg
zalezne od stezenia.

W  przypadku spektrofotometrii zerowego rzedu liczba pikéw
wystepujgcych na zarejestrowanych widmach, ktéore mozna by
wykorzysta¢ do wyboru analitycznych dtugosci fali jest mniejsza niz
w przypadku ich pochodnych.

Powyzsze obserwacje potwierdzajg znacznie wieksze mozliwosci

pomiarow absorbancji w przypadku spektrofotometrii pochodne;.
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1,4+

1,2

1,0+

0,8

Abs

0,6

0,4

0,2+

T T T
400 500 600
Wavelength (nm)

Rys. 41 Widma absorpcji roztworéw gentamycyny o stezeniu
od 0,004% do 0,010% po reakcji z ninhydryng

T T T T T
400 450 500 550 600
Wavelength (nm)

Rys. 42 Pierwsza pochodna widm absorpcji roztworéw gentamycyny
0 wzrastajgcym stezeniu
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1,
-

T T T T
300 400 500 600
Wavelength (nm)

Rys. 43 Widma absorpcji roztworéw neomycyny o stezeniu od 0,001%
do 0,006% po reakcji z ninhydryng

0,104

0,05+

0,00

D1

-0,05+

-0,10+

-0,15+

T T T
400 500 600
Wavelength (nm)

Rys. 44 Pierwsza pochodna widm absorpcji roztworéw neomycyny
o wzrastajgcym stezeniu
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3,0

2,5+

2,04

1,5+

Abs

1,0+

0,5+

0,0+

T T T T
300 400 500 800
Wavelength (nm)

Rys. 45 Widma absorpcji roztworéw amikacyny o stezeniu od 0,002%
do 0,006% po reakcji z ninhydrynag

D1

0,05+

0,00
—

-0,05

-0,10+

T T T
400 500 600
Wavelength {nm)

Rys. 46 Pierwsza pochodna widm absorpcji roztworéw amikacyny
0 wzrastajgcym stezeniu
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1,54

0,54

0,0

T
300

T T T
400 500 600
Wavelength {(nm)

Rys. 47 Widma absorpcji roztworéw kanamycyny o stezeniu od 0,002%

do 0,004% po reakcji z ninhydrynag

D1

350

T T T T [
400 450 500 550 80(
Wavelength {(nm)

Rys. 48 Pierwsza pochodna widm absorpcji roztworéw kanamycyny

0 wzrastajgcym stezeniu
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2,04

1,5+

1,0+

Abs

0,54

0,0+

T T T T
300 400 500 600
Wavelength {nm)

Rys. 49 Widma absorpcji roztworéw tobramycyny o stezeniu od 0,001%
do 0,004% po reakcji z ninhydryng

0,04-
0,02-
0,00 A

0,02

D1

-0,04

-0,08

0,08

I I I
400 500 600
Wavelength (nm)

Rys. 50 Pierwsza pochodna widm absorpcji roztworéw tobramycyny
0 wzrastajgcych stezeniach
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3.3.4.4 Liniowos¢ i czutosé

Do wykreslenia krzywych kalibracyjnych wykorzystano zaleznos¢
D1 = f(c), gdzie D1 jest wielko$cig odczytywang metodq ,peak-to-peak”
w przedziale dtugosci fali A = 414 nm — 530 nm. Dla wszystkich
antybiotykdbw w odpowiednich zakresach stezen otrzymano krzywe
kalibracji o zadowalajgcej korelacji, ktére przedstawiono na rysunkach
51 - 55.

D1 =-0,0182 +7,4401*c
Korelacja: r =0,9949

0,060
0,055 | .
0,050 |
0,045 |
0,040

0,035

D1

0,030 |
0,025 | S
0,020

0,015 t B
T e

0010 =L T . - : : : :
0003 0004 0005 0006 0007 0008 0009 0010 0011

c[%] [ ~e.95% p.ufnosci]

Rys. 51 Wykres zaleznosci D1 = f(c) dla roztworéw gentamycyny
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D1

D1 =-0,0395 + 39,146 * c
Korelacja: r = 0,99700

0,22
0,20 |
0,18
0,16 |
0,14
0,12
0,10 |
0,08 |
0,06 |
0,04 |
0,02 |

0,00 f

0,02 L L ' ' ' ' :
0,00 0,001 0002 0003 0004 0005 0006 0,007

c[%] | ~e_95% p.ufnosci |

Rys. 52 Wykres zaleznosci D1 = f(c) dla roztworéw neomycyny

D1

D1 =-0,0586 + 35,538 * ¢
Korelacja: r = 0,99954

0,18

0,16 |

0,14

0,12

0,10t

0,08 |

0,06 f

0,04 |

0,02 |

0,0015 0,0020 0,0025 0,0030 0,0035 0,0040 0,0045 0,0050 0,0055 0,0060 0,0065

c[%] [ ~e.95% p.ufnosci]

Rys. 53 Wykres zaleznosci D1 = f(c) dla roztworéw amikacyny
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D1

D1 =-0,0252 + 13,962
Korelacja: r =0,9988

*c

0,035 :

0,030

0,025

0,020

0,015

0,010 |

0,005

0,000 :

0,0018 0,0022

0,0020

0,0024

0,0026 0,0030

0,0034 0,0038 0,0042

0,0028 0,0032 0,0036 0,0040

c[%]

| e 95% p.ufnosci

Rys. 54 Wykres zaleznosci D1 = f(c) dla roztworéw kanamycyny

D1

0,11

D1 =-0,0202 + 29,472
Korelacja: r =0,9923

*c

0,10 f

0,09 |

0,08 r

0,07 |
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0,02 |

0,01

0,0005  0,0010

0,0015

0,0020  0,0025
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| “e.95% p.ufnosci

Rys. 55 Wykres zaleznosci D1 = f(c) dla roztworéw tobramycyny
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Wartosci D1 na podstawie ktérych sporzgdzono wykresy,
odpowiadajgce im rownania prostej, korelacje, odchylenie standardowe
oraz wyliczone limity wykrywalnosci i oznaczalnosci przedstawiono
w tabeli 19.

Obliczone wartosci LOD oraz LOQ sg zadowalajgce. Mozna
stwierdzi¢, ze oznaczenia badanych antybiotykéw mozna prowadzi¢ majgc
do dyspozycji matg ilos¢ analitu, gdyz opracowana metoda charakteryzuje

sie wysokg czutoscig.
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Tabela 19 Zalezno$¢ D1 = f(c) oraz wartosci LOD i LOQ dla poszczegdlnych antybiotykéw
gentamycyna neomycyna amikacyna kanamycyna tobramycyna
c[%] D1 c[%] D1 c[%] D1 c[%] D1 c[%] D1
0,004 0,01243 0,001 0,0070 0,002 0,01320 0,0020 0,00323 0,0010 0,01463
0,005 0,01721 0,002 0,0331 0,003 0,04842 0,0025 0,00912 0,0015 0,02324
0,006 0,02498 0,003 0,0745 0,004 0,08084 0,0030 0,01675 0,0020 0,03656
0,007 0,03630 0,004 0,1120 0,005 0,12100 0,0035 0,02309 0,0025 0,04875
0,008 0,04244 0,005 0,1623 0,006 0,15461 0,0040 0,03115 0,0030 0,06539
0,010 0,05502 0,006 0,1960 0,0035 0,08241
0,0040 0,10311
Regresja
przedziat D1 =7,4401-c- 0,018 D1 =239,146-c - 0,0395 | D1 = 35,583-c - 0,0586 D1 =13,962-c - 0,0252 D1 =29,472-c + 0,0202
ufnosci 95%
Se 0,001821 0,006352 0,001979 0,000629 0,004375
korelacja | 0,9949 0,9970 0,9995 0,9988 0,9923
LODI[%] 8,09-10* 5,35-10* 1,84-104 1,49-10 4,90-10*
LOQ[%] 2,45-103 1,62:10°3 5,57-10* 4,50-104 1,49-10°3
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3.3.4.5 Precyzja

W celu okreSlenia precyzji

metody oznaczania antybiotykow

aminoglikozydowych po reakcji z ninhydryng zbadano w ustalonych

warunkach po 9 prob dla kazdego antybiotyku o stezeniach: 0,006%

gentamycyny, 0,003 % neomycyny i amikacyny; 0,004 % kanamycyny

i 0,002 % tobramycyny.

W tabeli 20 zamieszczono poszczegdlne wartosci otrzymanych

pochodnych pierwszego

rzedu oraz odpowiadajgce

im parametry

statystyczne.
Tabela 20 Ocena statystyczna precyzji metody oznaczania antybiotykéw
aminoglikozydowych po reakcji z ninhydryng
(1] © ©
©
S, £ e g S,
o > > o 1)
> g 1) > >
= £ g 3 3
o —_ © ©
- o -
c o S g o
5 | = £ ] ¥
0,03069 0,1080 0,04022 | 0,02977 | 0,03485
0,03206 0,1064 0,03844 | 0,03021 0,03677
0,03243 0,1089 0,03912 | 0,02999 | 0,03330
0,03246 0,1097 0,04078 | 0,02971 0,03347
D1 0,03222 0,1077 0,04021 | 0,02973 | 0,03750
0,03200 0,1106 0,03792 | 0,02745 | 0,03515
0,03230 0,1095 0,03909 | 0,03020 | 0,03680
0,03249 0,1077 0,04073 | 0,03016 | 0,03353
0,03256 0,1098 0,03812 | 0,02981 0,03752
X 0,03213 0,1087 0,03940 | 0,02967 | 0,03544
odchylenie
standardowe 0,000575 | 0,001336 | 0,001114 | 0,000857 | 0,001770
S
RSD[%] 1,80 1,22 2,83 2,89 4,99

Poréwnujgc wartosci RSD mozna przyjaC, ze najlepszg precyzje

oznaczen uzyskuje sie w przypadku gentamycyny i neomycyny, dla

ktorych RSD jest ponizej 2%. Amikacyna i kanamycyna wykazuje podobng
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precyzje od 2,83% do 2,89%. W przypadku tobramycyny precyzja jest

najnizsza i RSD jest bliskie 5%.

3.3.4.6 Doktadnosé

W celu okreslenia doktadnosci opracowanej metody wykonano
oznaczenia badanych antybiotykédw aminoglikozydowych w roztworach
wzorcowych antybiotykbw oraz roztworach otrzymanych z preparatow
zawierajgcych gentamycyne, neomycyne i amikacyne.

Oznaczenia prowadzono na poziomach 80%, 100% i 120%.

Procent odzysku okreslono zachowujgc tok postepowania jak opisano
wczesniej, na podstawie oznaczonej zawartosci w stosunku do ilosci
wprowadzonej lub znajdujgcej sie w danym roztworze po uprzednim
oznaczeniu zawartosci sktadnika badanego.

Wyniki przeprowadzonych oznaczen wraz z oceng statystyczng
zebrano w tabeli 21.

Analizujgc poszczegdlne wyniki mozna przyjgé, ze dokiadnosc

opracowanych metod jest porownywalna na wszystkich poziomach.
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Tabela 21 Wartosé odzysku dla trzech poziomow stezen w ocenie
doktadnos$ci metody

Wartos¢ odzysku [%]

© ©
(3]
=X c c g
o > > 7}
> g o >
£ T £
© S = S
b (o]
= 8 B B
b c
101,85 89,80 96,20 95,22
Poziom 80% 101,02 95,94 95,32 99,10
100,93 92,00 92,00 99,89
X 101,27 92,50 94,51 97,74
odchylenie ;ta"dardm”e 05072 | 3,108 | 22150 | 21820
RSD [%] 0,50 3,36 2,34 2,23
9547 | 10550 | 101,30 | 102,96
Poziom 100% 94,91 99,68 99,54 101,01
94,72 1005 | 100,32 | 104,09
X 95,03 101,89 | 101,30 | 102,69
odchylenie ;ta"dardm”e 38990 | 31502 | 08819 | 1,5580
RSD [%] 0,41 3,09 0,87 1,52
92,83 | 103,49 | 10255 | 105,50
Poziom 120% 97,02 107,90 105,30 95,64
101,86 | 101,69 | 101,74 98,52
X 97,24 104,6 103,20 99,89
odchylenie ;ta"dardm”e 45189 | 31965 | 1,8660 | 5,0701
RSD [%] 4,65 3,06 1,81 5,08

3.3.5 Oznaczanie wybranych antybiotykéw w preparatach
farmaceutycznych

Opracowang metode wykorzystano do oznaczenia substancji czynnej
w niektérych, dostepnych na rynku preparatach farmaceutycznych.

Do analizy wybrano iniekcje Gentamycin 40 mg/ml (Polfa Tarchomin),
iniekcje Biodacyna 500 (Iba Bioton) oraz tabletki Neomycinum 250 (Polfa

Tarchomin).
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3.3.5.1 Oznaczanie gentamycyny

Roztwér iniekcji  Gentamycin  rozcienczono wodg destylowang
osiggajagc stezenie rowne stezeniu roztworu wzorcowego, tj. 0,5 mg/ml
substancji czynnej. Nastepnie przygotowano 10 préb zawierajgcych po
4,0 ml roztworu preparatu i 1,0 ml roztworu ninhydryny. Do obliczen
wykorzystano wartos¢ amplitudy pierwszej pochodnej otrzymanego widma
przypadajgcg na diugosc fali A = 414 nm — 530 nm.

Zawartos¢ gentamycyny w ampuitce obliczono poréwnujgc otrzymane
wielkosci z wzorcem. Wyniki przedstawiono w tabeli 22.

Otrzymane wyniki nie odbiegajg od wartosci podanych przez
producenta. Obliczone RSD[%] i odchylenie standardowe $wiadczg

o dobrej precyzji metody.

Tabela 22 Zawartos¢ gentamycyny w iniekcjach Gentamycin 80

Zawartos¢
gentamycyny X
w ampuice [mg]
[mg]
81,98

81,79
79,89
81,92
79,15
81,36
81,94
79,49
79,71
80,02

Odchylenie
standardowe

(S)

RSD

Proba [%]

80,675 1,2242 1,52

Ol o N OO |~ WIN|-~

-
o

3.3.5.2 Oznaczanie neomycyny
Preparat Neomycinum 250 przygotowano do badan w sposéb opisany
w pkt. 3.2.5.3.
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Do analizy pobierano po 3,0 ml roztworu otrzymanego z tabletek
o deklarowanym stezeniu 0,25 mg/ml (0,025%) neomycyny
i przeprowadzono reakcje z ninhydryng.

Analize wykonano dla dziesieciu prob, a obliczehh dokonano metoda
porownania z wzorcem. Otrzymane wyniki w przeliczeniu na zawartos¢
neomycyny w jednej tabletce zebrano w tabeli 23.

Tabela 23 Zawartos¢ neomycyny w tabletkach Neomycinum 250 oznaczona

metodg spektrofotometrii pochodnej po reakgji
z ninhydryng

Zawarto$¢ neomycyny
Préba w amputce

[mg]
246,33

245,33
244,33
250,00
248,30
251,30
251,67
253,00
253,00
249,67

Odchylenie

X RSD
[mg] stand(gr)dowe [%]

249,30 3,1264 1,25

OO N O O |~ WIN|-

N
o

Oznaczona zawartos¢ neomycyny jest porownywalna do deklaraciji
producenta.

3.3.5.3 Oznaczanie amikacyny

Iniekcje Biodacyna 500 przygotowano do analizy przez rozcienczenie
wodg destylowang otrzymujgc do oznaczen roztwor o stezeniu antybiotyku
0,25 mg/ml (0,025%).

Obliczong zawartos¢ amikacyny w przeliczeniu na jedng amputke dla

poszczegolnych pomiardw zamieszczono w tabeli 24.
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Tabela 24 Zawartos¢ amikacyny w amputkach oznaczona metodg
spektrofotometrii pochodnej po reakcji z ninhydryna

Zawartos¢é amikacyny
Préba w ampuice

[mg]
523,85

535,40
532,50
534,10
526,10
524,55
541,75
527,20
529,15
536,80

Odchylenie

X RSD
[mg] stand(gr)dowe [%]

530,81 5,9079 1,11

Ol N OO~ WOIN|-

N
o

3.3.6 Wnhnioski

Przeprowadzone badania otrzymania potgczen  ninhydryny
z antybiotykami aminoglikozydowymi wykazaty, ze produkty reakcji sg
barwne, i mozna je wykorzysta¢ do analizy ilosciowej w zakresie Swiatta
widzialnego.

Ninhydryna tworzy potgczenia w stosunku molowym zaleznym od
ilosci grup aminowych w czgsteczkach badanych zwigzkow.

W ustalonych doswiadczalnie warunkach produkty reakcji sg stabilne,
co gwarantuje powtarzalnos¢ wynikow w analizie ilosciowe;.

Metode oznaczania antybiotykow aminoglikozydowych
z zastosowaniem spektrofotometrii pochodnej mozna oceni¢ jako dobra,
gwarantujgcg uzyskanie dobrych wynikow. Pomiary mozna prowadzic
w zakresie Swiatta widzialnego.

Uwzglednienie w obliczeniach pierwszej pochodnej jest wystarczajgce
dla potrzeb oznaczen badanych preparatow.

Metode cechuje szeroki zakres liniowosci od 0,004% - 0,010%
w przypadku gentamycyny oraz 0,001% - 0,006% w przypadku
pozostatych antybiotykéw.
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Produkty kondensacji badanych antybiotykéw z ninhydryng sg trwate
powyzej 24 godzin podczas przechowywania w temperaturze pokojowe;j.

Przydatnos¢ tej metody  potwierdzajg  wyniki  otrzymane
w oznaczeniach zawartosci substancji czynnej w preparatach
farmaceutycznych. We wszystkich przypadkach oznaczona ilos¢

antybiotyku nie odbiega od zawartosci deklarowanej przez producenta.
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3.4 Reakcje antybiotykéw aminoglikozydowych z fluoresceing

Trzecig substancjg, ktérg wykorzystano do modyfikacji struktur
badanych antybiotykéw byta sél sodowa fluoresceiny — zwigzek o budowie
pierscieniowej i wzorze jak nizej.

@ )

@)

HO : @) : OH

Rys. 56 Fluoresceina

Do badan wuzyto 0,5 mg/ml (0,05%) roztworow antybiotykow

i 1% roztworu soli sodowej fluoresceiny w 5% octanie sodu.

Po ogrzaniu mieszaniny reagentow otrzymano produkty, ktére wobec
préby odniesienia wykazaly charakterystyczne widma absorpcji
w zakresie UV — VIS z maksimum przy dtugosci fali A = 367 nm i 405 nm.

Widma absorpcji zarejestrowane dla poszczegolnych antybiotykdéw
(rysunki: 56, 64, 66, 68, 70) majg podobny przebieg w badanym zakresie
dtugoéci fali. Zmiany absorbancji sg zalezne od stezenia, co pozwala
sadzi¢, ze mogg by¢ wykorzystane do opracowania metody oznaczen
ilosciowych.

W  odroznieniu do reakcji z  aldehydem  o-ftalowym
i ninhydryng w opisanych warunkach prowadzonych badan, udato sie
zarejestrowac¢ widma absorpcji dla spektinomycyny i streptomycyny, ktére
to antybiotyki nie dawaly dobrych rezultatbw we wczesniejszych

badaniach.
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Rys. 57 Widmo absorpcji siarczanu(VI) gentamycyny po reakcji
z fluoresceing

3.4.1 Mechanizm reakcji

W celu ustalenia budowy powstatych produktéw postuzono sie
badaniem widma NMR. Wykonano analizy potgczen: spektinomycyna —
fluoresceina, streptomycyna — fluoresceina, neomycyna — fluoresceina,
kanamycyna — fluoresceina i amikacyna — fluoresceina.

Analizujgc widmo mieszaniny spektinomycyna - fluoresceina
skupiono sie na sygnale grupy —CHs pierscienia C. Sygnat protonow
0 zwiekszonym przesunieciu chemicznym Swiadczy o obecnosci
czgsteczek kompleksowanych przez fluoresceine i powstawaniu
kompleksu typu sandwiczowego pomiedzy reagujgcymi zwigzkami.

Widmo NMR produktu otrzymanego w wyniku reakcji spektinomycyny

z fluoresceing przedstawiono na rysunku 58.
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Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum

Pracownia Spektroskopii NMR

Jan 21 2010

Probka: spektinomycyna fluoresceina 2:3
Rozpuszczalnik: d2o

Pulse Sequence: s2pul

/‘,___,_//_// 4
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}
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9.

10.99

11.23
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L

5.09
5.93

ppm

Rys. 58

Widmo NMR potgczenia spektinomycyna - fluoresceina
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W widmach pozostatych antybiotykbw o typowej budowie
aminoglikozydéw obserwuje sie niewielkg zmiane w przesunieciu
protondw pochodzgcych od fluoresceiny.

Podobne zmiany obserwuje sie dla sygnatow pochodzgcych od
protonow anomerycznych jednostek cukrowych antybiotykow.

Charakter zmian obserwowanych na widmach prébek ukfadéw
antybiotyk — fluoresceina w stosunku do widm referencyjnych fluoresceiny
i odpowiednich antybiotykbw pozwala przypuszczac¢, iz w zadnym
przypadku nie doszto do znaczgcych zmian w budowie chemicznej
komponentow.

Obserwowane zmiany mogg wskazywa¢ na wystepowanie
oddziatywan pomiedzy fluoresceing a czgsteczkami antybiotykow
o charakterze wigzan wodorowych bagdz jonowych ze wzgledu na
obecnos¢ grup zasadowych —NH2 aminoglikozyddéw i obecnos$¢ grupy
karboksylowej w czgsteczce fluoresceiny.

Widma NMR potgczen pozostatych antybiotykow i fluoresceiny
przedstawiajg rysunki 59 — 62.

Biorgc pod uwage zasadowy charakter badanych antybiotykow
aminoglikozydowych, co potwierdza ich zdolno$¢ do tworzenia soli z HCI
i H2SO4 oraz kwasowy charakter fluoresceiny, wynikajgcy z obecno$ci
grup fenolowych i grupy karboksyowej, mozna przyjaé, ze przebieg reakciji

mozna zapisa¢ rownaniem:

HO_ @ AN
R-NH; +  C—R; —— RrNH; L Re
O ~n ’l

R1 — reszta antybiotyku

R — reszta fluoresceiny

Powstajgce potgczenia wydajg sie zatem miec¢ charakter pary jonowej,
ktora powstaje w wyniku elektrostatycznego oddziatywania jondéw

o réznych tadunkach.
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Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum
Pracownia Spektroskopii NMR
Jul 7 2010

Probka: Neo F
Rozpuszczalnik: D20

Pulse Sequence: PRESAT

—~ —— s S /_ —
T I ] T I T I I
8 7 5 4 3 2 ppm
i B e — e T T T —_
2 © ° © ® o wn @ § o oo o
& & S 5 =8 < ® S 88835 0 S5Qm @ @ Q
w o o - o -+ oo ° ® 6o ~
= 4 oa

Rys. 59 Widmo NMR potgczenia neomycyna — fluoresceina
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Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum
Pracownia Spektroskopii NMR
Jul 7 2010

Probka: Ami F
Rozpuszczalnik: d2o

Pulse Sequence: PRESAT

14.15

10.89

Rys. 60 Widmo NMR potgczenia amikacyna — fluoresceina
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Uniwersytet Jagiellonski W
Collegium Medicum

Pracownia Spektroskopii NMR
Jul 7 2010

Probka: Kana F
Rozpuszczalnik: d2o

Pulse Sequence: PRESAT

T T ‘ T T [ T T | T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T [ T
5 4 2 Ppm
E P e Yo .. A PR
£ - ©® o v = ° I « ~
5 4 & 8 .~ S & ® @ = = B
- P’ 6 < o 9o S ] S <

Rys. 61 Widmo NMR potgczenia kanamycyna — fluoresceina
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Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum

Pracownia Spektroskopii NMR

Jul 7 2010
Probka: Str F
Rozpuszczalnik: d2o

Pulse Sequence: PRESAT
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Rys. 62 Widmo NMR potgczenia streptomycyna — fluoresceina
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3.4.2 Wyznaczanie stosunkéw molowych reagentéw

W przypadku reakcji antybiotykow aminoglikozydowych z fluoresceing
ilosciowy przebieg reakcji ustalono na podstawie widm NMR.

Na jedng czgsteczke spektinomycyny podczas tworzenia kompleksu
z fluoresceing przypadajg dwie czgsteczki fluoresceiny.

Stosunek molowy w probkach antybiotykéw zawierajgcych czes¢
cukrowg rosnie wraz ze wzrostem dostepnych centrow zasadowych
w czgsteczce, przy czym wydaje sie, ze dla efektywnego kompleksowania
wymagana jest obecnos$¢ dwoch takich centréw.

Streptomycyna i amikacyna zawierajg po dwa niepodstawione centra
zasadowe — dwie reszty guanidynowe streptomycny i dwie grupy —NH2
przy jednej z reszt cukrowych amikacyny. W przypadku kanamycyny,
ktorej arylowg pochodng jest amikacyna, uwolnione jest kolejne centrum
zasadowe i w zwigzku z tym obecne sg dwie reszty cukrowe, kazde
z dwiema wolnymi grupami aminowymi. W przypadku neomycyny w trzech
resztach cukrowych obecne sg po dwie wolne grupy —NH2.

Ostatecznie wyznaczono molowy stosunek substratow w reakciji

antybiotykéw aminoglikozydowych jako nastepujacy:

spektinomycyna :  fluoresceina 1:2
streptomycyna : fluoresceina 1:1
amikacyna . fluoresceina 1:1
kanamycyna . fluoresceina 1:2,5
neomycyna . fluoresceina 1:4

3.4.3 Optymalizacja warunkéw wykonania analizy

W celu ustalenia warunkéw wykonania oznaczenh
spektrofotometrycznych po reakcji z fluoresceing zbadano zaleznos¢
absorbanciji otrzymanych produktow od temperatury i czasu inkubacji oraz
od stezenia dodanej fluoresceiny.

Szczegdtowe wyniki badan zmierzajgce do ustalenia warunkéw

reakcji przeprowadzono na przyktadzie neomycyny.
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3.4.3.1 Wplyw temperatury na przebieg reakcji neomycyny
z fluoresceing

Do kolb o pojemnosci 25,0 ml odmierzono po 2,0 ml roztworu
neomycyny i dodano po 1,0 ml roztworu fluoresceiny. Kolby pozostawiono
w temperaturach 20°C, 60°C, 80°C i 90° C. Po okres$lonym czasie od 15
do 120 minut mierzono absorbancje roztworéw wobec proby odniesienia.
Otrzymane warto$ci absorpcji zebrano w tabeli 25. Wyniki pozwalajg
stwierdzi¢, ze najwieksza absorbancja wystepuje wprawdzie po ogrzaniu
w temperaturze 80° C, ale po jej nieznacznym przekroczeniu do 90° C
nastepuje gwattowne zmniejszanie sie absorbancji, co moze Swiadczy¢
o rozktadzie otrzymanego potgczenia i dlatego do dalszych badan
wybrano temperature 60° C. Do uzyskania wysokiej absorbancji wybrano
czas 30 minut, po uptywie ktérego nie obserwowano wiekszych zmian

w czasie ogrzewania préb przez 120 minut.

Tabela 25 Zaleznosc¢ absorbancji roztworow neomycyny od temperatury
i czasu po reakcji z fluoresceing.

Absorbancja
A =405 nm
20°C 0,363 | 0,414 | 0,417 | 0,432 | 0,435
60° C 0,461 | 0,485 | 0,486 | 0,478 | 0,483
80°C 0,594 | 0,634 | 0,651 | 0,628 | 0,625
90° C 0,422 | 0,327 | 0,308 | 0,313 | 0,322
Czas [min] 15 30 45 60 120

3.4.3.2 Zaleznos¢ absorbancji roztworéw neomycyny od stezenia
fluoresceiny

Do pieciu kolb o pojemnosci 25,0 ml odmierzono po 4,0 ml roztworu
wzorcowego neomycyny i dodawano kolejno 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 i 2,0 ml
fluoresceiny. Mieszanine ogrzewano przez 30 minut w temperaturze
60° C. Po oziebieniu zmierzono absorbancje roztworéw wobec odnosnika

o sktadzie jak proby badane ale bez skfadnika oznaczanego.
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Z pomiarow absorbancji wynika, Zze optymalna ilos¢ fluoresceiny
potrzebna do przeprowadzenia reakcji z neomycyng wynosi jeden mililitr

1% roztworu.

Tabela 26 Zaleznosc¢ absorbanciji roztworow neomycyny od ilosci dodanej
fluoresceiny

V fluoresceiny 0.2 05 10 15 2,0

[mi]
Absorbancja 0,250 | 0,512 | 0,719 | 0,467 | 0,450
A =405 nm

3.4.3.3 Trwatos¢ potaczenia neomycyny z fluoresceing

W okreslonych odstepach czasowych od momentu zakonczenia
reakcji mierzono absorbancje produktu otrzymanego w wyniku reakciji
neomycyny z fluoresceing pozostawionego w temperaturze pokojowe;.

Z pomiaréw wynika, ze produkt reakcji jest trwaty przez 24 godziny.

Tabela 27 Zaleznos$¢ absorbancji neomycyny po reakgji z fluoresceing
w czasie 24 godzin

Cz.as 30 60 90 | 120 | 240 | 24h
[min]
Absorbancja 0,485 | 0,485 | 0,484 | 0,485 | 0,485 | 0,484
A =405 nm

W rezultacie przeprowadzonych badan ustalono sposdb wykonania
pomiarow, ktdéry wykorzystano do oznaczania wybranych antybiotykdw.
Badaniami objeto roztwory: siarczany(VI) gentamycyny, neomycyny,

amikacyny, kanamycyny, streptomycyny i chlorowodorek spektinomycyny.

3.4.4 Wykonanie oznaczenia
W kolbie miarowej o pojemnosci 25,0 ml zmieszano 1,0 mi

1% fluoresceiny z 3,0 ml badanego antybiotyku i ogrzewano

w fazni wodnej o temperaturze 60° C przez 30 minut. Roztwory oziebiono
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i dopetniono wodg destylowang do objetosci 25,0 ml. Widma absorpcji

rejestrowano wobec odnosnika w zakresie 200 nm — 700 nm.

3.4.41 Wyznaczanie wspotczynnikéw absorpcji

Na podstawie otrzymanych wartosci absorpcji przy A = 405 nm
obliczono wspotczynniki a]:{"m oraz molowe wspotczynniki absorpciji (€) dla
poszczegolnych antybiotykdw, ktore przedstawiono w tabeli 28.

Tabela 28 Wartosci wspotczynnikow a]‘?m i € dla poszczegolnych
antybiotykow przy diugosci fali A = 405 nm.

s ©
£ g 9 3 s
3) > > >
> e o £ E‘
g £ < 2 S
S o = o
AN
n (7]
a:]I % 164 219 77 71 14
cm
€ - 19907 4509 3524 1628
[I-mol'-cm™]

0 ’ 0 0, 7 = . 0 ..
Obliczone wartosci a]é"m sg zroznicowane, najnizsze dla

streptomycyny, spektinomycyny i amikacyny, ktére odbiegajg od znacznie

wyzszych wartosci wyznaczonych dla neomycyny i gentamycyny.

3.44.2 Otrzymywanie pochodnych widm absorpcji

Uzyskane widma zerowego rzedu przeksztatcono w pochodne |, II, 1lI
i IV. Po przeanalizowaniu przebiegu pochodnych, stwierdzono, ze
wystarczajgcg doktadnos¢ uzyskuje sie w przypadku pochodnej D2.

Do obliczen zastosowano jak poprzednio technike ,peak—to—peak”
odczytujgc wartosci amplitudy pomiedzy A = 367 nm i 370 nm.

3.4.4.3 Zaleznos¢ wartosci pochodnej D2 od stezenia
W ustalonych warunkach przebiegu reakcji zbadano zaleznos¢
A = f(c) oraz D2 = f(c) mierzgc wobec odnosnika o skfadzie jak préby

badane ale bez sktadnika oznaczanego absorbancje roztworéw po reakcji
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z fluoresceing w zakresie stezen 0,024% - 0,048% dla prob zawierajgcych
streptomycyne i 0,001% - 0,010% dla pozostatych antybiotykow.
Przeksztatcenie widma absorpcji w drugg pochodng znacznie zwigkszyto
dokfadnos¢ pomiardw.

Wykresy widm absorpcyjnych dla réznych stezen antybiotykow oraz

wykresy drugiej pochodnej widm przedstawiono na rysunkach 63 — 72.
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Rys. 63 Widma absorpcji roztworéw gentamycyny o wzrastajgcych
stezeniach od 0,002% do 0,012%, po reakc;ji z fluoresceing
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Q 0,00
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-0,04

T T 1
365 370 375
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Rys. 64 Druga pochodna widm absorpcji roztworéw gentamycyny
0 wzrastajgcych stezeniach
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Rys. 65 Widma absorpcji roztworéw neomycyny o wzrastajgcych
stezeniach od 0,001% do 0,008%, po reakc;ji z fluoresceing

T T
365 370
Wavelength {(nm)

T
375

Rys. 66 Druga pochodna widm absorpcji roztworéw neomycyny

o wzrastajgcych stezeniach
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Wavelength {nm)

Rys. 67 Widma absorpcji roztworéw amikacyny o wzrastajgcych stezeniach
od 0,002% do 0,012%, po reakc;ji z fluoresceing

T T T 1
360 365 370 375 380
Wavelength {nm)

Rys. 68 Druga pochodna widm absorpcji roztworéw amikacyny
o wzrastajgcych stezeniach
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Rys. 69 Widma absorpcji roztwordw spektinomycyny o wzrastajgcych
stezeniach od 0,002% do 0,010%, po reakgcji z fluoresceing
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Rys. 70 Druga pochodna widm absorpciji roztworéw spektinomycyny
o wzrastajgcych stezeniach

102




Abs
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200 300 400 500
Wavelength {(nm)
Rys. 71 Widma absorpcji roztwordéw streptomycyny o wzrastajgcych

stezeniach od 0,024% do 0,048%, po reakgcji z fluoresceing
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Rys. 72

Druga pochodna widm absorpcji roztworow streptomycyny
o wzrastajgcych stezeniach
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3.4.4.4 Liniowosé i czulosé

Wykreslono krzywe kalibracji, zaleznosci amplitudy drugiej pochodne;j
w zakresie 367 nm — 370 nm od stezenia antybiotyku.

Przebieg prostoliniowy o dobrej korelacji otrzymano w przypadku
gentamycyny, neomycyny, amikacyny, spektinomycyny i streptomycyny.

Wykresy przedstawiono na rysunkach 73 — 77.

D2 =0,0002 + 3,6077 *c

Korelacja: r =0,99868
0,045 . .

0,040

0,035

0,030 r

0,025

D2

0,020

0,015

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014

c[%] | ~e_95% p ufnosci

Rys. 73 Zaleznos¢ D2 = f(c) dla roztworéw gentamycyny po reakcji
z fluoresceing
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D2

D2 =0,00620 + 6,8567 *c
Korelacja: r = 0,99729

0,07

0,06

0,05

0,04

0,03 -

0,02

0,01 F

T T T T T g

0,00 [ L L L
0,000 0,001 0,002 0,00

3 0004 0,005 0,006 0007 0,008 0,009

¢ [%] | “~.95% p.ufnosci|

Rys. 74 Zaleznos¢ D2 = f(c) dla roztworéw neomycyny po reakc;ji

z fluoresceing

D2
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0,035

0,030

0,025
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0,010

0,005

0,

D2

=0,00097 + 3,2499 * ¢
Korelacja: r =0,99593

k 1

000 0,002 0,004

0,006 0,008 0,010 0,012 0,014

c[%] | e_95% p.ufnosci

Rys. 75 Zalezno$¢ D2 = f(c) dla roztworéw amikacyny po reakciji

z fluoresceing
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D2

0,040

D2 =-0,0030 +4,1499 * c
Korelacja: r = 0,99934

0,035

0,030

0,025

0,020

0,015

0,010

0,005 |

0,000 L=

0,00

c[%]

0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0,009 0,010 0,011

| . 95% p.ufnosci|

Rys. 76 Zaleznos¢ D2 = f(c) dla roztworéw spektinomycyny po reakgji

z fluoresceing

D2

D2 =-0,0006 + 0,49633 * ¢
Korelacja: r =0,99634

0,026

0,024
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0,020 ¢

0,018

0,016 t

0,014

0,012} .

o

0,010
0,022

0,026 0,030 0,034 0,038
0,024 0,028 0,032 0,036 0,040
c[%]
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0,044

0,046 0,050
0,048

| “e_95% p.ufnosci]

Rys. 77 Zaleznos¢ D2 = f(c) dla roztwordw streptomycyny po reakgji

z fluoresceing
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Wyznaczone krzywe kalibracyjne byty postawg do obliczenia limitu
wykrywalnos$ci i oznaczalno$ci.
Dane dotyczgce liniowosci oraz wartosci LOD i LOQ metody

zamieszczono w tabeli 29.
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Tabela 29

Zaleznos$¢ D2 = f(c) oraz wartosci LOD i LOQ dla poszczegdlnych antybiotykow

gentamycyna neomycyna amikacyna spektinomycyna streptomycyna
c[%] D2 c[%] D2 c[%] D2 c[%] D2 c[%] D2
0,002 0,00530 0,001 0,01151 0,002 0,00785 0,002 0,00537 0,024 0,01109
0,004 0,01398 0,002 0,02063 0,004 0,01372 0,004 0,01297 0,030 0,01479
0,006 0,02312 0,004 0,03460 0,006 0,01991 0,006 0,02257 0,036 0,01719
0,008 0,02921 0,006 0,04882 0,008 0,02633 0,008 0,03020 0,042 0,01973
0,010 0,03573 0,008 0,05949 0,010 0,03550 0,010 0,03825 0,048 0,02351
0,012 0,04345 0,012 0,03899
Regresja
przedziat D2 =3,6077-c + 0,0002 | D2=6,8567-c + 0,00620 | D2 =3,2499-c + 0,0097 | D2 =4,1499-c - 0,0030 D2 = 0,49633c - 0,0006
ufnosci 95%
Se 0,0007764 0,001672 0,001230 0,0005513 0,0004666
korelacja | 0,99868 0,99729 0,99593 0,99934 0,99634
LODI[%] 7,10-10* 8,047-10* 1,25-10°3 4,38-104 3,10-10°3
LOQ[%] 2,15-10°% 2,44-10°3 3,78-10°3 1,33-10° 9,40-103
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3.44.5 Precyzja

Precyzje metody oceniono na podstawie dziewieciu prob kazdego
z badanych antybiotykéw. Do 4,0 ml roztworow wzorcowych dodawano
fluoresceing, po czym rejestrowano widmo wobec odnosnika
i przeksztatcano je w pochodng drugiego rzedu. Otrzymane wartosci wraz

z oceng statystyczng przedstawia tabela 30.

Tabela 30 Ocena statystyczna precyzji metody oznaczania antybiotykow
aminoglikozydowych po reakgcji z fluoresceing

gentamycyna
neomycyna
amikacyna
spektinomycyna
streptomycyna

0,02921 | 0,05925 | 0,02043 | 0,01760 | 0,01856
0,02822 | 0,05832 | 0,02140 | 0,01655 | 0,01907
0,02841 | 0,06084 | 0,02057 | 0,01842 | 0,01886
0,02930 | 0,06174 | 0,02118 | 0,01693 | 0,01810
D2 0,02890 | 0,05958 | 0,01980 | 0,01725 | 0,01807
0,02928 | 0,05735 | 0,02192 | 0,01710 | 0,01811
0,02910 | 0,06012 | 0,02131 | 0,01826 | 0,01864
0,02970 | 0,05785 | 0,02144 | 0,01684 | 0,01890
0,02888 | 0,05701 | 0,02108 | 0,01724 | 0,01909

X 0,02901 | 0,05912 | 0,021014 | 0,01735 | 0,01860
odchylenie
standardowe 0,000459 | 0,001616 | 0,000641 | 0,00063 | 0,000417
S
RSD[%] 1,58 2,73 3,05 3,63 2,24

W oparciu o obliczone wartosci RSD[%], mozna stwierdzi¢, ze
precyzja metody przy oznaczaniu poszczegolnych antybiotykéw jest
zachowana. RSD dla gentamycyny wynosi ponizej 2% a dla pozostatych
antybiotykébw miesci sie w granicach od 2,24% w przypadku

streptomycyny do 3,63% dla amikacyny.
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3.4.4.6 Dokiadnos¢

Doktadno$¢ metody sprawdzono na podstawie odzysku uzywajgc
odpowiednich roztworéw wzorcowych i roztworow badanych lekow.

W obliczeniach korzystano z pochodnej D2 widm absorpcyjnych.

Uzyskane wyniki odzysku w procentach wraz z oceng statystyczng
podano w tabeli 31.

Odzysk badanych antybiotykéw, otrzymany dla trzech poziomow
stezen, tj. 80%, 100% i 120% jest poréwnywalny i bliski wartosci
deklarowanej. Mozna zatem przypuszczaé, ze wyniki oznaczen
opracowang metodg powinny by¢ bliskie zawartosci deklarowanej dla
poszczegolnych  antybiotykdw w  preparatach  farmaceutycznych.
Statystyczna ocena potwierdza wiarygodnos¢ metod.
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Tabela 31

Wartos¢ odzysku dla trzech poziomow stezeh oznaczania

antybiotykéw aminoglikozydowych po reakcji z fluoresceing

Wartos¢ odzysku [%]
(30
© c
3 g g >
1) > > >
> o o
£ > © S
S £ = ]
= o £ Q.
[0 c © s
o (7]
97,99 103,96 97,84 99,25
Poziom 80% 99,59 106,81 99,23 100,07
100,40 106,84 100,87 100,15
X 99,33 105,90 99,31 99,82
odchylenie standardowe | 1 2269 1,6832 15167 0,498
RSD [%] 1,24 1,59 1,53 0,50
103,62 103,06 102,13 101,05
Poziom 100% 102,32 105,06 102,85 100,42
100,00 108,30 100,78 100,40
X 102,00 105,47 101,92 100,62
odchylenie standardowe 1,8608 2,6443 1,0509 0,3696
S
RSD [%] 1,82 2,51 1,03 0,37
101,63 103,71 102,18 100,82
Poziom 120% 96,37 106,62 100,05 100,57
99,58 105,04 102,95 100,34
X 99,19 105,12 101,73 100,58
odchylenie ;ta“da’dm’"e 26512 14568 1,5022 0,2401
RSD [%] 2,67 1,39 1,48 0,24

3.4.5 Oznaczanie wybranych antybiotykéw aminoglikozydowych
w lekach

Do oznaczeh wybrano preparaty podobnie jak w innych metodach:

iniekcje Gentamycin 80, Amikin 1 g, tabletki Neomycinum 250 i do
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oznaczania streptomycyny — iniekcje Streptomycinum 1 g produkcji Polfa
Tarchomin; o zawartosci 1 g zasady streptomycyny.

Przygotowano roztwory preparatbw o stezeniach 0,5 mg/ml
(0,05%) w przeliczeniu na wolne zasady oraz roztwor iniekcji Streptomycin
o stezeniu 3 mg/ml (0,30%) odwazajac odpowiednig ilosC¢ substanciji
zawartej we fiolce i rozpuszczajgc odwazki w okreslonej ilosci wody

destylowane;.

3.4.5.1 Oznaczenie gentamycyny

Postepujgc zgodnie z ustalong procedurg przeprowadzono
oznaczenia gentamycyny w iniekcji zawierajgcej wg deklaracji producenta
40,0 mg gentamycyny w 1,0 ml, tj. 80 mg w amputce.

Zawartosc 0znaczono wobec roztworu poréwnawczego
o poréwnywalnym stezeniu.

Do obliczen wykorzystano wartosci D2 otrzymanych widm.

Wyniki zawartosci gentamycyny w przeliczeniu na jedna amputke

zamieszczono w tabeli 32.

Tabela 32 Zawartos¢ gentamycyny w amputce Gentamycin 40 oznaczona
metodg spektrofotometrii pochodnej po reakcji z fluoresceing

Zawartos¢ Odchvleni
entamycyny X chyenie
9 standardowe

w amputce [mg] s
[mg]
89,99

85,51
88,21
97,28
95,96 93,2876 5,4354 5,83
94,99
92,55
86,32
98,76

RSD

Préba [%]

OO N O O |~ WIN|=—-

Wyniki pojedynczych oznaczen sg bliskie wartosci sredniej, chociaz

RSD wynosi 5,83%. Nalezy jednak pamietaé, ze roztwory gentamycyny do
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wstrzykiwan zawierajg estry kwasu p-hydroksybenzoesowego, ktére mogg

wptywac na wyniki oznaczen spektrofotometrycznych.

3.4.5.2 Oznaczanie neomycyny w preparacie Neomycinum 250

Odwazki do oznaczen przygotowano ze sproszkowanej masy
10 tabletek przez odwazenie masy odpowiadajgcej 100,0 mg neomycyny,
dodawano 50,0 ml wody i wytrzgsano przez 10 minut. Zawiesine
przesgczano a przesgcz rozcienczano wodg do objetosci 200,0 ml.

Do oznaczen pobierano 3,0 ml przygotowanego roztworu
i postepowano zgodnie z opracowanym sposobem wykonania oznaczenia.

Zawartos¢ obliczono wobec roztworu wzorcowego przygotowanego
rownolegle z badang probka, postugujac sie pochodng widma D2.

Wyniki zebrano w tabeli 33.

Tabela 33 Zawartos¢ neomycyny w tabletkach oznaczona metodg
spektrofotometrii pochodnej po reakciji z fluoresceing

Zawartosé
neomycyny X

w tabletce [mg]

[mg]
226,2

222,4
225,95
248,8
256,6
2474
250,1
2541

Odchylenie
standardowe
S

RSD

Préba [%]

241,46 14,06588 5,82

O IN[O| O || WIN|=-

3.4.5.3 Oznaczanie amikacyny w iniekcjach Amikin 1 g

Z amputki zawierajgcej 1 g amikacyny w 4 ml roztworu pobrano 1,0 mi
roztworu do kolby o pojemnosci 50,0 ml, uzupetniono wodg destylowang
do podanej objetosci. Bezposrednio do oznaczen otrzymany roztwor
rozcienczono dziesieciokrotnie.

Do oznaczen pobierano po 3,0 ml roztworu przygotowanego z iniekcji.

Zawarto$¢ substancji obliczono poréwnujgc wyznaczone wartosci drugiej
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pochodnej z wartoscig D2 wzorca o stezeniu 0,003%. Stezenie amikacyny

w przeliczeniu na jedng amputke podano w tabeli 32.

Tabela 34 Zawartos¢ amikacyny w ampuice oznaczona metoda
spektrofotometrii pochodnej po reakc;ji z fluoresceing

Zawartos¢é amikacyny
Préba w amputce

[mg]
1110,0

1066,5
1043,3
1056,8 1062,5 25,43678 2,39
1051,9
1076,3
1032,4

Odchylenie

X RSD
[mg] standasrdowe [%]

N O[a|~|WOW|IN|=-

3.4.6 Wnhnioski

Postugujgc sie analizg widma NMR otrzymanego produktu w wyniku
reakcji spektinomycyny i fluoresceiny stwierdzono, ze stosunek molowy
zwigzanej spektinomycyny do fluoresceiny w badanej probce wynosi 1:2.

Sygnat protonbw o zwiekszonym przesunieciu chemicznym
pierécienia  spektinomycyny Swiadczy o obecnosci czgsteczek
kompleksowanych przez fluoresceine i powstawaniu kompleksu typu
sandwiczowego pomiedzy reagujgcymi zwigzkami.

Metode oznaczania antybiotykdw aminoglikozydowych po reakc;ji
z uzyciem fluoresceiny oceniono na podstawie wynikéw uzyskanych
w trakcie walidacji. Zarbwno w tej metodzie, jak i w poprzednich, do
wszystkich obliczen korzystano z danych otrzymanych po przeksztatceniu
widma absorpcji w pochodng.

Metode cechuje specyficznos¢ w stosunku do oznaczanych zwigzkéw
oraz dobra precyzja — RSD przyjmuje wartosci od 1,24% — 3,63%. Dobrg
doktadnos¢, oznaczong na podstawie odzysku uzyskano w przypadku
wszystkich antybiotykow.
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Do oznaczenia streptomycyny nalezato uzy¢ do analizy ok. 10-krotnie
wiekszych stezeh niz pozostatych antybiotykéw, dla ktérych krzywg
kalibracyjng mozna byto wykresli¢ w granicach stezen 0,001% — 0,012%.
Korelacja funkcji D2 = f(c) wynosi od 0,995... (amikacyna) do 0,999...
(streptomycyna). Produkty otrzymane w reakcji z fluoresceing, po
wysuszeniu i ponownym rozpuszczeniu w wodzie destylowanej,
charakteryzujg sie takim samym widmem absorpcji jak bezposrednio po
reakcji co stwierdzono w analizie NMR.

Zadowalajgce wyniki oznaczania zawartosci otrzymano dla wiekszosci
antybiotykdw wystepujgcych w preparatach leczniczych z wyjgtkiem
iniekcji Gentamycin 80, dla ktérych obliczona zawarto$¢ przewyzsza

o ok. 10% warto$¢ deklarowang.
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4. PODSUMOWANIE WYNIKOW

Metody spektroskopowe nalezg do najczesciej stosowanych metod
instrumentalnych, ktére od wielu lat sg na drugim miejscu po metodach
chromatograficznych.

Powszechnos¢ metod spektroskopowych wynika z ich uniwersalnosci,
pozwalajgcej na analize ogromnej grupy zwigzkoéw, zarbwno pochodzenia
nieorganicznego, jak réwniez potgczen organicznych.

Dzieki zaletom, do ktérych mozna zaliczy¢ prosty sposob techniki
pomiarowej, dostepnosc¢ do nieskomplikowanej aparatury, duzego zakresu
stezen oznaczanych sktadnikéw od makroiloéci do zawartosci sladowej
oraz wysokiej precyzji oznaczen, metody spektroskopowe sg szczegodinie
przydatnymi w laboratoriach kontroli produktow farmaceutycznych.

Jedng z najczesciej stosowanych metod spektroskopowych jest
spektrofotometria UV i VIS zaréwno w klasycznym ujeciu jak réwniez z jej
nowymi udoskonaleniami, majgcymi wpltyw na czuto$¢ i selektywnosc¢
pomiaréow.

W latach osiemdziesigtych dzieki nowym rozwigzaniom w zakresie
wytwarzania aparatury pomiarowej, co wigze sie z produkcjg
spektrofotometrow trzeciej generacji, wyposazonych w mikrokomputery,
pojawia sie spektrofotometria pochodna, oparta na krzywych pochodnych
widm absorpcji, ktéra odkrywa nowe mozliwosci zastosowan.

Niezaleznie od osiggnie¢ w zakresie technik spektrofotometrycznych
w analizie sktadnikow tymi metodami wazng role odgrywa takze badany
analit, a doktadnie jego wiasciwosci wynikajgce z budowy, ktéra warunkuje
oddziatywanie z promieniowaniem elektromagnetycznym w zakresie UV
i VIS, co stanowi podstawe pomiaréw spektrofotometrycznych.

W niniejszej rozprawie podjeto badania majgce na celu dokonanie
modyfikacji chemicznej w waznej grupie lekbw o budowie
aminoglikozydowej, w aspekcie ich oznaczania metodg spektrofotometrii
pochodne;.
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Sposrod wielu przebadanych reakcji z uzyciem réznych reagentow
pozwalajgcych na otrzymanie nowych struktur o charakterystycznej
budowie, ktéra umozliwia pochtanianie promieniowania
elektromagnetycznego UV i VIS, ostatecznie wybrano trzy zwigzki, ktorymi
sg: aldehyd o-ftalowy, ninhydryna i fluoresceina.

Badane potgczenia o wspomnianej strukturze stanowity leki z grupy
antybiotykéw, powszechnie stosowane w lecznictwie w postaci kropli,
masci, tabletek i iniekcji, do ktérych zalicza sie: gentamycyne, neomycyne,
amikacyne, kanamycyne, spektinomycyne, streptomycyne i tobramycyne,
wystepujgce najczesciej jako sole kwasu siarkowego(VI) i kwasu
chlorowodorowego.

Specyficzna budowa chemiczna tych lekéw nie pozwala na ich
oznaczenie spektrofotometryczne, gdyz na ogét nie dajg sygnatéw, ktore
mozna rejestrowac w sposob bezposredni wspomniang metoda.

Przeprowadzone modyfikacje chemiczne przy uzyciu aldehydu
o-ftalowego, ninhydryny i fluoresceiny pozwolity uzyskaé potgczenia trwate
w opisanych warunkach analizy, ktére wykorzystano do oznaczania
badanych antybiotykow metodg spektrofotometrii pochodnej w zakresie
UViViIS.

W przypadku reakcji z aldehydem o-ftalowym powstajg produkty
kondensacji z udziatem grupy —NH2 i —CHO zwane zasadami Schiffa,
wykazujgce charakterystyczne widmo absorpcji o podobnym przebiegu dla
badanych antybiotykéw.

Sposréd przebadanych antybiotykow wykazano, ze gentamycyna,
kanamycyna, neomycyna, amikacyna i tobramycyna reagujg z aldehydem
o-ftalowym w réznych stosunkach molowych, w zaleznosci od liczby
posiadanych pierwszorzedowych grup aminowych.

Z wyjatkiem neomycyny i amikacyny, ktérych jedna czgsteczka
reaguje odpowiednio z sze$cioma i czterema molami aldehydu, pozostate
antybiotyki tworzg potaczenia w stosunku 1:5. Nie uzyskano
w opracowanych warunkach podobnych potgczen ze streptomycyng

i spektinomycyng.
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Fakt, ze wspomniane antybiotyki zachowujg sie inaczej niz pozostate
jest prawdopodobnie zwigzany z ich odmienng budowa.

Molowe wspotczynniki absorpcji € oraz a]:f’m réznig sie dla

poszczegolnych antybiotykdéw od najwiekszych w przypadku tobramycyny
do najmniejszych dla neomycyny. W przypadku gentamycyny, z uwagi na

1%
1cm*

brak danych odnosnie masy molowej, obliczono jedynie a

Widma  absorpcyjne dla  produktéw reakcji  antybiotykow
aminoglikozydowych z aldehydem o-ftalowym po przeksztatceniu
w pochodng D3 zwiekszajg selektywnosé oznaczen w poréwnaniu do
pomiarow metodg klasyczng, co tatwo =zauwazyC na przykfadzie
oznaczania gentamycyny obok estrow kwasu p-hydroksybenzoesowego
czy pozostatych antybiotykédw w obecnosci substanciji pomocniczych.

W reakcji z ninhydryng mierzono absorbancje barwnego produktu
bedgcego  wynikiem redukcji czgsteczki  ninhydryny, iloSciowo
rownowaznego w stosunku do oznaczanego antybiotyku.

Otrzymany produkt posiada charakterystyczne widmo absorpciji
w zakresie Swiatta widzialnego z dwoma maksimami przy dtugosci fali
A =401 nm i A = 567 nm. Ninhydryna reaguje z badanymi antybiotykami
aminoglikozydowymi w sposob typowy dla zwigzkow z pierwszorzedowymi
grupami aminowymi.

Wykazano, ze z jedng grupg —NH2 reagujg dwie czasteczki
ninhydryny tworzgc produkty reakcji powstate w procesie redukcji
potgczonej z wydzieleniem amoniaku i kondensacjg trzech zwigzkow:
ninhydryny, amoniaku i zredukowanej formy ninhydryny.

Produkty tej reakcji charakteryzujg wysokie wartosci absorpcji
wiasciwej oraz molowe wspotczynniki absorpcji, ktore pozwalajg zaliczy¢
opracowang metode do czutych, specyficznych i doktadnych, co wykazano
na przykladzie oznaczen wybranych antybiotykbw w preparatach
farmaceutycznych, gdzie postuzono sie pierwszg pochodng widm
absorpcyjnych D1.

Nalezy takze podkreslic, ze D1 jako pochodna widm absorpcji dla

badanych antybiotykdw daje mozliwosci analizy przy czterech réznych
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dtugosciach fali, przy ktérych wystepujg dobrze wyksztatcone maksima, co
pokazano na rysunkach 41 — 50.

Reakcje badanych antybiotykdéw z fluoresceing pozwalajg dokonac
modyfikacji ich  budowy, nadajagc im  charakter  potgczen
charakteryzujgcych  sie  zdolnoscig pochfaniania  promieniowania
w zakresie UV.

Otrzymane potgczenia zachowujg stabilnos¢ w roztworach a takze po
ich wydzieleniu w postaci statej.

Przebieg opisanej w pracy reakcji jest inny niz w przypadku
otrzymanych produktéw po reakcji z aldehydem o-ftalowym i ninhydryna.

W oparciu o wyniki 'THNMR mozna przypuszczaé, ze fluoresceina
tworzy z badanymi antybiotykami potgczenie o charakterze kompleksu
typu sandwiczowego, ktory powstaje w wyniku oddziatywan jonowych,
pomiedzy sprotonowang grupg aminowg a grupami fenolowymi
fluoresceiny.

Wyznaczone stosunki molowe dla skfadnikéw biorgcych udziat
w reakcji wynoszg od 1:1 do 1:4, w zaleznosci od rodzaju antybiotyku
i zwigzanych z nim grup aminowych.

Opracowane metody charakteryzujg sie wysokg czutoscig, dobrg
precyzjg i doktadnoscig oraz specyficznoscig, ktora jest szczegdlnie
istotng, kiedy analiza dotyczy preparatow farmaceutycznych obok
substancji pomocniczych, ktére mogg wptywa¢ na pomiary
spektrofotometryczne.

Czuto$¢ opracowanych metod, okre$lona na podstawie LOD, jest
poréwnywalna i miesci sie w granicach od 2,57-10* do 8,09-10** natomiast
granica oznaczalnosci od 7,29-10* do 2,4510°% 2z wyjgtkiem
streptomycyny, dla ktérej czuto$¢ jest najmniejsza. Podobnie wyglada
sprawa precyzji metod dla ktérych RSD nie przekracza 3,6% z wyjatkiem
tobramycyny w reakcji z ninhydryng (RSD = 4,99%). Odzysk bedgcy miarg
dokfadnosci mieéci sie w przedziale: dla reakcji z aldehydem o-ftalowym
od 0,07% do 2,52%, dla reakcji z ninhydryng od 0,41% do 5,08%
(kanamycyna), dla reakcji z fluoresceing od 0,50% do 2,67%.
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Wszystkie trzy omawiane metody spetniajg szeroki zakres liniowosci
od 0,001% do 0,012% (streptomycyna od 0,024% do 0,048%) przy dobre;j
korelacji r, ktora jest zawsze wieksza niz 0,99.

Nalezy podkresli¢, ze wybor metody spektrofotometrii pochodnej ma
szczegdlne uzasadnienie w odniesieniu do zwiekszenia precyzji
opracowanych metod w stosunku do pomiaréw absorbancji metodag
klasyczng, co tatwo mozna zauwazy¢ w przypadku oznaczenh
poszczegolnych antybiotykdw w preparatach farmaceutycznych.

Wyniki oznaczen badanych lekéw w réznych postaciach zachecajg do
wykorzystania omawianych metod dla potrzeb analizy rutynowej przy
kontroli  jakosci réznych preparatdw zawierajgcych  antybiotyki
aminoglikozydowe.

Na podkreslenie zastuguje rowniez stosunkowo krotki czas wykonania
oznaczenia w poréwnaniu do farmakopealnych metod mikrobiologicznych.

Reasumujgc mozna podkresli¢, ze przedstawione w niniejszej
rozprawie metody oznaczania antybiotykbw aminoglikozydowych
z wykorzystaniem spektrofotometrii pochodnej znaczgco poszerzajg
dotychczasowy stan wiedzy na temat analizy tych potgczen.
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WNIOSKI

1. Opracowano trzy nowe metody spektrofotometrii pochodnej do
oznaczania wybranych antybiotykéw po reakcji z aldehydem

o-ftalowym, ninhydryng i fluoresceina.

2.  Wykazano, ze produkty otrzymane w procesie modyfikacji
struktur  wyjsciowych antybiotykdw aminoglikozydowych
zmieniajg ich wiasciwosci fizykochemiczne, nadajgc im
zdolnosci pochfaniania promieniowania elektromagnetycznego
w zakresie UV i VIS.

3. Okreslono mechanizm reakcji oraz wyznaczono: molowe
stosunki reagentéw, wspotczynniki  absorpcji  wiasciwej

i molowe;.

4. Stwierdzono, ze modyfikacje podstawowej struktury badanych
antybiotykdw pozwalajg na zwiekszenie czutosci oznaczen

i specyficznosci metody.

5. Opracowane metody spetniajg kryteria walidaciji
w odniesieniu do precyzji, doktadnosci, liniowosci i czutosci

zgodnie z wymogami ICH.

6. Kazda z opracowanych metod moze by¢ wykorzystana do
szybkiego oznaczania wybranych do badan antybiotykéw
w preparatach farmaceutycznych, bedagc zarazem alternatywng

do czasochtonnych metod mikrobiologicznych.
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