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SUHRN

Analytické hodnotenie 1-(4-fluérfenyl)-4-[3-(3-propoxyfenylkarbamoyloxy)-2-hydroxypropyl]piperazi-
niumchloridu (6f)

V ramci komplexného Stidia 1-(4-fluérfenyl)-4-[3-(3-propoxyfenylkarbamoyloxy)-2-hydroxypropyl]piperazi-
niummonochloridu (6f), latky s antiarytmickym u¢inkom, boli vypracované niektoré postupy na analytické hod-
notenie substancie. Boli sledované termické vlastnosti, spektralne charakteristiky, rozpustnost a chromatogra-
fické spravanie. Na stanovenie obsahu bola navrhnuta spektrofotometria v UV oblasti spektra a vysokoucinna
kvapalinova chromatografia.
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SUMMARY

Analytical Profile of 1-(4-Fluorophenyl)-4-[3-(3-propoxyphenylcarbamoyloxy)-2-hydroxypropyl]pipera-
zinium chloride (6f)

The paper presents the results of an analytical evaluation and a study of some physicochemical properties of
a potential antiarrhythmic agent marked as 6f. The melting point, spectral properties, solubility and
chromatographic behaviour of the drug on the thin layer were investigated. For the content determination,
spectrophotometry in the ultraviolet region of the spectrum at the wavelength of the second absorption

maximum of the substance and high-performance liquid chromatography were used.
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Md

Uvod

Vzhladom na skutoc¢nost, Ze lieCiv4, ktoré su pouziva-
né v terapeutickej praxi ako antihypertenziva ¢i antiaryt-
mik4, nespliiaji poZiadavky kladené na idedlne liecivo,
kontinudlny vyskum v tejto oblasti stdle pokracuje.
V stcasnosti pomerne ¢asto pouzivana kombindcia blo-
katorov beta-adrenergnych receptorov s latkami inych
farmakologickych skupin je motivovana snahou o zvyse-
nie ich biologickej vyuzitelnosti. Preto sa pripravuji
kombinované zliceniny, kedy sa inkorporaciou Casti
molekuly s vazodilatanym posobenim na skelet beta-
blokatora predpokladd zvysenie antihypertenzivnej akti-
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vity lie¢iva, resp. minimalizaciu neZiaducich prejavov
liecby -9

V skupine novych, doteraz v literatiire nepopisanych
lieCiv, medzi ktoré patri aj nami Studovana latka, je soli-
tvorna Cast molekuly tvorend substituovanym 4-fenylpi-
perazin-1-ylom 7. Uvedeny fragment je sicastou mno-
hych lieciv, patriacich do roéznych farmakologickych
skupin, okrem iného aj latok pdsobiacich na kardio-
vaskularny systém.

Latka 6f je chemicky 1-(4-fluérfenyl)-4-[3-(3-propo-
xyfenylkarbamoyloxy)-2-hydroxypropyl]piperazinium-
chlorid (obr. 1).

PoZiadavka vypracovania naro¢nejSich metdd Stan-
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Obr. 1. Struktira Studovanej ldtky 6f (Gislovanie skeletu
podla 1H-NMR spektra)

dardizacie akosti laboratérne pripravenej Studovanej
latky ako aj potreba Standardu pre dalSie farmakolo-
gické, farmakokinetické, stabilitné a biotransformacné
Stidie nas viedli k vypracovaniu tohto analytického
profilu.

POKUSNA CAST

Spektroskopia

1. V ultrafialovej oblasti sa spektrum latky 6f meralo vo for-
me 0,002% roztoku v metanole a vo vode. Priebeh spektier sa
registroval na pristroji 8452 A Diode Array Spektrofotometer,
Vectra 286/12 Desk Jet 500, fy Hewlett Packard v 1 cm kre-
mennych kyvetach oproti pouzitému rozpuistadlu.

2.V infracervenej oblasti sa spektrum latky 6f registrovalo
KBr technikou (0,4 g KBr pre IC spektroskopiu a 0,001 g lat-
ky 6f) na spektrofotometri Specord M 80 Carl Zeiss, Jena.

3. '"H NMR a *C NMR spektrum latky 6f sa meralo na pri-
stroji FT-NMR spektrometer Varian Gemini 2000 s pracovnou
frekvenciou 200 MHz v (*H)chloroforme pre '"H-NMR spekt-
ra, ako vnutorny Standard bol pouzity tetrametylsilan a 50 MHz
v (*H)chloroforme pre *C-NMR spektré. Standardom bol sig-
nél (*H)chloroformu (77,0 ppm).

4. Hmotnostné spektrd latky 6f sa merali na pristroji Agi-
lent 1100 LC/MSD VL Trap. Metanolové roztoky Studovane;j
latky sa aplikovali do hmotnostného spektrometra linedrnou
mechanickou pumpou (KD, Scientific, USA) rychlostou
200 pl.min”', prietok nebulizatného plynu (N,) bol 5 L.min",
tlak 40 psi. Teplota susiaceho plynu v nebulizatore bola 200
7C, napitie na kapildre predstavovalo 3,5 kV. Meranie sa
vykonalo v pozitivnom mdde za ionizédcie elektrosprejom
(ESI-MS) za atmosferického tlaku. Snimané napitie hmot
bolo v intervale od 15 m/z do 800 m/z. Pozoroval sa moleku-
lovy i6n [M+H*]".

Chromatografia

Chromatografia na tenkych vrstvdch
Robila sa na féliach Silufol® UV, o rozmeroch
75x150 mm. Vyvijalo sa v sklenenych komorach o rozmeroch
190x180x80 mm. Roztoky l4tok (1%) sa nanasali mikropipetou
s obsahom 5 pl (Microliter Syringe, Hamilton, Svajciarsko).
Na detekciu sa pouzila univerzdlna UV lampa pre 254 nm
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a 366 nm (Camag, Svajéiarsko). Vyvijalo sa vzostupnou tech-
nikou na drahe 15 cm. PouZila sa ststava chloroform — cyklo-
hexan — dietylamin (6:3:1 obj.). Detekcia sa uskutocnila pod
UV lampou pri 254 nm.

Vysokouicinnd kvapalinovd chromatografia

Latka 6f sa chromatografovala na kvapalinovom chromato-
grafe v zloZeni: vysokotlakovd pumpa Delta Chrom SDS 030,
WATREX, sluc¢kovy déavkova¢ s 20 ul slu¢kou, WATREX,
koléna Separon SGX C,; 7 Km, 250x4 mm, WATREX, prieto-
kovy UV detektor Delta Chrom UVD 200, WATREX, chroma-
tograficka stanica CSW 17, WATREX. Mobilnd fazu tvoril
94% metanol upraveny na pH = 6. Okrem latky 6f sa chroma-
tografovala aj kyselina 4-metoxyfenyloctova, ktora sa vo forme
0,25% zasobného roztoku pouzivala pre kvantitativne ucely
ako vnitorny Standard. Pracovalo sa pri prietokovej rychlosti
0,6 ml/min, tlaku 6,3 MPa, pri teplote 20-22 °C a pri UV detek-
cii pri 254 nm.
Fyzikdlno — chemické vilastnosti

Povrchové napditie

Stanovilo sa nepriamou stalagmometrickou metédou. Meral
sa vodny roztok latky 6f o koncentracii 2.10° mol.l'. Ako
porovnévaci roztok sa pouzila destilovana voda, ktora pri 22 °C
ma povrchové napatie 0,07259 N.m'!. Zo ziskanych hodn6t sa
povrchové napitie vypocitalo podla vztahu:

NZ
y=—.0,07259

n

kde N_je poCet kvapiek porovnavacieho roztoku, N, je pocet
kvapiek meraného roztoku.

Disociacnd konStanta

K stanoveniu disocia¢nej konStanty latky 6f sa pouZila alka-
limetricka titrdcia za potenciometrickej indikacie (pH meter
OP 208/1, Radelkis, Madarsko). 0,1 g latky sa rozpustilo
v 100 ml destilovanej vody a za stdleho mieSania sa titrovalo
odmernym roztokom NaOH ¢ = 0,1 mol.I"! na sklenentd (OP
0718P) a kalomelovi (OP 0830P) elektrodu. Hodnota pK sa
vypocitala z Henderson-Hasselbalchovej rovnice ako pH rozto-
ku stitrovaného na 50 %.

Experimentdlny rozdelovaci koeficient

0,01 g latky sa rozpustilo v 50 ml tlmivého fosfore¢nanové-
ho roztoku o pH 7 ¥. Po zmerani absorbancie sa k 10 ml rozto-
ku pridalo 0,5 ml oktan-1-olu. Po hodine trepania a hodine
ustalovania (pri 20 °C) sa zmerala absorbancia vodnej vrstvy
v UV oblasti (spektrofotometer 84 52A Diode Array, Hewlett
Packard, pocitac Vectra 286/12, Hewlett Packard). Rozdelova-
ci koeficient sa vypocital podla vztahu .

Logaritmus kapacitmého faktora k’

Na stanovenie reten¢nych charakteristik latky 6f sa pouzila
chromatograficka zostava (vid vyssie). za dodrZania tych istych
chromatografickych podmienok. Mobilnd faza sa pripravila
tak, Ze k 500 ml 94% metanolu sa pridalo 3,4 g octanu sodné-
ho (pH = 8,9-9,1). Pred pouZitim sa mobilna faza odvzdus$nila
a cely chromatograficky systém sa premyval asi 20 minut. Pre
stanovenie t, sa pouzil roztok dusitanu sodného ¢ = 0,1 mol.1!,
ktory ma v pouZitom systéme nulovi retenciu. Pre stanovenie
¢ bol pouZity metanolicky roztok latky 6f (0,075 g/10 ml). Log
k’ sa vypocital podla vztahu '?.

Stanovenie obsahu
Spektrofotometria v UV oblasti spektra

Pre kvantitativne ticely sa robila kalibra¢na krivka meranim
absorbancie roztokov pripravenych zo zdkladného 0,002%
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metanolového roztoku latky 6f odpipetovanim 2, 4, 6, 8, 10 ml
do 25 ml odmenych baniek a doplnenim metanolom po znac-
ku. Absorbancia sa merala priA = 238 nm v 1 cm kremen-

max
nych kyvetich oproti pouZitému rozpustadlu.

Vysokouicinnd kvapalinovd chromatografia

Pre kvantitativne ucely sa vypracovala kalibracna krivka.
Kalibracia sa uskutoc¢nila z 0,05% zasobného metanolického
roztoku latky 6f, z ktorého sa do 25 ml odmernych baniek odpi-
petovalol, 2, 3, 4, 5, 6 ml, pridal sa 1,5 ml zasobného metano-
lického roztoku vnutorného Standardu (0,1%) a banky sa dopl-
nili metanolom po znacku. Z tychto roztokov sa na kolénu
pomocou davkovacieho ventilu nanasalo 20 pl.

@

aj pre kvantitativne hodnotenie latky 6f. Jednotlivé vib-
racie prislusnych skupin Studovanej latky boli uréené
podIa "', Analyza spektier v IC oblasti potvrdila §truk-
tura pripravenych latok.

Na zdklade $tidia 'H NMR spektra Studovanej latky
v (*H)chloroforme pri pouZiti tetrametylsilanu ako vnu-
torného Standardu sa pozorovali nasledujice signaly
(® [ppm]): 1,032 (t, 3H, O-CH,-CH,-CH,); 2,55 (m,
0-CH,-CH,-CH,); 2,86 (t, 4H, H-10, H-12); 3,15 (t, 2H,
0-CH,-CH,-CH,); 4,04 (t, 4H, H-11, H-13); 4,09 (m,
1H, H-8); 4,25 (d, 2H, "J , = 2,90 Hz, H-9); 4,32 (d, 2H,

Tab. 1. BC-NMR spektrum latky 6f
ﬁ [ 5
c-C *c=C
1/0(:\ /sc‘*s /?C\ A :
HN N—"C C—F
1 OH N/ U
nc/-ﬁc

19 17, 13 15
c‘1sc /c\o /C'mc//c

Atém uhlika: 5 [ppm], *J [Hz]

1: 157,2 (d, 237,5 Hz); 2: 115,6 (d, 22,0 Hz); 3: 118,0 (d, 7,6 Hz); 4: 147,8; 5: 50,3; 6: 53,4; 7: 60,1; 8: 65,7; 9: 67,3; 10:153,4; 11: 139,1; 12:
105,5; 13: 159,6; 14: 110,1; 15: 129,7; 16: 111,0; 17: 63,6; 18: 22,6; 19: 10,5

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyzovana latka 6f, chemicky 1-(4-fludérfenyl)-4-
-[3-(3-propoxykarbamoyloxy)-2-hydroxypropyl]pipera-
ziniumchlorid je biely prasok, bez zapachu. Rozpusta sa
lahko v etanole, tazko vo vode a velmi taZzko v chloro-
forme. Teplota topenia (stanovend na pristroji podla
Koflera) je 138—141 °C (nekorigovand). K charakteriza-
cii Studovanej latky sa dalej pouzili spektrdlne a chro-
matografické metddy.

Spektrdlne vlastnosti

Elektrénové absorpcné spektrum latky 6f sa zazname-
nalo vo vodnom a v metanolickom roztoku pri koncent-
racii 2.10° mol.l'l. V oblasti 190-350 nm vykazovala
Studovand litka tri absorpéné pasy; a to vo vode A, =
204 nm (log €, = 4,52 m>mol ™), A, =234 nm (log €, =
4,12 m>mol "), A, = 278 nm (log &, = 3,31 m>.mol");
v metanole A, = 208 nm (log €, = 4,40 m*>.mol™"), A, =
238 nm (log €,= 4,19 m>mol ™), A, = 278 nm (log €, =
3,10 m2.mol!). Pre kvantitativne tcely je vhodné maxi-
mum pri 238 nm.

Infracervené spektrum latky 6f vykazuje charakteris-
tické valenéné vibracie v(C=C) vizby v aromatickom
kruhu pri 1596 cm™, v(C=0) skupiny pri 1722 cm’,
V(N-H) skupiny naviazanej na benzénovy kruh pri 3244
cm!, skupiny v(O=C-O) pri 1228 cm!, skupiny v(C-H)
pri 2966 cm” a skupiny v(C-O-C) pri 1056 nm. Pas
valen¢nej vibracie C=0 skupiny pri 1722 cm™ je vhodny
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“1,=2,90 Hz, H-7); 6,60 (s, 1H, OH); 6,85-7,15 (m, 8H,
ArH); 7,25 (s, 1H, NH, H-5).

Na zaklade priebehu '*C-NMR spektra latky 6f (tab. 1)
bola potvrdend Struktura Studovanej latky. Na spektre sa
prejavili uvedené posuny u atomov uhlika.

Interpretdcia hmotnostného spektra latky 6f poukézala
na existenciu zodpovedajiceho molekulového i6nu
[M + H*]* s relativne vysokou intenzitou (obr. 2).

Intens.

x107 33_4F000.d: +MS
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Obr. 2. Hmotnostné spektrum latky 6f

Chromatografické hodnotenie

Pre uskutocnenie identifika¢nych skasok a sledovanie
Cistoty latky 6f sa Studovalo jej chromatografické spra-
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vanie sa na tenkych vrstvach silikagelu Silufol® UV,,,.
Okrem Studovanej latky sa paralelne chromatografoval aj
medziprodukt syntézy, epoxid — chemicky 2,3-epoxypro-
pan-1-ylester kyseliny 3-propoxyfenylkarbamove;j.
Vyvijalo sa vzostupnou technikou vo vyvijacej sustave
chloroform : cyklohexan : dietylamin (6:3:1 obj.). Opti-
malne sa ukdzalo 15 mindtové sytenie komory vystlanej
filtracnym papierom. Detekcia sa uskuto¢nila pod UV
lampou pri 254 nm. Priemerné hodnoty R, si uvedené
v tabulke 2.

Tab. 2. Priemerné hodnoty Rf chromatografovanych latok,
variacéné rozpdtie R a smerodajnd odchylka s,

Latka R, R Sp
o6f 0,48 0,04 0,016
epoxid 0,59 0,03 0,012

Poznamka: R hodnoty si vypocitané ako priemer zo 6 stanoveni.

Fyzikdlno—chemické vlastnosti

Povrchové napitie sa stanovilo stalagmometrickou
metddou na Traubeho stalagmometri pri teplote 22 °C.
Porovnévacou kvapalinou bola destilovana voda. Hodno-
ta povrchového napitia sa vypocitala z priemeru hodndt
poctu kvapiek vytvorenych z konStantného objemu ana-
lyzovanej latky a porovnédvacej kvapaliny zo Siestich
paralelnych stanoveni a je 0,0703 N.m"'. Studovan4 latka
ma schopnost zniZzovat povrchové napitie — je teda povr-
chovo aktivna.

Disocia¢na konstanta pK sa stanovila na zaklade Hen-
dersonovho-Hasselbalchovho vztahu. Meralo sa pH roz-
toku s rovnakou analytickou koncentraciou latky
6f a vzrastajucich analytickych koncentracii hydroxidu
sodného. Hodnota pK predstavuje priemer z troch mera-
ni a rovna sa 6,16.

Experimentilny rozdelovaci koeficient sa stanovil
spektrofotometricky v UV oblasti spektra pri laborator-
nej teplote 20 °C v sustave oktan-1-ol — fosfore¢nanovy
tlmivy roztok s pH = 7,0. Vysledok predstavuje priemer
z troch merani. log P = 3,62.

Logaritmus kapacitného faktora k" sa ako parameter
lipofility stanovil pomocou vysokoti¢innej kvapalinovej
chromatografie. Pracovalo sa na reverznych fazach. Mrt-

Tab. 3. Parametre linedrnej regresie na stanovenie ldatky 6f

- @

vy Cas kolony (t) sa stanovil pomocou roztoku dusitanu
sodného ¢ = 0,1 mol.I"\. Pre latku 6f log k' = - 0,377.

Stanovenie obsahu

Na stanovenie obsahu Studovanej latky boli vypraco-
vané dve metody.

Latka 6f sa stanovila spektrofotometricky v UV oblas-
ti spektra pri vinovej dizke druhého absorp&ného maxi-
ma. Na meranie je optimdlne metanolové prostredie. Pri
sledovani zavislosti absorbancie metanolového roztoku
skiimanej ltky od Casu pri A_ =238 nm sa zistilo, Ze sa
absorbancia do 60 mindt nemeni. Pre spektrofotometric-
ké stanovenie sa vypracovala kalibra¢na krivka. Z mera-
ni uskuto¢nenych pri A__ =238 nm za pouZitia zaklad-
ného metanolového roztoku latky 6f s koncentriciou
0,02% sa vypocitala ako vysledok regresnd priamka
y =0,3335x — 0,0359 (y = absorbancia, x = koncentracia
stanovovanej latky v mol.I'!). Parametre linedrnej regre-
sie st uvedené v tabulke 3.

Pri stanoveni latky 6f vysokoucinnou kvapalinovou
chromatografiou sa pouZila kol6na s nepolarnou chemic-
ky viazanou fazou Separon SGX C .. Ako najvhodnejsia
mobilna fiaza na delenie latky 6f a vnatorného Standardu
— kyseliny 4-metoxyfenyloctovej sa ukdzal 94% metanol
upraveny vodnym roztokom octanu sodného na pH = 6.
Retencny cas latky 6f bol 4,50 minit a reten¢ny ¢as vnu-
torného Standardu 3,06 mindt. Kalibra¢na krivka sa
zostrojila ako zavislost pomeru plochy pikov latky
6f a vnutorného Standardu k velkosti koncentracie stano-
vovanej latky. Z merani uskutoénenych v rozmedzi
9,91.10°-5,94.10* mol.I"' sa vypoditala regresnd priam-
ka y = 0,9579,1x + 0,7508 (y = pomer plochy pikov,
x = koncentricia latky 6f). Parametre linedrnej regresie
su uvedené v tabulke 3.

ZAVER

Latka 6f, chemicky 1-(4-fluérfenyl)-4-[3-(3-propoxy-
fenylkarbamoyloxy)-2-hydroxy-propyl]piperazinium-
chlorid ako nové potencidlne liecivo bolo hodnotené
z hladiska totoZnosti, Cistoty a stanovenia obsahu.

Medzi identifikacné skusky boli zaradené ultrafialové
a infratervené spektrd, 'H-NMR spektroskopia,
BC-NMR spektroskopia, MS spektroskopia, stanovenie

Metdda stanovenia a b S r n
spektrofotometria v UV

oblasti spektra (metanol) -0,0359 0,3335 0,01351 0,9979 5
vysokoucinna

kvapalinova chromatografia 0,7508 0,9579 0,11789 0,9982 6

a —regresny koeficient, t.j. posunutie na osi y; b — regresny koeficient, t.j. smernica regresnej priamky;
s — smerodajné odchylka; r — korelacny koeficient; n — pocet merani
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teploty topenia, rozpustnost a chromatografické metddy.
Chromatografia na tenkej vrstve bola vyuzitd aj pre sle-
dovanie Cistoty skiimane;j latky.

Z fyzikalno-chemickych vlastnosti bola stanovena
hodnota povrchového napitia, disociaénej konstanty,
experimentalneho rozdelovacieho koeficienta a logarit-
mu kapacitného faktora.

Na stanovenie obsahu sa osvedcili spektrofotometria
v UV oblasti spektra a vysokouc¢inné kvapalinové chro-
matografia.

Préca vznikla za podpory GA VEGA MS SR, grant ¢. 1/1186/04.
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Erratum

Redakce se omlouva za chybny vzorec v tabulce 1 k ¢lanku autortt Malik 1., Sedlarova E., Cizmarik J.,
Andriamainty F., Cséllei J.: Stddium fyzikdlno-chemickych vlastnosti derivatov kyseliny 2-, 3-, 4-alkoxyfe-
nylkarbamovej s bazickou €astou tvorenou substituovanym N-fenylpiperazinom, publikovany v Casopisu
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