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Исследовано влияние состава и свойств 
подвижной фазы на удерживание неко
торых лекарственных веществ хиноло- 
нового ряда на колонках Spherisorb ODS 
II и Lichrospher RPI8. Значения коэффи
циентов емкости хинолонов коррелиру
ют с их коэффициентами распределения 
в системе вода -  октанол.

ВВЕДЕНИЕ

Хинолоны - большая группа синте
тических химиотерапевтических лекарст
венных средств широкого спектра дейст
вия. Данные лекарственные вещества, в 
особенности их фторсодержащие предста
вители (фторхинолоны), имеют высокую 
степень биодоступности, большой объем 
распределения, хорошо абсорбируются из 
желудочно-кишечного тракта, быстро дос
тигают пиковой концентрации в плазме 
крови, создают высокие концентрации в 
тканях и биологических жидкостях. Боль
шинство фторхинолонов обладает хоро
шей переносимостью и низкой токсично
стью для организма человека [1 - 3].

Изучение физико-химических ха
рактеристик хинолонов, основной из кото
рых является степень гидрофобности, яв
ляется актуальной задачей. Степень гид
рофобности определяет такие свойства ле
карственных веществ, как абсорбция и 
проникновение через клеточные оболочки, 
распределение в организме, связывание с 
белками плазмы и тканей, характерные пу
ти метаболизма и элиминации, антимик
робная активность.

Целью настоящей работы является 
изучение гидрофобных свойств некоторых 
антимикробных лекарственных веществ

хинолонового ряда методом обращённо- 
фазовой ВЭЖХ.

МА ТЕР НАЛЫ И  МЕТОДЫ

В работе использованы рабочие 
стандартные образцы ципрофлоксацина, 
офлоксацина, пефлоксацина и пипемидие- 
вой кислоты.

В качестве органического компо
нента подвижной фазы применяли метанол 
и ацетонитрил (соответствовали категории 
реактивов для ВЭЖХ). Другие реагенты: 
тетрабутиламмония гидросульфат, натрия 
перхлорат, аммония перхлорат, магния 
хлорид, натрия дигидрофосфат, калия ди
гидрофосфат, аммония дигидрофосфат, 
хлороводородная, хлорная, ортофосфор- 
ная, серная, лимонная, уксусная, трихло- 
руксусная кислоты и натриевые соли этих 
кислот соответствовали категории ЧДА. 
Для приготовления всех элюентов исполь
зовалась вода, очищенная с помощью сис
темы Milli-Q. Аналитические колонки: 
Spherisorb ODS II (250 х 4,6 мм), 
Lichrospher RP 18 (250 х 4,6 мм); насос для 
подачи растворителя:1зоС11го т  LC pump; 
прибор для автоматического внесения 
проб -Kontron HPLC Autosampler 360; тер
мостат - Haake Е II; детектор - Spectroflow 
757 UV absorbance detector.

Концентрация всех веществ, вноси
мых в подвижную фазу, рассчитана отно
сительно полного объема подвижной фазы. 
Детекция элюируемых веществ осуществ
лялась при длине волны 260 нм. Скорость 
потока составляла 1 мл/мин. Для термоста- 
тирования колонки была использована во
дяная баня. Все измерения проводились 
при 25 °С. Для проведения разделения ис
следуемые вещества растворяли в 2 мМ 
NaOH до конечной концентрации 18,75 
мкг/мл для пипемидиевой кислоты и 37,5 
мкг/мл для офлоксацина, ципрофлоксаци
на, пефлоксацина. Объем вводимой пробы 
- 80 мкл (объем петли -100 мкл).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе работы были исследованы 
гидрофобные свойства ципрофлоксацина 
(I), пефлоксацина (II), офлоксацина (III), а 
также пипемидиевой кислоты (IV).

(in )

флоксацина при pH 3,00, 5,24 и 7,00 и объ
ёмной доле метанола от 20 до 40% (для 
каждого значения pH). Установлено, что 
для исследованных соединений значения 
lg к' уменьшались с увеличением содержа
ния органического компонента в подвиж-

Для оценки гидрофобности исполь
зовался коэффициент емкости (коэффици
ент извлечения) вещества (к') на колонке с 
гидрофобным носителем. Было исследова
но влияние состава и свойств подвижной 
фазы на характер и время удерживания 
хинолонов. Изучено влияние различных 
ионов, входящих в состав подвижной фа
зы, на гидрофобные свойства хинолонов и 
механизмы их взаимодействия с непод
вижной фазой.

Влияние pH на время удержива
ния фторхинолонов. Различные ионные 
формы хинолонов обладают разной степе
нью гидрофобное™, поэтому время удер
живания и соответствующие значения к' 
исследуемых соединений зависят от pH 
подвижной фазы.

Определены коэффициенты извле
чения пипемидиевой кислоты и ципро-

ной фазе (рис. 1). Параллельное располо
жение кривых свидетельствует о струк
турном сходстве разделяемых соединений. 
Минимальный угол наклона характеристи
ческих кривых и наибольшие значения к' 
наблюдались при значениях pH подвижной 
фазы близких к pi соответствующих со
единений (pH 7 для пипемидиевой кисло
ты, ципрофлоксацина).

Исследовано удерживание хиноло
нов на обращенной фазе в более широком 
диапазоне значений pH (объёмная доля ме
танола в элюенте составляла 40%). На рис. 
2 приведены значения к' для пипемидие
вой кислоты, ципрофлоксацина, офлокса
цина при pH 3,0 - 7,0.

Все хинолоны обладают макси
мальной гидрофобностью при pH близком 
к изоэлектрической точке [8, 9]. Кривые 
зависимости к' от pH сходны с кривыми,
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Рис. 1. Влияние объёмной доли метанола на величину lgk’ для ципрофлоксацина (1) 

и пипемидиевой кислоты (2) при pH 5,24

Рис. 2. Влияние pH на удерживание ципрофлоксацина (1), офлоксацина (2) и пипемидие
вой кислоты (3) 40% метанола, 50 мМ натрий-фосфатный буферный раствор
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отражающими влияние pH раствора на от
носительное содержание в нем незаряжен
ных молекул хинолонов.

Влияние концентрации соли в 
подвижной фазе на время удерживания 
хинолонов. Исследовано удерживание пи- 
пемидиевой кислоты и ципрофлоксацина 
при различных концентрациях натрия ди
гидрофосфата (0,01, 0,05 и 0,1 М). Объём
ная доля метанола в подвижной фазе изме
нялась от 20 до 40% для каждой концен
трации соли (pH подвижной фазы 5,24).

Увеличение концентрации натрия 
дигидрофосфата в области от 0,01 до 0,05 
М привело к значительному снижению 
времени удерживания всех хинолонов. 
Увеличение концентрации буферного рас
твора до 0,1 М вызывает незначительное 
изменение величин к'.

При уменьшении концентрации на
трия дигидрофосфата до 0,01 М удержива
ние ципрофлоксацина становилось неха
рактерным для обращенно-фазовой хрома
тографии. Это, возможно, связано с тем, 
что вещества, имеющие в своей структуре 
основные группы, способны удерживаться 
на колонке не только за счет гидрофобных, 
но и других типов взаимодействий, в част
ности, ионных [4, 6]. Существование до
полнительных механизмов удерживания 
обычно связано с присутствием на поверх
ности носителя свободных силанольных 
групп, которые в определенных условиях 
выполняют роль катионообменников. 
Описанный выше эффект ослабления 
удерживания хинолонов при увеличении 
ионной силы элюента может быть объяс
нен влиянием силанофильных взаимодей
ствий. Катионообменный механизм играет 
наиболее значительную роль в удержива
нии молекул, содержащих вторичные ами
ногруппы (пипемидиевая кислота, офлок- 
сацин, ципрофлоксацин), поскольку в про- 
тонированной форме эти молекулы прояв
ляют высокое сродство к катионообменни- 
ку.

Предположение о существовании 
дополнительных механизмов удерживания 
хинолонов позволило определить причину 
образования длинных "хвостов" (асиммет
рии) хроматографических пиков, вызы
вающих размывание полос разделяемых

веществ и снижение эффективности анали
за.

Сравнение результатов разделе
ния хинолонов на колонках с разным 
содержанием свободных силанольных 
групп. Значения к', полученные при разде
лении хинолонов на колонках типа 
Spherisorb ODS II с относительно низким 
содержанием несвязанных силанольных 
групп, были сопоставлены с соответст
вующими значениями, полученными на 
колонке типа Lichrospher RP18 с высоким 
содержанием свободных силанольных 
групп. На этой колонке проводилось раз
деление пипемидиевой кислоты, офлокса- 
цина, ципрофлоксацина. Состав подвиж
ной фазы при этом оставался таким же, как 
и для предыдущего типа колонок (0,01 М 
NaH2P04, 40% метанола, pH 5,24). Уста
новлено, что значения к' для всех соедине
ний были приблизительно в 1,3 раза боль
ше соответствующих значений, получен
ных на колонках Spherisorb. Эти данные 
свидетельствуют об участии свободных 
силанольных групп в удерживании моле
кул, несущих положительно-заряженные 
группы.

Влияние различных катионов и 
анионов в подвижной фазе на время 
удерживания хинолонов. Исследовано 
влияние различных органических и неор
ганических катионов на время удержива
ния хинолонов. Было установлено, что 
элюирующая способность исследованных 
катионов убывает в последовательности, 
соответствующей классическому элюо- 
тропному ряду: Mg+ > (C ^g^N * > (NH4)+ > 
К+ > Na+ > Н+. Из полученных данных сле
дует, что соли аммония или тетрабутилам- 
мония более эффективны в снижении 
влияния силанольных групп, чем более 
широко используемые натриевые соли.

Известно, что образование "ионных 
пар" существенно влияет на удерживание 
ионогенных соединений [5]. При образо
вании "ионных пар" между основными 
группами хинолонов и различными анио
нами, включенными в состав подвижной 
фазы в качестве ион-парных реагентов, 
время удерживания этих соединений мо
жет значительно изменяться. Кроме того, 
образование "ионных пар" способно
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уменьшить вероятность связывания со 
свободными силанольными группами. 
Данные эффекты были исследованы путем 
введения в состав подвижной фазы анио
нов, проявляющих различные катион- 
связывающие и гидрофобные свойства. 
Все анионы - трихлорацетат, хлорид, пер
хлорат, ацетат, дигидрофосфат, цитрат, 
сульфат добавлялись в подвижную фазу в 
виде натриевых солей в концентрации 0,05 
М, подвижная фаза содержала 40% мета
нола (pH 5,24). Значения к' всех исследо
ванных хинолонов снижались с увеличе
нием ион-парной способности и гидро
фобных свойств противоионов. Наиболее 
слабое удерживание наблюдалось при до
бавлении высокополярных анионов: цит
рата и сульфата.

Полученные результаты позволяют 
подобрать оптимальные условия для опре
деления фторхинолонов методом ВЭЖХ. 
Несмотря на наличие дополнительных ме
ханизмов удерживания, таких, как ионные 
взаимодействия и водородные связи, гид
рофобные взаимодействия играют главную 
роль. Подтверждением этому могут слу
жить результаты сравнения полученных 
значений к' с коэффициентами распреде
ления в системе вода - октанол (Р), 
представленными в литературе [7]. 
Корреляция между соответствующими 
значениями к' и Р для исследуемых 
соединений свидетельствует о 
достоверности определения степени 
гидрофобности методом ВЭЖХ (табл.).

Таблица
Сравнение коэффициентов емкости (к') и 

распределения (Р) в системе вода - октанол 
на примере некоторых хинолонов

Вещество о о * (Р)**
Пипемидиевая кислота 1,11 0,014
Офлоксацин 3,25 0,042
Ципрофлоксацин 5,34 0,058

* - Подвижная фаза: 0,05 М NaH2P04, 40% 
метанола, pH 7,0;
** - Водная фаза: 0,1 М ЫаНгРО^ pH 7,0 

ВЫВОДЫ

1. Значения коэффициентов емкости 
для всех исследованных хинолонов 
уменьшаются с увеличением содержания 
органического компонента в подвижной 
фазе.

2. Хинолоны, имеющие в своей 
структуре вторичную или третичную ами
ногруппы, способны удерживаться на ко
лонках с обращенной фазой не только за 
счет гидрофобных, но и иных типов взаи
модействий, в частности, ионных и водо
родных связей. Наличие дополнительных 
механизмов удерживания связано с при
сутствием на поверхности неподвижной 
фазы свободных силанольных групп.

3. Хинолоны способны к образова
нию "ионных пар" с анионами, содержа
щимися в подвижной фазе. Пипемидиевая 
кислота, офлоксацин и ципрофлоксацин 
легче образуют ионные пары, чем хиноло
ны, содержащие в своей структуре третич
ные аминогруппы (пефлоксацин). Гидро
фобные свойства хинолонов в виде ион- 
парных соединений могут значительно из
меняться в зависимости от типа противо
иона.

4. Полученные значения коэффици
ентов емкости лекарственных веществ хи- 
нолонового ряда коррелируют с их коэф
фициентами распределения в системе вода 
- октанол.
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SUMMARY

M.V. Eidelshtein, A.K. Zhemosek

INVESTIGATION OF HYDROPHOBICITY OF 
SOME QUINOLONE 

DRUGS BY HPLC

Influence of the composition and proper
ties of mobile phase on the retention behavior of 
some quinolone drugs on Spherisorb ODS II and 
Lichrospher RP18 is investigated. Capasity factors 
of the quinolones are correlated with their water -  
octanol partition coefficients.
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