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Separarea antibioticelor beta-lactamice prin electroforeza
capilara

Tot mai multe cercetari au ca obiect identificarea si determinarea canti-
tativa a substantelor antibacteriene care polueaza mediul inconjuritor.
Acesti compusi ajung, sub formé de metaboliti, forme conjugate sau sub-
stante medicamentoase nemetabolizate, in apd, aer si sol. Sursa principald
de poluare o formeazi unitatile spitalicesti; de aici provin aproximativ
40% din antibioticele care ajung in mediul inconjurétor. Deoarece trans-
formarea lor metabolici este in jur de 50-60%, ajung cantitati relativ mari
de antibiotice in mediu. Avand in vedere utilizarea extinsa a beta-lactame-
lor in terapia umana §i animald, prezenta lucrare are ca obiect de studiu
elaborarea unei metode de separare a patru compusi: benzilpeniciling,
amoxiciling, oxacilina §i ampiciling, in perspectiva analizei unor probe
colectate din mediu. Tn acest scop am ales electroforeza capilard, tinand
cont de faptul ca permite o separare rapida si necesitd cantitati mici de
proba. Aparatura utilizata este Agilent Capillary Electrophoresis System;
detectia se face in lumina UV la 210 respectiv 220 nm. Salvarea, prelucra-
rea si interpretarea rezultatelor obtinute s-a realizat cu ajutorul softului
Chemstation. Separarea cea mai eficienta s-a realizat cu solutie tampon
continand 25mM de tetraborat de sodiu respectiv 100 Mm dodecilsulfat
de sodiu. Ordinea de migrare a acestor compusi este: amoxicilind, ampi-
ciling, benzilpenicilina si oxacilind. Pentru a studia influenta parametri-
lor de lucru, s-au variat tensiunea §i temperatura intracapilard, timpul i
presiunea de injectare respectiv pH-ul solutiei tampon.
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Az utolso évtizedben egyre tobb tanulmdny témdja a kérnye-
zetbe keriil6 antibakterialis szerek kimutatasa és mennyiségi
meghatdrozasa. Ezek a gyogyszeres anyagok metabolitok,
konjugalt formak vagy nem metabolizalt vegyiiletek form4-
jaban a vizbe, talajba jutnak. A {6 szennyezd forrast a kor-
hézak képezik - a kornyezetben taldlhat6 antibiotikumok
kozel 40%-a innen szarmazik. Mivel lebomlasuk mértéke
50-60%-ra tehetd, érthet6 hogy a kornyezetbe jut6 antibioti-
kumok mennyisége szamottevo [6].

Mivel az antibiotikumok leggyakrabban alkalmazott
csoportjat a béta-laktam szerkezetl vegyiiletek képviselik,
jelen munkankban 4 penicillin szarmazék (amoxicillin,
ampicillin, benzilpenicillin és oxacillin, 1. dbra) kimutatd-
sara dsszpontositottunk.

Ezeknek a vegytileteknek a szétvélasztdsara a kapillaris
elektroforézist alkalmaztuk, figyelembe véve azt, hogy ez
a mddszer gyors, nagy felbontdsu elvalasztast tesz lehe-
tévé és kis mennyiségti mintdkat igényel [3, 5].
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Separation of beta-lactam antibiotics by capillary electrophoresis

Many studies are based on the identification and separation of the
polluting antibacterial substances. These compounds reach the envi-
ronment (water, air, soil) in form of metabolites, conjugated and / or
unmetabolized forms. The main pollution source is represented by
hospitals, as these units supply about 40% of the antibiotics that reach
the environment. As their metabolic transformation has a rate of
about 50-60%, these compounds are eliminated in the environment
in relatively high quantities. Taking into account the extended utiliza-
tion of the beta-lactams in the human and veterinary therapy, the aim
of the authors was to elaborate a method for the separation of four
compounds: benzilpenicillin, amoxicillin, oxacillin and ampicillin. In
order to achieve a fast separation, we chose capillary electrophoresis.
The analysis was performed on the Agilent Capillary Electrophoresis
System equipped with an UV-detector. The acquisition, analysis and
interpretation of the results was performed by the Chemstation soft-
ware. The buffer solution containing 25 mM sodium tetraborate and
100 mM sodium dodecyl sulfate permitted the most efficient separa-
tion of the four compounds, the migration order being: amoxicillin,
ampicillin, benzilpenicillin and oxacillin. In order to study the influ-
ence of the work parameters, we modified the intracapillary tension
and temperature; the injection time and pressure and the pH of the
buffer solution was modified as well.
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Kisérleteink célja 4 béta-laktam szerkezetdi antibio-
tikum elvalasztasa vizes oldataikbol (benzilpenicillin,
amoxicillin, oxacillin és ampicillin) és egy olyan analitikai
modszer kidolgozasa amely lehetévé teszi ezek azonosita-
sat kornyezeti mintakban.

Anyag és modszer

A kapillaris elektroforézis gyors és nagy felbontdsd ana-
litikai moédszer, amelynek alapelve az elektromos toltés-
sel rendelkezd részecskék eltéré vandorlasa egy tompitd
oldatban, elektromos fesziiltség hatasdra. A vegyiiletek
elvélasztdsa az eltéré vegyérték / ionméret aranyokon
alapszik. Minél nagyobb ez az arany, a vegytilet vandor-
lasi sebessége annal nagyobb. A tanulmanyozott vegyii-
letek elvalasztdsara a micellaris kapillaris elektroforézis
bizonyult a leghatékonyabbnak, ahol az elvélasztds a
részecskéknek az elektrolit és a micellak kozotti megosz-
lasan alapszik. A feliiletaktiv tulajdonsdgokkal rendel-
kezd natrium-dodecil-szulfat hozzdadasa olyan micellak
képzbédését eredményezi, melyek feliilete negativ toltést,
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1. abra. A tanulmdnyozott vegyiiletek képlete

bels6 része pedig hidroféb [1,4,7,9].

Kisérleteink soran az Antibiotice Iasi gyogyszergyar
jovoltabol beszerzett 4 penicillin szarmazékot tanulma-
nyoztuk: natrium-benzilpenicillin, amoxicillin-trihidrat,
natrium-oxacillin monohidrat és ampicillin-trihidrat.
Mivel a vizsgalt vegyiiletek vizben olddédnak, minden
antibiotikumbol, illetve ezek keverékébdl 1 g / L tomény-
ségli torzsoldatokat készitettiink, melyeket a mérések
kozott hideg helyen taroltuk.

Reagensként analitikai tisztasdgu bdrsavat, natrium-
tetraboratot (NaTB), natrium-dodecil-szulfatot (NaDDS)
és 0,1M-os natrium hidroxid oldatot hasznaltunk.

Meéréseinket az Agilent 6100 CE (Hewlett Packard)
késziiléken végeztiik; 50 cm hosszisagu, 50 pm atmérdji
kapillarist alkalmaztunk. A detektalas UV-abszorbancia
mérésével tortént 210 és 220 nm-es hullimhosszon. Az
elektroforegramok rogzitésére, feldolgozasara és az ada-
tok kiértékelésére az Agilent Chemstation adatfeldolgozd
szamitogépes programot alkalmaztuk [10].

A tompité oldat kémhatasanak mérése Inolab Terminal
740 pH-méterrel tortént.

A mintak injektaldsa hidrodinamikus médszerrel tor-
tént, a kapillaris anod fel6li végénél, 5 masodpercig alkal-
mazott 30 mBar nyomassal, a katéd a detektor oldalan
helyezkedett el; a kapillaris fesziiltsége 25 kV, hémérsék-
lete 25°C a mérések sordn. A szennyezddések eltavolita-
sara minden mérési sorozat el6tt a kapillarist 0,1 M-os
NaOH oldattal mostuk 15 percig; az egyes mérések el6tt
pedig az alkalmazott tompité oldattal 5 percig.

Eredmények

Egy gyors és hatékony elvalasztasi modszer kidolgozasa
érdekében, killonbo6z6 Gsszetételil és toménységli tompitd

Amaxidllin ot

oldatokkal probalkoztunk. Erre a célra valtozé tomény-
ségli natrium-tetraborat oldatokat, illetve natrium-
tetraborat és natrium-dodecil-szulfat tartalmu oldatokat
alkalmaztunk.

Azt tapasztaltuk, hogy kiillonb6z6é toménységii (25
mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM) nétrium-tetrabordt tom-
pité oldatokat hasznalva, a 4 béta-laktam antibiotikum
elvilasztasa kis hatékonysagu. A vizsgalt vegyiiletek
kozl az ampicillin és az amoxicillin két esetben egytitt
vandorol, elvalasztasuk nagyon gyenge. A tompit6 oldat
toménységének novekedésével egyidében a migracios
id6k is meghosszabodnak.

Az elvalasztas hatékonysaganak novelésére feliiletaktiv
anyag alkalmazdsaval probalkoztunk. Méréseink soran
allandé nétrium-tetraborat koncentrdcio mellett (25
mM), a natrium-dodecil-szulfat koncentracidjat valtoz-
tattuk (25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM). Megfigyeltiik,
hogy a feliiletaktiv anyag koncentracidjanak novekedése
elGsegiti a 4 vizsgalt antibiotikum elvalasztasat. A leg-
jobb eredményeket a 25 mM natrium-tetraboratot és 100
mM natrium-dodecil-szulfatot tartalmazé tompité oldat
jelenlétében nyertitk. A kiilonbozé sszetételli tompitd
oldatok jelenlétében mért migracios id6ket a 1. tablézatba
foglaltuk.

Modszeroptimizalds céljabol az el6z6 1épésben kiva-
lasztott tompitd oldat (25 mM nétrium-tetraborét és 100
mM natrium-dodecil-szulfit tartalma oldat) jelenlétében,
akapillaris fesziiltségét és hGmérsékletét,illetve az injekta-
lasi nyomast és ennek id6tartamat médositottuk. Allandé
hémérséklet mellett, a kapillaris fesztiltségének novelése a
migracids id6k csokkenéséhez vezetett. Allando fesziiltség
mellett, a hémérséklet novelése hasonlé modon befolya-
solja a migracids idGket. Az injektédlasi koriilmények val-
toztatdsanak (id6tartam, nyomds) befolyasa kismértekd.
Eredményeinket a 2. tablazatba foglaltuk.
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1. tablazat. Kiilonboz6 6sszetételd tompitd oldatok jelenlétében mért migrdcids iddk

Tompito oldat

Migrdcios idé (perc)

Amoxicillin Ampicillin Benzilpenicillin Oxacillin
NaTB 25 mM 2,97 2,97 3,04 3,12
NaTB 50 mM 3,72 3,77 3,85 4,09
NaTB 75 mM 4,01 4,07 4,16 4,52
NaTB 100 mM 3,38 3,38 3,52 3,52
NaTB 25 mM + DDS 25 mM 3,38 3,38 3,52 3,52
NaTB 25 mM + DDS 50 mM 3,50 3,59 3,64 3,75
NaTB 25 mM + DDS 75 mM 3,68 3,68 3,86 4,11
NaTB 25 mM + DDS 100 mM 3,41 3,85 4,36 5,12
A tompité oldat pH-jénak befolyasit az elvalasztds Megbeszélés

hatékonysagara a migracios id6k véltozasaval kovettiik. A
méréseket pH=7-10,5 -0s tartomanyban végeztiik, a tom-
pité oldat kémhatasat 1M-os boérsav oldat illetve 0,1M
NaOH oldat hozzaaddsaval moédositottuk. A migracios
id6k véltozasa a pH fliggvényében a 2.abran lathato.

A reproduktibilitas tanulmdnyozasira egy mérési
sorozatot készitettiink; a migracios id6ket, a csucsok
magassagat és a cstcs alatti tertilet értékeit kovettiik.
Kozéparanyost és standard devidciét szamoltunk. Az
igy mért paraméterek kozeli értékeket vettek fel, amint a
standard deviacié 1% alatti értéke is igazolja.

A penicillin szdrmazékok vizsgalatira az Eurdpai
Gyogyszerkonyv [11] a magas nyomasu folyadék kroma-
tografiat (HPLC) irja el8; a béta-laktam antibiotikumok-
kal kapcsolatos szakirodalmi forrasok is legtobbszor erre
a moddszerre hivatkoznak. Az analitikai modszer kiva-
lasztasanal a kapillaris elektroforézis mellett dontottiink,
el6nyei miatt: kis minta méretet igényel, a felhasznalt rea-
gensek mennyisége joval kisebb mint a HPLC esetében és
alkalmas a fel nem dolgozott biolégiai mintdk mérésére
is.

Perez és tarsai [2] illetve Nozal és tarsai [8] is kapillaris
elektroforézissel valasztottak el a penicillin szarmazéko-
kat oldataikbdl, natrium-dodecil-szulfat tartalma tompito

2. tablazat. A fesziiltség, illetve a hémérséklet valtoztatdsa nyoman mért migracios iddk

Fesziiltség Homérséklet Injektdldsi Injektdlds Migrdcios idé (perc)

(k) (0 nyomds (mbar) idé’t(zszgtcc)rma Amoxicillin Ampicillin Benzilpenicillin Oxacillin
20 20 10 5 5,49 6,40 7,25 8,82
25 20 10 5 3,76 4,25 4,84 5,79
30 20 10 5 2,54 2,77 3,16 3,67
20 25 10 5 5,01 5,68 6,46 7,74
25 25 10 5 343 3,78 4,30 5,05
30 25 10 5 2,31 2,47 2,81 3,21
20 30 10 5 4,61 5,22 5,96 7,11
25 30 10 5 3,16 3,50 4,00 4,67
30 30 10 5 2,30 2,46 2,80 3,19
25 25 10 5 3,43 3,78 4,30 5,05
25 25 20 5 3,41 3,82 4,35 5,13
25 25 30 5 3,39 3,81 4,33 5,09
25 25 10 10 3,38 3,81 4,32 5,10
25 25 10 15 3,37 3,80 4,31 5,08
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2. abra. A migrécids iddk valtozasa a pH fiiggvényében

oldatok jelenlétében, viszont az elvalasztashoz sziikséges
id6 joval hosszabb, 10 perc felett van mindkét modszer
esetében. Az altalunk javasolt modszerben nagyobb
fesziiltséget alkalmazunk (25 kV), amely lehet6vé teszi a
tanulmanyozott vegyiiletek gyors elvélasztasat, anélkiil,
hogy az elvalasztas hatékonysaga csokkenne.

Kovetkeztetések

A leghatékonyabb elvédlasztist a 25mM natrium-
tetraborat és 100 mM natrium-dodecil-szulfat tartalmu
tompitd oldat jelenlétében tapasztaltuk (Id. 3-es szamu
abra). A 4 penicillin szarmazék a kovetkezé sorrendben
vandorol: amoxicillin, ampicillin, benzilpenicillin és
oxacillin. A kisérleti koriilmények befolydsanak tanulmad-
nyozasa céljabol az alkalmazott fesziiltséget, a kapillaris
hémeérsékletét, az injektalasi nyomast és ennek idétarta-
mat valtoztattuk, illetve az eredeti tompit6 oldat pH-jat
mddositottuk. Azt tapasztaltuk, hogy ugy a fesziltség,
mint a hédmérséklet novekedése a migracids id6k csok-
kenéséhez vezet; mig az injektalasi nyomas és idétartam
csak kismértékben befolydsolja a migracios idéket.

A tompit6 oldat kémhatdsa befolydsolja a migracios
sorrendet. Az amoxicillin 9,5-6s pH érték felett eltérd
moddon viselkedik, a migracids idé novekedésével, ami
feltehetéleg a molekuldban levé fenolos —~OH csoport
altal, kettds s6 képzédésével allhat osszefiiggésben. pH=8
alatti tartomanyban az elvalasztas hatékonysaga csokken.
A mddszer reproduktibilitasanak kiértékelésére készitett
mérési sorozatndl a migracids idéket, a csucs magassagat
és a csucs alatti teriiletet kovettiik. Az igy mért paraméte-
rek kozeli értékeket mutattak, ezért a médszert megbiz-
haténak tekinthetjiik.
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3. abra. A penicillin szarmazékok elvalasztasanal nyert elektroforegram
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