Két homolog szerkezetii fluorokinolon szarmazék elvalasztasa kapillaris
elektroforézissel

Simon Brigitta', Hancu Gabriel? Gyéresi Arpad?
'Pharmafarm, Marosvasarhely, Nagykereskedelmi Kzponti Lerakat, 2Marosvasarhelyi Orvosi és Gyogyszerészeti Egyetem, Gydgyszerészeti Kémiai Tanszék

Separarea a doua fluorochinolone cu structura similara prin
metoda electroforezei capilare

Grupa chinolonelor cuprinde o serie de agenti antibacterieni sintetici
dupa modelul acidului nalidixic, un derivat de naftiriding, introdus
pentru tratamentul infectiilor tractului urinar in anul 1962. Ca rezul-
tat al cercetdrilor extinse structurd — activitate, s-a ajuns la compusi
cu potentd ridicatd, spectru de activitate extins, proprietati de absorb-
tie si distributie imbunététite. Acesti analogi moderni sunt uneori cla-
sificati separat ca fiind fluorochinolone, toti membrii grupului avand
in comun un 6-fluoro substituent. Pe parcursul experimentelor noas-
tre am studiat doi derivati de fluorochinolond cu structura si carac-
teristici chimice asemandtoare: ciprofloxacina si norfloxacina. Scopul
cercetdrilor noastre a fost elaborarea unei metode pentru separarea,
respectiv identificarea simultani celor doi compusi. In acest scop am
ales electroforeza capilard, tinand cont de faptul ca permite o separare
rapidd i necesitd cantitdti mici de probd. Separarea cea mai eficienta
s-a realizat cu solutie tampon continand 25mM tetraborat de sodiu,
100 mM dodecilsulfat de sodiu si 100 mM acid boric, in intervalul de
pH = 7,9 - 8,3. Ordinea de migrare a celor doi compusi este: cipro-
floxacina §i norfloxacind. Pentru a studia influenta parametrilor de
lucru asupra separdrii s-a studiat efectul voltajului aplicat, a tempera-
turii, respectiv a timpului i presiunii de injectare. Cresterea tensiunii
respectiv a temperaturii a condus la scaderea timpilor de migrare;
conditiile de injectare influentdnd doar in micd masura timpii de
migrare. S-au verificat si unii parametrii analitici ai metodei, avand ca
scop demonstrarea reproductibilitatii respectiv linearitatii metodei.
Cuvinte cheie: fluorochinolone, ciprofloxacind, norfloxacind, electroforeza
capilard
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A kinolonok szintézis utjan nyert, Gram-negativ kéroko-
zokra hatékony, széles korben alkalmazott antibakterialis
vegyliletek. A fluortartalma vegytiletek joval széle-
sebb hatasspektrummal rendelkeznek mint az &ket
megel6z6  kinolin-szarmazékok. A  fluorokinolonok
kozé tartozik az 1978-ban bevezetett norfloxacin, az
ofloxacin, a ciprofloxacin (1981), a pefloxacin (1982),
illetve a lomefloxacin (1985). Az utolsé generacios
fluorokinolonok nemcsak hagyuti fertézések kezelésére
alkalmasak,hanem szisztémas fert6zések esetében is siker-
rel adagolhatok. Kisérleteink soran a fluorokinolonok két
fontos, hasonszerkezetli képvisel6jét tanulmanyoztuk, a
ciprofloxacint és a norfloxacint (1.4bra) [8].

A fluorokinolonok gyengén oldédnak vizben, viszont
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Separation of two homologous fluoroquinolone derivatives by
capillary electrophoresis

Quinolones include a number of synthetic antibacterial agents, mod-
elled on nalidixic acid, introduced in therapy in 1962 for the treat-
ment of urinary tract infections. As a result of extensive structure-
activity research, highly potent compounds with extended spectrum
of activity and improved absorption and distribution properties were
synthesised. These modern analogues are classified separately as flu-
oroquinolones, because all group members share a 6-fluoro substitu-
ent. In our experiments we studied two fluoroquinolone derivatives:
ciprofloxacin and norfloxacin, compounds with similar structure and
chemical properties. The aim of our study is the development of an
analytical method, which allows the simultaneous separation and
identification of these compounds. In order to achieve the separa-
tion, we have chosen capillary electrophoresis, a method which gains
ground in the analysis of pharmaceutical substances. The buffer solu-
tion containing 25 mM sodium tetraborate, 100 mM sodium dodecyl
sulfate and 100 mM boric acid permitted an efficient separation in
the pH interval of 7,9-8,3, the migration order being: ciprofloxacin
and norfloxacin. In order to improve the separation, we studied the
influence of the applied voltage, temperature and the injection pres-
sure and duration. The increase of the applied voltage and tempera-
ture resulted in the decrease of the migration times. The injection
parameters don't have a significant influence on the migration times.
Some analytical parameters of the method have also been checked
out, in order to demonstrate the reproducibility and linearity of the
method.

Keywords: fluoroquinolones, ciprofloxacin, norfloxacin, capillary electro-
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aranylag jol oldddnak lipofil olddszerekben. Kémiai
szempontbdl amfoter vegyiiletek; a szildrd anyagok iker-
ion formédban vannak jelen (7,4-es pH-ndl 84%-ban). Két
pKa értékkel rendelkeznek. A pKa, értéke dltaldban 5,5-
6,3 kozott van és a 3-as pozicidban levo karboxil csoport-
nak tulajdonithaté. A 7-es pozicié nitrogénje a bazikus
jelleget befolyasolja; ezt a heterociklus jelenléte (pirolidin,
piperazin gytir(i) fokozza. Amfoter jellegiiknek koszon-
het8en, a fluorokinolonok savas és lugos kozegben is
ionizélnak, ezért elvélasztisuk savas és lugos kémhatasu
puffer jelenlétében is lehetséges.

Az Eurdpai Gyogyszerkonyv [13] azonositasukra
és mennyiségi meghatdrozasukra a magas nyomasu
folyadékkromatografias modszert (HPLC) irja el6; a
szakirodalmi forrasok is legtobbszor erre a modszerre
hivatkoznak; a kapillaris elektroforézist ritkdbban alkal-
mazzdk. Kisérleteink célja egy alternativ analitikai mdd-
szer kidolgozasa, két széles korben alkalmazott, homoldg
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1. tablazat. A ciprofloxacin és norfloxacin elvalasztasa valtozo borsav tartalmd tompité oldatok jelenlétében (migracids iddk; csticsszélesség; felbontds)

Migrdcids id6 (perc)

Csticsszélesség (perc)

H,BO,

(mM) A cp(t) NOR(t) cIP (w) NOR (w,) Felbontds
0 9,07 5,22 5,22 0,10 0,10 0,00
45 8,52 7,33 7,76 0,15 0,19 2,57
90 8,11 7,99 8,47 0,13 0,12 3,66
135 7,89 8,67 9,03 0,10 0,09 3,72
180 7,68 8,90 9,33 0,08 0,07 5,48
225 7,65 9,15 9,43 0,07 0,08 3,67
270 7,61 9,23 9,47 0,07 0,08 3,21

2, tablazat. A ciprofloxacin és norfloxacin elvalasztasa valtozé acetonitril
tartalmd tompité oldatok jelenlétében (migracids iddk; cscsszélesség;
felbontds)

Migrdcids idé (perc)  Csticsszélesség (perc)

ACN% Felbontds
CIP(t) NOR(t) CIP(w,) NOR(w,)
20 7,23 7,78 0,13 0,13 4,20
40 4,63 4,87 0,06 0,08 3,39
60 4,29 4,45 0,05 0,07 2,72
80 3,92 4,03 0,05 0,08 1,73

fluorokinolon szarmazék - a ciprofloxacin (CIP) és a
norfloxacin (NOR) - azonositasara és elvalasztasara. Erre
a célra a kapillaris elektroforézist alkalmaztuk, figyelembe
véve, hogy ez a modszer nagy felbontdsu elvélasztast tesz
lehet6vé, gyors és nem igényel nagy mennyiségti minta-
kat [2,3,7,8,9,10,11,13].

Anyag és modszer

Kisérleteink soran az Antibiotice gydgyszergyar jovolta-
bélbeszerzett ciprofloxacint és norfloxacint tanulmanyoz-
tuk. A vizsgélatok céljara a ciprofloxacin-hidrokloridot
vizben, a norfloxacint acetonitrilben oldottuk és 1 g/l
toménységli torzsoldatokat készitettiink. A két torzsol-
datbdl 10 mg/100 mL-es toménységu, keverék oldatot
készitettiink, amelyet a mérések kozott hideg helyen térol-
tuk. Reagensként analitikai tisztasdgu borsavat, natrium-
tetraboratot (NaTB) - Merck, natrium-dodecil-szulfatot
(NaDDS) - Merck, acetonitrilt (ACN) és 0,1M-o0s ndtri-
um-hidroxid oldatot hasznaltunk.

Meéréseinket az Agilent 6100 CE (Hewlett Packard)
késziilékkel végeztiik; 50 cm hosszisagu, 50 um atmérdji
kapillarist alkalmaztunk. A detektalas az UV-abszorbancia
mérésével tortént 210 és 220 nm-es hullimhosszon. Az

elektroforegramok rogzitésére, feldolgozasara és az ada-
tok kiértékelésére az Agilent Chemstation szamitogépes
programot hasznaltuk [12]. A pufferoldat kémhatasanak
mérése az Inolab Terminal 740 pH-méterrel tortént.

A mintdk injektaldsa hidrodinamikus modszerrel
tortént, a kapillaris andd fel6li végénél; a katod a detek-
tor oldalan helyezkedett el. Az injektalas id6tartama 5
masodperc; az injektalasi nyomas 30 mBar. Az alkalma-
zott kapillaris fesziiltség 25 kV, a hdmérséklet 25°C. A
szennyezOdések eltavolitasara minden 1j mérési sorozat
eldtt a kapillarist 0,1M-os NaOH oldattal mostuk 15 per-
cig; az egyes mérések el6tt pedig az alkalmazott tompito
oldattal 5 percig.

A kapillaris elektroforézis [2, 4, 5, 13] alapelve az elekt-
romos toltéssel rendelkezd részecskék eltéré vandorlasa
egy tompit6 oldatban, elektromos fesziiltség hatasdra, az
eltérd vegyérték/ionméret fiiggvényében. Minél nagyobb
ez az arany, a vegyiilet vadndorlasi sebessége annal
nagyobb.

Atanulmanyozott vegyiiletek elvalasztasaraa micellaris
kapilléris elektroforézis bizonyult a leghatékonyabbnak.
Ebben az esetben az elvalasztas a részecskéknek az elektro-
lit és a micellak kozotti megoszlasan alapszik. Feliiletaktiv
anyagként natrium-dodecil-szulfatot haszndltunk; ennek
jelenlétében olyan micelldk képz6dnek, melyek feliilete
negativ toltést, belsé része pedig hidroféb [1, 4, 6, 10].

Eredmények

Kisérleteink sordn kiilonb6z8 Osszetétell és toménységili
tompito oldatokkal probalkoztunk. Elsé 1épésben kiilon-
b6z toménységl natrium-tetraborat oldattal, illetve
nétrium-tetraborat és natrium-dodecil-szulfat tartalmu
oldatokkal probéltuk elvalasztani a két vegytiletet. Azt
tapasztaltuk, hogy 25-100 mM-os natrium-tetraborat
oldatokat haszndlva, a két fluorokinolon elvalasztdsa nem
lehetséges. A tovabbiakban feliiletaktiv anyag alkalmaza-
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3. tablazat. Reproduktibilitds tanulmanyozasa: migracids iddk és cstics alatti
teriilet

Csucs alatti teriilet (mA) Migrdcids id6 (perc)

Minta
szama Cipro- Norflo- Cipro- Norflo-
floxacin xacin floxacin xacin
1 45,754 54,246 4,251 4,478
2 46,443 53,557 4,297 4,533
3 46,005 53,995 4,350 4,597
4 46,055 53,945 4,380 4,638
5 46,285 53,715 4,408 4,670
6 46,208 53,793 4,419 4,686
7 46,351 53,650 4,419 4,688
8 46,769 53,231 4,447 4,721
szamtani
kozép- 46,28 53,72 4,40 4,67
aranyos
standard - 5 0,31 0,07 0,08
devidcio
ST% 0,66 0,57 1,54 1,81

saval probalkoztunk. Tovabbi méréseink soran allandé
natrium-tetraborat koncentracié mellett (25 mM), val-
toz6 koncentraciéju natrium-dodecil-szulfat oldatot
hasznaltunk (25-100 mM). Elvélasztast ebben az esetben
sem értiink el.

Mivel a fluorokinolonok ionizacidja pH-fiiggs, ezért
a 25 mM NaTB és 100 mM NaDDS tartalmu oldathoz
0,5M-os H,BO, oldatot adtunk, fokozatosan novekvé
mennyiségben. Minden igy nyert tompité oldat pH-jat

Norfloxacin

1. bra. A tanulmdnyozott vegyiiletek szerkezeti képlete
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4, tablazat. Linearitds tanulményozdsa

Csucs alatti tertilet (mA)

Koncentrdcié
(mg/100 ml) cP NOR
20 49,92 58,91
10 31,63 35,87
8 21,46 24,03
6 18,08 19,88
4 12,98 13,90
2 9,02 9,30
1 6,42 6,47
egyenes meredeksége 2,3331 1,2054
tengely metszéspontja 4,3583 -1,6902
korrelacios egytitthatd 0,9928 0,9998
standard hiba 1,99 0,39
LOD 2,56 0,98
LQD 8,54 3,25

megmértiik. Elképzelésiink sikeresnek bizonyult, a leg-
jobb elvalasztast a 7,6-8,5-as pH intervallumban tapasz-
taltuk. A pH tovabbi csokkentése nem noveli az elvalasz-
tas hatékonysagat, s6t a borsav mennyiség novekedése a
tompitd oldatban a két fluorokinolon egyiittes migraci-
6jahoz vezet. A tompitd oldat toménységének novekedé-
sével egyidében a migracids idék is meghosszabbodnak.
A kiilonboz6 osszetételli tompité oldatok jelenlétében mért
migraciods idéket és a felbontas értékét az 1. tablazatba foglal-
tuk. Az igy nyert elektroforegramok a 2. abran lathatdak. A
felbontds kiszamitasara az alabbi képletet hasznaltuk [4]:

R — 2(t2 _tl)
W1+W2

Ciprofloxacin
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2. abra. A ciprofloxacin és norfloxacin elvalasztasa 25 mM natrium-tetrabordt, 100 mM natrium-dodecil-szulfat és ndvekvg bérsav mennyiség jelenlétében (1-6

elektroforegramok)

Akovetkezdlépésekben 25 mM NaTB,100 mM NaDDS
és 100 mM H,BO, tartalmu tompitd oldatot hasznaltunk.
Ehhez az oldathoz szerves modositoként acetonitrilt
adtunk és az elvalasztds hatékonysagit kovettik. Azt
tapasztaltuk, hogy acetonitril jelenlétében is elvalaszthatd
a két fluorokinolon szdrmazék; azonban a szerves oldo-
szer koncentracidjanak névekedése a migracios idék és
az elvalasztas hatékonysaganak csokkénéséhez vezet.

A modszer optimizalasa céljabdl a kapilldris fesziilt-
ségét és hémérsékletét, illetve az injektdldsi nyomdst és
ennek idétartamdt médositottuk. Ugy taldltuk, hogy az
elvélasztds szempontjabol a kovetkezd kisérleti koriil-
mények optimadlisak: kapillaris fesziiltség 25 kV, kapilld-
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ris hémérséklet 25°C, injektalasi nyomas 30 mBar és az
injektalas id6tartama 5 s.

A mddszer teljesit6képességének kiértékelésére meg-
hataroztuk a reproduktibilitist és a linearitdst, a migracios
id6k és a csucs alatti teriilet mérésével. Az eredményeket
a 3., illetve 4. tablazatba foglaltuk.

Megbeszélés, kovetkeztetések
A két homoldg szerkezett fluorokinolon szarmazék elva-
lasztasa a 7,9-8,3-as pH intervallumban tapasztalhato,

tompito oldatként 25mM natrium-tetraborat és 100 mM
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natrium-dodecil-szulfat tartalmd oldatot alkalmazva,
valtozé mennyiségii 0,5M-os borsav oldat jelenlétében.
A vandorlasi sorrend a kovetkezd: ciprofloxacin és
norfloxacin. Szerves modosit6 — acetonitril - jelenlétében
is megfigyeltitk a két fluorokinolon szarmazék elvalasz-
tdsat.

A Kkidolgozott modszer egy kevésbé koltséges
alternativa a fluorokinolonok elvalasztdsara, a szakiro-
dalomban joval gyakrabban leirt HPLC-vel szemben.
Figyelembe véve a tanulmanyozott vegyiiletek homolog
szerkezetét és azt, hogy a szakirodalomban kevés olyan
modszert [9] irtak le, amely alkalmas a ciprofloxacin és
norfloxacin elvalasztasara; kidolgozott modszeriink ilyen
vonatkozasban 4j lehetGséget jelent.
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