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Abstract

Quinolones are a modern class of antibacterial agents that have developed since the discovery of
nalidixic acid to compounds with high potency, broad activity spectrum and improved absorption and
distribution properties. The major qualitative leap occurred with the introduction of a fluorine atom in the 6th
position of the quinoline cycle, resulting in fluoroquinolones, compounds with an increased
chemotherapeutic potential. Taking in consideration their great therapeutic importance development of
methods for their analysis was and still is a permanent necessity and challenge. Implementations of modern
methods of analysis lead to a better understanding of quinolones in terms of chemistry, pharmacodynamics
and conditioning. Development of new methods of analysis is closely linked with explosive evolution
process of quinolones. The aim of this paper is to present a review regarding the methods used in the
quinolones' analysis emphasizing on the modern methods of analysis and the latest developments in this
scientific field.

Key words: qguinolones, fluoroquinolones, analysis methods

Chinolonele cuprind o serie de agenti activitate chinolonele sunt clasificate in patru
antibacterieni sintetici dupa modelul acidului  generatii (tabelul I) [12, 44, 48, 65].
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Tabelul I. Clasificarea chinolonelor in generatii
dupa spectrul de activitate.
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Figura 1. Formula generala a chinolonelor.

sunt uneori clasificati separat (de agentii HPLC, cromatografia de gaze — GC);
specifici tractului urinar) ca fluorochinolone 2. Metode clectroforetice (electroforeza
(FQ), deoarece toti membrii grupului au in capilari - EC);

comun un substituent fluor in pozitia 6 a
ciclului chinolinic. In functie de spectru de

11



Referat general J-M.B.
3. MetOde Spectrale (Spectrometria ’l‘n UV Nr. crt. Ch?nolor?e. - CSS/TLC | CG/GC | LC/HPLC
. X .o . 1 Acid nalidixic A A
st IR, spectrometria atomica de masa, 2| Acid pipemidic A
. . 3 Acid piromidic A A
spectrofluorimetria); 4 | Acidul oxolinic A A A
4. Metode electrochimice (voltametria > | Amifloxacina 4
6 Besifloxacina A
stripping, puls polarografia, 7__[ Caderofloxacina A
. . . 8 Cinoxacina A
potentiometria, conductometria); 9 | Ciprofloxacina A Iy
S 10 Clinafloxacina A
5' MetOde Chlmlce’ 11 Danofloxacina A
6. Metode microbiologice; g EDiﬂoxaFi“a . :
noxacina
7. Altele metode moderne (RMN, MLC, 14| Enrofloxacina A
. . . .. 15 Fleroxacina A A
biosenzori enzimatici etc.) [4, 11, 10]. 6 Framechina 2 2
Metodele cromatografice (tabelul II). 17} Gatifloxacina 4
. . 18 Gemifloxacina A
Cromatografia pe strat subtire (CSS), Thin 19| Grepafloxacina A
. 20 Levofloxacina A A
Layerv Chromgts)grap'hlcv (TALCA). CSS esEe 0 BT ey - N
metoda de analiza oficinala atat in E.Ph.6 cat si 22 | Marbofloxacina A
in Farmacopeea Romana Editia a X-a (FRX). In o Toraing 2 2
E.Ph.6 este o metodd oficinald utilizatd 1In 25| Ofloxacina a a
analiza calitativa a majoritdtii substantelor e P "
. . ZU X
medicamentoase oficinale [99, 100]. Este o 28 | Pefloxacina A A
tehnica care prezinta o serie de avantaje, fiind o 29| Prulifloxacina 4
.. o e Lo . vy 1o 30 Rufloxacina A
metoda simpla, rapida, economica §i accesibila, 31| Sarafloxacina A
care utilizeaza cantitati mici de substanta si are o 32 | Sinafloxacina - trial clinic 4
o . . o 33 Sparfloxacina A A
buna putere de rezolutie. CSS este utilizata ca 34| Tosufloxacina A
metodd oficinala (E.Ph.6) de identificare 35 | Trovafloxacina A
. . e . . 36 Ulifloxacina A
(monografiile: acidul nalidixic, flumechina,

pefloxacina mesilat) si in controlul puritatii
(monografiile: acidul nalidixic, acidul oxolinic,
ciprofloxacina, clorhidratul de ciprofloxacina,
norfloxacina, ofloxacina) derivatilor de chino-
lind. CSS isi gaseste aplicatii si in: identificarea
norfloxacinei din reziduuri si de pe suprafetele
echipamentelor farmaceutice (norfloxacina);
identificarea FQ din diferite forme farmaceutice;
studii de stabilitate (acidul nalidixic); deter-
minarea FQ din fluide biologice (norfloxacina,
pefloxacina si ciprofloxacina din ser si urind);
separarea FQ dintr-un amestec (separarea a sapte
fluorochinolone) [10, 17, 38, 88].

Tabelul 1. Metode cromatografice utilizate in
analiza chinolonelor.
Cromatografia pe strat subtire de
inalti performanta (CSSIP), High Perfor-
mance Thin Layer Chromatography (HPTLC)
isi gaseste aplicatii in determinarile cantitative
si calitative ale urmatoarelor substante: acidul
nalidixic din forme farmaceutice si din plasma,
levofloxacina din plasma, lomefloxacina din
comprimate, norfloxacina si ciprofloxacina din
forme farmaceutice, rezidurile de acid oxolinic
din peste, screeningul rezidurilor de chinolone
din tesuturile musculare de porc [10, 51].
Gazcromatografia (GO), Gas
Chromatography (GC) este o metoda fizico-
chimicd de separare care poate fi utilizata atat
pentru analiza calitativd cat si pentru analiza
cantitativda a substantelor medicamentoase.
Utilizarea GC in analiza chinolonelor isi gaseste
aplicatii in studii de stabilitate al acidului
nalidixic, determinarea cinoxacinei din forme
farmaceutice, determinarea acidului oxolinic,
acidului nalidixic si a acidului piromidic din
peste (aici utilizandu-se GC cuplata cu
spectrometria de masd), determinarea acidului
oxolinic, ofloxacinei, enrofloxacinei si danaflo-
xacinei din carnea si rinichii de porc [10, 71].
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Cromatografia de lichide de inalta
performanta (CLIP), High-performance
liquid chromatography (HPLC) este fara
discutic cea mai utilizatda metoda cromato-
graficd. Avantajele metodei HPLC fata de GC
sunt legate de cresterea eficacitafii cromatogra-
fice si reducerea timpului de analiza. Inca din
1998, Carlucci descrie utilizarea HPLC la anali-
za unor FQ: norfloxacina, ofloxacina, ciproflo-
xacina, pefloxacina, amifloxacina, fleroxacina,
difloxacina, lemofloxacina si rufloxacina. Dupa
aceasta, HPLC a devenit din ce In ce mai
utilizatda in analiza chinolonelor cat si a
metabolitilor lor din fluidele biologice [15, 16,
40, 57, 59, 68, 69, 72,77, 79, 85, 89, 90, 97].

Odata cu evolutia tehnologiei si a
aparaturii s-au dezvoltat metode HPLC care
utilizeaza diferite metode de detectie, pe langa
clasica detectie in UV utilizandu-se: HPLC-MS
(HPLC cuplat cu spectrometru de masa), HPLC
cu detector de fluorescenta. Diferite combinatii
de metode analitice moderne avand la baza
principiile HPLC au fost dezvoltate in ultimii
ani fiind utilizate ulterior cu succes si in analiza
derivatilor de FQ [5, 14, 22, 23, 36, 64, 91, 93,
102]. Ca si exemplu, putem mentiona pe
Rambla-Alegre M. si colab. care au dezvoltat si
validat o metodd moderna de cromatografie de

lichide micelara (MLC, Micellar liquid
chromatography) [61].
Electroforeza capilara (EC),

Capillary electrophoresis (CE) Comparand
EC cu HPLC observaim ca EC prezinta
avantajul evident al costurilor mai scazute, al
timpului de analizd mai scurt si a eficientei
remarcabile a separdrii dar 1n acelasi timp
dezavantajul unei precizii inferioare la injectare
introducere a acestei metode in laboratoarele de
cercetare, EC si-a castigat un loc bine meritat
printre metodele de analiza utilizate la separarea
substantelor medicamentoase. EC nu reprezinta
doar o singurd metoda de analiza, existand mai
multe tehnici: electroforeza capilarda zonala
(ECZ), electroforeza capilard micelard (ECM),
electroforeza  capilara pe gel (ECG),
electroforeza prin focalizare isoelectricd (ECFI)

sau electrocromatografia capilara  (ECC).
Dezvoltarca de noi metode de detectie,
spectrofotometrica, spectrofluorimetrica,

conductometricd si mai ales cuplarea cu un

spectrometru de masa (SM) a largit si mai mult
aria de utilizare a EC.

Electroforeza capilara zonald (ECZ) isi
gaseste numeroase aplicatii Tn grupa FQ:
determinarea calitativd si cantitativd [28, 52],
separarea enantiomerilor (ofloxacina) [7], deter-
minarea reziduurilor si a metabolitilor [8, 34],
separarea din medii biologice sau din probe de
mediu [27, 58, 75, 78, 94], determinarea din
forme farmaceutice ca de exemplu, determinarea
rufloxacinei din comprimate filmate [31] sau
separarea  ciprofloxacinei,  ofloxacinei  si
norfloxacinei dintr-un amestec [76]. ECZ poate
fi folositd si in combinatii cu alte metode, de
exemplu, utilizand polimeri imprimati molecular
sau fenomenul de chemiluminiscenta [45, 95].

Spectrofluorimetria este o altd metoda
utilizata pentru analiza chinolonelor.
Drakopoulous si colab. studiaza echilibrul acido-
bazic cat si comportamentul privind fenomenul
de complexare cu ajutorul spectrofluorimetriei
[18]. Fenomenul de complexare este studiat si de
Du L.M. si colab. [19] cu aceeasi metoda de
lucru. S-au dezvoltat de asemenea metode
sprectrofluorimetrice utilizate cu succes la
determinarea FQ din produse farmaceutice si din
fluide biologice [33, 62].

Studii recente au avut ca scop deter-
minarea spectrofluorimetrica a FQ, avand la
baza fluorescenta nativa a acestora [67],
elaborarca unei metode sensibile si selective
dupa iradierea UV a FQ [24], determinarea
simultana a norfloxacinei, ofloxacinei si enoxa-
cinei din urind pe baza fluorescentei emisa de
acesti compusi in dodecilsulfat de sodiu [25],
determinarea FQ din forme farmaceutice sau
din probe biologice printr-o metoda care are la
bazd formarea wunui complex stabil cu
bromanilul care are rolul de a creste fluo-
rescenta compusilor [66] sau o altd metoda
bazatd pe derivatizarea compusilor cu 4-cloro-
7-nitrobenzofurazan [84, 86]. Canada-Canada
F. si colab. determind danofloxacina din lapte
utilizand fenomenul de fluorescenta [13].

Fenomenul de luminiscenta sta la baza
dezvoltarii mai multor metode de determinare a
FQ sau a complecsilor dintre FQ si lantanide
(terbium) [42, 54].

Spectrofotometria in ultraviolet si
vizibil (UV - VIS) este foarte des folosita in
determindrile chinolonelor. In vizibil, se
bazeazd pe proprictatea acestora de a forma
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complecsi colorati cu diferiti coloranti (albastru
de bromfenol, 2-metil oranj, albastru de
bromfenol si bromcrezol, albastru de bromtimol
0, 2,4-dinitrofluorobenzen etc.) sau cu ionii
metalici: Fe(Il), Fe(Ill) si o-fenantrolind, Pd(II)
si eozina etc. [10, 29, 47, 50, 63, 80].

Ciprofloxacina poate fi determinata
spectrofotometric in UV folosind o faza solida
(Sephadex SP (C-25), sensibilitatea acestei
metode fiind de 40 de ori mai mare decat a
metodei corespunzdtoare din solutie. Este o
metoda rapida, simpld, ieftina, care poate fi
utilizatda ca o metodd de rutind pentru
determinarea cesteia din forme farmaceutice
[55]. Ciprofloxacina si ofloxacina pot fi
determinate simultan prin spectrofotometrie in
UV din urina, alaturi de diclofenac si acid
mefenamic, dupa o prealabila extractie. Aceeasi
autori au propus o metoda spectrofluorimetrica
unde nu mai este necesarda o etapa preliminara
extractiva [21, 22].

Unele FQ au fost determinate spectro-
fotometric, pe baza complecsilor formati cu
ionul de Fe(Ill) din sarurile nitrat de fier,
clorura ferica si citrat de amoniu fier.
Complecsii formati in aceste reactii sunt de
culoare brund [73]. S-au dezvoltat metode
cantitative de determinare spectrofotometrica in
VIS a sparfloxacinei din substanta farmaceutica
si forme farmaceutice, pe baza formarii unui
complex de culoare galbena, intre sparfloxacina
si rosu de bromcresol [74]. Asemanator, s-a
dezvoltat o metoda de determinare cantitativa a
pefloxacinei din substanta farmaceutica si
forme farmaceutice, bazatd pe extractia
indicatorului  albastru de bromfenol din
combinatia  pefloxacina-indicator.  Aceasta
metodd poate fi utilizatd la monitorizarea
uniformitatii continutului comprimatelor si
fiolelor precum si puritatea pefloxacinei in
materia prima [9].

Rosoxacina poate fi  determinata
spectrofotometric din substanta farmaceutica si
din comprimate pe baza reactiei cu

nitroprusiatul de sodiu, cu care formeazd un
complex colorat 1n rosu [6]. La fel si
gemifloxacina poate fi determinatd cantitativ
din forme farmaceutice pe baza complecsilor
colorati formati si care apoi au fost extrasi in
cloroform, cu mai multi coloranti: safranin O,
albastru de metilen, albastru naftol 12BR,
ayocaramin G [39].

Rezonanta magnetica nucleara
(RMN) are ca principala aplicatie caracterizarea
structurala a materiilor prime §i a produselor
finite, dar 1si gaseste aplicatii si la determinarea
impuritatilor (inclusiv la determinarea puritatii
izomerilor optici) fard separare, pana la un nivel
de concentratic de 10%, analiza calitativa a
amestecurilor, analiza cantitativa a substantelor
farmaceutice din formuldri, farda o separare
prealabila [26, 101]. Astfel gasim, o metoda
RMN validata pentru determinarea cantitativa a
chinolonelor la care informatiile cantitative sunt
obtinute ludnd in calcul migrarea protonilor
[49]. De asemenea Wetystein H. G. si colab. au
identificat metabolitii enrofloxacinei printr-o
metodd RMN [92]. Intr-un studiu mai amplu,
metoda RMN a fost utilizatd pentru a determina
structurile produsilor de degradare in natura (in
ecosistemele acvatice) ai ciprofloxacinei si
enrofloxacinei: legaturile atomice, informatii
despre grupdrile functionale si schimbarile
structurale [41].

Spectrometria de absorbtie atomica
(SAA) se utilizeaza la determinarea cantitativa
a numeroase FQ [67]. Este de mentionat ca
SAA poate fi utilizatd la analiza FQ si in
combinatii cu alte metode [2, 56, 67].

Metode electrochimice metode
voltametrice. Puls polarografia (differential
pulse polarography - DPP) isi géseste utilizare
in analiza unor FQ din materiile prime, forme
farmaceutice si fluide biologice [35, 60, 98].
Titrarea oscilopolarografica este utilizatd la
determinarea norfloxacinei din comprimate si
capsule [10]. Voltametria poate fi utilizata ca
metodd de determinare a fleroxacinei din
comprimate [37].

De asemenea voltametria cu redizolvare
anodica (adsorbtive stripping voltammetry -
ASV) este o metodda foarte sensibila utilizata
pentru determinarea enrofloxacinei [20]. Linear
sweep stripping voltammetry este o metoda
moderna utilizatd de Ni Y. si colab. [10, 53].
Voltametria stripping puls diferentiala
adsorbtivd este oarecum asemdnatoare cu
voltametria puls diferentiald cu redizolvare
anodicd. S-a utilizat inca din anul 1995 la
determinarea rufloxacinei din tablete, plasma si
urind. Aceastd metodd poate fi utilizata la
determinarea majoritatii FQ din fluide biologice si
din forme farmaceutice [30, 92].
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Potentiometria si conductometria sunt
utilizate ~ combinat  pentru  determinarea
levofloxacinei din solutiile injectabile [3].
Titrarea electrolitici poate fi utilizatd pentru
determinarea  ciprofloxacinei din  forme
farmaceutice [1]. Ca metoda chimica, titrarea
in mediu neapos este utilizata la determinarea
gatifloxacinei din forme farmaceutice [46].

Metodele microbiologice pot fi utilizate
pentru determinarea FQ din forme farma-
ceutice, dar au dezavantajul cd necesitd echi-
pamente scumpe si un timp indelungat [10, 70].

Alte metode moderne de analiza.
Studiul unor asociatii complexe care se formeaza
intre FQ si Cu (II), care ulterior se leagd de
eritrozina au fost cercetate de Wang J. si
colaboratorii. [87] Injectia fluidelor (flow
injection - FIA) si chemiluminiscenta poate fi
utilizata la determinarea unor FQ din forme
farmaceutice [43]. Astfel, FIA si spectro-
fotometria UV au fost utilizate pentru a
determina ciprofloxacina din preparatele farma-
ceutice [32]. Noile directii de dezvoltare ale
metodelor  analitice  utilizate in  studiul
chinolonelor includ utilizarea de biosenzori
rotativi si amprenta moleculara a acestora [81, 82,
83, 96].
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