

ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ
	ФС.0.0.0000

	ТОБРАМИЦИН

	Tobramycinum

	Tobramycin

	



	C18H37N5O9
	Mr 467,5

	[32986-56-4]
	


ОПРЕДЕЛЕНИЕ
4-O-(3-Амино-3-дезокси-α-D-глюкопиранозил)-2-дезокси-6-O-(2,6-диамино-2,3,6-тридезокси-α-D-рибо-гексопиранозил)-L-стрептамин.
Тобрамицин получают с использованием штаммов Streptomyces tenebrarius или другим способом.
Содержание: от 97,0 % до 102,0 % C18H37N5O9 в пересчёте на безводную и свободную от остаточных органических растворителей субстанцию.
СВОЙСТВА
Описание. Белый или почти белый порошок.
Гигроскопичен.
Растворимость. Очень легко или легко растворим в воде, легко растворим в формамиде, мало растворим в метаноле, очень мало растворим в этаноле 96 %.
ИДЕНТИФИКАЦИЯ
Первая идентификация: А.
Вторая идентификация: Б, В.
А. Ядерно-магнитный резонанс (ОФС «Спектроскопия ядерного магнитного резонанса»). 
Испытуемый раствор. Раствор испытуемого образца в дейтерия оксиде 100 г/л.
Раствор сравнения. Раствор фармакопейного стандартного образца тобрамицина для идентификации в дейтерия оксиде 100 г/л.
Получают 1H спектр испытуемого раствора, используя натрия 3-триметилсилилпропансульфонат в качестве внутреннего стандарта. Должны проявляться дублетный сигнал А при δ 5,1 ppm, мультиплетный сигнал В между δ 2,6 ppm и δ 4,0 ppm и мультиплетный сигнал C между δ 1,0 ppm и δ 2,1 ppm. Отношение интенсивности этих сигналов, A:B:C, должно составлять примерно 1:8:2.
Б. Жидкостная хроматография (ОФС «Высокоэффективная жидкостная хроматография»). Используют хроматограммы, полученные в испытании «Количественное определение».
Требование: На хроматограмме испытуемого раствора время удерживания основного пика должно совпадать со временем удерживания основного пика на хроматограмме раствора сравнения.
В. Тонкослойная хроматография (ОФС «Тонкослойная хроматография»).
Испытуемый раствор. 20 мг субстанции растворяют в воде и доводят объём раствора тем же растворителем до 5 мл.
Раствор сравнения (а). 20 мг фармакопейного стандартного образца тобрамицина для идентификации растворяют в воде и доводят объём раствора тем же растворителем до 5 мл.
Раствор сравнения (б). 4 мг фармакопейного стандартного образца неомицина сульфата и 4 мг фармакопейного стандартного образца канамицина моносульфата растворяют в 1 мл раствора сравнения (а).
Условия хроматографирования:
- ТСХ пластинка со слоем силикагеля;
- подвижная фаза: метиленхлорид – аммиака раствор концентрированный 25 % – метанол (17:33:50 об/об/об);
- реактив для детектирования: смесь равных объёмов 2 г/л раствора 1,3-дигидроксинафталина в этаноле 96 % и 460 г/л раствора серной кислоты концентрированной;
- наносимый объём пробы: 5 мкл;
- высушивание: в потоке тёплого воздуха;
- детектирование: опрыскивание реактивом для детектирования, нагревание при температуре 105 °С в течение 7,5±2,5 мин, просмотр в видимом свете.
Пригодность хроматографической системы (раствор сравнения (б)): 
- должны проявляться 3 чётко разделённых зоны адсорбции.
Требование: на хроматограмме испытуемого раствора должна проявляться основная зона адсорбции на уровне зоны адсорбции на хроматограмме раствора сравнения (а), соответствующая ей по положению, окраске и величине. 
Г. 5,0 мг субстанции растворяют в 5 мл воды, прибавляют 5 мл нингидрина раствора 0,1 % в этаноле 96 %, нагревают на водяной бане в течение 3 мин; должно появиться фиолетово-синее окрашивание.
ИСПЫТАНИЯ
Удельное оптическое вращение (ОФС «Оптическое вращение»). От +138 до +148 в пересчёте на безводное вещество. 
1,0 г испытуемого образца растворяют в воде и доводят объём раствора тем же растворителем до 25 мл.
рН раствора (ОФС «Ионометрия», метод 3). От 9,0 до 11,0 (10,0 % раствор).
Родственные примеси. Метод ВЭЖХ (ОФС «Высокоэффективная жидкостная хроматография»). 
Испытуемый раствор (а). 25,0 мг испытуемого образца растворяют в подвижной фазе и доводят объём раствора тем же растворителем до 25,0 мл.
Испытуемый раствор (б). 10,0 мл испытуемого раствора (а) доводят подвижной фазой до 100,0 мл.
Раствор сравнения (а). Содержимое флакона фармакопейного стандартного образца тобрамицина растворяют в соответствующем объёме подвижной фазы для получения концентрации 0,25 мг/мл.
Раствор сравнения (б). 1,0 мл раствора сравнения (а) доводят подвижной фазой до 100,0 мл.
Раствор сравнения (в). 1,0 мл раствора сравнения (а) доводят подвижной фазой до 50,0 мл.
Раствор сравнения (г). 10 мг фармакопейного стандартного образца канамицина B сульфата растворяют в 20 мл подвижной фазы. К 1 мл полученного раствора прибавляют 2 мл раствора сравнения (а) и доводят объём раствора подвижной фазой до 10 мл.
Раствор сравнения (д). 10,0 мл раствора сравнения (а) доводят подвижной фазой до 25,0 мл.
Примечание
Примесь A (канамицин B): 4-O-(3-амино-3-дезокси-α-D-глюкопиранозил)-2-дезокси-6-O-(2,6-диамино-2,6-дидезокси-α-D-глюкопиранозил)-L-стрептамин.
Примесь B (небрамин): 2-дезокси-4-О-(2,6-диамино-2,3,6-тридезокси-α-D-рибо-гексопиранозил)-D-стрептамин.
Примесь C (неамин): 2-дезокси-4-О-(2,6-диамино-2,6-дидезокси-α-D-глюкопиранозил)-D-стрептамин.
Условия хроматографирования:
- колонка: длиной 0,25 м и внутренним диаметром 4,6 мм, заполненная сополимером стирол-дивинилбензола с размером частиц 8 мкм и размером пор 100 нм;
- температура колонки: 55 °C;
- подвижная фаза: смесь, приготовленная из воды, свободной от углерода диоксида, содержащей 52 г/л натрия сульфата безводного, 1,5 г/л натрия октансульфоната, 3 мл/л тетрагидрофурана, стабилизированного бутилгидрокситолуолом, и калия дигидрофосфата раствора 0,2 М, предварительно доведённого 50 мл/л раствором фосфорной кислотой разведённой 10 % до pH 3,0. Дегазируют. 
- скорость подвижной фазы: 1,0 мл/мин;
- постколоночный раствор: натрия гидроксида раствор насыщенный, свободный от карбонатов, разведённый в 25 раз водой, свободной от углерода диоксида, подаваемый к элюату колонки безимпульсно с помощью полимерной смешивающей петли вместимостью 375 мкл;
- скорость постколоночного раствора: 0,3 мл/мин;
- детектор: пульс-амперометрический или эквивалентный ему с электрохимической ячейкой, включающей золотой индикаторный электрод, хлорсеребряный электрод сравнения и стальной вспомогательный электрод; устанавливают потенциалы +0,05 В для детектирования, +0,75 В для окисления и –0,15 В для восстановления с продолжительностью импульсов в соответствии с используемым инструментом; температура детектора 35 °С;
ВНИМАНИЕ: для предупреждения проблем, связанных с выпадением солей, электрохимическую ячейку желательно промывать ночью водой.
- температура автоматического пробоотборника: 4–8 °C;
- вводимый объём пробы: по 20 мкл испытуемого раствора (а) и растворов сравнения (б), (в) и (г);
- время хроматографирования: должно в 1,5 раза превышать время удерживания тобрамицина.
Относительное время удерживания (время удерживания тобрамицина – около 18 мин): примесь С – около 0,35; примесь B – около 0,40; примесь A – около 0,70.
Пригодность хроматографической системы:
- разрешение (RS): не менее 3,0 между пиками примеси А и тобрамицина на хроматограмме раствора сравнения (г); при необходимости регулируют концентрацию натрия октансульфоната в подвижной фазе;
- отношение сигнал/шум (S/N) не менее 10 на хроматограмме раствора сравнения (б).
Пределы содержания примесей:
- любая примесь: площадь пика любой примеси не должна превышать 2-кратную площадь основного пика на хроматограмме раствора сравнения (в) (1,0 %) и площадь не более 1 такого пика может превышать площадь основного пика на хроматограмме раствора сравнения (в) (0,5 %);
- сумма примесей: сумма площадей пиков всех примесей не должна превышать трёхкратную площадь основного пика на хроматограмме раствора сравнения (в) (1,5 %);
- неучитываемый предел: не учитывают пики с площадью менее площади основного пика на хроматограмме раствора сравнения (б) (0,25 %).
Остаточные органические растворители (ОФС «Остаточные органические растворители»).
2-Метил-1-пропанол (ОФС «Остаточные органические растворители»). Не более 1,0 % (м/м). Используют систему Б.
Вода (ОФС «Определение воды», метод 1). Не более 8,0 %. Для определения используют 0,3 г субстанции.
Сульфатная зола (ОФС «Сульфатная зола»). Не более 0,3 %. Для определения используют 1 г субстанции.
Тяжёлые металлы (ОФС «Тяжёлые металлы», метод 3Б). Не более 30 ppm. Определение проводят в зольном остатке, полученном после сжигания 0,33 г субстанции, с использованием эталонного раствора 1, или методом 12 с использованием 1 мл свинца стандартного раствора 10 мкг/мл.
Микробиологическая чистота. Испытуемый образец должен выдерживать требования испытания на микробиологическую чистоту.
Испытание проводят для нестерильных субстанций.
Стерильность (ОФС «Стерильность»). Испытуемый образец должен выдерживать требования испытания на стерильность.
Испытание проводят для стерильных субстанций.
[bookmark: _GoBack]Бактериальные эндотоксины (ОФС «Бактериальные эндотоксины»). Менее 2,0 МЕ. Испытание проводят в случае, если субстанция предназначена для использования в производстве лекарственных препаратов для парентерального применения, без последующей процедуры удаления бактериальных эндотоксинов.
КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ
Определение проводят методом ВЭЖХ (ОФС «Высокоэффективная жидкостная хроматография») в условиях испытания «Родственные примеси» со следующими изменениями:
- вводимый объём пробы: по 20 мкл испытуемого раствора (б) и раствора сравнения (д).
Рассчитывают процентное содержание тобрамицина.
ХРАНЕНИЕ
В герметично укупоренной упаковке.
Если фармацевтическая субстанция является стерильной, упаковка также должна быть стерильной и с контролем первого вскрытия.
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