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Sammendrag

Hensikten med denne oppgaven var a teste ut og evaluere to metoder for & analysere noen
utvlagte fluorokinoloner i humant serum ved hjelp av vaeskekromatografi, HPLC, og

kapillerelektroforese, CE.

Det ble testet ut to separasjonsbuffere, en tetraboratbuffer og en fosfatbuffer. Tetraboratbuffer

oppnadde ikke tilstrekkelig separasjon.

En oppkonsentreringteknikk som «LVVSS» ble testet ut med 20 uM norfloksacin. Med denne
teknikken ble det oppnadd en signalgkning som var 34x bedre enn med «normal mode
stacking».

En analyse av fluorokinolonene med 50 mM fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v), pH 7,57 gav best
separasjon, men den var ikke fullstendig. Migrasjonstidene er stabile, men arealene av
toppene er ustabile. Kapillerelektroforese er ikke egnet for kvantitative forsgk. Systemet viste

ikke god nok robusthet.

I metodeutviklingen i HPLC ble ulike sammensetninger og kolonner testet ut. Den kolonnen
som gav optimal separasjon av analyttene var med ACE 3, C18-HL kolonne med 25 mM
fosfatbuffer/MeOH (75:25, viv) (TEA, pH 3,03). Analysetidene var under 10 minutter for alle
fluorkinolonene. De kromatografiske beregningene av den optimale separasjonen
tilfredsstiller kravene for god analytisk separasjon. Metoden var rask og systemet viste god

robusthet.

Med disse analysebetingelsene ble et kvantitativt forsgk utfgrt der fluorokinolonene ble tilsatt

humant serum. Dette gav resultater med 90 % gjenfinning av analyttene.
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Summary

The goal of this study was to test and evaluate two different methods for analyzing selected
flouroquinolones in human serum with the help of liquid chromatography, HPLC and

capillary electrophoresis.
Two different separation buffers, one tetraborate buffer and one phosphate buffer were tested.

An on-line sample preconcentration technique, LVSS, was tested with 20 uM norfloxacin.
A signal improvement of 34x compared to normal mode stacking was achieved with this

technique.

An analysis of the fluoroquinolones with 50 mM phosphate buffer/AcN (60:40, v/v); pH 7.57
gave the best separation, though it was not an entire separation. The migration times are
reproducible in repeated tests, but the areas of the peaks vary. Capillary electrophoresis is

unsuited for quantitative analysis. The system was not sufficiently robust.

Three columns and three different buffer combinations were tested in the methodological

development in HPLC. The column that gave optimal separation of the compounds was with
ACE 3, C18-HL column with 25 mM phosphate buffer/MeOH (75:25, v/v) (TEA, pH 3.03).
The analysis times were under 10 minutes for all the fluoroquinolones. The chromatographic

calculations were based on the optimal separation.

Within this analytical condition, a quantitative experiment was performed in which
fluoroquinolones were added to human serum. This resulted in a 90 % recovery of the

analyzed compounds.
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Forkortelser og ordforklaringer

AcN Acetonitril

BGE Bakgrunnselektrolytt

CE “Capillary electrophoresis” - kapilleaer elektroforese

EOF Elektroosmotisk flow - elektroosmotisk strgm

FQ “Fluoroquinolones” - fluorokinoloner

HPLC “High Performance Liquid Chromatography” (heyoppleselig

vaeskekromatografi) interesse

Isokratisk eluering

Konstant mobilfasesammensetning under analysen

ISTD Intern standard

LOD Deteksjonsgrense, bestemt til 3,3 x SD

LOQ Kvantifiseringsgrense, bestemt til 10 x SD

LVSS “Large volume sample stacking” -

Matriks Alle komponenter i en prgve bortsett fra analytten av
MeOH Metanol

Min. Minutter

NaOH Natriumhydroksid

Omvendt fase Upolar stasjonaerfase med polar mobilfase

S/N “Signal/Noise” - signal/stey forhold

Sek. Sekunder

Spike serum Serum tilsatt en kjent mengde og kjent konsentrasjon av et stoff
TCA “Trichloroacetic” - trikloreddiksyre

TEA Trietylamin

UM Mikromolar

pm Mikrometer
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1. Innledning

1.1 Bakgrunn for arbeidet

Formalet med oppgaven var a utvikle og evaluere metoder for a analysere noen utvlagte
fluorokinoloner ved hjelp av vaeskekromatografi og kapilleerelektroforetisk metode. Metoden
skulle utvikles for a male fluorkinoloner i biologiske vaesker for eksempel blodprgver fra
mennesker. Ved metodeutvikling for HPLC ble det lagt vekt pa testing og karaktsering av
tilgjengelige separasjonkolonner med fokus pa a utvikle en rask, selektiv og robust
analysemetode. Deteksjonsprinsippet i analysene var basert pa UV-malinger og bruk av
fluorescens. Praveopparbeidingsteknikkene for HPLC-analysene ble testet ut med hensyn pa

ekstraksjon og oppkonsentrering av fluorokinoloner fra humant serum.

Kapilleerelektroforese er et interessant alternativ til konvensjonelle vaeeskekromatografiske
teknikker. Teknikken kjennetegnes av et hgyt separasjonseffektivitet, lite praveforbruk og
korte analysetider.VVed bruk av kapillerelektroforese kan det utfgres oppkonsentrering og
fokusering av analyttene direkte i kapilleeret som en del av injeksjons- og

separasjonsprosessen, sakalt «stacking» -teknikk.

Det var gnkselig a teste ut kapilleerelektroforetisk separasjon som en alternativ teknikk for a

detektere og kvantifisere fluorkinoloner i de nevnte prgvematerialene.



2. Generell teori

2.1 Bakteriecellen

Bakterieceller deles inn som prokaryoter og eukaryoter celler. De er kjemisk like i
oppbyggingen og de innholder nukleinsyrer, proteiner, lipider og karbohydrater. Nesten alle
prokaryotene har cellevegg, se figur 2.1, mens eukaryotene mangler cellevegg. Prokaryotene
kan deles videre inn i eubakterier og archaebakterier. Celleveggen til bakterieceller er
komplekst og strukturen danner grunnlaget for formen til bakteriene. Funkjonen til
celleveggen er a beskytte cellen mot mekanisk pavirkning utenfra. Celleveggen er bygd opp
av et nettverk av peptidoglycan som bestar av et repeterende «mgnster» av disakkarider
knyttet til polypeptider og danner et gitter rundt cellen. Disakkaridene er bygd opp av N-
acetylglukoseamin (G) og N-acetylmuraminsyre (M) bundet til hverandre i lange kjeder.
Disse kjedene er knyttet til hverandre av peptidbroer dannet av aminosyrer. Flere lag av dette
danner peptidoglykanlag (1). Celleveggen er arsaken til at noen specier bidrar til & forarsake
sykdommer, men er ogsa et sete for antibiotika. Sammensetningen av celleveggen er

forskjellig i ulike bakterier.
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Figur 2.1. Strukturen til en typisk prokaryot celle (1).

Bakterier kan deles inn i gram positive og gram negative bakterier ut fra hvilken
sammensetning celleveggen har. | gram positive bakterier bestar celleveggen av flere lag av
peptioglykanlag som er tykt og rigid, og i tillegg er det en alkohol gruppe, for eksempel

glyserol, og en fosfat gruppe som har en negativ ladning der kationer (positive ioner) kan



binde seg. | gram negative bakterier er det et tynt lag med peptidoglykanlag og en ytre
membran. Peptidoglykanlaget er bundet til lipoproteiner. Den ytre membranen har mange
spesifikke funksjoner. Membranen er negativt ladet og er en barriere for enkelte antibiotika.

Ved gramfarging av bakteriecellene blir de gram positive bakteriene farget bla og gram

negative bakteriene farget rgd.

2.2 Fluorokinoloner - en gruppe antibiotika
Fluorokinoloner er en gruppe antibakterielle legemidler som brukes innen human medisin og
veteringermedisin (2). Fluorokinoloner har et bredt anti-infeksjonsspekter mot gram positive

0g gram negative bakterier.

Den farste generasjonen, kinoloner, ble brukt til behandling av urinveisinfeksjon. Basis
strukturen til kinolonene bestar av en karboksylgruppe i posisjon tre (C-3) og en
karbonylgruppe i posisjon fire (C-4). Figur 2.2 - 2.5 viser strukturen til henholdsvis

ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin, lomefloksacin hydroklorid og pefloksacin.

HN\) A HN\) )

Figur 2.2. Strukturen til ciprofloksacin. Figur 2.3. Strukturen til norfloksacin.
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Figur 2.4. Strukturen til ofloksacin. Figur 2.4. Strukturen til lomefloksacin hydroklorid.
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Figur 2.5. Strukturen til pefloksacin mesylate dihydrate.

Utviklingen av fluorokinoloner, som er andre generasjon, begynte ved en tilfeldighet der
nalidiksinsyre ble oppdaget som et biprodukt i syntesen av klorkinolon til behandling av
malaria (3). Nalidiksinsyre var den farste forbindelsen mot gram negative bakterier. En
innfgring av et fluor atom i sjette posisjon (C-6) og en piperazinyl gruppe i syvende posisjon
(C-7) gir en forsterket effekt pa den antibakterielle aktiviteten og en bedre farmakokinetisk
profil. Norfloxacin var det farste fluorokinolonet som ble brukt til behandling av
urinveisinfeksjon og prostatis. Fluorokinoloner hemmer to enzymer i bakterie DNA syntesen,
nemlig topoisomerase 1l (DNA gyrase) og/eller topoisomerase V. Prosessen involverer et
kompleks av fluorokinoloner, DNA og enzymet son interferer med transkripsjonen som
sammen farer til en bakteriell celledgd.

Det er stadig behov for a utvikle nye antibakterielle legemidler mot infeksjoner, noe som er
tidkrevende og utforderende. Da kan det heller veere mer effektivt & modifisere allerede
eksisterende antibiotika. Det avgjgrende er det mikrobiologiske potensialet og

farmakokinetiske profil av den utvalgte forbindelsen.

2.3 Utslipp til naturen

Utslipp av fluorokinoloner til naturen skjer ved human og animal ekskresjon. Det humane
utslippet skjer fra private husholdninger og fra sykehus til avlgpsanlegg, se figur 2.6.
Fluorokinoloner kan spres fra animal ekskresjon og flytende husdyrgjedesel pa tvers av jorder
og beiteomrader og nar grunnvannet. Det er funnet spor av antibiotika i vann i lave
konsentrasjoner og det utgjar en risiko for vandige gkosystemer. Spredningen av antibiotika
gir en gkning av antibiotika resistens i patogene mikroorganismer. Spredning av

fluorokinoloner til jord og sedimenter er ogsa et gkende problem (4).
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Figur 2.6. Figuren viser ulike veier av utslipp av fluorokinoloner fra private husholdninger,
sykehus og veteringrmedisin til jord og avlgpsanlegg (5).

Det mest anvendte fluorokinoloet er ciprofloksacin, det andre er oflokacin etterfulgt av
norfloksacin. Innen veterinarmedisin er enrofloksacin, danofloksacin, sarafloksacin og
orbifloksacin de mest anvendte fluorokinolonene. De mest overvakete klassene av antibiotika
er penicillin, tetrasykliner, sulfonamider og makrolider. Disse har bidratt til viktig
informasjon om miljgeksponering og er blitt brukt til 4 fastsette miljgrisiko (5) av
kjemikaliene. Metaboliseringen av fluorokinolonene skjer i lever og utskilles med urinen.
Halveringstiden kan variere fra 1,5 til 16 timer og fluorokinolonene skilles ut uendret

(< 25 % metabolisering). Vaeskekromatografi er blitt et viktig verktay for & overvake
fluorokinoloner i terapeutisk bruk, men ogsa til klinisk farmasgytisk utvikling og
kvalitetskontroll av farmasgytiske preparater (6). Vaeskekromatografi kan detektere, separere

og kvantifisere foreldreforbindelsen og de metabolske degraderingsproduktene.

2.5 Fluorokinoloner - fysiokjemiske egenskaper og struktur

| molekylstrukturen til de utvlagte fluorokinolonene inngar bade funksjonelle grupper
(karboksylsyre) og basiske aminogrupper (7). Egenskapene til fluorokinolonene blir pavirket
av den fysiokjemiske karakteren til lgsningmidlet de er lgst i. Lasningmidlets pH vil kunne

pavirke fluorokinolonenes antibakterielle aktivitet og evne til & trenge inn i bakterier.

De ulike fysiokjemiske egenskaper til fluorokinolonene er viktig a forsta for a kunne utvikle
analytiske prosedyrer og for @ monitorere fluorokinolonene i mennesker og i naturen.
Fluorkinolonene har svakt fluorescerende egenskaper og kan danne hgyt fluorescerende
komplekser med lantanider. Blant disse lantanidene er Ca(ll), Mg(l1) og Al(I1) som farer til
komplekser med stor stabilitetskonstant (5). Fluorokinolonene er kjemisk stabile for hydrolyse
og hgy temperatur, men blir fotolysert av UV-lys. De fotokjemiske reaksjonene forarsaker

defluorisering.



Studier har vist at kinoloner med en piperazinyl substituent og en karboksyl-gruppe, som
ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin og lomefloksacin, har tre syre/baselikevekter, se figur
2.7.

0 _
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Figur 2.7. Skjematisk diagram av syre/baselikevekten for kinoloner med en piperazinyl
substituent (8).

pH-verdien i lgsningsmidlet til fluorokinolonene er bestemmende for ioniseringsgraden til
analyttene. Ved lave pH-verdier (pH < pKa;) er begge amniogruppene protonert (H,BAH?),
slik at analyttene foreligger pa kationisk form. @kende pH vil fare til redusert positiv ladning.
Ved hgye pH-verdier (pH > pKas) vil molekylene veere negativt ladet.

| omradet pKa, < pH < pKajs vil fluorokinoloner foreligge pa zwitterionisk form (HB*A").

| elektroforetiske analyser hvor separasjonen blant annet er avhengig av ladningen til
analyttene, vil pH i separasjonsbufferen ha stor betydning for fluorokinolonenes

migrasjonshastighet. | tabell 2.1 er pKa-verdiene til utvalgte fluorokinoloner vist.

Tabell 2.1. pKa-verdier for noen utvalgte kinoloner som ciprofloksacin, norfloksacin,
ofloksacin og lomefloksacin hydroklorid med en piperazinyl substituent (8).

pKa-verdier
Analytter
pKas pKa, pKay
Ciprofloksacin 8,25+ 0,03 5,75+0,15 5,15+ 0,20
Norfloksacin 8,10 £ 0,04 5,85+ 0,08 5,10+ 0,15
Ofloksacin 8,00 £ 0,03 5,85+ 0,05 5,20 £ 0,08
Lomefloksacin hydroklorid 8,55+ 0,04 5,80+0,10 5,15+ 0,15




Til analyse pa vaeskekromatografi brukes det fortynnede syrer eller svakt sure buffere basert
pa fosforsyre, sitronsyre og maursyre siden fluorokinolonene er polare i sin natur. Dette gjares
for & regulere ioniseringsgraden til fluorokinolonene og motvirke binding til de frie silanol-

gruppene pa silikabaserte kolonner (5).

2.6 Serum og proteinfelling

Serum er en kompleks matriks som inneholder mange komponenter, blant annet proteiner (9),
som ma fjernes far analyse. Matrikskomponentene kan gi ugnskede signaler i detektoren til
analyseinstrumentet og/eller interferere med signalene fra analyttene (10). | HPLC kan
proteiner adsorbere pa kolonnen. Proteiner kan i verste fall tette igjen kolonnen og gjere den
ubrukelig (11). Det er da behov for en pregveopparbeidelse som fjerner disse proteinene.
Proteinfelling brukes til praver som har et hgyt proteininnehold slik som i serum. Serum har
8 % (w/w) protein (11).

En av de mest kjente og effektive proteinfellingsteknikkene er felling gjennom tilsetting av et
organisk lgsningsmiddel som acetonitril, AcN, (12-14), men ogsa syrefelling eksempelvis
med 20 % trikloreddiksyre, TCA, (15, 16) og ultrafiltrering er mye anvendt (16, 17). Mange
legemidler har en betydelig binding til proteiner. Fjerning av proteiner kan dermed fore til tap
av analytter under prgveopparbeidingen. Proteinbindingsgraden av ciprofloksacin i plasma og
serum er 20 - 40 % (18), for norfloksacin er den 10 -15 % (19), for ofloksacin er den 30 %
(20) og for lomefloksacin hydroklorid er proteinbindingsgraden 10 % (21). Verdiene er

omtrentlige og det er til dels stor forskjell mellom verdiene som er oppgitt i litteraturen.



3. Kjemikalier og utstyrsliste

3.1 Kjemikalier

Alle lgsninger og kjemikalier er av HPLC grad er vist i tabell 3.1.

Tabell 3.1. Kjemikalier som ble brukt i oppgaven.

Kjemikalie Molekylvekt, g/mol CAS # Renhet Leverandgr
Ciprofloksacin For HPLC i .
C17H1sFN:O3 331,35 85721-33-1 508Y% Sigma - Aldrich
Norfloksacin Analytical . .
CicHisFN:O3 319,33 70458-96-7 standard Sigma - Aldrich
Ofloksacin o : .
CraHaoFNO; 361,4 82419-36-1 >99% Sigma - Aldrich
Lomefloksacin
hydroklorid 387,8 98079-52-8 >98 % Sigma - Aldrich
Ci7H19F2N303
Pefloksacin mesylate
dihydrat 465,49 70458-95-6 >97 % Sigma - Aldrich
C17H20FN303
Acetonitril For HPLC | Sigma - Aldrich
C,HaN 41,05 75-05-8 >99.9 %
100 % Eddiksyre GPR
CH;COOH 60,05 64-19-7 Rectapur BDH Prolabo
Metanol VWR
CH30OH 32,04 67-56-1 For HPLC International
Natriumhydroksid Pro analysis VWR
NaOH 40,00 1310-73-2 >99 % International
Natriumtetraborat Normanur
dekahydrat 381,37 1303-96-4 99 09 BDH Prolabo
Na,B;07-10H,0 0
Natriumdihydrogenfosfat 119,98 7558-80-7 | >99% | Sigma- Aldrich
NaH,O,4P
0,
85 % Ortofosforsyre 98,00 7664-38-2 | Pro analysi Merck
H,PO,4
0,
37 A)HSg:tsyre 36,46 7647-01-0 | Pro analysi | Merck, Emsure
Trietylamin For syntese
CeHieN 101,19 121-44-8 >90 % Merck
Humant serum:
Autonorm™ Human Lot:0812578 SERO AS

Liquid, Level 1




3.2 Utstyrsliste

3.2.1 Instrumenter
HPLC, Dionex Ultimate 3000, Instrumentteknikk

Fluorescens detector: Dionex RF 2000 Fluorescence Detector
Software: Chromeleon Client, version: 6.80

Kapillerelektroforese, Beckman Coulter, ProteomeLab™ PA 800
Software: 32 Karat 8

UV-VIS spektrofotometer: Helios Omega, UV-VIS, Thermo Scientific

Fluorescens spektrofotometer: Varian Cary Eclipse, Fluorescence Spectrophotometer,

Holger Teknologi

Sentrifugeinndamper, Centrivap Concentrator, model 780011, Labconco
Vakuumpumpe, vacuubrand, PC 3001, Vario, Chiron AS
Mikrosentrifuge, Galaxy 16DH, VWR

3.2.2 Kolonner
Pinnacle™ II, Restek, C18, 100x4,6 mm i.d, 5,0 um, sfeerisk, 13 % C-innhold,

full endcapping, pH: 2,5 - 8, porestarrelse: 110 A, Teknolab as, Norge

SUPECOSIL™ LC-PAH HPLC COLUMN, PAH, Cyg, 150x4,6 mm i.d, 5 pum,
13 % C-innhold, porestgrrelse: 120 A, Sigma-Aldrich, Norge

ACE 3, C18-HL150x3 mm i.d, 3 um, 20 % C-innhold, full endcapping, porestarrelse: 90 A,

overflateareal: 400 m?/g, Teknolab as, Norge

Kvartsglass, «fused silica», kapilleerrgr, TSP075375, indre diameter: 75 um, ytre diameter:
375 um, Polymicro Technologies, Teknolab as, Norge

3.2.3 Laboratorieutstyr
HPLC vial, 1,5 mL, med snapplokk, Chromacol

PCR rgr, 0,2 mL Thermotube med flatt lokk, Thermo Scientific

Plastsproyte, 1 mL, BD Plastipak™



13 mm spraytefilter, 0,2 um PTFE-membran, VWR

Sentrifugergr med filter, Millipore, non-sterile Ultrafree®-MC, 10000 NMWL filter unit,
(centrifugal filtration of aqueous solutions), low binding regenerated cellulose
(Ultacel YM-10)

Sentrifugergr, 1,5 mL og 2,0 mL
Analysevekt, Mettler Toledo, Switzerland, Type: New Classic MF, Model: ML 204/01

pH-meter, PHM 210, Standard pH-meter, Meterlab®, Radiometer analytical
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4. Spektroskopi - fluorokinoloner

4.1 Teori for spektroskopi

Molekyler eksiteres ved tilfarsel av energi i form av varme, lys, elektromagnetisk straling
eller gjennom kjemiske reaksjoner. Eksitasjonen av et molekyl til eksitert tilstand kan bli
beskrevet, som vist i (4.1).

M + 7y — M* (4.1)

Den hgyere energitilstanden kalles for eksitert tilstand (22) for molekyler. Eksiterte molekyler
er ustabile og vender tilbake til sin grunntilstand etter veldig kort tid (10° til 10°s). Nér et
molekyl vender tilbake til grunntilstanden skjer det gjerne ved avgivelse av varme, som vist i

(4.2). 1 noen tilfeller skjer det ogsa ved avgivelse av lys, som fluorescens eller fosforescens.
M* — M + varme 4.2)

Den laveste energitilstanden molekylene kan veere i er grunntilstanden, Eo. Molekyler kan
absorbere eller emittere en definert energi (22), i form av lys, som er lik energidifferansen
mellom to energitilstander, som vist i (4.3).

E, —Eo= hv = % (4.3)

der E; er et hgyere energi niva enn Ey, og E er grunntilstanden, v er frekvensen, c er lysets
hastighet, 3,00-10° m/s og 4 er bglgelengden og h er Planks konstant 6,62 -10*J-s.

Energien som blir absorbert kan pavirke molekylet pa forskjellige mater. Det kan skje ved
overfaring av et elektron til en orbital pa et hayere energi niva (elektronisk overgang), en
gkning av vibrasjoner i molekylet (vibrasjonsovergang) eller en gkning av rotasjonen i

bindingen til molekylet (rotasjonsovergang).
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Molekylear absorbsjon

Molekylspektroskopi er basert pa maling av transmittans eller absorbans vanligvis i
vaeskeformige prgver. Sammenhengen mellom absorbans og analyttens konsentrasjon er
uttrykt i Lambert - Beers lov (4.4)

A=-log T= log % =ehc (4.4)

der Py er intensiteten til innkommende straling, P er intensiteten til transmittert straling, ¢ er
molar absorptivitet (L/mol-cm), b er lysveien i cm og ¢ er konsentrasjonen (mol/L) til

lgsningen.

UV-VIS spektrofotometri

UV-VIS spektrofotometri er en spektroskopisk teknikk som kan brukes til kvalitative og
kvantiative analyse av molekyler som absorberer lys i UV og synlig bglgelengdeomrade.
Kvalitative undersgkelser er basert pa opptak av spektre, mens de kvantitative analysene er

basert pa maling av absorbans ved en gitt balgelengde.

Identifikasjonen er basert pa UV-spektra der absorbans av stoff blir registrert som funksjon
av bglgelengden (11). UV- VIS spektrofotometri alene kan ikke identifisere stoffer, da
forskjellige stoffer kan ha lignende UV-spektra. Instrumentet passer for malinger som kan
utfares i det ultrafiolette og synlige omradet av spektrum. Det optiske systemet produserer
monokromatisk straling i bglgelengdeomradet 200 - 800 nm (UV: 200 - 400 nm,

synlig: 400 - 800 nm). Prgver som skal undersgkes ved hjelp av UV-VIS spektroskopi ma
veere lgst i et passende lgsningsmiddel som ikke absorberer lys i det aktuelle
balgelengdeomradet. Vann er et egnet lgsningsmiddel (vann har en lav cutoff, brukes over
190 nm) og ikke-absorberende buffere som fosfat og borat kan ogsa brukes (11). Organiske
Igsningsmidler som acetonitril, metanol eller etanol er ogsa godt egnet/passende for UV-VIS

spektroskopi.

Ved adsorpsjon av UV- eller synlig lys vil man fa en elektronovergang i molekylet. Et
elektron flyttes opp fra en molekylorbital med lavere energi til en tom molekylorbital med
hayere energi. Typisk skjer elektronovergangen mellom den fylte orbitalen med hgyest energi
(HOMO) til den tomme (ikke-bindende) molekylorbitalen med lavest energi (LUMO).

Den delen av molekylet som absorberer lys kalles for en kromofor, og bglgelengden for
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absorpsjon av lys er bestemt av forskjellen i energi mellom de elektrontilstandene som
molekylet befinner seg i. Elektronoverganger mellom ¢ > o* orbitaler krever mye energi
(korte bglgelengder), mens overganger mellom &t > ©n* orbitaler skjer ved lengre bglgelengder.
@kende innslag av konjugerte dobbeltbindinger (22) i molekylene gir absorbans av lys ved
gkende bglgelengder. UV-VIS spektroskopi kan derfor gi verdifull informasjon om
bindingsforhold i molekylene.

UV-VIS spektrofotometri kan brukes i kombinasjon med HPLC, teknikken er bade robust og
enkel med relativt lave deteksjonsgrenser.

Fluorescensspektroskopi

Fluorescenssspektroskopi er basert pa at noen molekyler som absorberer UV-VIS lys ogsa
vender tilbake til grunntilstanden ved a sende ut lys. Det emitterte lyset har en lengre
bglgelengde enn bglgelengden til lyset som ble brukt til eksitasjon. Et spektrofluorimeter gir
oss muligheten til & bestemme bade optimale eksitasjonsbglgelengder og emisjonshglge-
lengder for fluorescerende analytter. Opptak av emisjonsspektre skjer ved a eksitere
molekylet ved den bglgelengden som gir maskimal absorbans, samtidig som instrumentet
skanner over det bglgelengdeomradet hvor lys emitteres. Til kvantitative analyser benyttes de
balgelengdene som gir maksimal absorbans og lysemisjon. For sterkt fortynnede lgsninger er
det en lineer sammenheng mellom malt fluorescens og konsentrasjon til analytten som
undersgkes. Fluorescenssignalet avhenger ogsa av intensiteten til eksitasjonslyset.

| vanlige fluorimetere er gjerne lyskilden en xenonlampe, men ogsa lasere kan benyttes
(laserindusert fluorescens, LIF). Bruk av fluorescens detektorer i HPLC betyr gkt selektivitet

og mye lavere deteksjonsgrenser enn det som oppnas med en ordinar UV-VIS detektor.

4.2 Eksperimentell prosedyre for UV-malinger

Opptak av absorbansspekter av hver av analyttene ble utfert pa Helios Omega, UV-VIS,
Intelliscan. Analyttene som ble undersgkt var ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin,
lomefloksacin hydroklorid og pefloksacin. Analyttene ble lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning og
hadde en konsentrasjon pa 50 uM. Bglgelengden ble avlest der det var hgyest absorbans. Det
ble benyttet kvartskyvette for malingene. Malingene ble utfart i romtemperatur ved 22°C og i
balgelengdeomradet 200 - 600 nm. Figur 4.1 viser malt absorbans av ciprofloksacin som

funksjon av bglgelengden.
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4.3 Resultater fra UV-malinger
Absorbansspekter av ciprofloksacin lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning malt pa UV-VIS
spektrofotometer er vist i figur 4.1.

1 -
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
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Absorbans (A)

0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

O T T 1
200 300 400 500

Bglgelengde (nm)

Figur 4.1. Absorbansspekter av ciprofloksacin (50 uM), der absorbans (A) er malt som
funksjon av bglgelengden (nm).Maksimal absorbans observeres ved 277 nm.

Tilsvarende malinger ble utfart med norfloksacin, ofloksacin, lomefloksacin hydroklorid og

pefloksacin. Resultatene for avlest maksimal absorbans er vist i tabell 4.1

Tabell 4.1. Tabell over avleste bglgelengder (hm) som ga maksimal absorbans for
ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin, lomefloksacin hydroklorid og pefloksacin malt pa
UV-VIS spektrofotometeret.

Analytt Bolgelengde (nm)
Ciprofloksacin 277
Norfloksacin 277
Ofloksacin 294
Lomefloksacin hydroklorid 287
Pefloksacin 277

Absorbansspektrene for norfloksacin, ofloksacin, lomefloksacin hydroklorid og pefloksacin er
vist i vedlegg 10.1, figur 4.2 - 4.5.
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4.4 Eksperimentell prosedyre for fluorescens-malinger

Opptak av eksitasjonshbglgelengden og emisjonshglgelengden for hver av analyttene ble utfart
pa et fluorescens spektrofotometer, Cary Eclipse Fluorescens Spectrophotometer (Varian,
Australia). Alle malingene ble utfert i romtemperatur ved 22°C. Blindprgven var 0,1 %
eddiksyrelgsning, som har en absorpsjonstopp ved 207 nm. Det ble tatt opp et spekter av
blindpreven far hvert opptak av analyttene. Analyttene som ble undersgkt var ciprofloksacin,
norfloksacin, ofloksacin og lomefloksacin hydroklorid. Forbindelsene var lgst i 0,1 %
eddiksyrelgsning og hadde en konsentrasjon pa 0,01 uM. Lgsningene ble malt i kvartskyvette
med speil. Opptaket ble gjort for eksitasjonsbglgelengden i omradet 200 - 400 nm og
emisjonshglgelengden i omradet 320 - 530 nm. Figur 4.6 og figur 4.7 viser absorbansspekter
for henholdsvis eksitasjonsbglgelengden og emisjonsbglgelengden av ciprofloksacin.

4.5 Resultater fra fluorescens-malinger

Absorbansspekter for bestemmelse av eksitasjonsbglgelengden for ciprofloksacin lgst i 0,1 %
eddiksyrelagsning malt pa fluorescens spektrofotometer er vist i figur 4.6. Observert
eksitasjonshglgelengde er i god overensstemmelse med tilsvarende absorbansmaling foretatt
pa UV-VIS spektrofotometeret.
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Figur 4.6. Absorbansspekter for bestemmelse av optimal eksitasjonsbglgelengde for
ciprofloksacin, der intensiteten (a.u) er en funksjon av bglgelengden (nm).
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Emisjonsspekter for bestemmelse av den optimale emisjonsbglgelengden for ciprofloksacin

lgst 10,1 % eddiksyrelgsning er vist i figur 4.7.
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Figur 4.7. Emisjonsspekter for bestemmelse av maksimal emisjonsbglgelengde for
ciprofloksacin, der intensiteten (a.u) er en funksjon av bglgelengden (nm). Maksimal emisjon
observeres ved en bglgelengde pa 444 nm.

Tilsvarende malinger ble utfert med norfloksacin, ofloksacin og lomefloksacin. Resultatene
for avlest maksimal eksitasjonsbglgelengde og emissjonshglgelengde er vist i tabell 4.2.

Tabell 4.2. Tabell over avleste maksimale emisjonsbglgelengder (nm) og
eksitasjonsbglgelengder (nm) for ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin og lomefloksacin
malt pa fluorescens spektrofotometeret.

Analytt Eksitasjonsbglgelengde (nm) Emisjonsbglgelengde (nm)
Ciprofloksacin 275 444
Norfloksacin 275 443
Ofloksacin 273 432
Lomefloksacin 272 432

Absorbansspektrene for emisjonsbglgelengden og eksitasjonsbglgelengden for norfloksacin,
ofloksacin og lomefloksacin er vist i vedlegg 10.1, figur 4.8 - 4.13.

Resultatene fra de spektroskopiske malingene ble brukt som utgangspunkt for innstilling av
de optiske detektorene som ble benyttet i forsekene med kapillerelektroforese og
vaeskekromatografi (HPLC).
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5. Prinsipp for kapilleerelektroforese

5.1 Kapillzerelektroforese teori

Kapillzrelektroforese er en metode for & kunne utfare analytiske separasjoner og den har
mange fordeler fremfor andre separasjonsteknikker. Teknikken krever lite pravevolum og lite
bruk av organiske lgsningsmidler, den har en rask og effektiv separasjon og en unik
separasjonsmekanisme (23). Separasjonen skjer i et kapilleerrgr fylt med en elektrolyttlgsning
med pasetting av hgyspenning (5 - 30 kV) over kapillzret. Ulike ioner vil ha forskjellige
mobiliteter og migrer gjennom kapilleeret med ulike hastigheter. En elektroforetisk separasjon
starter typisk med at et lite volum injiseres i den ene enden av kapillaret. Endene pa
kapilleret plasseres deretter i to bufferlgsninger, ogsa kalt bakgrunnselektrolytter, BGE, og
hgyspenningen pasettes mellom to platinaelektroder som star i hver sin bufferlgsning.

Prinsippet for kapilleerelektroforese er vist i figur 5.1.

Capillary Integrator or
aprliary Computer

[VaAVAVAVAR
v v
Buffer Buffer
Source Vial Sample Vial Destination Vial
High Voltage

Power Supply

Figur 5.1. En enkel prinsippskisse av kapillerelektroforese. Skissen viser instrumentet som
bestar av to elektroder, et kapillerrer, et injeksjonssystem for praver, et buffersystem,en
stremforsyning og en detektor som registrerer og viser resultatene (23).

Anioner vil migrere mot den positive elektroden (anoden), mens kationer vil vandre mot den
negative elektroden (katoden). Migrasjonshastigheten til ionene er styrt av forholdet mellom
ionenes ladning og starrelse, og av styrken til det elektriske feltet i kapilleeret. Sma ioner vil
eksempelvis ha en hgyere migrasjonshastighet enn stgrre ioner med tilsvarende ladning.
Deteksjon av ionene skjer vanligvis direkte i kapilleeret (on-line) ved at en spektrofotometrisk
detektor maler en passasje av ionene forbi et transparent «vindu» som er laget i kapillerrgret.

Typiske spektrofotometriske detektorer maler enten absorbans av UV-VIS lys eller
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fluorescens. Et kapilleerelektroforese instrument kan anvendes (22) til & separere bade sma og
store molekyler. Analyse av store biomolekyler (peptider, proteiner, DNA og RNA) har
utpekt seg som et omrade hvor kapillerelektroforese er velegnet.

5.2 Separasjonsprosesser i kapillerrgret

5.2.1 Kapilleerrgr
Kapilleerror til kapillerelektroforese fremstilles av silisiumoksid - «fused silica» - kvartsglass.

«Fused silica» er hgyt kryssbundet polymer av silisiumdioksid med stor styrke, men det er
hardt og spratt. Pa utsiden er det belegg med polyimid for mekanisk styrke (24).
Kommersielle kapillearrer fins fra 2 - 700 um i indre diameter, men typisk er en indre
diameter som kan variere fra 25 til 100 pm og en ytre diameter pa 325 um. Kapilleerrgrene
kan veere 30 - 70 cm lange. «Fused silica» er et godt egnet materiale som passer til UV-
deteksjon og har god holdbarhet (24). Kassettene som er integrert pa instrumentene
inneholder kapilleerrar som er i kontakt med kjglesystemet og som vil gi en bedre optisk
integrasjon. Den totale lengden, L, til kapilleeret og lengden til detektorvindu, Lg, ( L¢ - Lg)
bar ideelt vaere sa kort som mulig (24). Kapilleersegmentet som kommer etter detektorvindu er
negdvendig for a skape elektrisk kontakt med elektrolyttreservoaret pa utgangssiden.

5.2.2 Basis for elektroforetisk separasjon
| kapillerraret foregar det flere fysiske prosesser nar en elektrisk stram passerer gjennom en

ionisk lgsning. Nar ioner er i et elektrisk felt, E, utsettes de for en akselererende kraft, F, (25)
som vist i ligning (5.1).

\Y
F=q-E :q-t (5.1)

der g er ladning, L er lengde pa kapillarrgret og V er pasatt spenning.

Nar ionet beveger seg gjennom en elektrolyttlgsning virker en friksjonskraft pa ionet. Etter en
kort akselerasjonsperiode vil friksjonskraften balansere den elektriske kraften som vist i
ligning (5.2).

F=F, (5.2)
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Friksjonskraften, F, falger fra Stokes lov i ligning (5.3).
Fr= 6111 Ue (5.3)

der r er radiusen til partikkelen, v er hastigheten til partikkelen, n er viskositeten til mediumet
0g U, er elektroforetisk mobilitet. Fra Stokes lov i ligning (5.3) vil en effektiv hydrodynamisk
radius til et molekyl vere sferisk, basert pa den observerte mobiliteten (26). Ut i fra ligning

(5.3) vil mobiliteten veere lavere, jo starre radiusen er.

| en vaeskelgsningen vil ioner ha en mobilitet som blir styrt av deres ladning/starrelse forhold.
Starrelsen er basert pa molekylvekten, den tre-dimensjonale strukturen og graden av
lasningsmiddel (24). Kreftene som styrer ionenes bevegelse kan som vist uttrykkes i Stokes
ligning (5.3).

Ved innsetting blir ionets migrasjonshastighet som vist i ligning (5.4).

€ CE=u Y (5.4)

Ue=
671 L

Nar et ion med en ladning q befinner seg i et elektrisk felt, E, vil kreftene som virker pa ionet
veere gE. | en lgsning vil det veere hemmende friksjonskrefter, fue, der ue er hastigheten til
ionet og f er friksjonskoeffisienten. Hastigheten til et ion blir stabilt nar akselerasjonskreftene
er lik friksjonskreftene, altsa nar gE= fue. Den elektroforetiske mobiliteten, ue, er
proporsjonalitetskonstanten mellom hastigheten til ionet og styrken til det elektriske feltet

som vist i ligning (5.4).

Nar to ioner har samme ladning og samme starrelse er det ingen separasjon. En separasjon Vil
forega nar to ioner som har samme ladning, men forskjellig starrelse, vil ionet som er minst
ha mindre friksjonskrefter, ha starst migrasjonhastighet. For to ioner som har samme starrelse,
men forskjellig ladning, vil ionet med sterst ladning ha starre drivkrefter og migrere raskere.
Friksjonskreftene blir pavirket av form og staerrelse pa analyttionet, men i tillegg vil
viskositeten ionet migrere i pavirke den friksjonshemmende kraften (22). I et elektrisk felt har
et ion en migrasjonshastighet v som er lik produktet til feltstyrken E og den elektroforetiske

mobiliteten L.

Det elektriske feltet er i sin tur proporsjonal med starrelsen pa den paferte spenningen V og

omvendt proporsjonal med lengden L som blir pafgrt spenning.
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5.2.3 Elektroosmotisk strgm
En egenskap ved kapillerelektroforese er elektroosmose som er en av de fundamentale

prosessene. | kvartsglass kapillaerkolonner (26) har overflaten sure silanogrupper (Si-OH)
med pK,~3 ionisert ved pH > pK, med en negativ ladning (Si-O) ved pH = 2. De negativt
ladete veggene tiltrekkes av de positivt ladete ionene fra bufferen og danner et elektrisk
dobbeltlag, figur 5.2. Nar en spenning blir pafert pa kapillzeret vil kationer i den diffuse delen

av dobbeltlaget migrere i retning av katoden (27).

® © ® e Bulk soluti
ulk solution
® © ® © } (cations = anions)
® ®
) O] Q ® o® ® Diffuse part of double
O &) ® M ® @“ O ® layer (rich in cations)
Surface-bound O~ and
@@? 9% 00990507 ¢ € gpo) Mmimmio we
(a) Fused silica
@ ®> <0 ~© Net flow
& Cas toward
@ , @~ @ Ung ® cathode
- %» O o, 0 0@ °
Anode 0O O* e~ Q‘*C ~0 @ # Cathode

j?@ "96% 6099050 & & 02

(b)

Figur 5.2. (a) Et elektrisk dobbeltlag dannet av negativt ladet silikaoverflate og narliggende
kationer. (b) Overveiende flere kationer i den diffuse delen av dobbeltlaget produserer en
netto elektroosmotisk stram mot katoden nar et ekstern felt er pafart (26).

Dobbeltlaget har negativt ladete ioner (anioner) som er festet pa veggen og overskudd av
positivt ladete ioner (kationer) nar veggen. Et ubevegelig tett lag av kationer ngytraliserer
delvis de negativt ladete ionene, mens de resterende negativt ladete ionene blir ngytralisert av
mobile kationer i den diffuse delen av dobbeltlaget i lgsningen ner veggen. Tykkelsen pa den
diffuse delen kan variere fra ~10 nm nér ionestyrken er 1 mM til 0,3 nm nar ionstyrken er 1M.
Kationer blir tiltrukket til den negative elektroden - katoden og anioner blir tiltrukket til den
positive elektroden - anoden. | den diffuse delen av dobbeltlaget vil netto overskuddet av
kationer migrere mot katoden. Disse kationene er hydratiserte og trekker med seg
lasningsmiddelmolekyler. Resultatet blir en elektrolyttlgsning gjennom kapillaeret mot
katoden. Dette er elektroosmotisk stram, EOF, som kjennetegnes av en flat stramningsprofil

som vist i figur 5.3 (a). Figur 5.3 (b) viser en hydrodynamisk stremningsprofil.

20



© o ©

Anode | — ] Cathode
(a) Electroosmotic velocity profile
[ S |
High 5, T Low
pressure ) pressure

Hydrodynamic velocity profile
(b) (laminar flow)

Figur 5.3 (a). Elektroosmose gir en «flat» stremningsprofil i tverrsnittet av kapillaeret.
(b). Laminer hastighetsprofil av hydrodynamisk strem med hgyest hastighet i midten av
kapilleerregret og ingen hastighet ved veggene. Hastigheten minsker nar veggene (26) i
kapillaeret.

Det elektriske potensialet som oppstar mellom silikaveggen (kvartsglassveggen) og det
diffuse laget, kan uttrykkes som zetapotensialet, . Potensialet vil falle eksponentielt med en
faktor pa e til null over en distanse, J, som er tykkelsen til dobbeltlaget (28). Zetapotensialet
er avhengig av produktet til § og overflate ladningen . Tykkelsen pa dobbeltlaget avhenger

av ¢ og pa |, ionestyrken til elektrolyttlgsningen. Zetapotensialet er vist i ligning (5.5).

- 2 (5.5)

Eoy

der & er elektrisk permitivitet i vakuum og &, er elektrolyttlgsningens dielektriske konstant.
Nar kationer i det diffuse laget beveger seg mot katoden vil de ta med seg
lzsningsmiddelmolekylene. Det resulterer i elektroosmotisk mobilitet, ue, Som er relatert til &
og n i viskositeten i lgsningen, gitt ved ligning (5.6). Den elektroosmotiske mobilteten gker

proporsjonalt med zetapotensialet.

U= S5l (5.6)

Kationer beveger seg i samme retning som den elektroosmotiske stremmen, ue 0g U, har
samme fortegn. Den observerte mobiliteten, uapp, Vil véere starre enn den elektroosmotiske

strammen, ue. Anioner som beveger seg i motsatt retning som den elektroosmotiske
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strammen, altsa i den elektroforetiske stramretningen. 1 ligning (5.7) kan anionene ha to
fortegn (— fortegn eller + fortegn). Ved en hgy eller ngytral pH vil anionene transporteres
elektroforetisk til katoden siden elektroosmosen er raskere enn elektroforesen. En lav pH farer

til at anionene ikke nar detektoren siden elektroosmosen er svak.

Happ=He *+Heo (5.7)

For en spesie vil den observerte mobiliteten, papp, Veere netto hastigheten til en spesie dividert
pa det elektriske feltet. Det uttrykkes i ligning (5.8).

u_ La/t
=—==" 5.8
Mapp E V/L (5.8)
| elektroforese vil ulike analytter passere forbi detektorvindu med ulike hastigheter. En analytt
med hgy mobilitet vil migrere raskere, ha kortere migrasjonstid og bruke mindre tid til

detektor. Elektroforetisk mobilitet for et ngytralt spesie uttrykkes i ligning (5.9).

_ Uneytral _ La /theytral
= = 5.9
Heo™ ~E V /L 59)

5.3 Effekt av separasjonsparametre

5.3.1 Effekten av bufferens pH
pH i bufferen er avgjerende for den malte elektroosmotiske strammen, EOF. Silanolgruppene

er helt ionisert ved hgy pH og det genererer et sterkt zetapotensial og et tett elektrisk
dobbeltlag. Det resulterer i at EOF gker nar pH i bufferen gker, se ligning 5.5. EOF gjer det
mulig & separere anioner, kationer og ngytrale spesier samtidig i en lgsning under en
analyse.Under analyser ma den elektroosmotiske strammen, EOF, vare under kontroll (19).
Ved hgy pH vil silanol gruppene vare helt ionisert. Det genererer et sterkt zetapotensial og

gker tettheten pa dobbeltlaget. Det farer til at EOF gker nar pH i bufferen blir hay.

Valg av pH bar veere minst to enheter over eller under pK, av analytten for fullstendig
ionisasjon (27).

5.3.2 Effekten av bufferkonsentrasjonen

Nar den ioniske styrken gker, vil zetapotensialet og EOF minke tilsvarende i proporsjon med
kvadratroten med bufferkonsentrasjonen (24). Det er funnet at like EOF for forskjellige buffer

typer sa lenge ionestyrken holdes konstant.
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5.3.3 Effekten av organiske lgsningsmidler
Organiske lgsningsmidler kan modifisere EOF, fordi de har en pavirkning pa buffer-

viskositeten og zetapotensialet. Alkoholer som metanol, etanol og isopropanol reduserer EOF,
fordi de gker viskositeten pa elektrolyttlasningene (24). Det er ikke pavist at acetonitril
pavirker eller gker EOF. Organiske lgsningsmidler blir ofte brukt for & hjelpe lgseligheten til
praven. Selektiviteten til organiske lgsningsmidler er av betydning for konsentrasjonen, sa
fordampningen av lgsningsmidler ma kontrolleres. Da er det en fordel med helt vandige

separasjoner.

5.3.5 Kontroll av elektroosmotisk strgm
Elektroosmotisk stram, EOF, kan separere kationer, anioner og ngytrale spesier i en lgsning,

men den bidrar ogsa til variasjoner i migrasjonstiden fra analyse til analyse, fra dag til dag og
kapiller til kapilleer (24). EOF pavirkes av flere parametre som bufferkonsentrasjonen, pH-en
til bufferen, temperaturen, viskositeten, kapilleroverflaten, feltstyrken og organisk
modifikator. Det eneste som ikke EOF direkte kan pavirke under eksperimentelle forhold er
kapillzeroverflaten. Denne faktoren pavirker migrasjonstiden. Av den grunn er det viktig &
kondisjonere kapillzeroverflaten etter hver analyse for fa reproduserbare overflater. Til de
fleste anvendelser av analyser i kapillerelektroforese er det ungdvendig medfullstendig
undtrykkelse av EOF, men kontroll av EOF er kritisk for & oppna reproduserbare
migrasjonstider og opplgsning.

5.3.6 Effektivitet

| kapillerelektroforese er det ikke de samme utfordringene med bandspredning som i
vaeskekromatografi. Det er ingen trykkfall i kapillzerelektroforese og EOF blir generert
uniformt langs hele kapillarroret, der stramprofilen er flat unntatt nser veggene der
strgmningshastigheten er tilneermet null. Effektiviteten er avledet fra grunnprinsippene, men
under antagelsen at bare diffusjon er kilden til bandspredning. I tillleg kan
oppvarmingseffekter («joule-heating»), bindinger til kapillerveggen, injeksjon, deteksjon og
elektomagnetisk spredning fare til feerre teoretiske plater. Migrasjonshastigheten for en
lgsning er vist i ligning (5.10).

v=pe=H4V (5.10)
L

der u= mobiliteten, E= feltstyrke, V= spenning, L= lengden pa kapillaeret. Tiden, t, det tar for

en lgsning & migrere en lengde, L, i kapilleret er vist i ligning (5.11).
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L
t=—=—— 511
VoW (5.11)

Diffusjon i veesker som farer til spredning til et skarpt band er beskrevet i ligning (5.12).

2DL°
W

ol =2Dt = (5.12)

der D= diffusjonskoeffisienten av den enkelte analytt. Antall teoretiske plater N er gitt ved
ligning (5.13). Det er den longitudinal diffusjonen som dominerer bandspredningen. Den er
viktig sa lenge det er EOF.

L2
oL
Pafglgende vil ligning (5.13) settes inn i ligning (5.14).
N= AV (5.14)

2D

Fra ligning (5.14) kan det oppsummert si at en hgy spenning gir starst antall teoretiske plater
siden separasjonen fortsetter raskt, minimaliserers effekten av diffusjon. Mobillgsninger
produserer hgyt platetall, fordi en rask hastighet gjennom kapilleeret minimaliserer
diffusjonstiden. Lgsninger med liten diffusjonskoeffisient gir hgy effektivitet i forhold til

diffusjonal bandutvidelse.

Opplgsningsevne

Opplasningen av to pravekomponenter er en viktig faktor i alle separasjoner.

| kapilleerelektroforese er opplgsningen mellom to komponenter definert i ligning (5.15).

_1 auN

Rs
4 1+ pe,

(5.15)
der Au er forskjellen i mobiliteten mellom to Igsningsmidler og N er antall teoretiske plater.
Ved a sette ligning (5.12) inn i ligning (5.15), der V=EL, vil platetallet bli

EL

Rs: 0, 1 77A},|.e m

(5.16)

24



Ligning (5.16) indikerer en gkning i spenningen er den begrensende faktoren ved en

forbedring av opplgsningen (27).

Opplgsningen kan bedres ved a gke 4u.. Separasjonen i kapillerelektroforese er drevet av
effektiviteten. Det kan vaere sma forskjeller i mobiliteteten for a fa tilstrekkelig opplasning.

5.3.7 Oppvarmingseffekter - «Joule heating»
Det genereres en friksjonsvarme nar det er kollisjoner mellom migrasjonsionene og

buffermolekyler i en elektrolyttlagsning som det gar strem gjennom. Siden feltstyrken er hgy
kan det oppsta en oppvarmingseffekt - «joule heating». Oppvarmingseffekten oppstar som et
folge av en temperaturforandring i forhold til en varmespredning eller en utvikling av en

termisk gradient i kapilleeret.

Den mengden varme som ma fjernes er proporsjonal med konduktiviteten til bufferen og
kvadratet til feltstyrken. I kapilleerrar vil det veere varmere i midten av rgret enn langs
veggene. Viskositeten til veesker minker med gkende temperatur, og mobilteten og EOF gker
nar temperaturen stiger. Temperaturforskjellen mellom bufferen i midten av kapilleeret og
veggen kan bli beregnet som i ligning (5.17).

2
ATEO,24VX—L (5.17)

der W= effekt, r = radiusen pa kapilleret og K= termisk konduktivitet til bufferren,
kapilleerveggen og polyimidlaget. Siden den termiske gradienten er proporsjonal med

kvadratet av radiusen pa kapilleret, vil bruk av smale kapillerrgr gi hagy opplgsning.

Oppvarmingseffekter er avhengig av diameteren pa kapillaret, feltstyrken og
bufferkonsentrasjonen. Haye konsentrasjoner pa bufferen er mer ledende, gir hgyere stram og

produserer mer varme enn fortynnete lgsninger.

5.4 Injeksjon av prgvelgsninger

| kapilleerelektroforese kreves det et veldig lite injeksjonsvolum (1-50 nL) av prgven. De to
vanligste injeksjonsteknikkene er hydrodynamisk injeksjon og elektrokinetisk injeksjon (29).
| de kommersielle kapillzerelektroforese instrumentene er injeksjonssystemet integrert.
Teknikkene er presise og kan automatiseres. Injeksjonsbetingelsene er kontrollert
mikroprosessor og gjer det mulig a fa god repeterbarhet. Prgvene som injiseres ma veere fri
for partikler og kolloider. Far injeksjonen ma spenningen vere av, men etter injeksjonen er

spenningen trappet opp til driftbetingelsene. Det kreves en spenning for & beholde praven inni
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kapillzeret. Hvis en spenning blir pafgrt med en gang vil bakgrunnselektrolytten varmes opp
og ekspandere (24). Hvis hastigheten til vaeskeekspansjonen er stgrre enn hastigheten til
lzsningsmidlet migrasjonen i kapillaeret, vil noe av praven bli vasket bakover til

inngangsreservoaret. Spenningsrampen hindrer at dette skjer.

5.4.1 Hydrodynamisk injeksjon
Hydrodynamisk injeksjon kan utnytte trykk eller vakuum. Trykkinjeksjon er den vanligste

injeksjonen, der 1-2 % av det kapillaerets totale volum blir brukt. Injeksjonen bruker
trykkforskjellen mellom kapillerendene (26). Kapilleeret dypper ned i en prgvelgsning og det

injiserte volumet kan uttrykkes som i ligning (5.18).

_ APzd*t
1287L,

Volum

(5.18)

der AP er trykkforskjellen mellom endene av kapilleeret, d er indre diameter av kapilleret, t er
injeksjonstiden, # er viskositeten til praven og L; er den totale lengden pa kapillzret. Det
injiserte volumet blir kontrollert av injeksjonstiden. Inngangsenden av kapilleret er plassert i
en prgvevial og et definert trykk er plassert pa vialen for et gitt tidsrom (sekunder).
Kapillzerenden gar fra prevevialen tilbake til buffervialen og nar spenningen paferes starter

separasjonen.

5.4.2 Elektrokinetisk injeksjon
| elektrokinetisk injeksjon brukes elektroosmotisk og/eller elektroforetisk migrasjon for a

injisere praven inn i kapilleeret. Ved a pafare en lav spenning (24) for en kort periode blir
mengden av prgven kontrollert (24). Kvantiteten, Q, av en prgvelgsning som er injisert er gitt
i ligning (5.19).

Q= (e + Meo)rECE (5.19)

der e 0g Heo er elektroforetisk og elektroosmotisk mobilitet, r er radiusen pa kapillzeret og E

er feltspenningen og C er konsentrasjonen av hver analytt.

Fordelen med elektrokinetisk injeksjon er at utvalgte analytter kan injiseres, fordi ladete
analytter kan bli injisert. Analytter som da har hgyere pK, enn pH i prgvelgsningen kan

effektivt bli injisert ved positiv polaritet og omvendt.

Praver blir forberedt i en matriks med lav konduktivitet og pravelgsningen blir injisert ved
spenning. Positive og negative ioner kan effektivt bli konsentrert ved a bruke en enkel
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elektrokinetisk injeksjon - det samme som for LVSS. Bare negative ioner kan bli injisert og
konsentrert nar den postive elektroden er ved utgangsreservoaret gjennom den
elektrokinetiske injeksjonen. Hvis EOF retningen er motsatt av prgveionene sa er hastigheten
til EOF lavere enn praveionene. Dette forsikrer oppfaringen av prave ioner i kapilleret. Det
vil favorisere hgy mobilitet av analyttene. En stgrre mengde ioner med hgy mobilitet vil bli

introdusert og fokusert pa enn ioner med lavere mobilitet.

5.5 Teknikker for oppkonsentrering

Kapillerelektroforese er en utmerket analyse teknikk for separasjon av ladete spesier.
UV-deteksjonen er den mest anvendte deteksjonsmetoden. Problemet med deteksjonen er
sensitiviteten av sma injiserte volum og kort optisk veilengde i forbindelse med «on-column»
UV-deteksjon (30). Andre sensitive deteksjonsmetoder som elektrokjemisk deteksjon og
laserindusert fluoroscens (LIF) deteksjon er blitt brukt. Elektrokjemisk deteksjon krever lang,
vanskelig oppstillingsprosedyre av elektrodene med kapilleret. Laserindusert fluorescens

krever derivasjon av prgven med en fluorescerende probe.

5.5.1 Normal oppkonsentreringsteknikk - «Normal stacking mode»
Det er blitt introdusert «on-line» konsentrasjonsteknikk for & kompensere for svakhetene ved

UV-deteksjon. Den enkleste metoden er «normal stacking mode». En preve lgses i en matriks
med lav konduktivitet og injiseres hydrodynamisk i kapilleeret som er fylt med en buffer som
har hgyere konduktivitet (30-32). Nar en spenning blir pafert kapilleeret vil ionene i
prevelgsningen oppleve en hgyere feltstyrke enn bufferionene. Resultatet er forskjell i
konduktivitet mellom sonene. Dette forarsaker at ionene i prgvelgsningen migrerer raskere til
grensesnittet til prave-bufferen, som her vil oppleve en lavere feltstyrke og sakte ned. Ved
grensesnittet dannes det en smal sone av analytter. Mengden prgve som blir injisert ma veere
liten for at det skal veere en effektiv separasjon. Hvis EOF blir undertrykt blir konsetrasjonen
hagyere enn med en sterk EOF (33). En begrensning i «normal stacking mode» er den korte
lengden pa pravepluggen som kan bli injisert i kapillaret uten tap av separasjonseffektivitet
eller opplasning (34). Pravepluggen bar ikke overskride 10 % av kapillerets lengde. Denne
teknikken har ikke mer enn 10x effektiv oppkonsentrasjon (33).
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5.5.2 Oppkonsentrering av store volum - «LVSS»
En mate & fjerne matriksen umiddelbart etter injeksjonen etter stacking prosessen er «large

volume sample stacking» - «LVSS» (30). LVSS er en effektiv «on-line» oppkonsentrasjons-
teknikk som er basert pa at EOF pumpen kan «stacke» spor mengder av negativt ladete
analytter (35). En metode som er blitt utviklet for separasjon av anioner (36). En stor
preveplugg, opptil 90 % av kapilleerets lengde, med lav ledningsevne blir introdusert
hydrodynamisk i kapillaret. Den store lgsningsmiddelpluggen blir elektroosmotisk pumpet ut
av kapilleeret, mens de negativt ladete spesiene samles ved grensesnittet mellom prgvesonen
og bakgrunnselektrolytten. Med en gang hoveddelen av den lave konduktivtetssonen er blitt
dyttet ut av kapillaeret, blir en positiv spenning pafart for det skal skje en separasjon. Denne
metoden eliminerer de negative effektene av pluggen med lav konduktivitet og separasjonen
utfares (36). Det som er det begrensende ved LVSS er at bare positive eller negative ioner
lasninger kan bli effektivt oppkonsentrert om gangen (34). Teknikken kan ha en

konsentrasjonsfaktor pa 100x.

5.5.3 «Sweeping»
Sweeping er en oppkonsentreringsteknikk som forbedrer konsentrasjonssensitiviteten og

reduserer deteksjonsgrensen, LOD. Dette skjer inni kapilleeret for separasjonen og
deteksjonen (35, 37, 38).Teknikken baserer seg pa et fenomen der analyttene blir plukket opp
og akkumulert av en pseudostasjonerfase (micelle) som penetrerer prgvesonen (39). Lengden

pa analyttsonen etter «sweep» er gitt i ligning (5.20).

1
lsweep=linj Ll-l-—k)} (5.20)
der linj er lengden av den injiserte pravelgsningen og k er retensjonsfaktoren. Ligning (5.20)
gir lengden av pravesonen nar sweeping er fullstendig og ikke den observerte sonelengden
ved deteksjonen.

Konsentrasjonen av micellen som kommer inni prgvesonen er antatt lik micelle konstrasjonen
i bakgrunnsanalytten. Analytten som har en hgyere k-verdi er mer effektivt konsentrert. Nar
interaksjonen mellom analytten og pseudostasjonerfasen er sterk eller k-verdien er stor kan

konsentrasjonseffektiviteten bli opptil 5000x.
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5.2 Tillaging av stamlgsninger og buffere

Tillaging av stamlgsninger

Det ble laget stamlgsninger av ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin, lomefloksacin
hydroklorid og pefloksacin med konsentrasjoner pa ca.1000 mg/L ved & lgse ca. 0,0250 g i 25
mL malekolber lgst i AcN/vann (50:50, v/v). Til ciprofloksacin og norfloksacin ble det tilsatt
100 pL konsentrert saltsyre (HCI) for a fa lgst opp stoffene. Stamlgsningene var
utgangspunktet for alle kvalitative lgsninger for metodeutviklingen. Videre fortynninger ble
gjort med AcN/vann (50:50, v/v). Det ble laget arbeidslgsninger med konsentrasjoner pa 100
MM av de respektive analyttene som ble brukt videre. Blindpreven som ble brukt under
analysene var AcN/vann (50:50,v/v). Analysene ble utfart pa kapilleerelektroforese

instrumentet, Beckman Coulter, ProteomeLab™PA 800.

Tillaging av 50 mM tetraboratbuffer (Na,B,0; -10 H,0)

Ved tillaging av tetraboratbuffer ble det veid inn 1,9066 g natriumtetraborat dekahydrat (40)
til en 100 mL flaske som ble fylt opp med 100 mL Milli-Q vann. pH ble justert til 9,23 ved
ved hjelp av pH-elektrode ved 22 °C. Bufferen ble filtrert far bruk med 1 mL plastsprayte og
13 mm spraytefilter, 0,2 um PTFE-membran.

Tillaging av 50 mM fosfatbuffer (NaH,PO,)

Ved tillaging av fosfatbuffer ble det veid inn 0,6002 g natriumdihydrogenfosfat (41) til en 100
mL flaske som ble fylt med Milli-Q vann og pH justert til 7,34 ved tilsetting av 1,0 M NaOH.
pH ble malt med pH-elektrode ved 22 °C. Bufferen ble filtrert far bruk med 1 mL plastspragyte
0g 13 mm spreytefilter, 0,2 um PTFE-membran.

Fosfatbuffer/AcN, 50 mM, pH 7,05 og pH 7,70

Ved & ta utgangspunkt i 50 mM fosfatbuffer, pH 7,34, ble det tatt ut 15 mL til to
malesylindere og pH i bufferene ble justert til 7,05 og 7,70 ved tilsetting av henholdsvis 1 M
HCI og 1 M NaOH. pH ble malt med pH-elektrode ved 22 °C. Bufferene ble filtrert far bruk
med 1 mL plastsprgyte og 13 mm sprgytefilter, 0,2 um PTFE-membran.
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Kapillerkolonne

| metodeutviklingen pa kapilleerelektroforese instrumentet ble det anvendt kvartsglass
“fused silica” kapillaerrgr, Polymicro Technologies, Teknolab, TSP075375, med indre
diameter pa 75 um og ytre diameter pa 375um.

Kondisjoneringsprosedyre av kapillerkolonnen

Nye kapilleerkolonner ble forbehandlet med 1,0 M natriumhydroksid i 10 minutter, vasket
med Milli-Q vann i 5 minutter, sa 0,1 M natriumhydroksid i 10 minutter og til slutt vask med

Milli-Q vann i 5 minutter. Prosedyren ble utfert ved et trykk pa 20 psi.

Kapillaeret ble kondisjonert hver dag, i begynnelsen av dagen, med 0,1 M NaOH i 5 minultter,
etterfulgt med Milli-Q vann i 3 minutter og kjgrebufferen i 10 minutter ved et trykk pa 20 psi.

Betydningen av kondisjoneringen

Nye kapilleerkolonner ma kondisjoneres far det kan brukes. Prosedyren sgrger for at hele
overflaten blir helt og fullt uniformt ladet (27). I noen metoder er det ngdvendig a regenerere
overflaten mellom hver analyse, det gjelder spesielt ved bruk av buffere i pH-omradet 2 - 6.
Regenerering er ikke ngdvendig ved pH over 9.

| kapilleerrgr som ikke er kondisjonert vil lgsningen migrere mot den neagtive elektroden hvis
ikke buffertilsetninger eller kapilleer kondisjonering blir brukt for & redusere eller reverse
EOF. Reproduserbarheten til EOF gir mest problemer i pH omradet 4 - 6, siden EOF vil

pavirke migrasjonstidens presisjon.

5.2.1 Eksperimentelt - tetraboratbuffer som separasjonsbuffer

Av fluorokinolonene ble det laget en fortynningsrekke med konsentrasjoner pa 1,0, 5,0, 10,0,
50,0 og 100 uM. Lasningene ble laget med utgangspunkt i en sekvensiell fortynning av den
foregaende i fortynningrekken. Fortynningsrekken ble analysert med 50 mM tetraboratbuffer,

pH 9,23 og resultatene er vist i tabell 5.1.

Fra hver av arbeidslgsningene med konsentrasjon pa 100 uM av de respektive
fluorkinolonene ble det laget en blanding pa 20 uM. Denne blandingen ble analysert med 50
mM tetraboratbuffer, pH 9,23. Elektroferogrammet er vist i figur 5.2.
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5.2.2 Resultater og konklusjon - tetraboratbuffer som separasjonsbuffer

Tabell 5.1 viser konsentrasjoner og migrasjonstider av fortynningrekken til hver av
fluorkinolonene. Nar ciprofloksacin ble analysert kom det EOF-topper etter ca. 4,20 minutter
og deteksjonsgrensen er lavere enn 1,0 uM. I analysene av norfloksacin kom det EOF-topper
etter ca. 4,30 minutter og deteksjonsgrensen er lavere enn 1,0 uM. | elektroferogrammene til
ofloksacin observeres det EOF-topper etter ca. 4,30 minutter. Det er ingen observerte signaler
pa 5,0 UM, men farst pa 10,0 uM. Deteksjonsgrensen ligger i dette intervallet pa UV-
deteksjonen. Ved analyser av lomefloksacin hydroklorid observeres det EOF-topper etter 4,3 -
4,4 minutter og deteksjonsgrenser lavere enn 1,0 pM. Nar pefloksacin analyseres er det EOF-
topper etter 4,4 minutter og ingen observerte signaler pa 5,0 UM, men farst pa 10,0 uM.
Deteksjonsgrensen ligger i dette intervallet pa UV-deteksjonen.

| vedlegg 10.2, figur 5.1 - 5.5, er det eksempler pa elektroferogrammer for lomefloksacin
hydroklorid i kalibreringsomradet 1,0 -100,0 pM.
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Tabell 5.1. Tabellen viser konsentrasjoner og migrasjonstider for ciprofloksacin,
norfloksacin, ofloksacin, lomefloksacin hydroklorid og pefloksacin.

Injeksjonen var hydrodynamisk (0,5 psi, 3,0 sek.), under en feltspenningen pa 20 kV,
temperatur 25°C og normal polaritet. Bglgelengden for UV-deteksjonen var ved 280 nm.
Den totale lengden pa kapilleerkolonnen var 53,4 cm og den effektive lengden var 43,4 cm.
Den totale analysetiden var 10 minutter.

_ ) ] ] Lomefloksacin _
Ciprofloksacin | Norfloksacin | Ofloksacin ) Pefloksacin
hydroklorid
Konsentrasjon | igrasjons- Migrasjons- | Migrasjons- Migrasjons- Migrasjons-
I prevelgsning tid tid tid tid tid
(LM) min. min min min min
1.0 5,629 6,017 Signal ikke 5,617 Signal ikke
observert observert
5.0 5,683 5,087 Signal ikke 5,579 Signal ikke
observert observert
10,0 5,679 5,992 6,175 5,563 6,408
50,0 5,700 5,967 6,162 5,612 6,479
100,0 5,892 5,967 6,171 5,612 6,400

Fra tabell 5.1 viser det seg at migrasjonstidene for fluorkinolonene er reproduserbare og lite
pavirket konsentrasjonsendring. Det gjer det lettere 4 identifisere analyttene. Migrasjonstidene
for ciprofloksacin har en relativ standardavvik pa 1,78 %, norfloksacin har en relativ
standardavvik pa 0,35 %, mens lomefloksacin har en relativ standardavvik pa 0,43 %.
Ofloksacin og pefloksacin har ikke det statistiske grunnlaget for & kunne beregne det relative

standardavviket.
EOF-toppene viser en stabilitet i systemet ved gjentatte injeksjoner.

Fra elektroferogrammene ble det laget kurver der topparealet er plottet mot konsentrasjonen.
Figur 5.6 viser eksempel péa norfloksacin som har god linearitet. Det ble ogsa oppnadd god
linearitet for ofloksacin og lomefloksacin, og arealet gker linesert med gkende konsentrasjon.
Ciprofloksacin og pefloksacin fikk ikke god linearitet. Dette kan skyldes tillaging av
Igsningene eller det kan vaere ustabilitet i injeksjonene. Det er likevel grunn til & tro at

ciprofloksacin og pefloksacin vil oppfare seg likt.
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Kalibreringskurven for norfloksacin er vist i figur 5.6. Analysebetingelsene er tidligere omtalt
i tabell 5.1.

Areal, AU y =402,25x + 732,85

R2=0,9986

O T T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Konsentrasjon, pM

Figur 5.6. Kalibreringskurve for norfloksacin der toppareal er plottet som funksjon av
konsentrasjon i kalibreringslgsningsomradet 1,0 -100,0 uM.

En 20 uM blanding av de fem fluorokinolonene ble analysert med 50 mM tetraboratbuffer,
pH 9,23, se figur 5.7.

2003

uuuuu

‘‘‘‘‘‘‘‘

Figur 5.7. En 20 uM blanding av ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin, lomefloksacin
hydroklorid og pefloksacin ble analysert med 50 mM tetraboratbuffer, pH 9,23.

Injeksjonen var hydrodynamisk (0,5 psi, 3,0 sek.), under en feltspenning pa 20 kV, temperatur
25°C og normal polaritet. Bglgelengden for UV-deteksjonen var ved 280 nm. Analyttene kan
antas a ha falgende migrasjonsrekkefalge, 1: lomefloksacin hydroklorid,

2 og 3:ciprofloksacin og norfloksacin, 4:ofloksacin og 5:pefloksacin. Den malte absorbansen,
AU, plottet mot migrasjonstiden, minutter. Den totale analysetiden var 15 minutter.
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Fra elektroferogrammet, figur 5.7, vises at analytt-toppene ikke kunne separeres fullstendig.

Eksempelvis elueres ciprofloksacin og norfloksacin samtidig.

5.3 Eksperimentelt - «LVVSS»

Det var av interesse a se hvordan en oppkonsentreringsteknikk som «large volume sample
stacking» - «LVSS», kunne utfgres pa kapilleerelektroforese. Dette ble prevd pa 20 uM
norfloksacin lgst i AcN/vann (50:50, v/v). En blindprgve av AcN/vann (50:50, v/v) ble
anvendt for a finne stramprofil med revers polaritet. Alle stackingforsgk ble utfart pa en
kapillzerkolonne som var UV-transparent med total lengde pa 50 cm, effektiv lengde pa

40 cm, 75 um i.d og 375 um o.d. Feltspenningen var 20 kV og temperaturen 25 °C.

For bestemmesle av ig ble blindpraven injisert ved revers polaritet. i er strammen i den rene
bakgrunnsanalytten, BGE. Det ble pravd ut ulike injeksjonstider i tidsintervallet 20 - 60
sekunder ved konstant injeksjonstrykk pa 1,0 psi for a finne optimal oppkonsentreringstid -
«stackingtid». Stabil stremprofil ble oppnadd for en injeksjonstid pa 25 sekunder. Lengre
injeksjonstider gav bortfall av stram.Ved grafisk avlesning, se figur 5.8, av stramprofilen var

ip = 0,46 minutter av stackingtiden og amplituden A =-132,0 pA.

Time: 4,976 Minutez Amp: -135,193 pA

-504 50

>¥F
>

-1504 150

0,0 05 1.0 1.5 2,0 25 3.0 3.5 4,0 45 5.0
nutes

Figur 5.8. Opptak av typisk revers strgmprofil for & bestemme ip-strem og tid for
polaritetsskifte. Injeksjonen ble utfert med blindpreven AcN/vann(50:50,v/v) og
hydrodynamisk injisert (1,0 psi, 25 sek.) med revers polaritet. Tiden det tok i dette forsgket for
a nd ip = -132 mA var 0,46 min., dette vil tilsvare en optimal stackingtid pa ca. 0,41 min.
(=0,95i5) og amplituden A=125 mA.
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Stackingforsgket ble utfgrt med 20 uM norfloksacin uten LVSS. Analyse med 20 uM
norfloksacin som var fortynnet med AcN/vann (50:50, v/v) fra 100 uM arbeidslgsning av
norfloksacin. Analysen ble utfgrt med normal polaritet injeksjon (1,0 psi, 3,0 sek.) med 50

mM tetraboratbuffer, pH 9,23. Elekroferogrammet fra analysen er vist i figur 5.9.

Time: 0,095 Minutez Amp:  0,0006 Ay

0.0 .05
Migration Time
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Figur 5.9. Analyse av 20 uM norfloksacin med normal polaritet injeksjon (0,5 psi, 3,0 s).
Bakgrunnselektrolytten var 50 mM tetraboratbuffer, pH 9,23.

| praksis er det vanskelig a bestemme ngyaktig, men med sikkerhetsmargin ble det valgt a lese
av oppkonsentreringstiden for den tiden det tok & oppna ca 80 % av i,-stremmen. Det vil si t;
avlest for i= 0,8:ip, det vil si ti= 0,50 minutter. Ideelt kan oppkonsentreringstiden

«stackingtiden» veere 90 - 95 % det tar & oppna i, stremmen.

Stckingforsgket ble utfgrt med 20 uM norfloksacin med LVSS med 50 mM tetraboratbuffer,

pH 9,23. Injeksjonstiden var 25 - 35 sekunder som tilsvarer ca. 20 % fylling av kapillarroret.

Elektroferogrammet, figur 5.10, viser en analyse med en injeksjonstid pa 35 sek. og det ble en
signalgkning pa 34x med LVSS i forhold til en normal polaritets injeksjon. Med lengre
injeksjonstider oppstod det problemer med a opprettholde stramgjennomgangen i kapillaeret.

Stackingen ble utfert pa analyttene pa anionisk form.
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Figur 5.10. Analyse av 20 uM norfloxacin med LVSS (35 s,1,0 psi). Bakgrunnselektrolytten
var 50 mM tetraboratbuffer, pH 9,23. Reversert polaritet i 0,50 min. for skifte til normal
polaritet. Dataopptak startet ved polaritetsskiftet.

5.4 Eksperimentelt - fosfatbuffer som separasjonsbuffer

5.4.1 Eksperimentelt - tilsetting av organisk modifikator
Tetraboratbufferen ble byttet ut med 50 mM fosfatbuffer (41) som er en mye anvendt

separasjonsbuffer innen kapillerelektroforese. | det innledende forsgket ble det analysert med
50 mM fosfatbuffer, pH 7,34 pa en 20 uM blanding av ciprofloksacin, norfloksacin,
ofloksacin, lomefloksacin hydroklorid og pefloksacin. Deretter ble det prgvd ut tilsetning av
organisk modifikator som acetonitril, AcN, med 20, 30 og 40 % AcN (42). Under
eksperimentene oppstod det brudd i kolonnene og de kunne tette seg igjen. Derfor ble det
laget kolonner med litt forskjellige lengder, det vil si kapilleerkolonner som har total lengde pa
59 - 62 ¢cm og en effektiv lengde pa 49 - 52 cm. Pa instrumentet var det gitt at segmentet fra

detektorvindu og til kapillzerenden (utgangsenden) var 10 cm.

Tabell 5.2 viser forsgksserien med 50 mM fosfatbuffer og AcN analysert pa en 20 uM

blanding av de fem respektive fluorkinolonene.
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Tabell 5.2. Oversikt over separasjonsbuffere med ulike prosentvise sammensetninger av
50 mM fosfatbuffer og AcN analysert pa en 20 pM blanding med de fem fluorokinolonene.
Injeksjonene var hydrodynamisk (0,5 psi, 3,0 sek.), under en feltspenningen pa 20 kV,
temperatur 25 °C og normal polaritet. Bglgelengden for UV-deteksjonen var ved 280 nm.
Den totale analysetiden var 10 minutter.

Kapillaerkolonne
(Total lengde, cm
effektiv lengde, cm)

Buffersammensetning

Observasjoner

Total lengde: 59,2 cm og
effektiv lengde: 49,2 cm

50 mM fosfatbuffer, pH 7,34

Ingen separasjon eller
selektivitet. Analyttene ble
observert etter 5,6 - 6,0 min., de

kom tett og hadde lite areal.

Total lengde: 59,2 cm og
effektiv lengde: 49,2 cm

50 mM fosfatbuffer/AcN
(60:40, viv), pH 7,34

Hgyere analyttopper, men ingen
grunnlinje separasjon.
Analyttene observert etter 8,1 -

8,3 min.

Total lengde: 59,2 cm og
effektiv lengde: 49,2 cm

50 mM fosfatbuffer/AcN
(80:20, v/v), pH 7,34

Brede analyttopper og ingen
separasjon. Lite areal.
Analyttene observert etter

6,2 min.

Total lengde: 60,5 cm og
Effektiv lengde: 50,9 cm

50 mM fosfatbuffer/AcN
(70:30, v/v), pH 7,34

Ingen separasjon av analyttene,
men hgye topper.
Analyttene observert etter
7,1-7,7 min.
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5.4.2 Resultater og konklusjon - tilsetting av organisk modifikator
Figur 5.11 viser elektroferogram av analyse av en 20 uM blanding av de fem fluorkinolonene

med 50 mM fosfatbuffer, pH 7,34, som var utgangspunktet for forsgksserien.

‘,4
3e
28

........

Figur 5.11. Analyse av en 20 uM blanding av ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin,
lomefloksacin hydroklorid og pefloksacin med 50 mM fosfatbuffer, pH 7,34.

Videre i forsgksserien ble 50 mM fosfatbuffer med 20, 30 og 40 % AcN- innhold, pH 7,34,
prevd ut. Figur 5.12 viser analyse av 20 uM blanding med 50 mM fosfatbuffer/AcN
(60:40, v/v), pH 7,34 som gav best selektivitet fra denne forsgksserien. Denne

buffersammensetningen ble det valgt & ga videre med.

38



........

Figur 5.12. Analyse av en 20 uM blanding av ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin,
lomefloksacin hydroklorid og pefloksacin med 50 mM fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v), pH 7,34.

| vedlegg 10.2, figur 5.13 - 5.14, vises elektroferogrammene av analyse av 20 uM blanding av
de fem fluorkinolonene med separasjonsbuffer av 50 mM fosfatbuffer/AcN (80:20, v/v),

pH 7,34, og 50 mM fosfatbuffer/AcN (70:30, v/v), pH 7,34.

5.4.3 Effekt av pH

En parameter som kan pavirke selektivteten av analyttene i separasjonsbufferen er effekten av
pH. Det ble laget fosfatbuffere med ulike pH-verdier. Med utgangspunkt i 50 mM
fosfatbufferen og fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v) ble det laget fosfatbuffere med ulike pH-

verdier. Tillaging av buffere er beskrevet tidligere.
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Tabell 5.3. Oversikt over ulike pH-verdier av 50 mM fosfatbuffer og 50 mM fosfatbuffer/AcN
(60:40, v/v) analysert pa en 20 uM blanding med de fem fluorokinolonene. Injeksjonene var
hydrodynamisk (0,5 psi, 3,0 sek.), under en feltspenningen pa 20 kV, temperatur 25 °C og
normal polaritet. Balgelengden for UV-deteksjonen var ved 280 nm. Den totale analysetiden

var 10 minutter.

Kapillaerkolonne
(Total lengde, cm og

effektiv lengde, cm)

Buffersammensetning

Observasjoner

Total lengde: 60,5 cm og
effektiv lengde: 50,9 cm

50 mM fosfatbuffer, pH 7,05

Ingen separasjon, toppene
kom tett.

Total lengde: 60,5 cm og
effektiv lengde: 50,9 cm

50 mM fosfatbuffer/AcN
(60:40, viv), pH 7,05

Ikke mulig skille toppene,
brede analytt-topper.

Total lengde: 60,5 cm og
effektiv lengde: 50,9 cm

50 mM fosfatbuffer, pH 7,34

Ingen selektivitet. Smale
topper. Toppene kom 3,6 -
3,9 etter minutter.

Total lengde: 60,5 cm og
effektiv lengde: 50,9 cm

50 mM fosfatbuffer/AcN
(60:40, viv), pH 7,34

Ingen separasjon. Haye og
smale topper. Toppene kom
etter 4,8 - 5,0 minutter.

Total lengde: 60,5 cm og
effektiv lengde: 50,9 cm

50 mM fosfatbuffer, pH 7,70

Ingen separasjon, men smale
og hgye topper. Analytt-
toppene kom etter 6,1 - 6,4
minutter.

Total lengde: 60,5 cm og
effektiv lengde: 50,9 cm

50 mM fosfatbuffer/AcN
(60:40, viv) pH 7,70

En stor topp etter 7 minutter.

5.4.4 Resultater og konklusjon - effekt av pH
Ut fra resultatene fra forsgksserien ble det valgt & ga videre med 50 mM fosfatbuffer/AcN,

(60:40, viv), pH 7,70, siden denne bufferen gav bedre separasjon av fluorkinolonene enn de
gvrige bufferene, men ikke en fullstendig separasjon. Elektroferogrammet er vist i figur 5.15.
Elektroferogrammer av 50 mM fosfatbuffer (60:40, v/v), pH 7,05, og 50 mM fosfatbuffer
(60:40, viv), pH 7,34, er vist i vedlegg 10.2, figur 5.16 - 5.17.
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Figur 5.15. Analyse av en 20 uM blanding med ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin,
lomefloksacin hydroklorid og pefloksacin med 50 mM fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v), pH 7,70.

5.4.5 Effekt av feltstyrke, kapilleerlengde og injeksjonstid
Det ble eksperimentert hvordan ulike lengder pa kapillzret (60,5 cm/ 50,5 cm og 50,4cm/40,4

cm) (total lengde/effektiv lengde), feltstyrker (15 - 30 kV) og injeksjonstider (3 sek., 5 sek.)
kunne pavirke eller forbedre separasjonen. 20 UM blandingen av analyttene ble analysert med

50 mM fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v), pH 7,70 med ulike kolonnelengder, feltstyrker og

injeksjonstider.

5.4.6 Resultater og konklusjon - effekt av feltstyrke, kapilleerlengde og
injeksjonstid
Resultatene fra forsgkene viste at kapillzeret med lengden 60,5 cm/ 50,5 cm gav mer

antydning til splittelse av analyttene enn kapilleeret med lengden 50,4 cm/ 40,4 cm og med
feltstyrken 20 kV. En injeksjonstid pa 5,0 sekunder av farte til at analyttene ble hgyere, men
det bidro ikke til en forbedring av separasjonen av analyttene. Det vil derfor holde med 3

sekunders injeksjonstid som er den vanligste injeksjonstiden i kapillaerelektroforese.

5.4.7 Verifikasjon av ciprofloksacin og norfloksacin
For a verifisere hvilke av analyttene som kom farst ble det laget en blanding av ciprofloksacin

og norfloksacin, der norfloksacin hadde en konsentrasjon pa 20 uM og ciprofloksacin hadde

en konsentrasjon pa 40 uM. Analyttene ble analysert med 50 mM fosfatbuffer/AcN
(60:40, viv), pH 7,70.
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5.4.8 Resultater - verifikasjon av ciprofloksacin og norfloksacin
Ut i fra elektroferogrammet, figur 5.18, har norfloksacin kortere migrasjonstid, 6,887

minutter, enn ciprofloksacin, 6,721 minutter.

6.721

Ciprofloksacin

Norfloksacin

00000
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Figur 5.18. En blanding med 20uM norfloksacin og 40 uM ciprofloksacin. Blandingen ble
hydrodynamisk injisert (0,5 psi, 3,0 sek.), under en feltspenning pa 25 kV og normal polaritet.
Den totale lengden pa kapilleer kolonnen var 59,7 cm og den effektive lengden var 49,7 cm.
Den totale analysetiden var 9 minutter. Den malte absorbansen, AU, er plottet mot

migrasjonstiden, minutter.

5.5 Optimalisering av fosfatbuffer

5.5.1 Eksperimentelt - optimalisering av fosfatbuffer
Det ble laget en 50 mM fosfatbuffer med pH 7,57 for se om det kunne bedre separasjonen av

analyttene.

En 20 uM blanding av de fem respektive fluorokinolonene ble analysert med 50 mM
fosfatbuffer/AcN, (60:40, v/v), pH 7,57.

5.5.2 Resultater og konklusjon - optimalisering av fosfatbuffer
Under de nevnte analysebetingelsene var dette den analysen som gav nesten tilstrekklig
separasjon av fem fluorokinoloner pa kapillaerelektroforese. Dette viser falsomheten av pH i

separasjonsbufferen. Figur 5.19 viser en analyse av separasjonen av de fem fluorokinolonene.
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Figur 5.19. En 20 uM blanding av ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin, lomefloksacin og
pefloksacin ble analysert. Lasningen ble hydrodynamisk injisert (0.5 psi,3.0 sek.) under en
feltstyrkespenning pa 20 kV og normal polaritet. Migrasjonsrekkefalgen er 1: lomefloksacin,
2: norfloksacin, 3: ciprofloksacin, 4: ofloksacin og 5: pefloksacin. Den malte absorbansen,
AU, plottet mot migrasjonstiden, minutter. Den totale migrasjonstiden er 11 minutter.

5.5.3 Fortynningrekke med den optimaliserte fosfatbufferen
Av fluorokinolonene ble det laget en fortynningsrekke med konsentrasjoner pa 1,0, 2,5, 5,0,

7,5, 10,0, 20,0 og 50,0 uM. Lasningene ble laget med utgangspunkt i en sekvensiell

fortynning av den foregaende i fortynningrekken. Fortynningsrekken ble analysert med 50

mM fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v), pH 7,57.

5.5.4 Resultater og konklusjon - fortynningsrekke med den optimaliserte bufferen
Tabell 5.4 viser konsentrasjoner og migrasjonstider av fortynningrekken til hver av

fluorkinolonene. Nar ciprofloksacin ble analysert kom det EOF - topper etter ca. 7,8 minutter
og deteksjonsgrensen er lavere enn 1,0 uM. I analysene av norfloksacin og ofloksacin kom
det EOF - topper etter ca. 7,2 - 7,3 minutter og deteksjonsgrensen er lavere enn 1,0 uM for
norfloksacin. | elektroferogrammene til ofloksacin er det ingen observerte signaler pa 1,0 uM.
Deteksjonsgrensen ligger mellom 2,5 og 1,0 uM. Ved analyser av lomefloksacin hydroklorid
og pefloksacin observeres det EOF - topper etter 6,8 - 7,0 minutter. Lomefloksacin

hydroklorid har en deteksjonsgrense som er lavere enn 1,0 uM. Nar pefloksacin analyseres er
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detingen observerte signaler pa 10,0 puM, men farst pa 20,0 uM. Deteksjonsgrensen for

pefloksasin ligger defor et sted innenfor dette intervallet nar UV-deteksjon benyttes.

Tabell 5.4. Tabellen viser konsentrasjoner og migrasjonstider av ciprofloksacin,
norfloksacin, ofloksacin, lomefloksacin og pefloksacin. Separasjonsbuffer var 50 mM
fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v), pH 7,57. Lasningene ble injisert hydrodynamisk (3,0 sek., 0,5
psi) med konstant feltspenning pa 20 kV,temperatur 25°C og normal polaritet. Bglgelengden
for UV-deteksjonen var ved 280 nm. Den totale analysetiden var 10 minutter.

Lomefloksacin
Ciprofloxacin | Norfloksacin Ofloksacin Pefloksacin
hydroklorid
Konsentrasjon
Migrasjonstid | Migrasjonstid | Migrasjonstid | Migrasjonstid | Migrasjonstid
i lgsningene
(min.) (min.) (min.) (min.) (min.)
(LM)
1,0 9,521 8.642 Signal ikke 8079 Signal ikke
observ. observ.
2,5 9,417 8,633 9,200 8,071 Signal ikke
observ.
5,0 9,379 8,617 9,146 8,058 Signal ikke
observ.
7,5 9,342 8,608 9,133 8,054 Signal ikke
observ.
10,0 9,329 8,633 9,100 8.054 Signal ikke
observ.
20,0 9,325 8,621 9,108 8,046 9,517
50,0 9,296 8,600 9,121 8,042 9,671

Fra tabell 5.4 viser det seg at migrasjonstidene for fluorkinolonene er reproduserbare og lite
pavirket konsentrasjonsendring. Det gjer det lettere & identifisere analyttene. Migrasjonstidene
for ciprofloksacin har en relativ standardavvik pa 0,81 %, norfloksacin har en relativ
standardavvik pa 0,17 %, ofloksacin har en relativ standardavvik pa 0,39 % mens
lomefloksacin har en relativ standardavvik pa 0,16 %. Pefloksacin har ikke det statistiske

grunnlaget for a kunne beregne det relative standardavviket.

Analysene viser stabile EOF-topper i systemet ved gjentatte injeksjoner.
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Fra elektroferogrammene ble det laget kalibreringskurver der topparealet er plottet mot
konsentrasjonen. Det ble ikke oppnadd god linearitet for fluorkinolonene. Arsaken til darlig
linearitet kan veere problemer med stabilitet under injeksjonen (trykksettingen) eller ustabile

forhold i kolonnen.

5.6 Repeterbarhetsforsgk

En lgsning med 10 uM ciprofloksacin ble anvendt for a sjekke reproduserbarheten av
injeksjonen og arealet pa instrumentet. Det ble foretatt ti injeksjoner pa instrumentet.
Injeksjonene var hydrodynamiske (0,5 psi, 3,0 sek.) under en feltspenning pa 20 kV,

normal polaritet og temperatur 25 °C. Separasjonsbufferen var 50 mM fosfatbuffer/AcN
(60:40, v/v), pH 7,57. Den totale lengden pa kapillaeret var 59,6 cm og den effektive lengden
var 49,6 cm. Den totale analysetiden var 11 minutter. Tabell 5.5 viser migrasjonstidene og
arealene av de 10 injeksjonene.

Tabell 5.5. Tabellen viser migrasjonstider og arealer av ti injeksjoner av 10 uM
ciprofloksacin analysert med 50 mM fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v), pH 7,57.

Injeksjon # Migrasjonstid (minutter) Areal (AU)
1 9,892 4550
2 9,854 3808
3 9,921 4232
4 9,846 4395
5 9,825 3942
6 9,842 4235
7 9,767 3910
8 9,783 3024
9 9,575 2632

10 9,679* 3851

*Etter vask med 1,0 M NaOH i 15 minutter ved et trykk pa 20 psi.

5.6.1 Resultater og konklusjon - repeterbarhetsforsgk
Det ble foretatt 10 injeksjoner av 10 uM ciprofloksacin for a undersgke stabiliteten i

injeksjonsteknikken. Etter den syvende injeksjonen sank arealet og kapilleret matte

rekondisjoneres etter den niende injeksjonen. Pa den tiende injeksjonen gker arealet igjen,
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se tabell 5.5. Det relative standardavviket i migrasjonstidene er 0,77 % for injeksjonnr. 1-7 og
10. Migrasjonstidene ser veldig stabile ut. Det relative standardavviket for repeterbarheten i
arealene er 6,70 % for injeksjonsnr. 1-7 og 10. Injeksjonsnr. 8 og 9 er ikke tatt med i det
statistiske grunnlaget, da disse injeksjonene har lavere areal. Det er ngdvendig med vask av
kolonnen for & opprettholde stabile arealer. Dette understreker at intern standard metode bar

benyttes som kvantifiseringsteknikk i kapillaerelektroforese.

5.7 Oppsummering og konklusjon

Det ble testet ut to separasjonsbuffere, en tetraboratbuffer og en fosfatbuffer pa
kapillerelektroforese. Fluorkinolonene ble analysert enkeltvis med tetraboratbuffer og
resultatene viste reproduserbare migrasjonstider uavhengig av konsentrasjonen. Lineariteten
var god for norfloksain, ofloksacin og lomefloksacin, selv om det for ciprofloksacin og
pefloksain ikke oppnadde god linearitet. Dette kan ligge i injeksjonene pa instrumentet eller i
kolonnen. | en blanding med fluorokinolonene ble det ikke oppnadd tilstrekkelig separasjon

mellom ciprofloksacin og norfloksacin.

| forsgket med oppkonsentrering av 20 uM norfloksacin med «large volume sample
stacking» som teknikk ble det oppnadd en signalgkning som var 34x bedre en med «normal

mode stacking».

Med fosfatbuffer som separasjonsbuffer ble fluorokinolonene analysert. | en blanding med de
fem fluorkinolonene ble det ikke oppnadd separasjon. Det ble testet ut ulike parametre som
kunen forbedre separasjonen av fluorkinolonene. Det var innslag av organisk modifikator som
acetonitril, ulike pH-verdier pa separasjonsbufferen, kapillaerlengde, feltstyrke og
injeksjonstid. Den bufferen som gav best separasjon av fluorkinolonene var med 50 mM
fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v), pH 7,57 med en kolonnelengde ca. 60 cm /50 cm, en
feltspenning pa 20 kV og 3 sekunders injeksjonstid. P4 det optimale elektroferogrammet ble
en blanding analysert og elueringsrekkefalgen er lomefloksacin, norfloksacin, ciprofloksacin,
ofloksacin og pefloksacin. Da fluorkinolonene ble analysert enkeltvis viste det seg at

migrasjonstidene var reproduserbare uavhengig av konsentrasjonene.

Repeterbarheten til arealene for 10 injeksjoner ble testet ut. Arealene av injeksjonene synker
etter ca. 7 - 8 injeksjoner viser en ustabilitet i instrumentet. Vask av kolonnen er viktig ved

bruk av kapilleerelektroforese.
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6. Prinsipp for HPLC

6.1 HPLC teori

Vaeskekromatografi er en de mest brukte teknikkene innen analytiske separasjoner.

| HPLC, «High Performance Liquid Chromatography», brukes det et hgyt trykk for a «tvinge»
en vaeskefase, kalt mobilfasen, gjennom en separasjonskolonne (25) som er pakket med sma
partikler. Et HPLC-system bestar av et mobilfasereservoar, en pumpe, et injeksjonssystem, en
haytrykkskolonne (100 - 300 bar), en detektor og en datamaskin som registrerer og viser

resultatene. En prinsipp skisse av et HPLC-system er vist i figur 6.1.

Data
Recorder

Recorder

Pump
Colummn

Injector Detector

‘Waste

Solvent
Reservoir

Figur 6.1. En enkel skjematisk skisse av oppsettet til HPLC instrumentet (43).

Et HPLC instrument kan male lave konsentrasjoner, det kan automatiseres, og er godt egnet
for kvantitative bestemmelser. Teknikken er egnet for upolare, polare, og termolabile
forbindelser. HPLC har stor anvendelse innen forskning og industri, og kan brukes til analyse
av materialer som for eksempel proteiner, aminosyrer, nukleinsyrer (22), hydrokarboner,

karbohydrater, farmasgytiske preparater og ulike organiske analytter.

| HPLC benyttes det analytiske kolonner som vanligvis er laget av rustfritt stal, men glass
eller plastmaterialer kan ogséa forekomme (26). Kolonnen kan vaere 5 - 25 cm lange, men de
fleste analytiske kolonnene er 10 - 15 cm lange. Typiske HPLC-kolonner har
partikkelstarrelser som er 3 -10 um, og en indre diameter pa typisk 2,1 - 4,6 mm. Kolonnene
kan bli gdelagt av partikler i prgvene, og partikler i lasningsmidler som benyttes i mobilfasen.
Hvis det er fare for partikler i prgve eller mobilfase bar lasningene filtreres. Det benyttes ofte
en forkolonne som beskytter den analytiske kolonnen. Forkolonnen (26) innholder den samme

stasjonaerfasen som analysekolonnen. | forkolonnen blir fine partikler og sterkt adsorberende
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forbindelser holdt igjen. Det ma benyttes lgsningsmidler med hgy renhetsgrad for & unnga

degradering av analysekolonnen og minimere bakgrunnssignaler fra forurensninger.

6.1.2 Temperatureffekter i veeskekromatografi
Retensjonen i en kromatografisk kolonne er styrt av likevektskonstanten for analyttenes

fordeling mellom stasjonarfasen og mobilfasen. Likevektskonstanten er en
temperaturavhengig, termodynamisk starrelse. | tillegg pavirker temperaturen en rekke
fysiske forhold i kolonnen, og temperaturkontroll i en HPLC-analyse er derfor viktig. Nar det
er en gkning i temperaturen i kolonnen vil det redusere viskositeten til mobilfasen, og dermed
reduseres trykket og slitasjen pa kolonnen og pumpesystemet. Det gjer det mulig a gke
mobilfasehastigheten for a fa raskere elueringer. Ved en temperaturgkning minsker ofte
retensjonstiden av analyttene og forbedrer opplgsningen av toppene til analyttene. En gkt
temperatur betyr gkt lgselighet av analyttene i mobilfasen, noe som medferer kortere
retensjonstider i kolonnen. Samtidig reduseres viskositeten i mobilfasen, noe som gir gkte
diffusjonskoeffisienter i mobilfasen. Konsekvensen av dette er redusert bandspredning pa
grunn av bedre masstransport. | enkelte tilfeller kan selektiviteten til forbindelsene endres og
det kan fore til endring i retensjonsrekkefglgen. Den gkte temperaturen kan fare til at
stasjonzrfasen degraderes og reduserer levetiden av kolonnen. Det er viktig a fglge de
spesifikasjonene som kolonne leverandgrene gir angadende maksimal kolonnetemperatur.
Temperaturen i en ubeskyttet kolonne kan svinge med omliggende romtemperatur. Derfor kan
det benyttes en kolonneovn som stilles inn pa en temperatur som er hgyere enn
romtemperaturen. Vanlige kolonneovner kan operere med temperatur fra romtemperatur og
opp til 85 °C. Det vil forbedre repoduserbarheten til retensjonstiden og forbedre presisjonen til
den kvantitative analysen. I forhold til gasskromatografi er det altsa bare relativt moderate

temperaturendringer som er mulig i HPLC.

6.1.3 Stasjoneerfaser i HPLC
Stasjonarfasen som fyller kolonnen kan besta av sfaeriske mikroporgse partikler av silika

(silisiumoksid), med hgy renhetsgrad (26). Partiklene er gjennomtrengelig for lasningsmidler
og har et overflateareal pa flere hundre m?/gram. En silikaoverflate kan ha opptil 8 umol/m?
av silanolgrupper (Si-OH). Silika kan brukes som stasjonerfase i adsorbsjonskromatografiske
separasjoner. Sterke interaksjoner mellom silanolgruppene og ulike analyttmolekyler, serlig
basiske forbindelser som aminer, kan fare til problemer med stor haledannelse og darlig
toppsymmetri i kromatogrammene. Pa samme mate kan metallforurensinger i silikamaterialet

fare til ugnskede bindinger og gkt haledannelse. Slike ugnskede effekter kan reduseres ved a
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bruke hgyrent silika eller ved kjemisk modifisering av overflaten til silikaen, slik at
silanolgruppene fjernes eller gjgres mindre tilgjengelige. Ulike former for kjemisk modifisert
silika utgjer idag den viktigste stasjonarfasematerialtypen. Separasjonen i slike systemer er
basert pa sakalt omvendt fase kromatografi, som kjennetegnes av at mobilfasen er mer polar

enn den kjemisk modifiserte silikafasen.

I tillegg til totalporgse stasjonarfasematerialer finnes det idag poroshell partikler som er
overflateporgse, pellikulare. Partiklene bestar av en kjerne av ikke-porgs silika omgitt av et
lag med et porgst stasjonzrfasemateriale (44). Partikkelstgrrelsen pa slike overflateporgse
materialer er pa typisk 5 um i diameter og det porgse overflatelaget er imidlertidig bare ca.
0,25 um i tykkelse. Fordelen med denne type partikler er korte diffusjonsveier og som gir

mindre bandspredning og raskere separasjon.

6.1.4 Stasjonarfaser basert pa Kjemisk bundne stasjonafaser
| fordelings-kromatografi (veeske-vaeske kromatografi) er stasjonerfasen kovalent bundet til

silika-overflaten ved en reaksjon som vist i figur 6.2.

T
S~ NrSi—OH + CISi—R —5 o~ Si— O—Si—R

: b b
: :

v Si—OH T Si—O
. %
é + CLSiR, 5 g SiR,
NaValal gi—OH NaVa¥ Si—O/
Silica
surface

Figur 6.2. Figuren viser hvordan stasjonarfasen binder seg til silikaoverflaten ved en
reaksjon som vist over (26).

Stasjonarfasen blir kovalent bundet til beerematerialet ved a la et alkylklorsilan reagere med
silika og det dannes monomere eller polymere overflatelag. Dette vil avhenge av
substituentene, R, pa alkylklorsilanet,og gir ulike kolonnematerialer med forskjellige polaritet

0g egenskaper. Substituentene, R, kan veere alkylgrupper som Cg og Csg, fenylgruppe som
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CeHs, cyanogruppe eller ioniserbare grupper som aminogruppe som (CH3)sNHa,

sulfonsyregruppe (CH2)3SOsH, og karboksylsyregruppe som (CH;);COOH.

Ved kjemisk modifikasjon av silika (25) kan det vaere silanolgrupper som ikke er derivatisert.
Det vil ogsa pavirke toppsymmetrien og fare typisk til ugnsket haledannnelse og da spesielt
pa aminogrupper. Stasjonaerfasen kan bli etter-silanisert, «end-capped», med et silylerings-

middel, slik som trimetylklorsilan.

Stabiliteten til denne typen stasjonerfasematerialer gker med kjedelengden og
karboninnholdet. Stasjoneerfaser basert pa oktadekylgrupper (C1gHs7, «C18») er de mest
utbredte. Kolonner som ble brukt i oppgaven har vist at hgyt innhold av karbon gir mindre
haledannelse og bedre dekning pa overflaten enn kolonner med lavt karboninnhold.

Separasjonsmekanismen i C-18 er basert pa hydrofobiske interaksjoner. En upolar
stasjonarfase vil ha sterst affinitet til upolare molekyler. Jo lengre karbonkjede, jo sterkere
interaksjon vil upolare stoffer ha til stajonaerfasen (45). Omvendt fase kromatografi basert pa
upolare stasjonarfasematerialer er den mest brukte teknikkene i HPLC, fordi den gir et hgyt
teoretisk platetall, gode separasjoner, reproduserbarhet og lett a bruke (46). Separasjonen kan
bedres ved & bruke lengre kolonner, endre temperaturen eller mobilfasen. En generell regel er
at jo lengre kolonnen er, jo lengre retensjonstid. Pa C-8 kolonner vil det veere kortere
retensjonstid og mindre bruk av lgsningssmiddel enn pa C-18. Jo lengre karbonkjede, jo
sterkere interaksjon vil upolare stoffer ha til stasjonzrfasen (45).

Under pH 2 hydrolyserer siloksan bindingen (Si-O-SiR), slik at en HPLC-kolonne med en
stasjonaerfase av modifisert silika vil kun veere stabil i det begrensete pH - omradet 2 - 8.
Huvis en stor og klumpete isobutylgruppe blir knyttet til silisiumatomet i siloksanbindingen,
vil Si-O-Si bindingen vaere mindre tilgjengelig for angrep pa H3O" og stasjonzrfasen er stabil

for en lengre periode ved lav pH. Dette vises i figur 6.3.
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Figur 6.3. Figuren viser hvordan en stor klumpete isobutylgruppe beskytter siloksan
bindingen fra hydrolyse ved lav pH (26).

De fleste silikamaterialer kan ikke benyttes nar pH er over 8, fordi det lgses opp. Ved
separasjoner av basiske forbindelser mellom pH 8 og 12 kan det benyttes modifisert silika

med bidentate C18-grupper med etylen bruer eller polymermaterialer som polystyren.

6.1.5 Lgsemiddelstyrke
| adsorbsjonskromatografi er lasmiddelstyrken €° et mal for lgsemiddlets evne til a fortrenge

analyttmolekylene fra adsorbentens (dvs stasjonerfasens) overflate. Lgsemiddelstyrken er
dermed et mal for lgsmiddelets adsorbsjonsenergi, altsa hvor godt Igsemiddelet binder seg til
stasjonerfasen. Angivelse av lgsemiddelstyrken er en relativ skala, der lgsemiddelstyrken
rangeres i forhold til lasemiddelstyrken til pentan, som for polare adsorbenter som silika og
alumina satt til 0. For polare stasjonerfaser vil lgsmiddelstyrken til mobilfasen gke med
gkende polaritet. Begrepet «lgsemiddelstyrke» er overfarbart til andre kromatografiske
systemer som omvendt fase systemer, der lgsemiddelstyrken blir et mal for lgsmiddelenes

evne til raskt a eluere analyttene fra kolonnen.

Lesemiddelstyrken er et mal pa lgsningsmidlets adsorpsjonsenergi, og med en verdi for
pentan definert som 0 for adsorpsjon pa ren silika. Jo mer polart lgsemiddelet er, jo starre er
lasemiddelstyrken for adsorpsjonskromatografi med silika. Jo sterre lasemiddelstyrke, jo
raskere vil stoffet bli eluert fra kolonnen. | adsorpsjonskromatografi med normal fase brukes
det en polar stasjonzerfase og upolare lgsemiddeler. Et hgyt polart lasemiddel har en hgyere
elueringsstyrke. | omvendt fase kromatografi er stasjonarfasen upolart eller svakt polart og
lgsemiddelet er polart. Jo mindre polart lgsemiddelet er, jo hayere elueringsstyrke. To
elueringsteknikker som brukes innen HPLC er isokratisk eluering og gradient eluering.
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Isokratisk eluering inneberer at mobilfasesammensetningen holdes konstant gjennom
analysen. Med gradient eluering er det en kontinuerlig endring i sammensetningen av

mobilfasen som gker elueringsstyrken.

6.1.2 Kromatografisk teori
Kromatografi er basert pa prinsippet om at stoffer separeres i forhold til hvordan de binder

seg til stasjonerfasen og i forhold til hvordan de lgser seg i mobilfasen. Basisen for en
separasjon er forskjellen i vandringshastigheten. VVandringshastigheten er styrt av analyttenes

likevektsfordeling mellom stasjonaerfasen og mobilfasen.

Det er ulike prosesser som forekommer i en kolonne, ogsa kalt bandspredningsprosesser, i
tillegg til selve den kromatografiske separasjonen. Dette er prosesser som farer til spredning i
analyttenes oppholdstid i kolonnen. Dette er prosesser som skyldes fysiske forhold i

kolonnen.

Programvaren, Chromeleon Client, versjon 6.80, pa HPLC-instrumentet (Ultimate 3000) som
falger standarden til den Europeiske Pharmakopé definerer retensjonsfaktoren, k, som et mal
pa hvor raskt analytten beveger seg gjennom kolonnen og retensjonsfaktoren er proporsjonal
med likevektskonstanten. Retensjonsfaktoren til en analytt kan beregnes ut fra analyttens
retensjonstid og kolonnens nullretensjonstid, se ligning (6.1).
k=2 6.1)

t0
der k er retensjonsfaktoren, tr er retensjonstiden og to er nullretensjonstid. Nullretensjonstiden
kan bestemmes ved a male retensjonstiden til et stoff som ikke binder seg til stasjoneerfasen.
Retensjonsfaktoren bar vaere mellom 1 og 5 for & oppna forsvarlig kompromiss mellom

retensjonstiden og separasjonsevnen.

En annen egenskap for en kolonne er platetallet, N, som er et mal pa kolonnens effektivitet.
Effektiviteten er et mal for kolonnens evne til & gi smale topper (25), altsa et mal pa
bandspredningen. En effektiv kolonne har liten bandspredning. Et generelt uttrykk for

bandspredningen er platetallet, N, dette er beskrevet i ligning (6.2).

N= (t_re) (6.2)
Jt

der tr er retensjonstiden til toppen og o; er standardavviket til toppen.
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Platehgyden, H, er en alternativ mate a uttrykke kolonnens effektivitet pa (25), platehgyden er
uavhengig av kolonnelengden og gir mulighet til & sammenlikne effektiviteten til kolonner
med ulike lengder. Det er en korrelasjon mellom platetallet og lengden pa kolonnen uttrykt i

ligning (6.3).
H= ﬁ (6.3)

der H er platehgyden og L er lengden pa kolonnen. Det er et mal a fa hagyt platetall, men sa

liten platehgyde som mulig.

Programvaren, Chromeleon Client, versjon 6.80, pa HPLC-instrumentet (Ultimate 3000) som
falger standarden til den Europeiske Pharmakopé definerer det teoretiske platetallet, TP, i
ligning (6.4). Programvaren bruker betegnelsen TP - «Theoretical plates» som er identisk
med platetallet, N.

tr

50%

TP =5,54- (——)? (6.4)
tr er retensjonstiden og Ws o, er toppbredden ved 50 % topphgyde og forutsetter
normalfordelt topp.

Et annet begrep innen kromatografi er det kvantitative malet opplgsningsevnen, Rs, som
beskriver kolonnens separasjonskapasitet. Det er et mal pa separasjonen mellom to topper
som elueres rett etter hverandre som i Chromeleon Client, versjon 6.80, falger den Europeiske

Pharmakopé, er opplgsningsevnen definert i ligning (6.5).

t ty

(WSO%,referansetopp -WSO%,R)

referansetopp

Rs: 1,18' (65)

tr er retensjonstiden til den farste toppen, treferansetopp €1 retensjonstiden til den toppen som
elueres rett etter den farste. Wsg o6, r / Wsg 06, referansetopp €1 bredden av toppen ved 50 %
topphayde.

Opplasningen er avstanden mellom to maksimumstopper dividert pa den aritmetiske
gjennomsnittet av toppbredden. Haye verdier av opplgsningen, gir bedre separasjon, enn lave
verdier av opplgsningen som gir darligere separasjon. For kvantitative analyser (25) bar

opplesningen, Rs, veere 1,5. For god robusthet er anbefalingen ofte at opplgsningen er 2.

53



Asymmetrien, A, til en topp er en variabel som er et mal pa om toppen har fronting eller hale.
Ideelt er det gnskelig med en symmetrisk gaussisk form pa toppene, der asymmetrien bar
ligge mellom 0,9 og 1,5. Asymmetrien beregnes pa grunnlag av avviket fra denne
symmetrien, altsa ved & male avstanden mellom toppens maksimum og toppens forkant eller
bakkant ved 5 % topphgyde. Chromeleon Client, versjon 6.80 beregner asymmetrien som i
ligning (6.6).

A szs-%LJ\r/vLs\oi:/ - (©8)

der RWsy, /LWsy, er hgyre/venstre toppbredde i 5 % av toppheyden. Asymmetrifaktoren vil
alltid veere positiv, men enten stgrre eller mindre enn 1 avhengig om man har hale eller

fronting.

6.1.3 Kvantitative analyser
Deteksjonsgrensen, «Limit of Detection» (LOD), er den laveste konsentrasjonen til en analytt

som gir opphav til et detektorsignal som er signifikant forskjellig fra signalet til en
blindprave.

Bestemmelse av deteksjonsgrensen kan gjeres ved a beregne den stoffmengden som gir et
signal/stay forhold til 3 som tilsvarer ca. 93 % konfidensniva eller 3,3 signal/stgy forhold som
tilsvarer ca. 95 % konfidensniva. En generell regel er at ved deteksjonsgrensen bar
gjennomsnittet av analyttsignalet vaere minst 3x standardavviket til en blindprave.
Deteksjonsgrenser kan alternativt bestemmes fra en kalibreringskurve. Under antakelse at
standarddavviket i y-verdien (signalet) i kalibreringskurven gjenspeiler stayen i malingene,
kan deteksjonsgrensen beregnes fra fglgende ligning (6.7).

3,3-S

LOD= Ty’ (6.7)

der a er stigningstallet og Sy er standardavviket i y (kalibreringsligningen).

Jo lavere stgyen er gjennom analysen, jo lavere er deteksjonsgrensen. Deteksjonsgrensen er
avhengig av fglsomheten pa detektoren. Falsomheten til detektorer er korrekt definert som
signalrespons pr.endring i stoffmengden som nar detektoren. Dette vil tilsvare stigningstallet

til detektorens signalresponskurve.
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En bestemmelse av deteksjonsgrensen som er blitt benyttet i oppgaven er a bruke Chromeleon
Client versjon 6.80 pa et gnsket kromatogram og definere stayen - «noise» i et tidsdefinert
omrade. Deteksjonsgrensen er basert pa signal/stay forhold, S/N,> 3, ved & male toppsignal

fra en preve med en kjent konsentrasjon til neste toppsignal (11).

Kvantifiseringsgrensen, «Limit of Quantification» (LOQ), er vanligvis definert som den

stoffmengden som gir opphav til et signal som er 10x stgrre enn stgyen eller mengden som

kan bli malt med rimelig ngyaktighet, uttrykt i ligning (6.8).

10-S,,,
a

der a er stigningstallet og Sy er standardavviket i y (kalibreringsligningen).

LOQ= (6.8)

Ved hjelp av programvaren Chromeleon Client, versjon 6.80, kan signal/stay forholdet

automatisk beregnes for toppene i et kromatogram.

Kalibreringskurven er malt signal for analytt i standardpraver plottet mot de kjente
konsentrasjonene eller konsentrasjonsendringer til analytten. Mengden av analytt i ukjente
praver finnes ved a ta verdien for det malte signalet og sette dette inn i likningen for
kalibreringskurven. | kromatografi benyttes toppenes malte areal som innsettingsverdi i

kalibreringskurven.

Intern standard metode, ISTD, er en metode der en kjent mengde av en forbindelse, som er
forskjellig fra analytten, tilsettes den ukjente preven. Tilsettingen skjer for
preveopparbeidingen tar til. Metoden brukes i de tilfellene der det er mistanke om tap av
analytt underveis eller ikke-reproduserbare analysebetingelser. Denne metoden brukes til &
bestemme kvantiteten til prgveanalytten eller instrumentresponsen som av ulike grunner
varierer fra analyse til analyse og som kan vere vanskelig a kontrollere. Intern standard
metode kan si noe om tapet av preven i praveopparbeidelsen.

6.1.4 Analyse av fluorokinoloner
Det er blitt gjort mange studier av analyse av fluorokinoloner pa HPLC og da spesielt pa

ciprofloksacin, alt fra biologiske praver til avlgpsvann (13, 47-49). Studier har vist at HPLC
er en metode som har god sensitivitet, ngyaktighet og presisjon (50). I studier for
metodeutvikling av fluorokinoloner har det blitt pravd ut forskjellige kolonner og mobilfaser.
Fluorokinoloner i humant blod, plasma eller serum gar igjennom en prgveopparbeiding for de

kan analyseres pa HPLC. Prgveopparbeidelsen vil omfatte proteinfelling/proteinfjerning for a
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unnga tette kolonner. Analyser av fluorkinoloner pa HPLC er C18-kolonne den mest

dominerende, men C8-kolonne og RP-amid kolonner er ogsa blitt brukt.

6.1.5 Analyse av fluorkinoloner ved bruk av omvendt fase C18-kolonner
Et studie (50) gikk pa kvantifisering av ciprofloksacin i humant plasma pa en Cyg kolonne

(250x4mm i.d, 5uM) med fluorescens detektor. Mobilfasen var en acetonitril-fosfat blanding
(pH 3; 20 mM) og tetrametylammonium hydroksid lgsning ble tilsatt mobilfasen for & bedre
formen pa toppene i mobilfasen. Det var en gradient eluering der 7,5 minutt var isokratisk
eluering med 83 % fosfat, etter det ble fosfat gkt med 20 % i 2 minutter og opprettholdt i 1,5
minutt. Hensikten med studiet var a kvantifisere ciprofloksacin i human plasma etter
proteinfelling med perklorsyre . Resultatene fra forsgkene viste at metoden er enkel, spesifikk,
ngyaktig og presis. Analysetiden ble 4,7 + 0,2 minutter. De kromatografiske betingelsene er
egnet til & separere ciprofloksacin fra fire mulige fluorescerende meatbolitter som hadde
analysetider pa henholdsvis 3,4, 3,5, 6,2 og 6,8 minutter. Konsentrasjonene for ciprofloksacin

og metabolittene 13 i omradet 0,0412 - 3,1 pg/mL.

| et studie (51) ble ciprofloksacin og ciprofloksacin metabolitter (metabolitt M 1 fortynnet
med fosfatbuffer, 0,03 mg/mL, metabolitt M 2 og M 3 fortynnet med ammonium hydroksid,
0,5 - 0,8 mg/mL) i serum og plasma analysert. Deretter ble de kvantifisert ved bruk av en
isokratisk eluering etter proteinfelling. Pravene ble tilsatt trikloreddiksyre og acetonitril for
proteinfelling. Intern standard var N-isopropyl analog av ciprofloksacin. Mobilfasen var 0,02
M trikloreddiksyre - acetonitril - metanol (pH 3;74:22:4 %,v/v/v) pa en polystyren-
divinylbenzen omvendt fase kolonne (150x4,6 mm i.d, 5um). Det ble oppnadd fullstendig
separasjon av ciprofloksacin og ciprofloksacin metabolitter. UV- detektor ble brukt i studie.
Neglisjerbare interferenser ble observert ved retensjonstidene for ciprofloksacin,
ciprofloksacin metabolitt M 1 og M 3, mens det var delvis interferens for metabolitt M 2
(hay fluorometrisk respons) i serum og plasma prgver. Metoden separerer og kvantifiserer alle

analyttene.

Ciprofloksacin ble i et annet studie (52) analysert i plasma og i urin pd en C18- kolonne
(150x6 mm i.d, 5um) med en mobilfaseblanding bestaende av 900 mL av 50 mL/L eddiksyre,
50 mL/L acetonitril og 50 mL/L metanol. Separasjon av ciprofloksacin ble oppnadd med
isokratisk eluering. Under forsgket ble det brukt UV- detektor ved en bglgelengde pa 280 nm.
Intern standard var lomefloksacin. Retensjonstiden for ciprofloksacin og lomefloksacin var pa
henholdsvis 12 og 16 minutter. Resultatene viste at metoden er reproduserbar, sensitiv og
ngyaktig. Kvantifiseringsgrensen ble 0,01 mg/L for plasma og 0,5 mg/L for urin. Det var lave
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deteksjonsgrenser som ble oppnadd for en UV-detektor. UV- detektoren ga reproduserbare og

stabile responser.

| litteraturen (53) vises det til en enkel og sensitiv bestemmelse av fem forskjellige kinoloner,
deriblant enrofloksacin og ciprofloksacin, fra vev i fisk og svin ble utfgrt pa en C18-kolonne
(150x4,6mm i.d, 5um) med 0,02 M acetonitril- fosfat buffer (18:82 %, v/v), 0,05 M pH 3,0
med fluorescens detektor. Metoden innebar en ekstraksjon og et renseprosedyre trinn.Vev fra
fisk og svin ble homogenisert og tilsatt 10 mL 0,05 M fosfat og sentrifugert i 10 minutter. |
omvendt fase kolonner er det et generelt problem med brede topper og hale for basiske og
polare forbindelser, men dette vil avhenge av hvor god den omvendte fasen er. Aktive
silanolgrupper og metallforurensninger i stasjonarfasen kan gi slike ugnskede effekter.
Enrofloksacin og dens hovedmetabolitt ciprofloksacin er amfolytiske og gav brede topper og
hale pa omvendt fase kolonner. Interaksjoner med silanolgruppen og renheter i kolonnen
forarsaker dette. Studiet konkluderte med at dette kan reduseres ved bruk av mobilfase med
hgy surhet og ionestyrke, men basiske tilsetningsstoffer som aminer kan ogsa brukes for a
undertrykke effekten av de sure silanolgruppene. Hay rene silika kolonner med lavt innhold
av metalliske urenheter er laget for polare og basiske forbindelser. Sa med bruk av riktige
kromatografiske betingelser som riktig valg av kolonne og mobilfase gav separasjoner av fem

forskjellige kinoloner.

6.1.6 Analyse av fluorokinoloner ved bruk av C8-kolonner
En annen analytisk kolonne som er blitt brukt til analyse av fluorokinoloner er C8- kolonne. |

et studie (54) der enoksacin, norfloksacin, ofloksacin og ciprofloksacin ble direkte kvantifisert
i humant serum, ble det brukt en C8-kolonne (250x4 mm i.d, 5um) og en mobilfase blanding
bestdende av 0,4 mol/L sitronsyre -metanol- acetonitril (7:15:78 %, v/v). En UV-detektor ble
brukt i studie og analysene utfart ved en bglgelengde pa 275 nm. Det ble laget Igsninger i
omradet 0,001- 8,0 ng/uL fra stamlgsninger pa 1 mg/mL. Metoden viste god linearitet, var
rask, ngyaktig og spesifikk for bestemmelse av fluorokinoloner i humant serum. Den er egnet
for kliniske analyser for & overvake fluorokinoloner i biologiske veaesker. Analysetiden viste
seg a veere under 10 minutter og det ble oppnadd hgy gjenfinningsprosent for

fluorokinolonene var over 90 %.

Med en C8-kolonne (250x4mm i.d, 5um) ble en rask, ngyaktig og sensitiv metode utviklet for

kvantitativ bestemmelse av fem fluorokinoloner. | dette studie (49) ble enoksacin, ofloksacin,

norfloksacin, ciprofloksacin og enrofloksacin fra spiselige dyrevev (fra muskel vev, lever,

nyre og egg) undersgkt. Mobilfasen bestod av en blanding av 0,4 mol/L sitronsyre- metanol-
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acetonitril (87:9:4 %, v/v). Analyttene ble isokratisk eluert. Fast - fase ekstraksjon ble anvendt
som opprenselsestrinn av matriksen. Resultatene av studiene viste at de fem fluorokinolonene
gav grunnlinjeseparasjon innenl5 minutter. Analysetiden var 7,9 min. for enofloksacin, 9,0
min. for ofloksacin, 10,3 min. for norfloksacin 11,6 min. for ciprofloksacin og 13,5 min. for
enrofloksacin. Intern standard var lamotrigin, hadde en retensjonstid pa 15,6 min.
Fluorokinoloner kan brukes til behandling av infeksjoner i mat-produserende dyr og metoden
er validert for a kunne brukes i laboratorier for kvantitative bestemmelser av de fem

fluorokinolonene.

6.2 Tillaging av stamlgsninger og buffere

Tillaging av stamlgsninger

Det ble laget stamlgsninger av ciprofloksacin, norfloksacin og ofloksacin med
konsentrasjoner pa ca.1000 mg/L. Stamlgsningene ble laget ved & veie inn ca. 0,0250 g av
hver av forbindelsene, overfart til 25 mL malekolber og lgst i 0,1 M saltsyrelgsning.
Stamlgsningene var utgangspunktet for alle kvalitative lgsninger for metodeutviklingen.
Videre fortynninger ble gjort med 0,1 % eddiksyrelgsning. Det ble laget arbeidslasninger med
konsentrasjoner pa 100 uM av de respektive analyttene som ble brukt videre i arbeidet.
Blindpraven var 0,1 % eddiksyrelgsning. Analysene ble utfart med isokratisk eluering pa
HPLC.

| litteraturen (48, 50, 52, 53) er det oppgitt ulike lgsningmidler som forbindelsene er lgst i,

som i praksis ikke seg a vare gjennomfarbart.

Tillaging av eddiksyrelgsning (0,1%) med trietylamin, TEA

Mobilfasen ble laget ut fra prosedyre beskrevet i litteraturen (51, 52, 56). Til en 1,0 L flaske
ble det pipertert ut 100 mL 1,0 % eddiksyrelgsning og fortynnet med 800 mL Milli-Q vann.
Det ble tilsatt noen draper trietylamin, TEA, og pH i lgsningen ble kontrollert ved hjelp av en
pH-elektrode. Lasningene ble fortynnet med Milli-Q vann til 1000 mL og blandet godt. Den
endelige pH i lgsningen ble 3,46 ved 21°C.

Tillaging av 10, 25 oq 50 mM fosfatbuffer med trietylamin, TEA

Det ble pipertert ut henholdsvis 0,171 mL, 1,700 mL og 0,856 mL ortofosforsyre (57) til hver
sin flaske pa 250 mL, 1000 mL og 250 mL, og fortynnet med Milli-Q vann. Noen draper
trietylamin, TEA (58), ble tilsatt for a justere pH til ca 3. Den endelige pH i bufferene ble
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felgende for 10 mM fosfat med TEA; pH 3,02, for 25 mM fosfat med TEA; pH 3,03 og for 50
mM fosfat med TEA; pH 3,05, malt med pH-elektrode ved 21 °C.

6.2.1 Eksperimentelt - Restek C18-kolonne
Utgangspunktet var a se hvordan analyttene, ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin, ble

separert pa en typisk C18-kolonne pa HPLC. Det ble valgt en C18-kolonne fra Restek
(100x4,6 mm i.d), opplysninger om kolonnedimensjoner og stasjonerfase er gitt i tabell 6.1.
Det ble farst testet ut en binger mobilfaseblanding med forskjellige sammensetninger av
eddiksyrelasning (0,1 %)(justert med TEA til pH 3,46) og acetonitril, ACN, som vist i

tabell 6.1. Fra eddiksyrelgsningen ble det valgt a ga over til a teste mobilfaser med
fosfatbuffer med ulike bufferkonsentrasjoner som 10, 25 og 50 mM fosfat/AcN (85:15, v/v)
(pH justert med TEA). En tertizer mobilfaseblanding bestaende av fosfatbuffer (25 mM og 50
mM), acetonitril og metanol (75:12:13, v/v/v) (justert med TEA til pH 3,03) ble deretter testet
ut. Til slutt ble en tredje mobilfase med fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (uten TEA) med buffer-
konsentrasjonene 10, 25 og 50 mM ble ogsa forsgkt pa kolonnen.

Alle buffersammensetningene er vist i tabell 6.1.
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Tabell 6.1. Oversikt over uttesting av forskjellige mobilfasesystemer pa Restek C18-kolonnen
(100x4,6 mm), 5 um partikkelsterrelse, 11 % C-innhold. Analysene ble utfgrt med
pumpehastighet: 1,000 mL/min.,injeksjonsvolum: 5,000 pL, temperatur:30 °C, UV-
deteksjonen var ved: 279 nm/254 nm, analysetiden: 10 min. Mobilfasesammensetningene for
hvert forsgk er spesifisert.

Kolonne Mobilfase

0,1 % eddiksyrelgsning/AcN (60:40, v/v)
(TEA, pH 3,46)

0,1 % eddiksyrelgsning/AcN (50:50, v/v)
(TEA, pH 3,46)

0,1 % eddiksyrelgsning/AcN (70:30, v/v)
(TEA, pH 3,46)

10 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (TEA, pH 3,02)
25 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (TEA, pH 3,03)

Pinnacle™ II, Restek, Cyg, 100x4,6 mm i.d, 50 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (TEA, pH 3,05)
partikkelstarrelse: 5,0 um, 13 % C-innhold, full
endcapping, pH: 2,5 - 8, porestarrelse: 110 A, 50 mM fosfatbuffer/MeOH/ACN (75:13:12, viviv)

(TEA, pH 3,05)

25 mM fosfatbuffer/MeOH/ACN (75:13:12, viviv)
(TEA, pH 3,03)

10 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (pH 3,07)
25 mM fosfatbuffer/AcN (85:15,v/v) (pH 3,10)
50 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (pH 3,16)

6.2.2 Resultater og konklusjon - Restek C18-kolonne
Analyttene ble analysert enkeltvis pa en Restek C18-kolonne og med forskjellige

sammensetninger av 0,1 % eddiksyrelgsning (TEA, pH 3,46) og AcN. Analysene gav korte
retensjonstider av analyttene, under 2 minutter. Analyttene hadde veldig like retensjonstider
og de ville derfor ikke blitt separert i en blanding. Analytt-toppene hadde betydelig
haledannelse. Et kromatogram med 100 uM ciprofloksacin analysert med 0,1 %
eddiksyrelgsning/AcN (60:40, v/v) (TEA, pH 3,46) er vist i vedlegg 10.3, figur 6.1.

Mobilfasen er uegnet, fordi analyttene gar nesten rett gjennom kolonnen og blir lite retardert.

Ved bruk av fosfatbuffer/ AcN (85:15, v/v) (med TEA) med ulike bufferkonsentrasjoner som
10, 25 og 50 mM gav retensjonstider pa analyttene pa henholdsvis 2,1 - 2,7 minutter, 2,1 - 2,4
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minutter og 2,1 - 2,3 minutter. Nullretensjonstiden, to, ble anslatt til & vaere 1,05 minutter ut i
fra kromatogrammene. Analytt-toppene kom tett og raskt. Kromatogrammene viser at analytt-
toppene hadde mindre hale med 50 mM fosfatbuffer/AcN (85/15, v/v) (TEA, pH 3,05) enn 25
mM fosfat/AcN (85:15, v/v) (TEA, pH 3,03) som igjen viser mindre haledannelse enn med
10 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (TEA, pH 3,02). | vedlegg 10.3, figur 6.2, vises et
kromatogram av 100 uM ciprofloksacin analysert med 25 mM fosfat/AcN (85:15, v/v)

(TEA, pH 3,03). Hayere bufferkonsentrasjoner ser ut til & gi redusert haledannelse noe som
kan forklares med at bufferen undertrykker hydrogenbindingen med stasjonarfasen.
Mobilfasen 10 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (TEA, pH 3,02) gav best selektivitet og

retensjon, men ga mye haledannelse i kromatogrammene.

Ved & bruke mobilfasen 50 mM fosfatbuffer/MeOH/ACN (75:13:12, v/viv) (TEA, pH 3,05)
kom analyttene etter 1,5 - 1,7 minutter, det betyr for liten retensjon og separasjon.

Det ble gjort forsgk ved a se pa 25 mM fosfatbuffer/MeOH/AcN (75:13:12, viviv)

(TEA, pH 3,03). Denne fosfatbufferen ble valgt som et kompromiss, mellom retensjonen og
haledannelse. De enkelte analytt-toppene kom mellom 2,3 - 2,7 minutter, og ciprofloksacin
hadde mer hale enn norfloksacin, som hadde mer hale enn ofloksacin. Analyttene blir lite

retardert og en separasjon er nesten ikke mulig.

Det ble testet mobilfaser som fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (uten TEA) med buffer-
konsentrasjonene 10, 25 og 50 mM. Mobilfasen 10 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) gav
topper som var brede og med haledannelse. Retensjonstidene pa toppene var 3,1 - 5,1
minutter. Mobilfasen 25 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) gav retensjonstider pa analytt-
toppene mellom 2,6 - 3,0 minutter. Toppene hadde mindre hale enn med 10 mM fosfat/AcN
(85:15,v/v). Mobilfasen 50 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) gav analytt-topper med
retensjonstider mellom 2,4 - 2,8 minutter. Toppene hadde mindre haledannelse med 50 mM
fosfatbuffer/AcN (85/15,v/v) enn med 25 mM fosfatbuffer/ AcN (85:15,v/v). Et kromatogram
med 100 uM ciprofloksacin analysert med 25 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (uten TEA)
er vist i vedlegg 10.3, figur 6.3.

Konklusjon: med gkende konsentrasjon pa bufferen far analyttene kortere retensjonstid, men
de kommer tettere i kromatogrammene. En hgy bufferkonsentrasjon gir topper med mindre
haledannelse. Dette forsgket viste at uten innslag av TEA i fosfatbufferen gav det mer
haledannelse enn med TEA. TEA undertrykker de ikke-derivatiserte silanolgruppene og

dermed haledannelsen. Symmetrien for analytt-toppene er bedre med mobilfase tilsatt TEA
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enn mobilfase uten TEA. Asymmetrifaktoren er lavere med TEA enn uten TEA. Det viser

betydningen av TEA har pa topp-formen.

6.3 Eksperimentelt - PAH C18-kolonne

Pa en lengre C18-kolonne, PAH-kolonne (150x4,6 mm i.d), ble testet ut for 4 se om den ga
bedre separasjon av analyttene. Opplysninger om kolonnedimensjoner og stasjonarfase er
oppgitt i tabell 6.2. Det ble valgt & ga videre med 25 mM fosfatbuffer (TEA, pH 3,03) fra
Restek forsgket, som sa ut til & veere den mest lovende med tanke pa separasjonstider og
selektivitet. Mobilfasen 25 mM fosfatbuffer ble testet med forskjellige prosentvise innhold av

MeOH, men med konstant AcN innhold som vist i tabell 6.2.

Tabell 6.2. Oversikt over uttesting av 25 mM fosfatbuffer med innslag av AcN og MeOH pa
PAH C18-kolonnen. Analysene ble utfgrt med pumpehastighet: 1,00 mL/min.,
injeksjonsvolum: 5,000 pL, temperatur:30 °C, UV-deteksjonen var ved: 279 nm/254 nm, den
totale analysetiden: 15 min. Mobilfasesammensetningene for hvert forsgk er spesifisert.

Kolonne Mobilfase

25 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v)
(TEA, pH 3,03)

25 mM fosfatbuffer/AcN/MeOH

(75:15:10, v/viv) (TEA, pH 3,03)
SUPECOSIL™ LC-PAH HPLC COLUMN, PAH,

Cis, 150%x4,6 mm i.d, partikkelstarrelse: 5 pm, 25 mM fosfatbuffer/AcN/MeOH
13 % C-innhold, porestarrelse: 120 A (70:15:15, v/viv) (TEA, pH 3,03)

25 mM fosfatbuffer/AcN/MeOH
(65:15:20, v/viv) (TEA, pH 3,03)

6.3.1 Resultater og konklusjon - PAH C18-kolonne
Med ulike sammensetninger av fosfatbuffer og AcCN/MeOH gav det retensjonstider av

analyttene som |& pa henholdsvis 4,34 - 4,87 minutter, 3,87 - 4,39 minutter, 3,06 - 3,42
minutter og 2,78 - 3,11 minutter.

Kromatogrammene fra analysene viste at toppformen til analyttene var den samme, med
betydelig haledannelse. Ut i fra kromatogrammene er det ikke mulig med grunn-

linjeseparasjon.

Mobilfasen 25 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v) (TEA, pH 3,03) ga lengre retensjonstider og

bedre selektivitet enn de gvrige mobilfasesammensetningene som inneholder innslag av
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MeOH. Et kromatogram med 100 uM ciprofloksacin analysert med 25 mM fosfatbuffer/AcN
(85:15, viv) (TEA, pH 3,03) er vist i vedlegg 10.3, figur 6.4.

Konklusjon: disse forsgkene viste at jo mindre prosentvis innhold av MeOH sammen med 25
mM fosfatbuffer (TEA, pH 3,03) gir gkt retensjon av de enkelte analyttene. Resultatene viste
analytter med korte retensjonstider (3 - 5 minutter) og topper med hale. PAH-kolonnen er
lengre enn Restek C18-kolonnen og gav lengre retensjonstider. Lengre kolonne gir mer

retensjon enn en kortere kolonne, men det er fremdeles haledannelse pa analytt-toppene.

6.4 Tillaging av nye stamlgsninger og testlgsning

Tillaging av nye stamlgsninger

Det ble laget nye stamlgsninger av ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin og lomefloksacin
hydroklorid. Analyttene ble lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning, men til ciprofloksacin ble det tilsatt
210 pL konsentrert saltsyre (58) for & fa lgst ciprofloksacin i eddiksyrelgsning. Analyttene har
en konsentrasjon pa ca.1000 mg/L. Fra stamlgsningene ble det laget arbeidslgsninger med
konsentrasjoner pa 100 uM. En testlgsning med samtlige analytter ble laget ved at det ble
pipertert ut 250 pL av hver 100 pM arbeidslgsning som ble blandet i en HPLC vial

(total volum 1,00 mL).

6.4.1 Eksperimentelt - ACE 3, C18-HL
Den tredje kolonnen som ble testet ut var en ny C18-kolonne, ACE 3, C18-HL

(150x3mm i.d.). Fra tidligere forsgk viste det seg at mobilfasen med 25 mM fosfatbuffer/AcN
(85:15, v/v) (TEA, pH 3,03) gav best resultat pa PAH-kolonnen for separasjon av analyttene.
De enkelte analyttene og testlgsningen ble analysert med denne mobilfasen. Testlgsningen og
de enkelte anlyttene ble ogsa analysert med 25 mM fosfatbuffer/MeOH/AcN (75:13:12, v/VIV)
(TEA, pH 3,03), se tabell 6.3.

Ved optimalisering pa denne kolonnen ble AcN byttet ut med MeOH (59). Mobilfasen ble
testet ut med ulike prosentvise sammensetninger av 25 mM fosfatbuffer (TEA, pH 3,03) og
MeOH, som vist i tabell 6.3.
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Tabell 6.3. Oversikt over uttesting av 25 mM fosfatbuffer med innslag av AcN og MeOH pa
ACE 3, C18-HL -kolonnen. Analysene ble utfert med pumpehastighet: 1,00 mL/min.,
injeksjonsvolum: 5,000 uL, temperatur:30 °C, UV-deteksjonen var ved: 279 nm/254 nm, den
totale analysetiden: 12 min. Mobilfasesammensetningene for hvert forsgk er spesifisert.

25 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v)
ACE 3, Cig-HL, 150x3 mm i.d, (TEA, pH 3,03)

- _ o
fpjlrltleknlijeclztﬂrirﬁlse.jreig,rfe()lsﬁ golg\nhold, 25 mM fosfatbuffer/ MeOH /AcN (75:13:12, viviv)
pRIng, p VA (TEA, pH 3,03)

overflateareal: 400 m?/g

25 mM fosfatbuffer/ MeOH (80:20, v/v)
(TEA, pH 3,03)

25 mM fosfatbuffer/ MeOH (60:40, v/v)
(TEA, pH 3,03)

ACE 3, Cyg-HL, 150x3 mm i.d, 25 mM fosfatbuffer/ MeOH (20:80,v/v)
partikkelstarrelse: 3 um, 20 % C-innhold, (TEA, pH 3,03)

full endcapping, porestarrelse: 90 A,

overflateareal: 400 m?/g 25 mM fosfatbuffer/ MeOH (70:30, v/v)

(TEA, pH 3,03)

25 mM fosfatbuffer/ MeOH (75:25, v/v)
(TEA, pH 3,03)

6.4.2 Resultater og konklusjon - ACE 3, C18-HL
Fra forsgket viste det seg at mobilfasen 25 mM fosfatbuffer /AcN (85:15, v/v),

(TEA, pH 3,03), gav lengre retensjonstider for analyttene enn tidligere forsgk. Kromatogram
av 100 uM ciprofloksacin er vist i vedlegg 10.3, figur 6.5. Retensjonstidene for analyttene var
3,6 - 4,6 minutter analysert enkeltvis, men norfloksacin og ofloksacin hadde samme
retensjonstid. | testblandingen ble det bekreftet at norfloksacin og ofloksacin ikke lot seg
separere, de kom som en stor topp etter 3,6 minutter, se vedlegg 10.3, figur 6.6. Toppene var
haye og smale, og hadde ikke haledannelse. Fra kromatogrammene viste det seg at analyttene
som var analysert enkeltvis og i testblandingen hadde samme retensjonstider. Det tyder pa

god stabilitet i analysene pa HPLC-instrumentet.

Mobilfasen 25 mM fosfatbuffer/AcN/MeOH (75:13:12, v/viv) (TEA, pH 3,03) gav
retensjonstider pa 3,5 - 4,7 minutter, nar analyttene ble analysert enkeltvis. Norfloksacin og
ofloksacin hadde nesten samme retensjonstid. | testblandingen ble det en overlapping mellom
norfloksacin og ofloksacin. Toppene var hgye og smale, og hadde ikke haledannelse.
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Forsgket med mobilfasen 25 mM fosfatbuffer/MeOH (75:25, v/v) (TEA, pH 3,03) var den
mobilfasen som gav best separasjon av analyttene i testblandingen, se kromatogram i figur
6.7.

450 TestavnyC18 kolonne #14 Human FQ 25 mikroM UVv_VIS_1
" mAU WVL:279 nm

, 4-6,325

. Norfloxacin
30,0

| Ofloxacin
20,0+

| 5-7,146

Ciprofloxacin

10.01 6 -8,471

] Lomefloxacin

min

B0
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 15,0

Figur 6.7. Kromatogram av den optimaliserte separasjonen av analyttene.
Retensjonsrekkefalgen var ofloksacin, norfloksacin, ciproflokscin og lomefloksacin.
Kolonne: ACE 3, C18-HL. Mobilfase: 25 mM fosfatbuffer/MeOH (75:25, v/v)(TEA, pH 3,03).
Analysene ble utfert med pumpehastighet: 0,500 mL/min., injeksjonsvolum: 5,000 pL,
temperatur: 30 °C, UV-deteksjonen var ved: 254 nm/ 279 nm, den totale analysetiden:10 min.

Det ble oppnadd grunnlinjeseparasjon og den totale analysetiden er under 10 minutter.
Retensjonstidene for analyttene i 25 UM testblanding er vist i tabell 6.4.

Tabell 6.4. Tabellen viser oversikt over retensjonstidene for ofloksacin, norfloksacin,
ciprofloksacin og lomefloksacin fra det optimaliserte kromatogrammet, figur 6.7.

Analytt Retensjonstider (minutter)
Ofloksacin 5,271
Norfloksacin 6,325
Ciprofloksacin 7,146
Lomefloksacin 8,471

65



Pa det optimaliserte kromatogrammet, figur 6.7, har analytt-toppene meget god toppsymmetri.
Det betyr at det ikke er ugnskede interaksjoner med forurensinger og udekkede silanolgrupper
I stasjonaerfasen. Kolonnen har hgyt karboninnhold, slik at eventuelle uderivatiserte

silanolgrupper er «skjermet» og ikke gir ugnskede hydrogenbindinger.

6.5 Kromatografiske beregninger fra den optimaliserte separasjonen

Fra programvaren Chromeleon Client,versjon 6.8 pa HPLC-instrumentet ble ulike
kromatografiske parametre som asymmetri, platetall, retensjonsfaktoren beregnet, tabell 6.4,
0g opplagsningsevnen beregnet, tabell 6.5. Beregningene er gjort for den optimaliserte
separasjonen. Formlene i Chromeleon Client, versjon 6.8 er definert ut i fra standarden til den

Europeiske Pharmakopé (EP).

Tabell 6.4 viser oversikt over kromatografiske parametre som asymmetri, platetall og
retensjonsfaktor som ble beregnet pa det kromatogrammet som gav optimal separasjon,
figur 6.7.

Tabell 6.4. Beregnete parametre som asymmetri, platetall og retensjonsfaktor utfgrt pa
Chromeleon Client, versjon 6.8, pa HPLC-instrumentet pa det optimaliserte kromatogrammet
av analyttene, fra figur 6.7.

Analytt Asymmetri (A) Platetall (TP) *Retensjonsfaktor (k)
Ofloksacin 1,23 5464 2,38
Norfloksacin 1,23 6107 3,05
Ciprofloksacin 1,21 6787 3,58
Lomefloksacin 1,11 8127 4,43

*Nullretensjonstiden, to, ble avlest til & veere 1,56 min.
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Tabell 6.5 viser de beregnete opplgsningsevnene for bandparene i det kromatogrammet som

gav optimal separasjon, figur 6.7.

Tabell 6.5. Beregnet opplgsningsevne for de respektive bandparene pa det optimaliserte
kromatogrammet av analyttene, figur 6.7, utfgrt pa Chromeleon Client, versjon 6.8, pa
HPLC- instrumentet.

Analytt (bandpar) Opplgsning (Rs)
Ofloksacin - Norfloksacin 3,47
Norfloksacin - Ciprofloksacin 2,45
Ciprofloksacin - Lomefloksacin 3,68

6.5.1 Konklusjon av kromatografiske beregninger
Ut i fra det optimaliserte kromatogrammet, figur 6.7, ble noen kromatografiske parametre som

asymmetrien, platetall, retensjonsfaktor og opplgsningen for analyttene beregnet.

Asymmetrifaktoren til analytt-toppene ligger pa ca.1,1 -1,2 som er veldig bra for en HPLC-
analyse av polare analytter som fluorkinoloner. Asymmetrifaktoren for analyttene er mellom
0,9 og 1,5 noe som gjar at symmetrien kan betraktes som god.

Platetallene ligger pa ca. 5000 - 8000. Det er ingen haledannelse eller bandspredning.

Analytt-toppene har god symmetri og de er smale.

Retensjonsfaktoren pa alle analyttene ligger mellom 2,38 og 4,43, og oppfyller kravet for god
retensjon. Det vil si k-verdier mellom 1 og 5, som viser at retensjonen verken er for lav eller

for hay.

Beregninger av opplgsningen av analyttene viser hgye verdier og det betyr god
opplgsningsevne for hver av analytt-toppene. Det er god separasjon av analyttene og i
kvantitativ analyse er det gnskelig med opplgsningsevner som er stgrre enn 1,5 og det har

analyttene.

6.6 Beregning av deteksjonsgrensen - LOD

En estimering av deteksjonsgrensene til ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin og
lomefloksacin hydroklorid ble gjort. Det ble laget en testlgsning av fluorkinolonene med
utgangspunkt i hver av arbeidslgsningene pa 100 uM med en sekvensiell fortynning av den
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foregaende i fortynningrekken til 1,0 uM. Lasningene ble fortynnet med 0,1 %
eddiksyrelgsning i HPLC vial (total volum 1,00 mL). Testlgsning ble analysert med 25 mM
fosfatbuffer/MeOH (75:25, v/v) (TEA, pH 3,03). Deteksjonsgrensen ble beregnet ved a bruke
ligning (6.9). | dette tilfelle ble stayen definert 2,5 - 3,5 minutt fer farste analytt-topp. Stayen
hadde en hgyde pa 0,14 mV.

LOD=

3- CSTD
— (6.9)

NSTD
der C er konsentrasjonen til analytt, S er signalet, N er stay - «noise»
Resultatene fra analysene er gitt i tabell 6.6.

Tabell 6.6. Tabellen viser den estimerte deteksjonsbestemmelsen av fire fluorkinoloner.
Analysene ble utfgrt med: ACE 3, C18-HL kolonne. Mobilfase: 25 mM fosfatbuffer/MeOH
(75:25, viv) (TEA, pH 3,03). Analysene ble utfart med pumpehastighet: 0,500 mL/min.,
injeksjonsvolum: 5,000 pL, temperatur: 35 °C, bglgelengden for UV-deteksjonen var ved:
279 nm/450 nm, den totale analysetiden:10 min.

Fluorokinolon Deteksjonsgrense, LOD (M)
Ofloksacin 0,072
Norfloksacin 0,011
Ciprofloksacin 0,012
Lomefloksacin hydroklorid 0,013

6.7 Oppsummering og konklusjon

Forskjellige mobilfasesystemer har blitt testet ut pa ulike omvendt fase kolonner pa HPLC.
Eddiksyrelgsning er uegnet pa Restek-kolonne, fordi analyttene ikke blir retardert. Det ble
prevd ut fosfatbuffere med ulike konsentrasjoner og med ulike blandingsforhold med
organiske komponenter som AcN og MeOH. TEA ble brukt for & justere pH og for a
undertrykke ugnskede bindinger med udekkede silanolgrupper i stasjonzrfasen. Fra disse
forsgkene viste det seg at en hgy bufferkonsentrasjon gir mindre haledannelse, men her ble
det pavist at retensjonen ble for liten og selektiviteten for darlig slik at 25 mM

fosfatbuffer/AcN var et bedre total alternativ.

En blanding av fosfatbuffer/AcN/MeOH (75:13:12, viviv) (TEA, pH 3,05) gir ingen retensjon
av analyttene pa Restek-kolonnen.
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Fosfatbuffer/AcN uten tilsatt TEA gir starre haledannelse pa analytt-toppene enn med TEA i
fosfatbuffer/AcN som gir bedre toppform pa analyttene. Det ble testet ut en C18 PAH-
kolonne som er en lengre kolonne enn Restek-kolonnen. Her ble 25 mM fosfatbuffer/AcN
prevd og med ulike prosentvise innslag av MeOH. PAH-kolonnen og 25 mM

fosfatbuffer/AcN uten MeOH gir lengre retensjonstider av analyttene.

Den siste kolonnen som ble testet ut var en nyinnkjgpt kolonne, ACE 3, C18-HL kolonne,
med hgyt innhold av silika (20 %) som er hgyere enn de gvrige kolonnene. | tillegg var
stasjoneerfasen fremstilt av hgyrent silika, altsa med et minimum av metalliske forurensninger.
Siden mobilfasen 25 mM fosfatbuffer/AcN gav best resultat pa PAH-kolonnen ble denne
bufferen valgt & ga videre med pa den nye kolonnen ACE 3, C18-HL. Det var av interesse a
se pa 25 mM fosfatbuffer/AcN/MeOH pa denne kolonnen ogsa. For & kunne komme frem til
en optimalisering og tilstrekkelig separsjon av analyttene ble AcN byttet ut med MeOH. Den
mobilfasen som gav grunnlinjeseparasjon av analyttene var 25 mM fosfatbuffer/MeOH
(75125, vIv) (TEA, pH 3,03). Ved a bytte ut AcN med MeOH ga det den gnskede
selektiviteten i separasjonen av fluorkinolonene, samtidig som det fikk passende
retensjonstider. Det optimaliserte buffersystemet gir altsa utgangspunkt for a teste metoden i
kvantitative analyser. Med ACE 3, C18-HL kolonne med hgyrent silika og hayt

karboninnhold var ugnskede interaksjoner som kan fare til haledannelse, nesten helt eliminert.

Det ble foretatt kromatografiske beregninger pa det optimalsierte krommatogrammet som
viste at analysen av analyttene tilfredsstiller kravene for god analytisk separasjon.
Deteksjonsgrensen for analyttene ble anslatt til & vaere 0,072 uM for ofloksacin, 0,011 pM for
norfloksacin, 0,012 uM for ciprofloksacin og 0,013 uM for lomefloksacin hydroklorid.
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7. Kvantiativ analyse av serumforsgk

7.1 Innledning grunnen for HPLC

Ut fra resultatene i metodeutviklingen i kapillaerelektroforese og HPLC ble det tatt en
vurdering som tilsa at HPLC med fluorescens deteksjon og ACE 3, C18-HL-kolonnen ga det
beste resultatet. Et valideringsforsgk med humant serum ble derfor utfart for & teste metodene

ut i en kvantitativ analyse hvor kontrollpraver ble benyttet.

7.2 Eksperimentelt - serumforsgk

Det ble laget to sett med stamlgsninger for hver av analyttene i 25 mL malekolber.
Stamlgsningene ble lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning, men til ciprofloksacin ble det tilsatt 210 puL
konsentrert HCI for & fa lgst i eddiksyrelgsningen. Disse to settene med stamlgsninger ble
brukt som utgangspunkt for tillaging av henholdsvis kalibreringslasninger og kontrollpraver,
QC-praver. Tabell 7.1 viser innveide mengder av analyttene og konsentrasjoner av

stamlgsningene til kalibreringslgsningne og kontrollprgvene, QC-pravene.

Tabell 7.1. Innveide mengder og konsentrasjoner av ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin
og lomefloksacin hydroklorid for tillaging av stamlgsninger til kalibreringslgsninger og
kontrollpraver, QC-praver.

. . Konsentrasjon
. Konsentrasjon av Innveid
Innveid mengde . av
til kalibrerings- stamlgsninger mengde stamlgsninger
Analytt rering til kalibrerings- tl 3NN
lgsninger . til
lgsning kontrollprever
(9) (mg/mL) ©) kontrollpraver
g g (mg/mL)
Ciprofloksacin 0,0254 1,016 0,0254 1,016
Norfloksacin 0,0253 1,012 0,0251 1,004
Ofloksacin 0,0256 1,024 0,0253 1,012
Lomefloksacin
_ 0,0257 1,028 0,0256 1,024
hydroklorid

Lomefloksacin hydroklorid ble brukt som intern standard. Det ble laget en intern
standardlgsning felles for hele forsgket. Fra stamlgsningen til lomefloksacin hydroklorid ble
det laget en arbeidslgsning pa 530,17 uM i en 25 mL malekolbe. Fra arbeidslgsningen ble det

laget en spikelgsning i en 10 mL malekolbe med en konsentrasjon pa 32,9 uM.
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Tillaging av spikelgsninger

Det ble videre laget en arbeidslgsningsmiks av ofloksacin, norfloksacin og ciprofloksacin fra

stamlgsningene, der konsentrasjonen var pa henholdsvis 566,68 UM, 316,90 uM og 306,62

WM. Fra denne arbeidslgsningsmiksen ble det laget 6 spikelgsninger i 10 mL malekolber. Det

utpiperterte volumet fra arbeidslgsningsmiksen er vist i tabell 7.2. Alle lgsninger ble fortynnet

med 0,1 % eddiksyrelgsning. | spike 0 ble det ikke tilsatt noe av arbeidslgsningsmiksen.

Tabell 7.2. Utpipertert volum fra arbeidslgsningsmiksen med ofloksacin, norfloksacin og
ciprofloksacin. Alle lgsninger ble fortynnet til 10 mL i malekolber.

Forbindelse Spike O | Spike 1 | Spike 2 | Spike 3 | Spike 4 | Spike 5 | Spike 6
Arbeidslgsningmiks
mL) 0,200 0,400 0,750 1,000 1,600 2,200
m

Tabell 7.3 viser konsentrasjonene i de 6 spikelgsningene i 10 mL malekolber.

Tabell 7.3. Blandetabell for tillaging av spikelgsninger som ble brukt til fremstilling av
kalibreringslgsningene. Tabellen viser konsentrasjonene av hver av analyttene i

spikelgsningene i 10 mL malekolber til kalibreringslgsningene.

Spikelgsninger i 10 mL malekolber (UM)

Analytt Spike 0 | Spike 1 Spike 2 Spike 3 | Spike 4 | Spike5 | Spike 6
Ofloksacin 0 6,34 12,68 23,77 31,69 50,71 124,67
Norfloksacin 0 6,13 12,26 23,00 30,66 49,06 69,72
Ciprofloksacin 0 11,33 22,67 42,50 56,67 90,67 67,46

Kalibreringslgsninger ble deretter laget ved a tilsette fast volum av spike-lgsninger og intern

standard lgsning til 400 pL humant serum. Dette ble gjort for & ha mest mulig lik matriks i

alle kalibreringslgsninger.

Tillaging av kalibreringslgsninger i humant serum

Kalibreringslgsningene ble laget i 6 sentrifugerar ved a tilsette 400 L humant serum, 50 uL

intern standard (32,9 uM lomefloksacin) og 50 pL spikelgsning. Til hvert av de 6

sentrifugergrene ble det tilsatt 50 pL spikelgsning med henholdsvis spikelgsning O - 6,

se tabell 7.3. Totalt volum i hver av sentrifugergrene er 0,500 mL. Det ble laget to sett med

kalibreringslagsninger, et til serumforsgket med prgveopparbeiding der ultrafiltrering ble brukt
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til proteinfjerning og et til serumforsgket hvor AcN ble benyttet til proteinfelling.

Konsentrasjonene av til kalibreringslgsningene er vist i tabell 7.4.

Tabell 7.4. Tabellen viser konsentrasjoner av kalibreringlgsningene med 400 pL humant
serum, 50 pL intern standard og 50 pL spikelgsning O - 6.

Spikelgsning Konsentrasjon av Konsentrasjon av Konsentrasjon av
ofloksacin (M) norfloksacin (LM) ciprofloksacin (UM)

0 0 0 0

1 1,13 0,63 0,61
2 2,26 1,26 1,22
3 4,25 2,37 2,29
4 5,66 3,16 3,06
5 9,06 5,07 4,90
6 12,46 6,97 6,74

Tillaging av kontrollpragver - QC-praver

Kontrollpravene, QC-pragvene, ble laget fra et separat sett med stamlgsninger, se tabell 7.1.
Fra stamlgsningene til ofloksacin, norfloksacin og ciprofloksacin ble det laget en
arbeidslgsningsmiks i en 25 mL malekolbe der konsentrasjonene ble henholdsvis 560,04 UM
for ofloksacin, 314,40 uM for norfloksacin og 306,62 M for ciprofloksacin.
Arbeidslgsningen ble utgangspunktet for tillaging av spikelgsninger til QC-prgver. Samme
tillagingsprosedyre for tillaging ble brukt som ved tillaging av spikelgsninger til

kalibreringslgsningene, se tabell 7.2.

Spikelgsninger til QC-pravene: QC-prave 1, 2 og 3 ble laget ved a falge samme prosedyre
som ved tillaging av kalibreringslgsning 1, 3 og 5. Det ble laget tre QC-praver pa hvert
analytiske niva, altsa 3x3 praver. Det ble laget to sett med QC-praver, et til serumforsgket der
ultrafiltrering ble brukt til proteinfjerning og et til serumforsgket med preveopparbeiding hvor
AcN ble benyttet til proteinfelling. Kontrollpravene ble laget i 9 sentrifugerar ved a tilsette
400 pL humant serum, 50 pL intern standard (32,9 UM lomefloksacin) og 50 pL
spikelgsning. Til hvert av de 9 sentrifugergrene ble det tilsatt 50 pL spikelgsning med
henholdsvis spikelgsning 1, 2 og 3, se tabell 7.5.
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Tabell 7.5. Blandetabell for tillaging av spikelgsninger som ble brukt til fremstilling av
kontrollpraver, QC- praver. Tabellen viser konsentrasjonene av hver av analyttene i
spikelgsningene 1, 2 og 3 i 10 mL malekolber til kontrollpraver.

Spikelgsninger i 10 mL malekolber (UM)
Analytt Spike 1 Spike 2 Spike 3
Ofloksacin 11,20 42,00 89,61
Norfloksacin 6,29 23,58 50,31
Ciprofloksacin 6,13 23,00 49,06

Det ble laget to sett med kontrollpraver, et til serumforsgket med prgveopparbeiding der
ultrafiltrering ble brukt til proteinfjerning og et til serumforsgket hvor AcN ble benyttet til
proteinfelling. Konsentrasjonene til kontrollprgvene er vist i tabell 7.6.

Tabell 7.6. Tabellen viser konsentrasjoner av kontrollprever med 400 pL humant serum,
50 pL intern standard og 50 L spikelgsning 1, 2 og 3.

Kontrollprovelreplikat Konsentr-asjon av Konsentra-sjon av -Konsentras-jon av
ofloksacin (uUM) norfloksacin (uUM) ciprofloksacin (uUM)
QC-1-1
QC-1-2 1,12 0,63 0,61
QC-1-3
QC-2-1
QC-2-2 4,20 2,36 2,30
QC-2-3
QC-3-1
QC-3-2 8,96 5,03 4,90
QC-3-3

Prgveopparbeiding - ultrafiltering

Fra sentrifugergrene ble kalibreringslgsningene og QC-pravene, overfart til sentrifugergr med
filter, Millipore, non-sterileUltrafree®-MC, og sentrifugert pa en mikrosentrifuge (Galaxy
16DH, VWR) ved 13000 rpm/15900 g i 45 minutter. Filtratet ble pipertert ut og overfort til en
HPLC-vial med innlegg av en 0,2 mL PCR-rar. Prgvene ble analysert pa HPLC-instrumentet

under de analysebetingelsene som er beskrevet nedenfor.
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Prgveopparbeiding - AcN felling med inndamping

Kalibreringslgsningene og QC-pravene, ble tilsatt 1200 pL AcN til sentrifugerer
(total volum: 1700 uL) og blandet pa en vortex mikser. Sentrifugergrene ble sentrifugert pa en
mikrosentrifuge (Galaxy 16DH, VWR) 13000 rpm/15900 g i 15 minutter og supernatanten ble

overfort til nye sentrifugerar.

Sentrifugeinndamper (Centrivap Concentrator, model 780011) ble forvarmet til 45°C og
sentrifugererene ble satt i sentrifugeinndamper uten kork. Prgvene ble dampet inn til tarrhet

ved & bruke temperaturprogram som vist under:

1) 45°C - 80 minutter — volumet ble redusert fra 1700 pL til ca. 500 pL

2) 60°C - 60 minutter — volumet ble redusert fra ca. 500 WL til ca. 200 pL

3) 60°C - 30 minutter — volumet ble redusert fra ca. 200 pL til ca. 50 - 100 pL
4) 60°C - 30 minutter — volumet ble redusert fra ca. 50 - 100 pL til tarrhet.

Det faste residuet i sentrifugergrene ble relgst ved at det til hvert av sentrifugergrene ble
tilsatt 500 pL 0,1 % eddiksyrelgsning og lgsningene ble satt i 10 minutter pa ultralydbad.
Rarene ble blandet pa vortex mikser i 5 sekunder far de ble sentrifugert ved 6000 rpm i 5
minutter. Fra sentrifugergrene ble det pipertert ut 150 pL og overfart til en HPLC-mikrovial
(200 pL). Pravene ble analysert pA HPLC-instrumentet under de analysebetingelsene som er

beskrevet nedenfor.

Analysebetingelser pd HPLC

Analysebetingelsene pa HPLC-instrumentet (Dionex, Ultimate 3000) som det kvantiative

serumforsgket ble utfart pa er:

Kolonne: ACE-3, C18-HL, 150x3 mm i.d, 3 um, 20 % C-innhold.

Mobilfase: 25 mM fosfatbuffer/ MeOH (75:25, v/v) (TEA, pH 3,06)

Detektor: fluorescens, bglgelengde: 254 nm/ 279 nm, kolonnetemperatur: 35°C,

Detektorinnstillinger; sensitvity: medium, gain: 1, response: 0,5 s.
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7.3 Resultater og diskusjon

For ofloksacin , norfloksacin og ciprofloksacin ble det laget kalibreringskurver. Der
arealforholdet (areal av analytt/areal av intern standard, 1S) er plottet mot
konsentrasjonsforholdet (konsentrasjon av analytt/intern standard, 1S). Forholdene er uten

benevning.

Dette er resultatet pa kalibreringskurven for ofloksacin der ultrafiltrering ble brukt til

proteinfjerning.

1,4 -
1,2 -

1 4
0,8 -

Areal,
AOroksacin/ AIS 0,6 -

y =0,312x - 0,0254

R?=0,9981
0,4 -

0,2 -

0 ‘ T T T 1
0

Konsentrasjon, Cogoksacin/Cis

Figur 7.1. Kalibreringskurven for ofloksacin der arealforholdet er plottet som funksjon av
konsentrasjonsforholdet der ultrafiltrering er brukt som proteinfjerning.
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Dette er resultatet pa kalibreringskurven for norfloksacin der ultrafiltrering ble brukt som

proteinfjerning.

4,5 -

4 .

3,5 -

3 .

Areal, 2,5 1

y = 2,0065x - 0,0466

Anorfloksacin/Ais - 2 R? = 0,9991
1,5
1
0,5
0 . . : . .
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Konsentrasj on, CNorfloksacin/CIS

Figur 7.2. Kalibreringskurven for norfloksacin der arealforholdet er plottet som funksjon av
konsentrasjonsforholdet der ultrafiltrering er brukt som proteinfjerning.

Dette er resultatet pa kalibreringskurven for ciprofloksacin der ultrafiltrering ble brukt som

proteinfjerning.
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3,5 -
3 .
2,5 -
2
1,5
1
0,5
0

Areal,

y =1,7042x - 0,024
ACiproroksacin/AIS

R?=0,9994

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Konsentrasjon, CCiprofloksacin/CIS

Figur 7.3. Kalibreringskurven for ciprofloksacin der arealforholdet er plottet som funksjon
av konsentrasjonsforholdet der ultrafiltrering er brukt som proteinfjerning.
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Dette er resultatet pa kalibreringskurven for ofloksacin hvor AcN ble benyttet som

proteinfelling.

1,4
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y =0,3468x - 0,0415
R*=0,9950

Figur 7.4. Kalibreringskurven for ofloksacin der arealforholdet er plottet som funksjon av
konsentrasjonsforholdet der AcN er brukt som proteinfelling.

Dette er resultatet pa kalibreringskurven for norfloksacin hvor AcN ble benyttet som

proteinfelling.
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Figur 7.5. Kalibreringskurven for norfloksacin der arealforholdet er plottet som funksjon av
konsentrasjonsforholdet der AcN er brukt som proteinfelling.
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Dette er resultatet pa kalibreringskurven for ciprofloksacin hvor AcN ble benyttet som

proteinfelling.
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Figur 7.6. Kalibreringskurven for ciprofloksacin der arealforholdet er plottet som funksjon
av konsentrasjonsforholdet der AcN er brukt som proteinfelling.

Alle tabellene, tabell 7.7 — 7.12, viser konsentrasjonene fra kontrollpragvene, QC-pravene, i
serumforsgket. Resultatene er angitt med 95 % konfidensintervall for middelverdien av

konsentrasjonen og for middelverdien av gjenfinning.
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Tabell 7.7. Tabellen viser beregnete konsentrasjoner av middelverdi, standardavvik, relativt
standardavvik og gjenfinning med konfidensintervall fra kontrollprgvene av ofloksacin der
ultrafiltrering ble brukt som proteinfjerning.

QC-praver Presisjon - repeterbarhet Ngyaktighet
Nominelle | Malt | Middelverdi med | Standardavvik Relativt Gjenfinning med
verdier verdi | konfidensintervall (SD) standardavvik | konfidensintervall
UM UM UM MM (RSD) % %
1,12
1,16 103,22
1,12 1,17 0,03 2,45
1,09-1,23 96,93-109,51
1,17
3,76
3,78 90,06
4,20 3,76 0,04 1,01
3,69-3,88 87,81-92,31
3,83
8,27
8,51 95,02
8,96 8,72 0,23 2,65
SEE 7,95-9,07 88,76-101,27

Tabell 7.8. Tabellen viser beregnete konsentrasjoner av middelverdi, standardawvik, relativt
standardavvik og gjenfinning med konfidensintervall fra kontrollprgvene av norfloksacin der
ultrafiltrering ble brukt som proteinfjerning.

QC-praver Presisjon - repeterbarhet Ngyaktighet
Nominelle | Malt | Middelverdi med | Standardavvik Relativt Gjenfinning med
verdier verdi | konfidensintervall (SD) standardavvik | konfidensintervall
UM UM puM UM (RSD) % %
0,63
0,62 97,86
0,63 0,61 0,01 2,07
0,58-0,65 92,82-102,90
0,61
2,14
2,14 90,78
2,36 2,13 0,01 0,54
2,11-2,17 89,57-92,00
2,15
4,66
4,70 93,41
5,03 4,77 0,06 1,35
166 4,54-4,86 90,28-96,54

79




Tabell 7.9. Tabellen viser beregnete konsentrasjoner av middelverdi, standardavvik, relativt
standardavvik og gjenfinning med konfidensintervall fra kontrollpravene av ciprofloksacin
der ultrafiltrering ble brukt som proteinfjerning.

QC-praver Presisjon - repeterbarhet Ngyaktighet
Nominelle | Malt | Middelverdi med | Standardavvik Relativt Gjenfinning med
verdier verdi | konfidensintervall (SD) standardavvik | konfidensintervall
UM UM UM MM (RSD) % %
0,53
0,56 90,82
0,61 0,56 0,02 3,73
0,51-0,61 82,40-99,24
0,58
1,96
1,96 85,06
2,30 1,94 0,01 0,72
1,92-1,99 83,55-86,58
1,97
4,17
4,28 87,22
4,91 4,38 0,10 2,45
159 4,02-4,54 81,91-92,53
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Tabell 7.10. Tabellen viser beregnete konsentrasjoner av middelverdi, standardavvik, relativt
standardavvik og gjenfinning med konfidensintervall fra kontrollprgvene av ofloksacin der
AcN ble brukt som proteinfelling.

QC-praver Presisjon - repeterbarhet Ngyaktighet
] . ) _ ) Relativt Middelverdi av
Nominelle | Malt | Middelverdi med | Standardavvik ) o
] ] ] _ standardavvik | gjenfinning med
verdier verdi | konfidensintervall (SD) _ _
M M M M (RSD) konfidensintervall
H H H H % %
1,16
1,17 104,82
1,12 1,19 0,02 1,43
1,13-1,22 101,09-108,55
1,17
3,76
3,77 89,67
4,20 3,75 0,02 0,53
3,72-3,82 88,49-90,85
3,79
8,52
8,60 95,92
8,96 8,56 0,09 0,01
570 8,36-8,83 93,30-98,54
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Tabell 7.11. Tabellen viser beregnete konsentrasjoner av middelverdi, standardavvik, relativt
standardavvik og gjenfinning med konfidensintervall fra kontrollprgvene av norfloksacin der
AcN ble brukt som proteinfelling.

QC-praver Presisjon - repeterbarhet Ngyaktighet
Nominelle | Malt | Middelverdi med | Standardavvik Relativt Gjenfinning med
verdier verdi | konfidensintervall (SD) standardavvik | konfidensintervall

UM UM UM MM (RSD) % %

0,57
0,57 91,04
0,63 0,58 0,01 1,57
0,55-0,59 87,49-94,59
0,57
2,18
2,15 91,12
2,36 2,14 0,03 1,23
2,08-2,21 88,33-93,90
2,13
4,52
4,55 90,41
5,03 4,58 0,03 0,66
1 4,47-4,62 88,92-91,91

Tabell 7.12. Tabellen viser beregnete konsentrasjoner av middelverdi, standardavvik, relativt
standardavvik og gjenfinning med konfidensintervall fra kontrollprgvene av ciprofloksacin
der AcN ble brukt som proteinfelling.

QC-praver Presisjon - repeterbarhet Ngyaktighet
Nominelle | Malt | Middelverdi med | Standardavvik Relativt Gjenfinning med
verdier verdi | konfidensintervall (SD) standardavvik | konfidensintervall
UM UM puM UM (RSD) % %
0,54
0,54 88,84
0,61 0,55 0,01 1,43
0,53-0,56 85,69-92,00
0,54
1,90
1,90 82,63
2,30 1,96 0,03 1,65
1,82-1,98 79,24-86,01
1,95
4,10
4,13 84,24
4,91 4,16 0,03 0,75
114 4,06-4,21 82,67-85,81
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En toveis variansanalyse ble utfgrt med hensyn pa ulike analytiske nivaer og
proteinfellingsteknikk, altsa med ultrafiltrering som preveopparbeidelse eller med acetonitril
som prgveopparbeidelse. Resultatene fra toveis variansanalyse (ANOVA), se vedlegg 10.3.

Resultatene fra variansanalysen viser for ofloksacin at mellom de ulike analytiske nivaene er
det en signifikant forskjell (p < 0,05) uavhengig av proteinfellingsteknikk. For de to ulike
proteinfellingsteknikkene er det ikke en signifikant (p > 0,05) forskjell mellom de to
kolonnene. Interaksjonen mellom de ulike analytiske nivaene og proteinfellings-teknikkene
er heller ikke signifikant (p > 0,05) forskjell.

Resultatene fra variansanalysen viser for norfloksacin at mellom de ulike analytiske nivaene
er det en signifikant forskjell (p < 0,05) i gjenfinningen. For de to ulike
proteinfellingsteknikkene er det ogsa pavist en signifikant (p< 0,05) forskjell mellom de to
metodene. For interaksjonen mellom de ulike analytiske nivaene og proteinfellingsteknikkene
er det en signifikant (p < 0,05) effekt.

Resultatene fra variansanalysen viser for ciprofloksacin at mellom de ulike analytiske
nivaene er det en signifikant forskjell (p< 0,05). For de to ulike proteinfellingsteknikkene er
det en signifikant (p< 0,05) forskijell. Det er ikke pavist en interaksjon mellom de ulike

analytiske nivaene og proteinfellingsteknikkene (p > 0,05) .
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8. Oppsummering og konklusjon

8.1 Oppsummering
Det er prevd ut to metoder for analyse av noen utvalgte fluorokinoloner i serum, nemlig

veeskekromatografi, HPLC, og kapilleerelektroforese, CE.

Kapillerelektorforese anvendes ikke til rutineanlyser (23), med unntak av DNA-analyser og
proteinanalyser. Metoden er rask, effektiv og har lave kostnader (sma pravevolum og lite bruk
av lgsningsmidler). Det lille pravevolumet (nL) i kapilleerelektorforese (33) gjer at det blir en

hay-effektiv separasjon.

Ulempene med CE kan vere den darlige konsentrasjonsensitivitet i UV-VIS detektorer som
er en av de mest anvendte blant CE-detektorer. Det injiserte volumet (nL) og lengden (mm)
pa praven er veldig lite, sa det er ngdvendig a bruke «on-capillary» deteksjon fremfor separate
detektorceller for & unnga bandspredning og tap av separasjon. Denne deteksjonsteknikken
har kort lysvei som er nesten lik diameteren pa kapillaeret (50 -100 pm), mindre enn 1/100 av
den tradisjonell deteksjonscelle som blir brukt i HPLC. Siden malt absorbans er avhengig av
bade analyttenes konsentrasjon og lengden pa lysevein, forklarer dette hvorfor sensitiviteten i
UV- detektoren i CE er darligere enn i HPLC. Med fotometrisk deteksjon er man altsa
avhengig av a ha relativt hgye analyttkonsentrasjoner i prgvene. Dette kan lgses ved & bruke
en hgysensitiv detektor (33) som laser indusert fluorescens (LIF) eller elektrokjemisk
detektor. Ulempen med de to siste detektortypene er at de forutsetter at analyttene enten har
naturlig fluoriserende eller oksiderbare/reduserbare grupper. Alternativt ma de gjennom en
preveopparbeiding der slike grupper introduseres i molekylene. Dette gker betraktlig

tidsbruken i analysen.

Teknikker for oppkonsentrering av analyttene i kapillerrerene som en del av
injeksjonsprosedyren kan bidra til & kompensere for svakheten med fotometrisk deteksjon i
kapillaerrar. En oppkonsentreringteknikk som «LVSS» ble prgvd ut med tetraboratbuffer, og
det ble oppnadd en signalgkning for norfloksasin som var 34x bedre enn ved «normal mode»
stacking. Denne teknikken ble utfart i et basisk miljg slik det var anioner som ble
oppkonsentrert i dette forgket. Dette viste at det er mulig a forbedre signalet selv om det i

utgangspunktet er lav konsentrasjon.
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Ulempen med kapilleerelekroforese er at kolonnene tetter seg igjen etter et antall injeksjoner
hvis pravene er «skitne», og det krever hyppig vask eller rekondisjonering av kolonnen. Det
stilles ogsa krav til operateren om a fglge med pa vaskenivaet av bufferene i vialene for &
unnga en hevert-effekt. Det er viktig a bytte ut bufferen ofte, da buffersammensetningen
endrer seg over tid pa grunn av elektrolyse og migrasjon (elektroosmose og elektroforese) av

ioner fra ett bufferresevoar til det andre.

| utviklingen av metoden pa kapillerelektroforese ble det pravd ut to buffersystemer. Det ene
var tetraboratbuffer som separasjonsbuffer og den andre var med fosfatbuffer. Det ble ikke
oppnadd tilstrekkelig separasjon med tetraboratbufferen, derfor ble fosfatbufferen testet ut for
a oppna separasjon. Ved a prgve ut ulike parametre (organisk modifikator, pH) som kunne
forbedre optimaliseringen av separasjonsbufferen, ble det allikvel ikke oppnadd fullstendig
grunnlinjeseparasjon av analyttene. Erfaringene som ble gjort underveis viste midlertidig at
migrasjonstidene har hgy stabilitet, men det var ustabile topparealer. Dette kan trolig skyldes
variasjoner i injeksjonen (trykksettingen) eller i kolonnen. Det var derfor ikke grunnlag for

kvantitative forsgk. Systemet viste ikke god nok robusthet.
HPLC

Med veeskekromatografi, HPLC, ble det testet ut ulike kolonner og mobilfasesystemer.
Binaere og tertizere mobilfasesystemer pa tre ulike kolonner ble testet ut. Med en Restek C18-
kolonne ble analyttene raskt eluert (mellom 2 - 3 minutter), men det var ingen separasjon. Det
ble prevd ut fosfatbuffere med ulike konsentrasjoner, og med/ uten TEA i bufferen.
Fosfatbuffer med TEA gav mindre haldedannelse enn uten TEA. Ved a prgve en lenger C18-
kolonne (PAH-kolonne) med 25 mM fosfatbuffer med AcN og AcN/MeOH ble
retensjonstidene lengre, men det er fremdeles problemer med haledannelse. Det ble heller
ikke oppnadd tilstrekkelig separasjon av analyttene. En ny C18-kolonne, ACE 3, C18-HL,
med hgyere karboninnhold, enn de to gvrige kolonnene ble pravd ut. Fosfatbuffer med AcN
0g ACN/MeOH ble testet ut. Da AcN ble byttet ut med MeOH gav dette grunnlinjeseparasjon
av analyttene. Mobilfasesammensetningen som ga den optimale separasjonen var 25 mM
fosfatbuffer/ MeOH (75:25, v/v) (TEA, pH 3,03). Analysetidene var under 10 minutter for
alle analyttene. Retensjonsfaktoren for analyttene er mellom 2,38 - 4,43 og det er godt siden
retensjonsfaktoren bar ligge mellom 1 og 5. Opplasningsevnen for analyttene ligger mellom
2,45 - 3,38. Dette er bedre enn 1,5 som tilsvarer grunnlinjeseparasjon og tilfredstiller kraven
til robusthet som sier at separasjonsfaktoen bgr veere minst 2. Asymmetrien til analyttoppene
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er god, og toppene er hgye og smale. Det er ingen fronting eller haledannelse.
Asymmetrifaktoren er pa 1,1 -1,2. Dermed er kriteriet om at asymmetrifaktoren bar ligge
mellom 0,9 og 1,5 oppfylt. God toppsymmetri forklares ved at ACE 3, C18-HL-kolonnen har
et hgyere C-innhold (20 %) enn de to gvrige kolonnene (som har 12-13 % C-innhold). Det
viser at et hgyt innhold av karbon i kolonnen skjermer silikaoverflaten og hindrer ugnskede
interaksjoner med de polare gruppene som er i fluorokinolonene. Dermed redusererer

haledannelsen i kromatogrammene.

Deteksjonsgrensene til fluorescensdetektoren for analyttene er anslatt til a veere 0,072 uM for
ofloksacin, 0,011 uM for norfloksacin, 0,012 uM for ciprofloksacin og 0,013 uM for

lomefloksacin hydroklorid.

Metoden tilfredsstiller kravene for god kromatografisk separasjon..

8.2 Konklusjon

Ut fra resultatene i metodeutviklikingen ble det vurdert at HPLC var bedre egnet for analyse
av fluorokinoloner i serum enn CE. Det er utviklet en rask og robust analyse pa HPLC med
analysetider under 10 minutter. Metoden ble brukt i et kvantitativt forsgk der det ble tilsatt
kjente mengder fluorokinoloner til humant serum. Serumpreve gjennomgikk ferst en
praveopparbeiding der to forskjellige teknikker for proteinfjerning ble testet ut (UF og AcN-
felling). Gjenfinning av analyttene 1a rundt 90 %. Det var i utgangspunktet antatt at pga
analyttenes binding til proteiner at tap av analytt ville veere sterst nar UF ble benyttet. Det ble
imidlertid ikke pavist signifikante forskjeller i gjenfinning av analyttene nar ultrafiltrering
eller felling med AcN ble brukt som proteinfjerningsteknikk.

8.3 Videre arbeid

Metoden for CE ma utvikles videre for a kunne benyttes kvantitativt. Prgveopparbeidelse av
serum kan utvikles for analyse pa CE. Det var det ikke tid med i denne masteroppgaven. Det
hadde ogsa veert interessant og preve ut flere oppkonsentreringteknikker pa CE som
sweeping. En oppkonsentreringsforsgk med optimalisert fosfatbuffer hadde ogsa veert

interessant.

Pa HPLC kunne det vere av interesse a analysere fluorokinoloner pa kolonner som
fenylkolonne og pentafluorfenylkolonne. Dette er kolonner som forventes a ha ulik

selektivitet enn det C18-kolonner har.
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Med ultrafiltrering som fellingsteknikk pa serum ble det sentrifugert i 45 minutter, men det
kan vare av interesse a undersgke hvor mye protein som blir felt ut bade ved kortere og

lengre sentrifugeringstider.

Denne kromatografiske separasjonen var god nok og kan ogsa brukes til & analysere andre
matrikser med fluorokinoloner som avlgpsvann. Det som trengs er a videreutvikle en

preveopparbeidingsmetode.
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10. Vedlegg

10.1 Absorbansspektre fra UV- og fluorescens spektrofotometer

Absorbansspekter av norfloksacin lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning malt pa UV-VIS
spektrofotometer er vist i figur 4.2.
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Figur 4.2. Absorbansspekter av norfloksacin (50 pM), der absorbans (A) er malt som
funksjon av bglgelengden (nm). Maksimal absorbans observeres ved 277 nm.
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Absorbansspekter av ofloksacin lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning malt pad UV-VIS
spektrofotometer er vist i figur 4.3
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Figur 4.3. Absorbansspekter av ofloksacin (50 uM), der absorbans (A) er malt som funksjon

av beglgelengden (nm). Maksimal absorbans observeres ved 294 nm.

Absorbansspekter av lomefloksacin hydroklorid lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning malt pa UV-
VIS spektrofotometer er vist i figur 4.4.
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Figur 4.4. Absorbansspekter av lomefloksacin hydroklorid (50 uM), der absorbans (A) er
malt som funksjon av bglgelengden (nm). Maksimal absorbans observeres ved 287 nm.
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Absorbansspekter av pefloksacin lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning malt pa UV-VIS
spektrofotometer er vist i figur 4.5.
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Figur 4.5. Absorbansspekter av pefloksacin (50 pM), der absorbans (A) er malt som funksjon
av bglgelengden (nm). Maksimal absorbans observeres ved 277 nm.

Absorbansspekter for bestemmelse av eksitasjonsbglgelengden for norfloksacin lgst i 0,1 %
eddiksyrelagsning malt pa fluorescens spektrofotometer er vist i figur 4.8. Observert
eksitasjonshglgelengde er i god overensstemmelse med tilsvarende absorbansmaling foretatt
pa UV-VIS spektrofotometeret.
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Figur 4.8 . Absorbansspekter for bestemmelse av optimal eksitasjonsbglgelengde for
norfloksacin, der intensiteten (a.u) er en funksjon av bglgelengden (nm).
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Emisjonsspekter for bestemmelse av den optimale for emisjonsbglgelengden for norfloksacin
lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning malt pa fluorescens spektrofotometer er vist i figur 4.9.
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Figur 4.9. Emisjonsspekter for bestemmelse av maksimal emisjonsbglgelengde for
norfloksacin, der intensiteten (a.u) er en funksjon av bglgelengden (nm). Maksimal emisjon
observeres ved en bglgelengde pa 443 nm.

Absorbansspekter for bestemmelse av eksitasjonsbglgelengden for ofloksacin lgst i 0,1 %
eddiksyrelgsning malt pa fluorescens spektrofotometer er vist i figur 4.10. Observert
eksitasjonshglgelengde er i god overensstemmelse med tilsvarende absorbansmaling foretatt
pa UV-VIS spektrofotometeret.

1000
800

600

272.96 ,213.897

400

200

T T T 1
200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Figur 4.10. Absorbansspekter for eksitasjonsbglgelengden for ofloksacin, der intensiteten
(a.u) er en funksjon av bglgelengden (nm).
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Emisjonsspekter for bestemmelse av den optimale for emisjonsbglgelengden for ofloksacin

lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning malt pa fluorescens spektrofotometer er vist i figur 4.11.
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Figur 4.11. Emisjonsspekter for bestemmelse av maksimal emisjonshglgelengde for
ofloksacin, der intensiteten (a.u) er en funksjon av bglgelengden (nm). Maksimal emisjon
observeres ved en bglgelengde pa 432 nm.

Absorbansspekter for bestemmelse av eksitasjonshbglgelengden for lomefloksacin hydroklorid
lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning malt pa fluorescens spektrofotometer er vist i figur 4.12.
Observert eksitasjonsbglgelengde er i god overensstemmelse med tilsvarende
absorbansmaling foretatt pd UV-VIS spektrofotometeret.
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Figur 4.12. Absorbansspekter for eksitasjonsbglgelengden for lomefloksacin hydroklorid, der
intensiteten (a.u) er en funksjon av bglgelengden (nm).

97



Emisjonsspekter for bestemmelse av den optimale emisjonsbglgelengden for lomefloksacin
hydroklorid lgst i 0,1 % eddiksyrelgsning malt pa fluorescens spektrofotometer er vist i figur
4.13.
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Figur 4.13. Emisjonsspekter for bestemmelse av maksimal emisjonsbglgelengde for
lomefloksacin hydroklorid, der intensiteten (a.u) er en funksjon av balgelengden
(nm).Maksimal emisjon observeres ved en balgelengde pa 432 nm.

10.2 Kapilleerelektroforese - elektroferogrammer
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Figur 5.1. Analyse av 1,0 uM lomefloksacin med 50 mM tetraboratbuffer, pH 9,23.
Migrasjonstiden var 5,617 minutter.
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Figur 5.2. Analyse av 5,0 uM lomefloksacin med 50 mM tetraboratbuffer pH 9,23.
Migrasjonstiden var 5,579 minutter.
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Figur 5.3. Analyse av 10,0 uM lomefloksacin med 50 mM tetraboratbuffer, pH 9,23.

Migrasjonstiden var 5,563 minutter.
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Figur 5.4. Analyse av 50,0 uM lomefloksacin med 50 mM tetraboratbuffer, pH 9,23.

Migrasjonstiden var 5,612 minutter.

OV - z0nm
Lomeflox_100uM
4 Migration Time
Name 5
0.0097 w
o.008
0007
0.006]
0.005]
0.004°
0.003
1 <
,,,,, -
o002d | |
2
r ‘ 3
0.0019 ¢ o
( B8 |
’v‘I g - uw” /
i SN e \r[\\J S st i s A
0000 i |
a |
k| <
-0.001

Lomefloksacin

6.625
6.996

0 1

Figur 5.5. Analyse av 100,0 uM lomefloksacin med

Migrasjonstiden var 5,612 minutter.
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Figur 5.13. Analyse av en 20 uM blanding med ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin,
lomefloksacin og pefloksacin med 50 mM fosfatbuffer/AcN (80:20, v/v), pH 7,34.
260112 Blanding 5 FQ_normal polaritet_ 70-30 Fosfatbuffer-AcN
oocaso]  Migraton Time - Fo.03s0
0.00325 ) [0.00325
0.00250] E I0.00250
1
i
: T | ‘ 2
] 7 i
( [l
ocoto] | ‘ ‘ l 'w‘ \ I Focoioo
| \ [
o] | JJ | | \‘J | ‘ Fowors
| ‘J la y l,\ {l‘
000050 "l ‘ uf b L\AA ) rwaf.00050
f A, g AR A AT
000000 A g P ) e 0.00000
0 ' 1 ' 2 ' s ' 4 ' 5 ' s ' 7 s 5 10

........

Figur 5.14. Analyse av en 20 uM blanding med ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin,
lomefloksacin og pefloksacin med 50 mM fosfatbuffer/AcN (70:30, v/v), pH 7,34.
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Figur 5.16. Analyse av en 20 uM blanding med ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin,
lomefloksacin og pefloksacin med 50 mM fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v), (TEA, pH 7,05).
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Figur 5.17. Analyse av en 20 uM blanding med ciprofloksacin, norfloksacin, ofloksacin,

lomefloksacin og pefloksacin med 50 mM fosfatbuffer/AcN (60:40, v/v), pH 7,34.
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10.3 HPLC-kromatogrammer

TESTAVRESTEK 10 CMUKE 39 #2 Cipro 100 mikroM UVv_VIS_1
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Figur 6.1. Kromatogram av 100 uM ciprofloksacin analysert med

0,1% eddiksyrelgsning/AcN (60:40, v/v) (TEA, pH 3,46).

Kolonne: Restek Cig-kolonne, 100x4,6 mm i.d., partikkelstarrelse:5,0 um,13 % C-innhold.
Analysene ble utfart med pumpehastighet:1,000 mL/min.,injeksjonsvolum:5,000 pL,
temperatur:30 °C, UV-deteksjonen var ved: 279 nm/254 nm, den totale analysetiden:10 min.
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TEST AVRESTEK 10 CMUKE 40 #6 Cipro 100 mikroM UVv VIS 1

60.0 mAU WWL:279 nm
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Figur 6.2. Kromatogram av 100 uM ciprofloksacin analysert med 25 mM fosfatbuffer/AcN
(85:15, vIV)(TEA, pH 3,05).Kolonne:Restek C1g-kolonne,100x4,6 mm i.d.,
partikkelstgrrelse:5,0 um,13 % C-innhold. Analysene ble utfgrt med pumpehastighet:1,000
mL/min.,injeksjonsvolum:5,000 pL, temperatur:30 °C, UV-deteksjonen var ved: 279 nm/254
nm, den totale analysetiden:10 min.
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Figur 6.3. Kromatogram av 100 uM ciprofloksacin analysert med 25 mM fosfat/AcN

(85:15, v/iv)(pH 3,10). Kolonne:Restek C1g-kolonne,100x4,6 mm i.d., partikkelstgrrelse:5,0
pUm,13 % C-innhold. Analysene ble utfgrt med pumpehastighet:1,000
mL/min.,injeksjonsvolum: 5,000 pL, temperatur: 30 °C, UV-deteksjonen var ved: 279 nm/254
nm, den totale analysetiden:10 min.
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Figur 6.4. Kromatogram av 100 uM ciprofloksacin analysert med 25 mM fosfatbuffer/AcN
(85:15, v/v) (TEA, pH 3,05). Kolonne: C18, PAH-kolonne150x4,6 mm i.d, partikkelstarrelse:
5 um,13 % C-innhold. Analysene ble utfart med pumpehastighet:1,000 ml/min,
injeksjonsvolum:5,000 pL, temperatur:30 °C, UV-deteksjonen var ved: 279 nm/254 nm, den
totale analysetiden:15 min.
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Figur 6.5. Kromatogram av 100 uM ciprofloksacin analysert med 25 mM fosfatbuffer/AcN
(85:15, v/iV)(TEA, pH 3,03). Kolonne: ACE 3, C18-HL, partikkelstgrrelse:3 um, 20 % C-
innhold. Analysene ble utfart med pumpehastighet:0,500 ml/min, injeksjonsvolum:5,000 pL,
temperatur:30 °C, UV-deteksjonen var ved: 279 nm/254 nm, den totale analysetiden:15 min.
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Figur 6.6. Kromatogram av 25 uM testlgsning bestaende av ciprofloksacin, norfloksacin,
ofloksacin og lomefloksacin hydroklorid analysert med 25 mM fosfatbuffer/AcN (85:15, v/v)
(TEA, pH 3,03). Kolonne: ACE 3,C18-HL, partikkelstarrelse:3 pm, 20 % C-innhold.
Analysene ble utfart med pumpehastighet:0,500 ml/min, injeksjonsvolum:5,000 pL,
temperatur: 30 °C, UV-deteksjonen var ved: 279 nm/254 nm, den totale analysetiden:7 min.

10.4 Statistiske resultater fra det kvantitative serumforsgket

Det ble utfart en toveis variansanalyse (ANOVA test) pa de respektive kalibreringkurvene.
Regresjonsdataene for ofloksacin, norfloksacin og ciprofloksacin der ultrafiltrering ble brukt
som proteinfjerning og hvor AcN ble benyttet som proteinfelling er gjengitt i tabellene
7.13-7.18.

Tabell 7.13. Regresjonsdata for ofloksacin der ultrafiltrering ble brukt som proteinfjerning.

Konf.intervall, Konf.intervall,
Variabel Verdi St.avvik
nedre gvre
Stigningstall (a) 0,312 0,006 0,296 0,328
Skjeeringspunkt (b) -0,0254 0,012 -0,056 0,005

Kvadrert korrealsjon (R°) | 0,9981

Standardavvik i Sy 0,0203
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Tabell 7.14. Regresjonsdata for norfloksacin der ultrafiltrering ble brukt som

proteinfjerning.

Konf.intervall,

Konf.intervall,

Variabel Verdi St.avvik
nedre gvre
Stigningstall (a) 2,0065 | 0,0263 1,939 2,074
Skjeeringspunkt (b) -0,0466 0,0290 -0,121 0,028
Kvadrert korrealsjon (R%) | 0,9991
Standardavvik i Sy 0,0491

Tabell 7.15. Regresjonsdata for ciprofloksacin der ultrafiltrering ble brukt som

proteinfjerning.

Konf.intervall,

Konf.intervall,

Variabel Verdi St.avvik Cedre svre

Stigningstall (a) 0,3242 | 0,019 0,296 0,328

Skjeeringspunkt (b) -0,0342 0,021 -0,056 0,005
Kvadrert korrealsjon (R?) 0,9958
Standardavvik i Sy 0,0348
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Tabell 7.16. Regresjonsdata for ofloksacin der AcN ble benyttet som proteinfelling.

Konf.intervall, Konf.intervall,
Variabel Verdi St.avvik
nedre avre
Stigningstall (a) 0,3468 0,0110 0,3186 0,3750
Skjeeringspunkt (b) -0,0415 | 0,0216 -0,0970 0,0140
Kvadrert korrealsjon (R) | 0,9950
Standardavvik i Sy 0,0366

Tabell 7.17. Regresjonsdata for norfloksacin der AcN ble benyttet som proteinfelling.

. . . Konf.intervall, Konf.intervall,
Variabel Verdi | Stavvik
nedre gvre
Stigningstall (a) 2,151 0,036 2,058 2,245
Skjeeringspunkt (b) -0,031 0,040 -0,134 0,072
Kvadrert korrealsjon (R?) 0,9986
Standardavvik i Sy 0,068
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Tabell 7.18. Regresjonsdata for ciprofloksacin der AcN ble benyttet som proteinfelling.

Variabel

Konf.intervall,

Konf.intervall,

Verdi | Stavvik nedre svre

Stigningstall (a) 1,839 0,041 1,734 1,945

Skjaeringspunkt (b) -0,025 | 0,044 -0,137 0,088
Kvadrert korrealsjon (R®) | 0,9975
Standardavvik i Sy, 0,075
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Tabell 7.19. Oversikt over gjenfinningsdata for ofloksacin, norfloksacin og ciprofloksacin pa
ulike analytiske nivaer med ultrafiltrering (UF) som proteinfjerning og acetonitril (AcN) som
proteinfelling .

QC- : : : :
Ofloksacin Norfloksacin Ciprofloksacin
praver
UF AcN UF AcN UF AcN
Analytisk Gjenfinnings- Gjenfinnings- | Gjenfinnings- | Gjenfinnings- | Gjenfinnings- | Gjenfinning-
niva grad grad grad grad grad grad
UM pr.prove pr.prove pr.prove pr.prgve pr.prgve pr.prgve
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
QC-1.1
. 100,30 103,60 100,15 89,90 87,23 87,84
(Spike 1)
QC-1 2
) 104,53 106,50 97,18 92,64 91,27 90,27
(Spike 1)
QC-1.3
. 104,83 104,37 96,27 90,58 93,96 88,42
(Spike 1)
QC-2.1
) 89,59 89,45 90,78 92,33 85,26 82,63
(Spike 3)
QC-22
) 89,48 89,34 90,30 90,89 84,38 85,18
(Spike 3)
QC-2 3
. 91,10 90,21 91,27 90,12 85,55 84,72
(Spike 3)
QC-31
) 92,31 95,10 92,68 89,81 85,02 83,57
(Spike 5)
QC-3 2
. 97,28 95,56 94,86 91,02 89,30 84,82
(Spike 5)
QC-3 3
) 95,45 97,11 92,68 90,42 87,35 84,34
(Spike 5)
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Tabell 7.20. Eksempel pa en toveis variansanalyse (ANOVA test) med interaksjon for

ciprofloksacin.

Anova: Two-Factor With Replication

SUMMARY Gjenfinningsgrad pr.pregve (%) Gjenfinningsgrad pr.prgve (%) Total
QC-1_1 (Spike 1)
Count 3 3 6
Sum 272,4589377 266,5292689 538,9882066
Average 90,81964591 88,84308963 89,83136777
Variance 11,48224905 1,609664618 6,408797893
QC-2_1 (Spike 3)
Count 3 3 6
Sum 255,1944177 252,5256775 507,7200951
Average 85,06480589 84,17522582 84,62001586
Variance 0,371102799 1,852641831 1,126903658
QC-3_1 (Spike 5)
Count 3 3 6
Sum 261,6669446 252,7284925 514,3954371
Average 87,22231485 84,24283085 85,73257285
Variance 4,571792606 0,399018347 4,651521862
Total
Count 9 9
Sum 789,3203 771,7834389
Average 87,70225555 85,75371543
Variance 10,44551355 6,334819171
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Sample 90,39218334 2 45,19609167 13,36736 0,000884 3,885294
Columns 17,08563866 1 17,08563866 5,053311 0,044159 4,747225
Interaction 3,27753991 2 1,638769955 0,484689 0,627441 3,885294
Within 40,5729385 12 3,381078208
Total 151,3283004 17
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