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                                มากกว่า 10 ปีที่แล้วได้มีการพัฒนาการแยก enantiomeric ไว้มากมายโดยการแยกและการวิเคราะห์ ไม่สามารถทำได้ใน 2-3 ปีที่ผ่านมา แต่วันนี้นักวิทยาศาสตร์มีมากกว่า 1 เทคนิคที่ใช้ในการแก้ปัญหา ซึ่งรวมถึงความเข้มข้น และการจัดวาง  enantiomers  ของ amphetamine , methamphetamine  และ deprenyl (selegiline ) เป็น chiral compound กันโดยมีความสำคัญในการใช้เป็นยา  ในบางกรณีมีการใช้ยาในทางที่ผิดกันอย่างกว้างขวาง และ enantiomer ของยาทำให้ทราบถึงคุณสมบัติทางกายภาพที่แตกต่างกัน ได้มีการศึกษาถึงวิธีการวิเคราะห์ในการแยก enantiomer หลายๆวิธี โดยในแต่ละวิธีมีข้อดี ข้อเสียแตกต่างกัน ในเรื่องของความรวดเร็ว, ประสิทธิภาพ , ความจำเพาะ, ความไว, ขนาดกลุ่มตัวอย่าง และการเตรียมตัวอย่าง
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Amphetamine และ methamphetamine เป็น chiral sympathomimetic amines มีคุณสมบัติในการกระตุ้นระบบประสาทส่วนกลาง (CNS) และระบบประสาทส่วนปลายโดยมีคุณสมบัติในการเพิ่มการหดตัวและคลายตัวของความดันโลหิต ยังมีฤทธิ์ในการขยายหลอดลมอ่อนๆ และกระตุ้นการหายใจ การใช้ amphetamine และ  methamphetamine ที่ถูกต้องคือใช้รักษาในกลุ่ม hyperactivity  และ exogenous obesity ซึ่งสารประกอบทั้ง 2 ตัวนี้พบว่ามีการใช้ในทางที่ผิดเสมอ

ถ้าทราบ enantiomer ของ amphetamine และ methamphetamine จะทำให้ทราบถึงผลกระทบทางด้านกายภาพที่แตกต่างกัน สำหรับตัวอย่าง  (S)-(+)-amphetamine จะแข็งแรงกว่า  R-(-)- enantiomer 
ซึ่งมีผลต่อ CNS ในทางตรงกันข้าม R-(-)- amphetamine ก็จะแข็งแรงกว่าซึ่งมีผลต่อระบบ cardiovascular enantiomer ที่ใช้ในทางที่ผิดของ methamphetamine คือ  (S)-(-)-methamphetamine  ส่วน R-(-)-methamphetamine จะอยู่ในรูปของยาสามัญประจำบ้าน

ขึ้นอยู่กับวิธีการสังเคราะห์ และการทำให้บริสุทธิ์โดยที่ amphetamine และ methamphetamine เป็นคู่ enantiomer กัน หนึ่งวิธีก็สามารถผลิต enantiomer ของ methamphetamine ในรูปที่ผิดกฎหมายได้มากมายรวมถึง dehydroxylation ของ ephedrine และ pseudoephedrine  ซึ่งพบได้ในยาสามัญประจำบ้าน  แสดงดังรูป F2
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Selegiline มีโครงสร้างที่สัมพันธ์กับ  amphetamine  และ  methamphetamine โดยที่ R-(-)- enantiomer เป็นตัวที่ใช้ในการรักษาโรคพาร์กินสัน ซึ่งเกิดจากการยับยั้งแบบไม่ย้อนกลับของ monoamine oxidase (MAO) ซึ่งเอนไซม์นี้จะกระจายอยู่ทั่วไปตามร่างกาย โดยที่ selegiline จะเป็นตัวที่ไปจับกับ type B ของ MAO ได้ดีกว่า type A ( type B เป็นส่วนสำคัญของสมอง ส่วน type A พบได้ที่ intestinal tract )   แสดงดังรูป F1
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ความไวและประสิทธิภาพในการแยกสารประกอบเป็นสิ่งที่สำคัญสำหรับงานทางด้าน pharmacological , toxicological  และการศึกษาทางด้าน  forensic  เช่นเดียวกับการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์  การศึกษาถึงวิธีการวิเคราะห์โดยที่ หนึ่งวิธีอาจจะศึกษาได้ 1 ชนิดแต่อาจจะไม่เหมาะสมกับสารชนิดอื่นๆ สำหรับวิธี     capillary  electrophoresis  (CE)  ก็อาจจะเป็นวิธีที่ดีสำหรับการวิเคราะห์สารประกอบที่มีจำนวนน้อย  และเป็นสารประกอบที่มีความบริสุทธิ์  อย่างไรก็ตาม sensitivity   ที่ดี reproducibility ของ  gas chromatography (GC)   หรือ  liquid chromatography  (LC)   ก็อาจจะจำเป็นสำหรับการวิเคราะห์สารประกอบที่มีระดับต่ำๆ  การเตรียมและการแยกควรอยู่ในข้อจำกัดของ LC ซึ่งในงานนี้ได้มีการบันทึกถึงการแยก   enantiomer   ของ  amphetamine , methamphetamine   และ deprenyl   โดย 3 วิธีที่แตกต่างกันได้แก่ LC , GC  และ CE
อุปกรณ์และวิธีการทดลอง
Materials

· ทั้ง LC และ CE ใช้น้ำยาจาก  Fisher Scientific

· The  AccQ.  Fluor  (AQC)  reagent kit  จาก water
· The hydroxypropyl -β-cyclodextrin , Cyclobond I  2000  LC column , Cyclobond I 2000 RSP LC column , Cyclobond I  2000  RN  LC column , Cyclobond I  2000  SN  LC column , Chiraldex  β- DM capillary GC column  และ  Chiraldex  G-PN  GC column จาก Advanced Separation Technologies

· Buffer  และ  reagent  จาก Aldrich

Methods

· LC   separation โดย  BAS ( West Lafayette , IN )

· PM- 80 solvent delivery system

· UV-116A UV-Vis detector

· Run at RT ( 22(c

· GC   separation   จาก  Varian Model   3700   gas chromatography และ  

Shimadzu Spl-G9   gas chromatography
· CRIB   chromatopac   recorder

· Split ration 1(100

· CE    separation   จาก  Beckman P/ACE  system   2100

·    UV detector ที่ความยาวคลื่น 214 และ 254 nm

·    Voltage 10 kV
·    Capillary  27 cm ( 50 (
ผลการทดลอง และ วิจารณ์ผลการทดลอง
GC ใช้  derivatized  cyclodextrin  เป็น  chiral  stationary  phase  (CSPs) ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงในการแยกสารประกอบที่มีส่วนของ  phenylisopropylamine-base-structure   แสดงดังรูป F3  ซึ่งใช้ในการแยก amphetamine , methamphetamine , ephedrine  และ pseudoephedrine   แสดงดังรูป F4
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แสดงการแยก  deprenyl  ซึ่ง CSPs ใน GC ให้ efficiency , sensitivity , selectivity และ peak capacity ที่ดี โดยความสามารถในการตรวจวัด  enantiomer  ของ  methamphetamine และสารตั้งต้นที่เป็นไปได้ รวมถึง ephedrine และ pseudoephedrine สามารถทำได้ในการทำงานเพียงครั้งเดียวซึ่งมีประโยชน์ต่องานทางด้าน forensic  สำหรับการตรวจพิสูจน์ยาที่ใช้ในทางที่ผิด สำหรับงานประจำ หรือการศึกษาทางด้านเภสัชวิทยายังไม่ค่อยจำเป็น

ก่อนหน้านี้มีการแสดงให้เห็นว่าการที่ใช้ CSPs ที่แตกต่างกัน ได้แก่ cyclodextrin derivatives หรือใช้  cyclodextrin  ที่มีขนาดแตกต่างกันจะทำให้ได้  enantiomer  ของสารประกอบนั้นอย่างมากมาย   แสดงดังรูป F5   ซึ่งแสดงถึง trifluoroacetylate  amphetamine  (TFA) ซึ่งอยู่ตรงข้ามกับ  acetylated  amphetamine  (AC)
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Hydroxypropyl  derivatized  β-cyclodextrin  เป็นตัวที่มีประสิทธิภาพในการแยกอย่างมากแสดงดังรูป F6    ซึ่งแสดงถึงการแยก   enantiomer   ของ amphetamine   และ   methamphetamine โดย LC ซึ่ง hydroxypropyl-β-cyclodextrin CSP (CBI 2000 RSP) เปรียบเทียบกับวิธี CE ให้ efficiency  และ  RT ที่ดีกว่า  แต่อย่างไรก็ตาม    deprenyl   ก็ยังไม่สามารถแยกได้โดยวิธี   CE แสดงดังรูป F7A   แต่เมื่อใช้ LC ในการแยก deprenyl พบว่าวิธี LC แยกได้ดีกว่าเนื่องจากใช้ cyclobond  I  2000  SN  column   แสดงดังรูป F7B
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เมื่อมีการศึกษาทางด้าน physiological หรือทางด้าน biological สำหรับตัวอย่างที่มีจำนวนน้อย และเป็นสารประกอบที่ละลายน้ำได้ ตัวอย่างเช่น  amphetamine และ    methamphetamine   ก็จะพบกับปัญหา ในด้าน sensitivity  หรือทางด้านที่เกี่ยวข้องกับการ Isolation และ concentrating แต่ปัญหาเหล่านี้สามารถแก้ไขได้โดยการใช้ achiral fluorescent tagging agent โดยการใช้ fluorescent ในวิธี HPLC สามารถเพิ่ม   sensitivityได้
ความหลากหลายของ  fluorescent หรือ tagging agents ซึ่งประกอบด้วย    o-phthaldehyde (OPA) , naphthalene-dialdehyde (NDA) , aromatic anhydrides (AA) , 9-fluorenylmethychloroformate (FMOC) , และ 6-aminoquinolyl-N-hydroysuccinimidyl carbamate (AQC)  สำหรับ chiral amine และ  amino acid  การแยก enantiomer ใช้ tagging agents  ได้แก่   AQC , AA   และ   FMOC

แสดงดังรูป F8     ซึ่งเป็นการแยก enantiomer โดยวิธี   LC ซึ่งใช้ AQC    เป็น tagging agents  ซึ่งในรูป (A) เป็น reversed phase mode และ รูป (B) เป็น polar-organic mode    ซึ่งสามารถแยกได้ดี   enantiomer  ที่พบนั้นจะตรงข้ามกันโดยทั้ง 2 mode นี้สามารถใช้ควบคู่กันไปใน column สำหรับการวิเคราะห์ได้
[image: image6.emf] 

[image: image7.emf]
รูปF 9 แสดงถึงการแยก AQC- methamphetamine โดยวิธี  LC ถึงแม้ว่า  amphetamine  และ    methamphetamine  จะแตกต่างกันที่  methyl group  ก็สามารถที่จะแยกและให้  retention ที่แตกต่างกัน
สรุปผลการทดลอง
มากกว่า 10 ปีที่ผ่านมาเมื่อเปรียบเทียบความเร็วในการแยก   enantiomer   ถือว่าค่อนข้างดี แต่ความไวที่ก้าวหน้าขึ้นเกิดจากการพัฒนาและความเข้าใจในการคัดเลือกและการแยก ทำให้ได้วิธีวิเคราะห์มากมาย

วันนี้วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีได้เจริญไปถึงจุดที่สามารถแยกความแตกต่างจากกันได้ขึ้นอยู่กับว่าเราจะเลือกใช้  ซึ่งในการทดลองนี้ก็แสดงให้เห็นว่า  amphetamine  , methamphetamine , deprenyl  และสารประกอบอื่นที่เกี่ยวข้องกัน สามารถแยกได้ชัดเจน ซึ่งมีประโยชน์ในงานวิเคราะห์ทางด้าน   biological , forensic  และการควบคุมคุณภาพการผลิตยา

ขึ้นอยู่กับจุดมุ่งหมายที่ต้องการสืบสวนและปัญหาที่ต้องการหาคำตอบ โดยที่หนึ่งก็อาจจะดีกว่าอีกวิธี  ดังนั้นการใช้   chiral   ก็สามารถคลอบคลุมหลายๆความแตกต่างที่เกิดขึ้นได้ดี รวมถึงมี
ประสิทธิภาพในการแยก
บทคัดย่อ
                                มากกว่า 10 ปีที่แล้วได้มีการพัฒนาการแยก enantiomeric ไว้มากมายโดยการแยกและการวิเคราะห์ ไม่สามารถทำได้ใน 2-3 ปีที่ผ่านมา แต่วันนี้นักวิทยาศาสตร์มีมากกว่า 1 เทคนิคที่ใช้ในการแก้ปัญหา ซึ่งรวมถึงความเข้มข้น และการจัดวาง  enantiomers  ของ amphetamine , methamphetamine  และ deprenyl (selegiline ) เป็น chiral compound กันโดยมีความสำคัญในการใช้เป็นยา  ในบางกรณีมีการใช้ยาในทางที่ผิดกันอย่างกว้างขวาง และ enantiomer ของยาทำให้ทราบถึงคุณสมบัติทางกายภาพที่แตกต่างกัน ได้มีการศึกษาถึงวิธีการวิเคราะห์ในการแยก enantiomer หลายๆวิธี โดยในแต่ละวิธีมีข้อดี ข้อเสียแตกต่างกัน ในเรื่องของความรวดเร็ว, ประสิทธิภาพ , ความจำเพาะ, ความไว, ขนาดกลุ่มตัวอย่าง และการเตรียมตัวอย่าง
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