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SUHRN

HPLC separacia racematov bazickych esterov alkoxyfenylkarbamovej Kkyseliny pouzitim dvoch
teikoplaninovych chiralnych stacionarnych faz

V praci sa prezentuju vysledky ziskané pri pouziti dvoch chirdlnych staciondrnych faz (CSF), zaloZenych na
baze glykopeptidového antibiotika — teikoplanin aglykon (CHIROBIOTIK TAG) a metylovany teikoplanin agly-
kon — m-TAG. Studovalo sa 21 racemickych zmesi 1-metyl-2-piperidinoetylesterov 2-, 3- a 4- alkoxyfenylkar-
bamovej kyseliny. Skimali sa interakcie medzi separovanymi latkami a CSF, vplyv separdcie Studovanych enan-
tiomérov na hodnotu rozlifovacieho faktora (R,) pri dodrzani rovnakych chromatografickych podmienok
metodou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC). Na zdklade dosiahnutych vysledkov moZno kon-
Statovat, Ze pre dané typy racematov je vyhodnejSia CSF — CHIROBIOTIK TAG, ktord neobsahuje sacharidovi
Cast, ¢im sa zniZuje pravdepodobnost nepolarnych interakcii, ktoré maji negativny vplyv na hodnotu R,

KTacové slov a: teikoplanin aglykon — m-TAG — bazické derivaty kyseliny fenylkarbdmovej — HPLC —
separdcia enantiomérov — lokélne anestetikd
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SUMMARY

HPLC Separation of Racemic Basic Esters of Alkoxyphenylcarbamic Acid Using Two Teicoplanin Chiral
Stationary Phases

This paper presents the results obtained with the use of two chiral stationary phases (CSP), based on
a glycopeptide antibiotic agent — teicoplanin aglycone (CHIROBIOTIC TAG) and methylated teicoplanin
aglycon m-TAG. Twenty-one racemic mixtures of 1-methyl-2-piperidinoethylesters of 2-, 3- a 4-
alkoxyphenylcarbamic acid were examined. The investigation included interaction between separated
substances and CSP, and the effect of separation of the enantiomers under study on the value of the resolution
factor (R,) under identical chromatographic conditions with the use of the method of high-performance liquid
chromatography (HPLC). On the basis of obtained results, it is possible to report that CSP-CHIROBIOTIC TAG
is more advantageous for these racemates, because it does not contain a saccharide part, with decrease the
possibility of non-polar interactions which exert a negative effect on the R, value.

Key words: teicoplanin aglycone - m-TAG — basic derivates of phenylcarbamic acid - HPLC - separation
of enantiomers — local anaesthetics
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Uvod dosiahol v oblasti novych chirdlnych selektorov na pria-

me rozliSenie analytov metédou HPLC, pricom tieto

V poslednych dvoch desatrociach bol uskutocneny
rozsiahly vyskum v oblasti separdcie enantiomérov
metddou HPLC, ktora dosahuje vysoku separa¢nu ucin-
nost enantiomérov a mé Siroky rozsah aplikacie. Prie-
skum literatiry naznacuje, Ze najzaujimavej$i vyvoj sa

nové chirdlne selektory musia spiiiat poZiadavky G&in-
nosti, selektivity a opakovatelnosti separacie. Velké
mnoZstvo chirdlnych zlicenin sa dspeSne separovalo na
chirdlnych selektoroch zaloZenych na baze makrocyklic-
kych antibiotik. Pri porovnani s inymi chirdlnymi selek-
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R: -CH3, az -Cyo Hy,

Obr. 1. Chemicka $truktira 1-metyl-2-piperidinoetylesterov
2-, 3- a 4- alkoxyfenylkarbamovej kyseliny
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Obr. 2. Struktiira teikoplaninu bez cukru (CHIROBIOTIK
TAG)

tormi maji vacsiu stabilitu a separacnu schopnost v kon-
venénom 77, v obratenom maéde * 85 a v polarnom
organickom mdde & 1629,

Studované lokdlne anestetiké (obr. 1) sa zaraduji do
skupiny lie¢iv, pésobiacich na periférnu nervovi susta-
vu. Maji vo svojej molekulovej Struktire stereogénne
centrum, a preto sa vyskytuji vo forme optickych izo-
mérov.

V préci bola pozornost zamerand na moznosti vyuZitia
teikoplaninovych CSF na separaciu raceméatov bazickych
esterov alkoxysubstituovanej kyseliny fenylkarbamove;j.
Separacia racematov metédou HPLC s pouZitim teiko-
planinovych CSF je zaloZen4 na tvorbe diastereoizomér-
neho komplexu medzi enantiomérom v roztoku a chiral-
nym selektorom v staciondrnej faze. Rozdiel v stabilitich
medzi komplexmi vedie k rozdielom v reten¢nom case;
enantiomér formujici menej stabilny komplex eluuje
prvy (vacsi energeticky obsah) 24,
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V predkladanej praci sa preskimal vztah Struktdr
CSF zaloZenych na baze teikoplaninu — CHIROBIOTIK
TAG (obr. 2) a metylovaného teikoplaninu aglykon —
m-TAG pri pouZiti optimalnej mobilnej fazy na separa-
ciu racematov bazickych esterov alkoxyfenylkarbamo-
vej kyseliny.

POKUSNA CAST

Chemikdlie

Metanol gradient Cistota pre chromatografiu, LiChrosorb
Merck Darmstadt, Nemecko; kyselina octova, 99% p.a., Lache-
ma Brno, CR; dietylamin pre syntézu, Merck, Nemecko.

Pristroje

HPLC zostava: vysokotlakd pumpa Hewlett Packard 1100
s UV-VIS detektorom s diédovym polom (190-950 nm), dav-
kovaci ventil Rheodyne 7724i. Na vyhodnotenie sa pouZil poc¢i-
ta¢ Vectra XM.

Separdcia enantiomérov

Na separaciu enantiomérov sa pouZzili kolény: chirdlna
chromatografickd koléona CHIROBIOTIK TAG (250x4,6 mm
x 5 um, Astec, USA) a metylovany teikoplanin aglykon CSF
—m-TAG (150 mm x 5 pm, 6-metylovych skupin je naviaza-
nych na molekule teikoplaninu aglykon, na karboxylovej sku-
pine je naviazany metylester — uvddzané doddvatelom Astec,
USA). Optimalna mobilna fiza mala nasledujice zloZenie:
metanol/kyselina octovd/dietylamin v pomere 100/0,1/0,05
(VIVIVIV).

Chromatografické podmienky

Do chromatografickej kolény sa davkovali roztoky Studova-
nych racematov s koncentraciou 1,0 mg/ml, v objeme 20 pl, pri
prietoku mobilnej fazy 1,0 ml/min. Detekcia eluovanych analy-
tov sa robila pri vinovej dizke 240 nm. Merania sa vykonavali
pri laboratérnej teplote 22 °C.

Studované analyty

Racemické zmesi 1-metyl-2-piperidinoetylesterov 2-, 3-
a 4- alkoxyfenylkarbamovej kyseliny (tab. 1) sa rozpustili
v metanole s koncentraciou 1,0 mg/ml, analyty sa uchovavali
v chladnicke.

Tab. 1. Oznadenie studovanych latok 1-metyl-2-piperidinoetylesterov 2-, 3- a 4- alkoxyfenylkarbamovej kyseliny

Oznacenie latky R oznacenie latky oznacenie latky R
v 2-CH, 2V —-CH, 3V 4-CH,
4v 2-CH, 5V —-C,H, 6V 4-CH;
10V 2-CH, 11V —-C,H, 12V 4-CH,
13V 2-CH,, 14v -CH,, 15V 4-CH,,
16V 2-CH,, 17V -CH,, 18V 4-CH,
19V 2-CH,, 20V —-C,H,, 21V 4-CH,,
28V 2-C, H,, 29V —C,H,, 30V 4-C H,,
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom prace bolo zistit, akym spdsobom vplyva
metyldcia hydroxylovych Casti, ktoré su v teikoplanino-
vej CSF fenolicky viazané, na separéciu 1-metyl-2-pipe-
ridinoetylesterov 2-, 3- a 4- alkoxyfenylkarbamovej
kyseliny. Porovnavali sa dve CSF na baze teikoplaninu,
z ktorych jedna CSF bola modifikovand metylaciou
hydoxylovych casti.

7 predchadzajicej publikicie je zname, Zze CHIRO-
BIOTIK TAG poskytuje vo vSeobecnosti moznost lepse;j
separdcie enantiomérov kyseliny fenylkarbamovej, ako
je to v pripade separacie na teikoplaninovej CSF za tych
istych chromatografickych podmienok. Teikoplaninova
koléna bez sacharidovych casti (CHIROBIOTIK TAG)
sposobuje vicsiu pravdepodobnost polarnych interakcii.
Sacharidové casti pritomné v teikoplaninovej CSF (obr.
3) sd menej polarne v porovnani s celou molekulou ma-
krocyklického antibiotika, ¢o ma za nasledok zniZenie
polarity celej molekuly, a tym aj nasledne zniZenu sepa-
raciu enantiomérov. Polarne interakcie maji teda pozi-
tivny vplyv na separaciu enantiomérov 2%,

Na separaciu Studovanych racematov derivatov alko-
xyfenylkarbamovej kyseliny sa pouzili CSF, ktoré neob-
sahovali sacharidové Casti, kedZe sa predpoklada, Ze pra-
ve ony maju negativny vplyv na separaciu Studovanych
analytov, a teda st zodpovedné za zhorSovanie enantio-
mérnej separdcie. Vzhladom na Struktiru CHIROBIOTI-
KU TAG, moZno predpokladat, Ze koldna je slaby amfo-
terny ionex. Z toho predpokladu, vplyv idénovych
modifikatorov (kyselina octova a dietylamin) hra dolezi-
td ulohu pri separécii enantiomérov. Nabojové interakcie
vznikajice medzi kvartérnym dusikom v molekule ana-
lytov v piperidinovej casti molekuly a stacionarnou
fazou, moZu byt riadené zmenou pomeru vyssie uvede-
nych ié6novych modifikatorov.

Metanol ako donor je schopny formovat vodikové viz-
by, ktoré maju pozitivny vplyv na hodnotu rozliSovacie-
ho faktora (R,) a hra vyznamnu tlohu pri enantiosepara-
cii studovanych derivatov alkoxyfenylkarbdmovej
kyseliny. Je to dosiahnuté vdaka tomu, Ze vodikové inter-
akcie st dolezité pre separaciu uskutocriovani na teiko-
planinovych CSF. Toto rozpustadlo sa pouzilo ako hlav-
nd zlozka polarno-organickej mobilnej fazy. Na
separaciu racematov sa ako optimalna mobilna faza pou-
Zil metanol s pridavkom kyseliny octovej a dietylaminu
(vid experimentalne podmienky).

Studoval sa pridavok dietylaminu do mobilnej fazy na
separédciu enantiomérov. MoZno predpokladat, Ze doleZi-
td tlohu pri separacii Studovanych analytov zohravaju
nabojové odpudivé interakcie. Pri nulovom pridavku di-
etylaminu do mobilnej fazy obsahujicej metanol (100, v)
a kyselinu octovu (17,48 mmol/l) st také vyrazné, Ze do
zna¢nej miery ovplyviluji separdciu Studovanych enan-
tiomérov, Co sa prejavi tym, Ze latky su najkratSie zadr-
Ziavané v koléne (pre analyt s oznafenim 4v na CSF
m-TAG: k,=6.62, k,=6.62; CSF TAG *: k=350,

k,=4,02).

So zvySujucou koncentraciou dietylaminu v mobilnej
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Obr. 3. Struktira teikoplaninu (CHIROBIOTIK T)

Hon,c

—4— 2 -poloha k (1)

45 - —#— 2 - polohak (2)
—A— 3-poloha k (1)
--3%— 3-polohak (2)
% - 4-polohak (1)

BN

\.\ -@ - 4-polohak(2)

0 T T T T )
0 2 4 6 8 10
c (Dea) (mmolll)

Obr. 4. Zavislost retenénych faktorov (k(+), k(-)) od mnoZstva
dietylaminu v mobilnej fdaze (metanol 100(v)/ kyselina octovd
17,48 mmol /l/dietylamin (0-9,57 mmol/l) pre latky 4v, 5v, 6v
Chromatografické podmienky: CSF: m- TAG, ca =

nalytoy

1,0 mg/ml, objem slucky — 20 ul, prietok mobilnej fazy —
F =1,0 ml/min. Detekcia eluovanych analytov sa robila pri
Ulnovej dlzke 240 nm. Merania sa vykondvali pri
laboratérnej teplote 2012 °C.

faze (0-2,39 mmol/l) sa nabojové odpudivé interakcie
zmensSovali, ¢o sa prejavilo zvidc¢Sovanim hodndt reten-
¢nych faktorov. Naopak so stipajicim pridavkom dietyl-
aminu do mobilnej fazy (viac ako 2,39 mmol/l) reten¢né
faktory Studovanych analytov postupne klesali, ¢o sivisi
s inym typom interakcie medzi Studovanymi enantiomér-
mi a CSF (pravdepodobne ide o vytesiiovaci efekt). Ten-
to na§ predpoklad sa potvrdil aj pri separicii Studova-
nych analytov na modifikovanej metylovanej
teikoplaninovej CSF (obr. 4). Spominané nabojové odpu-
divé interakcie su charakteristické pre obe Studované chi-
ralne kolony 2¥. Z toho vyplyva, Ze vplyv pridaného
mnozstva i6nového modifikidtora — dietylaminu do
mobilnej fazy obsahujicej metanol a kyselinu octovi méa
podstatny vplyv na retencné faktory (idnova sila mobil-
nej fazy bola konstantna). Na zaklade hodndt retencnych
faktorov moZno predpokladat, Ze vplyv na separiciu
racematov bazickych esterov alkoxyfenylkarbamove;j
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Obr. 5. Zavislost rozlisenia (R,) separovanych enantiomérov
v 2- polohe (A), v 3- polohe (B) a v 4- polohe (C) od mnoZstva
dietylaminu v mobilnej faze (metanol 100(v)/kyselina octovd
17,48 mmol /l/dietylamin (0-9,72 mmol/l) pre latky 4v, 5v, 6v
Chromatografické podmienky: CSF: CHIROBIOTIK TAG,
m-TAG, ¢ =1,0 mg/ml, objem slucky — 20 ul, prietok

> “analytou

mobilnej fazy F,=1,0 ml/min. Detekcia eluovanych analytov
sa robila pri vlnovej diZke 240 nm. Merania sa vykondvali
pri laboratérnej teplote 20+2 °C.

kyseliny majt predovSetkym polarne interakcie, nepolar-
ne interakcie maji negativny ucinok .

V pripade pouzitia m-TAG CSF pre vSetky Studované
enantioméry pri nulovom pridavku dietylaminu k enan-
tioseparécii nedochadzalo (R,=0). Pri pouZiti optimalnej
mobilnej fazy sa hodnoty R pohybovali v rozpiti
1,7~3,0 na koléne CHIROBIOTIK TAG 2%, v pripade
m-TAG R[,boli 1,2~1,8. Separacie racematov sa uskutoc-
nili na oboch chirdlnych kol6nach za rovnakych chroma-
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tografickych podmienok (vid experimentalne podmien-
ky) a zo ziskanych vysledkov moZno usudzovat, Ze vplyv
metylacie je dost vyznamny (obr. 5). Chromatograficka
koléna CHIROBIOTIK TAG poskytuje vo v§eobecnosti
lepSie hodnoty enantiomérnej separacie ako metylovani
koléna. Analyzy na CHIROBIOTIK TAG su kratsie,
a teda latky st menej zadrziavané v chromatograficke;j
koldne. S predlZovanim alkoxysubstituenta sa separicia
enantiomérov zhorSovala ako v 3-, tak aj v 4- polohe
pravdepodobne v ddsledku narastajucej velkosti alkoxy-
lového retazca, ¢o spdsobuje zvySovanie lipofility a do
znacne miery sa zhorSuje separdcia Studovanych enan-
tiomérov. Tato skutocnost sa moZe vysvetlit na zdklade
ovplyvilovania alkoxysubstituentov s vyS$S§im poctom
atomov uhlika, pretoZe Studované lokalne anestetika
maji v svojej molekule stereogénne centrum, ktoré sa
nachadza v blizkosti piperidinovej Casti a spOsobuje
nabojové interakcie.

Skuto¢nost, Ze metylacia CSF negativne pOsobi na
enantiosepardaciu, je spojend zo Struktirou CSF. Metoxy
skupiny viazané na aromatické kruhy teikoplaninu agly-
kon su objemnejsie ako hydroxylové skupiny, ¢o ma za
nasledok, Ze Studované enantioméry st zadrziavané dlh-
Sie v chromatografickej kolone. V metylovanej CSF sa
tak pravdepodobne vytvara moZnost inych typov interak-
cii, ktoré negativne pdsobia na enantioseparaciu 1-metyl-
-2-piperidinoetylesterov 2-, 3- a 4- alkoxyfenylkarbamo-
vej kyseliny.

Vzhladom na vysledky enantiomérnej separdcie
mdZeme zhrnit nasledujice zavery:

a) doleziti ulohu maji: nabojové interakcie — hlavne
odpudzujice nabojové interakcie medzi protonizovanym
aminom v molekule analytu a aminoskupinou v chirdlne;j
stacionarnej fize a maju vyznamnu dlohu pri separacii
Studovanych enantiomérov;

b) vodikové vizby — vznikaji v mobilnych fazach
obsahujiicich metanol alebo metanol/acetonitril ako
organické modifikétory a kyselina octové/dietylamin ako
i6nové modifikatory;

c) sférické interakcie: prostredie v blizkosti stereogén-
neho centra mé vyrazny vplyv na enantioseparaciu, pozi-
cia alkoxysubstituenta v molekule derivatov kyseliny
fenylkarbamovej ma vplyv na chiralne rozliSenie.

Tato praca je zahrnutd do vyskumnych programov, podporova-
nych v ramci grantov VEGA 1/1186/04 a 1/9127/02.
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vych HVLP roztfidénych do 88 terapeutickych skupin. Toto pro ROTE
LISTE charakteristické tfidéni umozZiiuje uZivateli vedle zakladnich
informaci o pripravku ziskat i rdmcovy piehled o dalSich moznych
alternativnich pripravcich v dané terapeutické oblasti.

Ve srovnani s predchozim vydanim i tentokrat do$lo k néristu poétu
nové zavedenych pripravki. Zatimco ve skupiné pfipravki typu che-
mickych individui vzrostl pocet o 28 na celkem 7012, u organoprepa-
rati a enzymu doslo k mirnému poklesu o 17 na 369. K jesté vyraz-
néjSimu poklesu doslo u pfipravki rostlinného ptivodu o 99 na 853,
pravdépodobné jejich prefazenim mezi parafarmaceutika.

Vedle tohoto kniZniho vydani maji uZivatelé s prislusnym technic-
kym vybavenim k dispozici i katalog v elektronickych CD-ROM ver-
zich pro rtzné typy osobnich pocitic¢i (ROTE LISTE 2005 fiir PCs,
PALM OS und Pocket PCs).

A. Borovansky

ti. Druhym celkem jsou problémy s jakosti 1€kt a jejich zajiSténi z hle-
disek pouzivané obalové techniky a na ni navazuje i dalsi kapitola, kterd
se zaméfuje na pozadavky kladené na obaly pfi jejich vyrobé. Zavérem
jsou probirany pozadavky na dodavatele a odbératele obald, jakoZ i na
nezbytné naklady na vhodné typy oball; dile jsou navrhy potfebnych
tabulek, pouzitd a doporucend literatura s podrobnym rejstitkem.

Text vhodné dopliuji grafy a diagramy, riznd schémata i navrhy
vhodnych protokolu, jakozZ i certifikati. Seznam literatury uvadi fadu
v zahrani¢i pouzivanych norem: némecké, americké, prip. i jind usta-
noveni platnd jak pro farmaceutické, tak i kosmetické vyrobky. Priruc-
ka je uréena jako pracovni pomucka nejen pro farmaceutické i kosme-
tické vyrobce, ale i pro firmy dodavajici potfebné materidly na
pouzivané obaly jak ve farmaceutické, tak kosmetické vyrobé.

J. Maly

177

—



