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Uvod

Derivaty akridinu patii do skupiny farmaceuticky vy-
znamnych chemoterapeutik, u nichZ byl prokdzan antibak-
teridlni, antimykoticky a antimalaricky u¢inek. Jsou uspés-
né pouzivany v humanni i veterinarni mediciné€ pro 1é¢bu
onemocnéni, jejichz ptivodcem jsou protozoa, konkrétné
Tripanosoma species, Leissmania species, Tripanosoma
cruzi a Plasmodium falciparum' 2.

Z chemického hlediska se jednd o latky odvozené
od struktury dibenzopyridinu, nesouci ve své molekule mi-
nimalné jeden dusikovy atom jako soucast aromatic-
kého cyklu. Vlastni akridin se chovd ve vodném roz-
toku jako slabd baze (pK; = 8,4). Zachovéni bazickych
vlastnosti je mozno predpoklddat i u syntetickych derivati
a jejich degradaénich produktd, s jen nevyraznou zménou
disocia¢ni konstanty danou povahou a polohou substituen-
.

Pro zkousky totoznosti a kontrolu Cistoty substanci de-
rivatd  akridinu je standardné vyuzivina a do-
porucovana technika vysokoucinné kapalinové chromato-
grafie’. Diky zmin&né bazicité téchto latek je vak moz-
no predpokladat i uspéSnou aplikaci elektromigraénich
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metod, zejména kapildrni zénové elektroforézy (CZE).
Tato moderni technika se v soucasnosti velmi dobie uplat-
nuje jako alternativni metoda pii analyzach farmaceuticky
vyznamnych latek’-’. Pfes mnoZstvi publikovanych aplika-
ci CZE s farmaceutickym zaméfenim se v literatuie kon-
krétni odkaz na analyzu akridinu a jeho derivatti doposud
neobjevil.

Pfedmétem tohoto sdéleni je optimalizace separace no-
vé syntetizovanych derivatd akridinu pomoci kapilarni
elekfroforézy a posouzeni moZnosti uplatnéni techniky
CZE pro kontrolu totoznosti a Cistoty pfipravenych sub-
stanci.

Pokusna c¢ast

Pouzité pfistroje a chemikdlie

Meéfeni byla provedena na piistroji Crystal CE system
fy ATI Unicam (Velka Britanie) vybaveného UV detekto-
rem Unicam 4225.

Chemikalie pouzité pro pfipravu roztokii nosnych elek-
trolyt byly Cistoty p.a. fy Aldrich (USA). SloZeni roztoki
je uvedeno v tabulce 1.
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Obr. 1. Strukturni vzorce a kédova oznaceni analyzovanych
derivatt akridinu



Tabulka I
Slozeni roztokli nosnych elektrolytt (koncentrace vSech
slozek byla 30 mmol.r1)

Slozka 1 Slozka 2 pH
Asparagova kyselina ~ [-alanin 3,73
Octova kyselina 6-aminokapronové kyselina 4,52
4-Morfolinoethansul- Histidin 6,15
fonova Kkyselina

N[tris(hydroxymethyl)- Tris(hydroxymethyl)- 8,24

methyl|glycin aminomethan

Strukturni vzorce a kddova oznaceni Ctyf analyzova-
nych derivatd akridinu, syntetizovanych na farmaceutické
fakult¢ v Marseille (Francie), jsou uvedeny na obr. 1.
Zasobni roztoky vzorkil analyzovanych latek o koncentraci
0,5 mg.ml‘1 byly pfipraveny rozpusténim 1 mg odpovida-
jici substance ve 300 pl 0,1 M-HCI a doplnénim deioni-
zovanou vodou na vysledny objem 2 ml. Kalibra¢ni roztoky
o koncentracich 0,001; 0,005; 0,025 a 0,125 mg.ml"! byly
pfipraveny nafedénim zasobnich roztokdl deionizovanou
vodou. Modelovy vzorek, pfipraveny smisenim 0,5 ml
z4sobnich roztokil, obsahoval jednotlivé substance v kon-
centracich 0,125 mg.ml!,

Pro uréovani rychlosti elektroosmotického toku byl po-
uZit vodny roztok thiomo&oviny (p.a. Lachema, Ceska re-
publika) o koncentraci 30 mmol.1"!.

Podminky méfeni

M¢éfeni v jednotlivych systémech byla proviadéna za
podminek uvedenych v tabulce II.

Tabulka IT

Podminky méteni
Kapildra Kiemennd 75 um x 60 cm
Teplota termostatu 30 °C
Davkovani Tlakové 1000 Pa/3s
Napéti 25 kV
Detekce UV, A =256 nm®

 Absorpéni maximum pro viechny sledované derivaty
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Zpracovdni vysledku

Pro hodnoceni Cistoty sledovanych substanci byly ze
ziskanych elektroforeorogramti odeéteny hodnoty mi-
graénich ¢asti a plochy pikii.

Pro objektivni hodnoceni kvality separace sledovanych
latek byly vypocteny hodnoty chromatografické optimali-
zaéni funkce’ tvaru:
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Obr. 2. Zavislost vypoc¢tenych hodnot procentualniho obsahu
latek (C) BG4 3, BG 30 @, BG 51 AaBG 474V v substancich
na pH pouzitého nosného elektrolytu
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Obr. 3. Zavislost hodnot chromatografické optimaliza¢ni
funkce (COF) pro latky BG 4, BG 30, BG 51 a BG 474 na pH
pouzitého nosného elektrolytu



a, (3 - koeficienty vyznamnosti = 1

feom - elektroosmotickd mobilita thiomocoviny

fefmp - elektroforetickd mobilita nejpomalej$i komponenty
smesi

Vysledky a diskuse

Pro ur¢eni procentudlniho obsahu sledovanych derivatt
akridinu v substancich z ploch detegovanych pikii byla
pouzita metoda vnitfni normalizace. Hodnoty procentudl-
nich obsahtl, vynesené v zavislosti na pH nosného elektro-
Iytu, jsou uvedeny na obr. 2. Za optimalni je mozno po-
vazovat nosny elektrolyt zajistujici oddéleni maximalniho
poctu doprovodnych necistot a tim poskytujici nejnizsi
vysledky pro stanovovanou latku. Z pribéhu zavislosti na

Obr. 4. Zavislost elektroforetickych pohyblivosti |Lei (10'2
mm?/Vs)litek BG 4 0, BG 30 ©, BG 51 Aa BG 474 V na pH
pouZitého nosného elektrolytu
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Obr. 5. Zaznam separace &ty¥ derivati akridinu v elektroly-
tovém systému o pH 3,75.
]- BG 4 (1n= 6,3 min); 2 - BG 51 (/= 6,7 min); 3 - BG 30 (/m
= 7,4 min); 4 - BG 474 (tm, = 8,0 min)
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obr. 2 je zfejmé, ze jediny nosny elektrolyt nemiize sou-
Casné zajistit uspokojivou separaci necistot ve vSech sle-
dovanych substancich. Pro hodnoceni Cistoty latek BG 4,
BG 30 a BG 51 sejako nejvhodnéjsijevi nosny elektrolyt
o pH 6,15, separace nedlistot latky BG 474 je optimalni
v nejkyselej$§im pouzitém elektrolytovém systému o pH
3,73. Zjisténé hodnoty minimalniho procentualniho obsahu
stanovované litky se pro jednotlivé substance dosti lisi.

474 obsahujici 24 % procent doprovodnych ltek.

Kriteriem pro posouzeni kvality vzdjemné separace
analyzovanych derivati akridinu v jednotlivych nosnych
elektrolytech byl priibéh zavislosti hodnot COF na pH
elektrolytového systému (obr. 3). K¥ivka prolozend experi-
mentélnimi body vykazuje nevyrazné maximum pro pH
6,15 a velmi vyrazné roste pro hodnoty pH < 4,52. Priibéh
zavislosti je v souladu s pfedpokladanou slabé bazickou
povahou sledovanych latek. ZhorSujici se kvalitu separace
v alkalické oblasti je mozno vysvétlit rychle klesajicimi
hodnotami elektroforetickych pohyblivosti pro pH > 7 (obr. 4).
Lokdalni maximum pro pH 6 dobfe koresponduje s op-
timalni hodnotou pH pro hodnoceni Cistoty substanci BG
4, BG 30 a BG 51. Elektroforeogram dokumentujici uspo-
kojivou separaci vSech ¢tyt sledovanych derivatil akridinu
pii pH 3,73 je uveden na obr. 5.

Parametry kalibra¢nich zavislosti analyzovanych la-
tek (koncentraéni rozsah 0,001-0,5 mg.ml™!, nosny elek-
trolyt - pH 3,73) jsou uvedeny v tabulce III. Z hodnot
koeficientti determinace je ziejmé, ze ziskané zavislosti
jsou ve sledovaném koncentraénim rozsahu linedrni. Sta-
tisticky nevyznamné useky na osich potadnic potvrzuji, Ze
stanoveni neni zatizeno systematickou chybou. Hodnoty
pomeéru signal/Sum pro nejnizsi mérené koncentrace uka-
zuji na velmi dobrou citlivost metody. Pro vSechny Ctyfi
latky je moZno predpokladat, Ze mez stanovitelnosti bude
nizsi nez 1 mg.l'.

Tabulka II1
Parametry KkalibraCnich zévislosti analyzovanych latek
(N=35,0 =0,05)

Usek [mA.U.] 0,7+0,9 1,11+1,3 0,3%0,6 0,9%I,1
Smérnice 27716  191£8  412+12 375+14
[mA.U. s mg l ml]

Koef. determinace 0,998 0,996 0,999 0,998
sin®(c =1 mg.l’l) 8,2 6,0

53 12,7

a % . 71 /%
Pomér signdl/Sum



ZAavér

Prace popisuje metodu stanoveni ¢ty farmaceuticky
vyznamnych derivatli akridinu metodou kapildrni elektro-
forézy. Byly nalezeny experimentdlni podminky méfeni
zajistujici dobrou separaci vlastnich latek a jejich dopro-
vodnych nedistot. Navrzené stanoveni je dostate¢né citlivé,
vhodné pro identifikaci i hodnoceni Cistoty analyzovanych
substanci ("Department of Analytical

Tato prdce byla podporena financnimi prostredky GA
UKI43.
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I.Kostalova?, I. Jelinek?, N, Zimova?apd J. Barbe?
Chemistry, Faculty of Science,
Charles University, Prague, "Gerctop Ura CNRS 1411,
Faculté de Pharmacie, Marseille, France): Utilization of
Capillary Zone Electrophoresis for the Analytical Eva-
luation of Some Acridine Derivatives

The proposed simple method is based on the utilization
of capillary zone electrophoresis and is suitable for the
analytical evaluation of acridine derivatives. Optimum
experimental conditions were found ensuring satisfactory
resolution of the studied compounds and their impurities.

to be sufficiently sensitive and
suitable for the rapid identification of analyzed substances
of their purity.
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