
 

 

QUANTIFICAZIONE DI ANTIBIOTICI INIBITORI COMPOSITI β-

LATTAMICI / β -LATTAMASI CON NMR DA BANCO A 60 MHZ 

Breve storia della penicillina 

1896 – Ernest Duchesne nota le proprietà antibatteriche della muffa. 

1928 – Alexander Fleming stava studiando la Staphylococci quando trovò la cultura morta dopo la 

contaminazione con la muffa. Attribuisce questo alla penicillina. 

1930 – Test iniziali di farmaci su pazienti selezionati 

Anni ’40 – Merck & Co. Producono in massa la penicillina per la guerra 

1945 – Inizia ad essere osservata la resistenza batterica 

Attività della penicillina 

La penicillina è un antibiotico attivo dovuto all’abilità di indebolire la parete cellulare dei batteri. La parete 

cellulare è composta da un’alternanza di legami tra N-acetilglucosammine e acido N-acetilmuramico. I legami 

di acido muramico hanno tetrapeptidi penzolanti composti da (L-alanine, D-glucosamine, L-lysine e D-

alanine) che può formare un reticolo tra le righe. Gli antibiotici β-lattamici prevengono la formazione di 

reticoli, lasciando le cellule batteriche vulnerabili ad un attacco. [1] Tuttavia, c’è un enzima (β-lattamasi) 

naturalmente presente che può idrolizzare l’anello β-lattamico, lasciandolo inefficace. 

 

Sviluppo delle penicilline 

1) Derivatizzazione 

 



2) β-lattamasi inibitori 

 

Antibiotici compositi 

 

Esempio di dati 1H NMR dalla famiglia delle penicilline 

 



 

Strumenti software di conferma strutturale 

Nonostante gli effetti di secondo ordine, ci sono diversi pacchetti software che possono essere utilizzati per 

verificare la struttura e identificare le impurità. 

 

 

Analisi composizionali relative 

Spettri 1H NMR sovrapposti delle miscele piperacilline-tazobactam variando le relative concentrazioni per 

l’uso nella quantificazione automatica e manuale. 



 

Integrazione manuale 

Anche se la risonanza 1H delle piperacilline-tazobactam si sovrappone, ci sono regioni distintive che possono 

essere integrate per ogni componente. Abbiamo scelto i picchi 2CH=CH dall’anello tazobactam triazolico e i 

5 CH aromatici dall’anello benzolico monosostitito nelle piperacilline. 

L’integrale normalizzato di ogni regione può essere utilizzato per determinare la percentuale di peracilline in 

una soluzione d6-DSMO. Questo è stato fatto per una serie a concentrazione nota (0, 30, 40, 60, 70 e 100% 

piperacillina) e con un’iniezione di miscela sconosciuta per determinare l’accuratezza e la linearità di questo 

esperimento qNMR.  

L’iniezione della miscela è risultata essere 83.11% piperacillina : 16.88% tazobactam. Questo è molto in 

accordo con il rapporto conosciuto della miscela iniettata preparata all’82.3 : 17.7%. 

 



Analisi automatizzata 

 

Una volta che il metodo è stato stabilito, chiunque può determinare la concentrazione o la percentuale 

relativa semplicemente schiacciando il bottone verde “analyze”. 

 

 

Per semplificare le analisi di 

routine qNMR, osserviamo anche 

il rapporto piperacilline : 

tazobactam usando il Mnova’s 

Simple Mixture Analysis (SMA). 

Questo permette all’operatore di 

velocizzare le analisi e di facilitarle 

per i non esperti. 


