Analiza dyfuzji antybiotykéw
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i interferometrii laserowej
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tykoéw z 1% agarozy, o minimalnym stezeniu
poczatkowym 0,25-1 mg/ml. Dla oznaczen
metoda interferometryczng, wyznaczone do-
$wiadczalnie stezenie minimalne dla wszyst-
kich antybiotykéw wynosi 0,05 mg/ml. Po-
nadto zaobserwowano réznice w charakterze
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Streszczenie

W pracy dokonano analizy kinetyki dy-
fuzji ampicyliny, ciprofloksacyny, streptomy-
cyny i kolistyny z zelu agarozowego, metoda
spektrofotometrii oraz interferometrii lasero-
wej. Gléwnymi elementami uktadu interfero-
metrycznego s3 interferometr Macha-Zehn-
dera, laser He-Ne, uklad zelowy oraz kamera
CCD wspolpracujaca z komputerowym sys-
temem obrdbki obrazéw interferencyjnych.
Uktad zelowy zlozony jest z dwoch kuwet.
Przedzial dolny wypelniono 1% agaroza oraz
roztworami antybiotykow w zakresie stezen
poczatkowych 0,12-1 mg/ml do pomiaréw
spektrofotometrycznych, oraz 0,05-0,5 mg/
ml do pomiaréw wedtug powyzszego uktadu
interferometrycznego. Analizowano kinety-
ke dyfuzji antybiotykéw do przedziatu gor-
nego wypetnionego 1 ml wody przez 40 min.
z interwalem czasowym At = 120 s, z zastoso-
waniem obu technik.

Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, zZe metoda spektrofotometrycz-
na pozwala na ocene kinetyki dyfuzji antybio-

kinetyki uwalniania antybiotykéw z nosnika
zelowego analizowane obiema technikami.
Podsumowujac, metoda interferometrii la-
serowej pozwala na analize kinetyki dyfuzji
substancji nie w petni rozpuszczalnych w wo-
dzie takich jak kolistyna, w przeciwienstwie
do metody spektrofotometryczne;j.

Stowa kluczowe: interferometria laserowa, spek-
trofotometria, dyfuzja, antybiotyki, agaroza

Analysis of Antibiotic Diffusion
from Agarose Gel by Spectro-
photometry and Laser
Interferometry Methods

Summary

The aim of this study was to analysis of
antibiotics (ampicilin, streptomycin, cipro-
floxacin or colistin) release from agarose gel
by spectrophotmetry and laser interferometry
methods. The interferometric system consisted
of a Mach-Zehnder interferometer with a He-
Ne laser, TV-CCD camera, computerised data
acquisition system and a gel system. The gel
system under study consists of two cuvettes.
We filled the lower cuvette with an aqueous
1% agarose solution with the antibiotics at ini-
tial concentration of antibiotics in the range
of 0.12-2 mg/ml for spectrophotmetry analy-
sis or 0.05-0.5 mg/ml for laser interferometry
methods, while in the upper cuvette there was
pure water. The diffusion was analysed from
120 to 2400 s with a time interval of At = 120
s by both methods.
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We observed that 0.25-1 mg/ml and 0,05
mg/ml are minimal initial concentrations
detected by spectrophotometric and laser
interferometry methods, respectively. Addi-
tionally, we observed differences in kinetic
of antibiotic diffusion from gel measured by
both methods. In conclusion, the laser inter-
ferometric method is a useful tool for studies
of antibiotic release from agarose gel, espe-
cially for substances are not fully soluble in
water, for example: colistin.

Key words: laser interferometry, spectropho-
tometry, diffusion, antibiotics, agarose

WPROWADZENIE

Uzyskanie optymalnej dawki leczniczej substan-
cji aktywnych biologicznie w ustroju czlowieka, do
ktérych naleza antybiotyki, jest jednym z najwaz-
niejszych czynnikéw warunkujacych skutecznos¢
farmakoterapii. W zwigzku z tym ocena farmakoki-
netyki antybiotykow jest jedng z wazniejszych deter-
minant efektu biologicznego, tj. eliminacji patogenu
chorobotworczego. Czas uzyskania i stezenie dawki
letalnej antybiotykéw w ptynach ustrojowych nalezg
do podstawowych parametréw, okreslajacych powo-
dzenie antybiotykoterapii oraz niwelujacych ryzyko
nabywania opornosci na antybiotyki przez mikro-
organizmy. Ocena zmian ilo$ciowych stezenia an-
tybiotyku uwolnionego z jej no$nika, moze wiec by¢
elementem bezposrednio zwigzanym ze skuteczno-
$cig terapii na etapie jej planowania. Korelacja bio-
logicznego czasu poltrwania antybiotyku, jego ilosci
uwalnianej z nosnika w czasie czy tez parametrow
biofizycznych wchlaniania w ukfadzie pokarmo-
wym, pozwala na optymalizacje antybiotykoterapii,
tj. uzyskanie dawki bdjczej wobec bakterii czy grzy-
boéw chorobotworczych.

Jedng z podstawowych metod analitycznych
stosowanych w ocenie dostepnosci farmaceutycznej
lekow, wedlug wymogéw Farmakopei Polskiej VIII
jest spektrofotometria [1]. Ponadto w analizie iloscio-
wej lekdw w surowicy, moczu czy tez optymalizacji
dawki lekéw, stosuje sie¢ wysokosprawng chromato-
grafie cieczowa (ang. High Performance Liquid Chro-
matography; HPLC), spektrofluorymetrie, metode
kolorymetryczng oraz testy mikrobiologiczne [2].

W niniejszej pracy przedstawiono zastosowanie
techniki interferometrii laserowej jako nowej meto-

dy, pozwalajacej na oceng ilosciowa kinetyki dyfuzji
antybiotykéw z nosnika zelowego. Jako uktad mode-
lowy zastosowano antybiotyki: ampicyline, strepto-
mycyne, ciprofloksacyne oraz kolistyne stabilizowa-
nych w agarozie jako ich no$niku zelowym. Wyniki
badan otrzymane metodg interferometrii laserowej,
poréwnano z wynikami badan otrzymanymi techni-
ka spektrofotometryczna.

Metoda interferometrii laserowej zostala wy-
korzystana przez autoréw we wczesniejszych ba-
daniach, m. in. nad tworzeniem kompleksow koli-
styny z lipopolisacharydem (LPS) Proteus vulgaris
025 [3], oraz oddziatywaniem LPS Proteus mirabi-
lis S1959 i jego mutantéw R110 i R45 z chitozanem
i kolistyng w obecnosci saponin naturalnych [4, 5].

Powyzsze wyniki pomiaréw otrzymane z uzy-
ciem interferometru laserowego, zestawiono z wyni-
kami uzyskanymi przy uzyciu mikrobiologicznych
metod hodowlanych, techniki dot blot, testu LAL,
mikroskopii elektronowej, wirowania w gradien-
cie sacharozy oraz metod umozliwiajacych ocene
toksycznosci heteropolimerdw in vivo. Technika ta
pozwala réwniez na ocene¢ wplywu zmiennego pola
grawitacyjnego, na dyfuzje zwigzkéw chemicznych
w ukladach zelowych [6]. Powyzsze wyniki badan
wskazujg na wysoka czulo$¢ oraz przydatnos¢ tech-
niki interferometrii laserowej w badaniu dyfuzji
zwiazkow chemicznych, w tym antybiotykéw am-
fililowych jak kolistyna, co moze mie¢ znaczenie
w ocenie dostepnosci farmaceutycznej lekéw nie
w pelni rozpuszczalnych w wodzie.

MATERIAL I METODY
Odczynniki chemiczne

W pracy do$wiadczalnej zastosowano ampicyli-
ne i streptomycyne firmy Polfa Tarchomin S. A (Pol-
ska), ciprofloksacyne firmy KRKA (Slowenia) oraz
kolistyne firmy Fluka (Niemcy).

Roztwory ampicyliny, streptomycyny, ciproflok-
sacyny oraz kolistyny przygotowywano w wodzie
podwdjnie dejonizowanej zaréwno w analizie z wy-
korzystaniem techniki interferometrii laserowej, jak
réwniez spektrofotometrii. Antybiotyki stabilizo-
wano w zelu agarozowym firmy SERVA (Niemcy).
Zastosowano agaroze o wysokim stopniu czystosci
majacy zastosowanie w preparatyce kwasow nukle-
inowych oraz technikach analitycznych: temperatu-
ra zelowania (1,5%) - 307-311 K, wspolczynnik elek-
troendoosmozy (EEO) - 0,05-0,13).
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Analiza spektrofotometryczna

Pierwszym etapem analizy bylo przygotowanie se-
rii roztworéw wodnych antybiotykéw: ampicyliny, ko-
listyny, streptomycyny oraz ciprofloksacyny w zakresie
stezen 0,24-4 mg/ml. Do 0,5 ml wodnego roztworu
ampicyliny, ciprofloksacyny, streptomycyny lub koli-
styny o stezeniach 0,25 mg/ml, 0,50 mg/ml, 1,0 mg/ml,
2 mg/ml lub 4 mg/ml dodano 0,5 ml wodnego roztwo-
ru 2 % agarozy schlodzonej do 40°C po wczesniejszym
ogrzaniu (100°C, 5 min.). Mieszaning 1% agarozy i an-
tybiotyku o koncowym stezeniu z zakresu 0,12-2 mg/
ml wypelniono kuwete o wymiarach wewnetrznych:
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wysokos$¢ 10 mm, szeroko$¢ 10 mm i pozostawiono na
15 min w temperaturze 295 K. Nastepnie po umieszcze-
niu kuwet w spektrofotometrze UV-Vis firmy Thermo
Scientific, wypelniono kuwete 1 ml wody i dokonano
pomiaru absorbancji powyzej warstwy zelowej przez
40 min. z interwalem czasowym At = 120 s.

Pomiary wykonano przy dlugosciach fal maksy-
malnych dla kazdego z antybiotykéw, ustalonych do-
$wiadczalnie na podstawie widm absorbancji w za-
kresie 200-1100 nm. Dla roztworu agarozowego am-
picyliny, kolistyny, streptomycyny i ciprofloksacyny
wybrano odpowiednio dlugosci fal: 286 nm, 284 nm,
296 nm i 368 nm, co przedstawia rycina 1. Analize
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Ryc. 1. Widma absorbancji ampicyliny, ciprofloksacyny, streptomycyny i kolistyny o stezeniach 1 mg/ml zmie-
rzone w zakresie 200-1100 nm. Na wykresach podano wartosci dtugosci fal, odpowiadajace maksymalnej ab-
sorbancji dla poszczegdlnych antybiotykdw oraz ich strukturalne wzory chemiczne

F1G. 1. Absorption spectra of ampicilin, ciprofloxacin, streptomycin or colistin at concentrations 1 mg/ml mea-
sured in the range of wavelengths 200-1100 nm. Chemical structures of antibiotics and maximal values of ab-
sorbance for each antibiotics were presented on figure
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przeprowadzono w warunkach izotermicznych dla
T =295 + 0,3 K. Jako graniczng warto$¢ mierzalng
absorbancji przyjeto 0,02.

Analiza interferometryczna

Iloé¢ antybiotyku N(f), tj. ampicyliny, ciproflok-
sacyny, streptomycyny lub kolistyny dyfundujacej
z 1% agarozy po czasie f, wyznaczono na podstawie
profili stezeniowych C(x,) zgodnie z zaleznoscia:

N()=S§ j C(x,1)dx, )

0

Gdzie: C(x,t) oznacza stezenie antybiotyku
w punkcie odleglym o x od powierzchni zel-woda
po uplywie czasu t, | jest wysokoscig kuwety pomia-
rowej, S — powierzchnia zel-woda.

Profile stezeniowe zostaly uzyskane metoda in-
terferometryczng. W metodzie tej wykorzystuje si¢
liniowq zalezno$¢ wspdlczynnika zatamania $wiatta
przez roztwor od stezenia roztworu. Przepuszczajac
wigzke $wiatla spdjnego przez badany roztwdr anty-
biotyku, a nast¢pnie doprowadzajac do jej interferen-
cji z wigzka odniesienia, otrzymuje si¢ odpowiednie
prazki interferencyjne, ktorych przebieg uwarunko-
wany jest wspdtczynnikiem zalamania roztworu.

Jesli badany roztwor jest jednorodny, prazki te sg
réwnolegte, natomiast zakrzywiaja si¢, gdy pojawia
sie gradient stezenia. Mierzac odchylenie prazka od
linii prostej, mozna na podstawie znajomosci wspot-
czynnika proporcjonalnosci a pomiedzy stezeniem
i wspolczynnikiem zalamania $wiatla, wyznaczy¢
stezenie substancji w danym punkcie. Wspolczynnik
proporcjonalnosci a dla ampicyliny, ciprofloksacyny,
streptomycyny oraz kolistyny wynosi odpowiednio
11,59 x 10° mol/m?®, 6,60 x 10> mol/m?, 8,65 x 10°
mol/m?3, 2,92 x 10> mol/m>.

Schemat ukfadu pomiarowego przedstawiono
na rycinie 2A. Gléwnymi elementami tego ukladu sg
interferometr Macha-Zehndera, laser He-Ne, uklad
zelowy oraz kamera CCD wspotpracujaca z kom-
puterowym systemem obrobki obrazéw interferen-
cyjnych. Program komputerowy skanuje obszary
przymembranowe obrazéw interferencyjnych i okre-
$la w kazdym punkcie odchylenie prazka d(x,f) od
jego biegu prostoliniowego. Stezenie roztworu w tym
punkcie jest okreslane na podstawie zaleznosci:

Ad(x,1)
T

gdzie: Cy — poczatkowe stezenie antybiotyku, h - od-
leglos¢ miedzy prazkami w obszarze, w ktérym sa

C(x,t)=C,+a )
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Ryc. 2. Schemat ukladu pomiarowego (A), ukladu zelowego (B) oraz przyktadowy interferogram, bedacy przed-

miotem analizy matematycznej. Opis w tekscie

F1G. 2. Experimental set-up (A) of the interferometric investigations of the transport processes in a gel system (B)
and example of obtained interferograms (C). The description of scheme is present in text
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one réwnolegte, A - dtugosé¢ fali $wiatla lasera, f -
grubo$¢ warstwy roztworu w kuwecie pomiarowe;j.

Uklad zelowy (rycina 2B) skladal si¢ z dwoch
kuwet ze szkta optycznego o wysokiej jednorodnosci.
Do 0,5 ml wodnego roztworu ampicyliny, ciproflok-
sacyny, streptomycyny lub kolistyny o stezeniu 0,1
lub 1 mg/ml dodano 0,5 ml 2 % agarozy schtodzonej
do 40°C po wczesniejszym ogrzaniu (100°C, 5 min.).
Mieszaning 1% agarozy i antybiotyku o koncowym
stezeniu 0,05 mg/ml lub 0,5 mg/ml, wypetniono dol-
ng kuwete o wymiarach wewnetrznych: wysokos¢
17 mm, szerokos$¢ 10 mm i pozostawiono na 15 min.
w temperaturze 295 K. Nastepnie gérng kuwete o wy-
miarach wewnetrznych: wysoko$¢ 70 mm, szeroko$¢
10 mm, grubo$¢ 7 mm wypetniono 1 ml wody.

Powyzszy uklad zelowy umieszczono w ukla-
dzie interferometrycznym i dokonano pomiaru przez
40 min. z interwalem czasowym At = 120 s. Pomiar
dyfuzji wykonano przez 40 min. zaréwno z wykorzy-
staniem interferometru, jak réwniez spektrofotome-
tru, poniewaz na podstawie wczesniejszych wynikow
stwierdzono, iz juz po czasie 20 min. uklad osiaga
faze stacjonarna procesu dyfuzji [3-6]. Analize prze-
prowadzono w warunkach izotermicznych dla T =
295+ 0,3 K.

WYNIKI BADAN I OMOWIENIE

Wyniki wczesniejszych prac z zastosowaniem
uklfadu interferometrycznego do badania ilosci an-
tybiotyku uwalnianego z no$nika zelowego, wskazu-
ja na wysoka czulos$¢ oraz przydatnos¢ tej techniki
w naukach biologicznych. Szczegdlne znaczenie ma
zastosowanie techniki interferometrycznej w bada-
niu dyfuzji antybiotykéw nie w pelni rozpuszczal-
nych w wodzie jak kolistyna. Antybiotyk ten naleza-
cy do grupy polimyksyn (polimyksyna E) ma budo-
we amfifilowa: dekapetyd polaczony z reszta kwasu
tluszczowego (ryc. 1) [3]. Wyniki uzyskane z zastoso-
waniem metody interferometrii laserowej, pozwalaja
dodatkowo m. in. na wnioskowanie dotyczace cha-
rakteru oddzialywania saponin lub chitozanu z li-
popolisacharydami bakteryjnymi (LPS), posrednio
poprzez ocene dyfuzji kolistyny z komplekséw z LPS
[3-5].

Technikg standardowa stosowang w naukach
biologicznych w ocenie ilo$ci substancji na podstawie
absorpcji promieniowania w funkcji dtugosci fali, jest
obecnie spektrofotometria. Podstawowymi zaletami
tej metody jest jej czulo$¢, precyzja oznaczen oraz se-
lektywno$¢. Oznaczenia ilosciowe spektrofotometrii
maja charakter metod poréwnawczych, np. pomiar

absorbancji roztworu badanego o nieznanym ste-
zeniu i absorbancji roztworu wzorcowego (krzywej
wzorcowej), na podstawie ktérych mozna wyznaczy¢
stezenie nieznane wedlug prawa Lamberta-Bera [7].

Celem niniejszej pracy bylo wiec poréwnanie
obu technik w celu oceny kinetyki uwalniania anty-
biotykéw: ampicyliny, ciprofloksacyny, streptomycy-
ny lub kolistyny z zelu agarozowego. Przestankami
do poréwnania obu technik byly zaréwno wplyw
rozpuszczalnosci antybiotykéw na wynik pomiaru,
jak réwniez jego zasada i podstawy teoretyczne, co
moze mie¢ znaczenie na czulo$¢ pomiaru kinetyki
procesu dyfuzji, jako niewielkich zmian stezenia an-
tybiotykéw w czasie.

Na rycinie 3 przedstawiono analize spektro-
fotometryczng dyfuzji antybiotykow o stezeniach
poczatkowych w zakresie 0,12-2 mg/ml z 1% aga-
rozy zmierzonej przy diugosciach fal odpowiednio
286 nm, 368 nm, 296 nm i 284 nm. Na podstawie
uzyskanych wynikéw i analizy regresji liniowej dla
poszczegolnych stezen stwierdzono, Ze metoda spek-
trofotometryczna pozwala na ocene kinetyki dyfuzji
ampicyliny, ciprofloksacyny, streptomycyny oraz ko-
listyny z 1% agarozy o minimalnych poczatkowych
stezeniach, odpowiednio dla poszczegélnych anty-
biotykéw na poziomie: 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25
mg/ml oraz 1 mg/ml.

Analize interferometryczng dyfuzji antybioty-
kéw badano dla ich stezen poczatkowych 0,05 i 0,5
mg/ml. Na rycinie 4 przedstawiono analiz¢ inter-
ferometryczng dyfuzji antybiotykéw o stezeniu po-
czatkowym 0,05 mg/ml z 1 % agarozy. Na podstawie
uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze metoda inter-
ferometryczna pozwala na ocene kinetyki dyfuzji
wszystkich badanych antybiotykéw z 1% agarozy
o minimalnym st¢zeniu poczatkowym 0,05 mg/ml.

Krzywe kinetyki uwalniania antybiotykow z ze-
lu agarozowego uzyskane metodg interferometrycz-
ng, maja przebieg typowy dla dyfuzji analizowanej
na poziomie makroskopowym. W poczatkowe;j fazie
procesu dyfuzji obserwujemy szybkie narastanie ilo-
$ci uwolnionej substancji. Nastepnie, ze wzrostem
polaryzacji stezeniowej ukladu, szybko$¢ uwalniania
substancji zmniejsza si¢ w miare, jak uklad osiaga
coraz nizsza energie swobodng. Natomiast w przy-
padku analizy dyfuzji antybiotyku z Zelu agarozowe-
go z zastosowaniem metody spektrofotometrycznej,
krzywa kinetyki ma raczej charakter prostoliniowy.

W obu przypadkach, tzn. przy zastosowaniu za-
réwno metody spektrofotometrycznej jak réwniez
interferometrycznej, zaobserwowano najlepsza pod
wzgledem ilosciowym czulo$¢ pomiaru dytfuzji odpo-
wiednio dlaampicyliny, ciprofloksacyny, streptomycy-
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Ryc. 3. Analiza spektrofotometrycz-
na dyfuzji ampicyliny, ciprofloksacyny,
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o 0.12 mg/ml (R'=0.2611)

4 0.5 mg/ml (R?=0.9406)

range of 0.12-1 mg/ml) determined by
the absorbance measurement at 286 nm,
368 nm, 296 nm and 284 nm, respective-
ly. Linear regression and coefficient R?

Streptomycyna

were denote on assays

DDDDDD

1]

Absorbancja (296 nm)
L

6 8

Czas (min)

e 2.0 mg/ml (R*=0.0992)
o 0.25 mg/ml (R*=0.8835)

= 1.0 mg/ml (R*=0.9678)
5 0.12 mg/ml (R*=0.5272)

ny i kolistyny z 1% Zelu agarozowego. Czulos¢ techniki
spektrofotometrycznej okresla molowy wspdtczynnik
absorpcji (¢). W zwiagzku z tym minimalne stezenie
antybiotyku mozna obliczy¢ na podstawie wyrazenia:

G

gdzie: A — absorbancja, ¢ - molowy wspoélczynnik ab-

sorpcji, M — masa molowa antybiotyku, k=10 stala.
Przy zalozeniu, ze minimalna zmierzona war-

tos¢ absorbancji wynosi A=0,02, grubos¢ kuwet 1 cm

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

4 0.5 mg/ml (R?=0.8979)

oraz ¢=10* (charakterystyczne dla aparatéw $redniej
klasy), masa molowa ampicyliny M=349,406 g/mol,
minimalne st¢Zenie obliczone na podstawie wyraze-
nia (3) wynosi ¢=0,698 ug/ml. Zgodnie z powyzszym
réwnaniem minimalne stezenia teoretyczne dla ci-
profloksacyny, streptomycyny oraz kolistyny wyno-
sz3 odpowiednio 0,663 pg/ml, 1,163 ug/ml oraz 2,311
pg/ml.

W opisanych w pracy eksperymentach zaobser-
wowano jednak najlepsza czuto$¢ metody spektrofo-
tometrycznej na poziomie 0,25 mg/ml w przypadku
ampicyliny, oraz najstabszg — dla roztworu kolistyny
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8

Ciprofloksacyna

DC)CIDD?:I
§ 3833 s

g

Absorbancja (368 nm

Ryc. 3. cd.
F1G. 3. cd.

o
g
=1

8

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Czas (min)

e 2.0 mg/ml (R*=0.7345)  m 1.0 mg/ml (R'=0.8576)
o 0.25 mg/ml (R*=0.8685) 0 0.12 mg/ml (R*=0.4434)

36 38 40

4 0.5 mg/ml (R*=0.9909)

Eom Kolistyna
C 0,160
<t o= hd
00 0,140
N
0120
AL
o
& 0100
©
L0 o080
—
e |
2 0080
‘tomo
0,020 =1
O d M
0,000 R
U2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Czas (min)

e 2.0 mg/ml (R*=0.9507) m 1.0 mg/ml (R'=0.9743)
o 0.25 mg/ml (R=0.9736) © 0.12 mg/ml (R"=0.2419)

na poziomie 1 mg/ml. Poréwnanie wynikéw obliczen
na podstawie réwnania (3) z danymi doswiadczalny-
mi wskazuje na rozbieznosci, ktére moga wynikac
m. in. z rozpuszczalno$ci antybiotykéw w zapropo-
nowanym spektrofotometrycznym ukladzie badaw-
czym.

W przypadku interferometrii rejestrowana jest
cala przestrzen kuwety, a staba rozpuszczalnos¢
substancji, np. kolistyny poprzez obecnos¢ kwaséw
tluszczowych polaczonych z dekapeptydem w struk-
turze chemicznej czgsteczki antybiotyku, poprawia
czulo$¢ metody. Z kolei detekcja ugiecia prazkow

4 0.5mg/ml (R*=0.9861)

przez system komputerowy obrobki obrazéw inter-
ferencyjnych, uwarunkowana jest wspdtczynnikiem
zalamania roztworu dodatnio skorelowanym z hy-
drofobowoscig substanciji.

Jedng z istotnych zalet metody spektrofotome-
trycznej w przeciwienstwie do interferometrii, jest
jej selektywno$¢ skorelowana z czutoscia. Potaczenie
spektrofotometrii i fluorymetrii w przypadku soli
sodowej ampicyliny wyznakowanej pochodng kwasu
sulfonowego, zwigksza dodatkowo czulo$¢ metody
z zakresu 2-80 pg/ml do 1,5 pg/ml. Powyzsze zna-
kowanie pozwala na wybidrcza detekcje w bardzo
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7
® (0,05 mg/ml amplicylina (R'=0,979)
6. ® 0,05mg/mi ciprofloksacyna (R*=0,9452)
® 0,05 mg/ml streptomycyna (R*=0,9751)
54 0,05 mg/ml kolistyna (R*=0,8978)

N(t) x 10°[g]

Ryc. 4. Analiza interferometryczna dyfuzji
ampicyliny, ciprofloksacyny, streptomy-
° cyny i kolistyny o stezeniu poczatkowym
0,05 mg/ml z 1 % agarozy. Na wykresach
przedstawiono regresje liniowa na podsta-
wie wynikéw dla poszczegolnych stezen
antybiotykéw i podano warto$¢ wspol-
czynnika regresji liniowej R?

F1G. 4. Interferometric analysis of am-
»  picilin, ciprofloxacin, streptomycin or
colistin diffusion from 1% agarose gel
(initial concentration of antibiotics 0.05
mg/ml). Linear regression and coeffi-

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Czas [min.]

niskim zakresie stezen. Jednak zastosowanie znacz-
nika wydatnie zwigksza mase czgsteczek ampicyliny,
a ewentualny pomiar ich kinetyki dotyczy komplek-
séw z barwnikiem, a nie natywnych molekul anty-
biotyku.

WNIOSKI

1. Metoda interferometrii laserowej, pozwala na
analize uwalniania antybiotykéw z no$nika ze-
lowego w nizszym zakresie stezen niz spektrofo-
tometria.

2. Technika interferometrii laserowej, umozliwia
badanie dyfuzji zwigzkéw nie w pelni rozpusz-
czalnych w wodzie jak leki amfifilowe, np. koli-
styna.

Projekt zostal sfinansowany ze $srodkéw Narodo-
wego Centrum Nauki nr. N N304 275540.
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