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Separarea 1,4-benzodiazepinelor prin electroforeza capilara
micelara cu ajutorul ciclodextrinelor

Scopul lucrarii a fost elaborarea unei metode de electroforeza capilard pen-
tru separarea derivatilor de 1,4-benzodiazepinid (1,4-BZD) BZD sunt sub-
stante hidrofobe, neutre din punct de vedere electroforetic, la care cea mai
eficientd metodd de separare electroforeticd s-a dovedit a fi electroforeza
capilard micelard (ECM). Utilizand o solutie tampon formata din tetrabo-
rat de sodiu 25mM, dodecilsulfat de sodiu 50mM si 7,5% p-ciclodextrind
(B-CD), am reusit separarea a 8 dintre cei mai utilizati derivati de BZD. Pe
langa separare, am urmdrit de asemenea optimizarea conditiilor analitice si
validarea metodei. Astfel, am studiat influenta concentratiei de tetraborat de
sodiu, dodecilsulfat de sodiu, -CD si a pH-ul solutiei tampon asupra deter-
minarii. Utilizdnd aceeasi metoda, dar cu adaos de hidroxi-propil-p-CD, in
cazul oxazepamului, am reusit separarea chirala a enantiomerilor.
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A benzodiazepinek (BZD) az idegrendszerre hatd szerek
egyik legfontosabb és legnépesebb csoportjat alkotjak,
els6sorban szorongasgatld, anxiolitikus hatasuk alap-
jan, de altatdként, gorcsgatloként, az altalanos érzéste-
lenitésben, valamint izomrelaxansként is ismertek [4].
Jelenleg a terdpids gyakorlatban mintegy 50 vegytiletet
hasznalnak. Az 5. Eurdpai Gyodgyszerkonyvben (EPh 5)
[12] 15 BZD jellegli gyogyszervegyiilet hivatalos, mig a
X Roman Gyogyszerkonyvben (FR X) [13] 3 (diazepdm,
klérdiazepoxid, nitrazepdm).

Széleskort terapias alkalmazasuk alapjan értelmezhetd,
hogy a BZD-ek vizsgélata egyre Gjabb mddszereket igényel.
E modszerek soraban szerepel a kapillaris elektroforézis is,
mely hivatalos az EPh 5- ben [12].

A kapillaris elektroforézis (CE) fizikai vizsgalomodszer,
amely elektrolitoldatban adott

Separation of 1,4-benzodiazepine derivates by cyclodextrin
modified micellar elektrokinetic capillary chromatography

The aim of this work was to develop a capillary electrophoresis method for
the separation of 1,4-benzodiazepine (1,4-BZD) derivates BZD are hydropho-
bic substances, neutral from electrophoretic point of view; so the most effec-
tive method for their separation proved to be micellar elektrokinetic capillary
chromatography (MECC). Using a 25 mM sodium tetraborate, 50 mM sodium
dodecyl sulphate (SDS) buffer and 7.5% p-CD addition, we managed the base-
line separation of the 8 most frequently used BZD derivates. Beside separation
we also followed the optimization of the analytical parameters and the method
validation. The influence of sodium tetraborate, SDS, 3-CD concentrations and
the buffer pH upon the separation has been studied. Using the same optimized
method but with hydroxy-propyl-B-cyclodextrin, we managed the chiral separa-
tion of enantiomers for oxazepam.

WWW.emeogysz.ro

lektivitasanak fokozasara a pufferoldathoz feliiletaktiv anyago-
kat adagolnak (nétrium-dodecil-szulfat, SDS). Ezaltal micellak,
gombalaka toltéssel rendelkez$ aggregatumok képzddnek.
Ezen micelldk elektroforetikus vandorlasa az elektromos tol-
téssel rendelkezd részecskékhez hasonléan torténik [1, 2, 10,
11].

Anyag és modszer

Anyagok

8 kiillonboz6 szerkezeti 1,4-benzodiazepin szarmazékot
hasznaltunk: diazepdm, klérdiazepoxid, oxazepdm (Terapia
- Kolozsvar), alprazoldm, bromazepdm, flunitrazepdm,
medazepdm, nitrazepdm (Labormed — Bukarest) (1.4bra).
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nyabbnak [7, 8]. A mddszer sze-
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1. abra. A vizsgalt BZD-szarmazékok szerkezete
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Reagensek: metanol (Spektrum — 3 D Debrecen), natrium-
dodecil-szulfat — SDS (Fluka Chemika), natrium-tetraborét
(Reanal - Budapest), natrium-hidroxid 0,1 M (Fluka Chemika),
B-ciklodextrin, hidroxipropil- B-ciklodextrin (Merck).

Modszer

Késziilék: Hewlett Packard 3 DCE (Agilent) kapil-
laris  elektroforézis rendszer, kvarc kapillaris (CS-
Chromatographie): 50 mm bels6 atmérd, hosszusaga 64,5
cm (igazi hossza 56 cm).

Mindenik kapillarist hasznalat el6tt, 5 percig 0,1 M-os
natrium-hidroxid oldattal, vizzel 5 percig és végiil 5 percig
pufferoldattal mostuk.

A mintak injektélasa a hidrodinamikus mddszerrel tor-
tént a kapillaris andd fel6li végénél, 2 masodpercig alkalma-
zott 50 mbar nyomassal, a katdd a detektor oldalan helyez-
kedett el. A kapillaris hémérsékletét 25°C-on tartottuk, az
alkalmazott fesziiltség +25kV volt.

A detektalas az UV-abszorbancia mérésével tor-
tént 214 nm-en. A detektalasi modszer lehet6vé tette az
UV-spektrumok felvételét is, s ennek alapjan a vizsgalt
benzodiazepineket azonositottuk.

Az elektroforegramok regisztraldsa és kiértékelése a
Chemstatin 7.01 (Agilent) programmal tortént.

A probak és a puffer készitése

Tekintve, hogy a BZD-ek hidroféb jellegti anyagok, eld-
nyosebb olddszerként a metanolt hasznalni. Az oldatokat
(koncentraciéjuk 2-100 ppm), 0,45 mm atmérdjii sztir6fecs-
kendén vezettiik at és hitészekrényben 4 °C-on taroltuk.

Pufferoldat: 25 mM-os natrium-tetraborat és 50 mM-os
SDS, illetve B-CD kiil6nb6z6 aranyban.

Eredmények megbeszélése

A 8 BZD-szarmazék elvélasztisa mellett a modszer
optimaldsat és validalasat is szem el6tt tartottuk. Ennek
érdekében tanulmanyoztuk a puffer egyes komponensei
koncentracidjanak (natrium-tetraborat, SDS, B-CD) és a
pH szerepét.

A nétrium-tetrabordt koncentraciot valtoztatva médosul
a vizsgalt vegytiletek vandorlasi ideje is. Az ionkoncentracid
novelésével a vandorlasi id6k is novekednek, valoszintileg
az elektroozmoétikus aramlds csokkenése miatt. Az SDS-
koncentracié névelésével a BZD-ek vandorlasi ideje né a

micellaris oldas kovetkeztében, hasonloképpen a modszer

1. tablazat. Az elvélasztdsi médszer analitikai jellemz6i

vandorlasi idé [perc]

0 25 5 75 10 126 16

€D koncentracio [%]

2. abra. A vandorldsi id6 véltozdsa a (D koncentracid fiiggvényében
(1-bromazepdm, 2-nitrazepam, 3-flunitrazepdm, 4-klordiazepoxid, 5-
alprazolam, 6-oxazepam, 7-diazepdm, 8-medazepam)

szelektivitasa is.

A hasonlé szerkezeti és hidrofébicitasi BZD szétva-
lasztdsara tekintve, hogy elektroforetikus vandorlasuk is
hasonlé mértékd, a SDS - hasznalata nem elegendé. Ennek
megoldasdra szerves mddositok (metanol, acetonitril), vagy
ciklodextrinek (B, y-CD) hasznalatara van sziikség.

A CD-ek gytirtis oligozaharidok kiilsé feliiletiik hidrofil,
mig a belsé iregiik feliilete hidroféb jellegt, igy hidroféb
kolesonhatasokkal képesek mas vegytiletekre befogadasara.
Hasznalatuk olyan vegytiletekre vonatkozik, melyek mére-
titk alapjan beférnek a CD iiregébe. Az tireg mérete a CD
szerkezetében levé glitkoz egységek szamatol fugg (B-CD
esetén 7). A természetes CD-ek elektroforetikus szempont-
bdl semlegesek, hidrofilek, igy azonos sebességgel vando-
rolnak az elektroozmétikus aramlattal.

Az egyes vegyliletekkel alkotott komplexeik vandorlasi
sebessége eltér a szabad molekulatdl, a nagyobb moltomeg
miatt. Kovetkezésképpen a CD iranti affinitas novekedésé-
vel csokken a vizsgalt vegyiilet elektroforetikus mobilitasa
[10,11].

A MCE esetében, a CD nincs kélcsonhatdsban a micel-
lakkal, a kiils6 felitletének hidrofil jellege miatt. A vandor-
lasi sebesség az oldott anyag micella és CD kozti megoszla-
satol fugg.

A CD koncentraciéjanak novelésével a vandorldsi id6, az
elektroozmotikus dramlas csokkenése volt észlelhetd (2.abra).
Nagyobb CD - koncentraciok esetén novekedik az iiregben

Vegyiilet Vdndorldsi idé (perc) RSD vdndorldsi idé6 (%) RSD csuics alatti tertilet(%) Kimutatdsi hatdr (mg/I)
Bromazepam 5,014 0,21 0,54 1,16
Nitrazepam 5,250 0,20 0,42 0,89
Flunitrazepam 5,450 0,24 0,56 1,03
Kloérdiazepoxid 6,500 0,21 0,48 0,84
Alprazolam 7,850 0,18 0,58 0,58
Oxazepdm 7,692 0,15 0,56 0,53
Diazepdm 8,471 0,22 0,88 1,14
Medazepam 8,597 0,22 0,98 1,20
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2. tablazat. Regresszids egyenletek és a korrelacids egyiitthatok

Vegyiilet Regresszios egyenlet Korreldcios egytitthato

Bromazepdm y = 0,5421x + 0,4044 0,9911
Nitrazepdm y = 0,8557x + 1,2956 0,9917
Flunitrazepam y = 0,6149x + 1,0969 0,9796
Klérdiazepoxid y = 0,8654x + 1,069 0,9878
Alprazolam y =0,9818x + 2,2377 0,983

Oxazepdm y =0,9861x + 2,1885 0,9881
Diazepdm y = 0,4861x + 0,5299 0,9913
Medazepam y =0,503x + 0,5147 0,9912

valé oldodas mértéke s igy a vegyiilet az elektroozmotikus
aramlassal vandorol. A vandorlasi sorrendnek 6sszhangban
kellene lennie a vegyiiletek SDS - jelenlétében valé komp-
lex-képzd hajlamaval. A révid vandorlasi idejti vegyiilet erd-
sebben kotédik a CD tiregében, mint a hosszabb vandorlasi
idé6vel rendelkezé.

Megallapitottuk, hogy a vandorlasi id6k novekednek a
pH csokkenésével de viszonylag allandé értéket mutatnak
pH 8-10 intervallumban (3. abra).

A legkedvezdébb eredményeket a 7,5% P-CD-t tartal-
mazé 25 mM-os natrium-tetraborat és 50 mM-os SDS
pufferoldattal értiikk el. Ilymddon sikeriilt a vizsgalt
vegyiileteket féloran beltli idétartam alatt elvélaszta-
ni a kovetkez6 sorrendben: bromazepam, nitrazepam,
flunitrazepam, klérdiazepoxid, alprazolam, oxazepam,
diazepam, medazepam (4. abra)

Ismeretes, hogy a 3-hidroxi 1,4-BZD szarmazékok
(oxazepam, lorazepam) kiralis vegyiiletek [4]. A kidolgo-
zott MCE - modszeriinket haszndlva, 25 mM nétrium-
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3. abra. A vandorldsi id6 valtozdsa a pufferoldat pH-janak fiiggvényében

7
id6 [perc]

4. abra. Benzodiazepin szarmazékok MCE elvalasztdsa. 25mM natrium-
tetrabordt, 50 mM SDS, 7,5% B-(D pufferoldathan
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tetraborat, 50 mM SDS és 5% hidroxipropil-p-CD tartalmu
pufferrel az oxazepam enantiomerjeit is sikeresen elvélasz-
tottuk (5. abra). A hidroxipropil-p-CD-t csokkentve a hid-
rofob vegytilet kolcsonhatdsat a micellakkal igen jelentds
sztereospecifitassal rendelkezik.

A modszer validalasa

A modszer értékelésénél kiszamitottuk a vandorlasi id6k, a
csucs alatti teriiletek relativ standard deviaciojat (RSD), vala-
mint a kimutatasi hatart [5,9]. Az igy kapott értékek a modszer
precizitasat és érzékenységét bizonyitjak (1. tablazat)

A kalibracios gorbéket is megrajzoltuk és meghatéroztuk
a regresszids egyenleteket és a korrelcids egyiitthatokat. A
kapott értékek a mddszer megfeleld j6 linearitdsat bizonyit-
jak (2. tablazat).
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5. abra. Oxazepam enantiomerek szétvalasztasa

Kovetkeztetések

A kapillaris elektroforézis a joval gyakrabban alkalmazott
kromatografids modszerek megbizhat6 és hatékony alter-
nativdja. A kidolgozott mddszer més BZD-szarmazékok
szétvalasztasaban is hasznos lehet és felhasznalhat6 e ve-
gytletek bioldgiai mintakbol valé kimutatasara is.
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