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Abstrakt

Cilem této prace bylo nalezeni vhodnych podminek k rozd€leni enantiomera
citalopramu a citadiolu, optimalizace chromatografického systému a validace
analytické metody ke stanoveni danych enantiomert v 1é¢ivech.

V dnesni dobé se velké mnozstvi IéCiv vyskytuje ve formé racematu.
V mnoha ptipadech pouze jeden z enantiomert vykazuje farmakologické ucinky.
Pokrok v chemickych technologiich spojenych se syntézou, separaci a analyzou
Cistych enantiomerii z racematli, zptsobil zvysSeni poctu novych chirdlnich 1é¢iv ve
formé Cistych enantiomerd, tzv. chiralni zameéna.

Citalopram je Siroce uzivané antidepresivum, patfici do skupiny selektivnich
inhibitorti zpétného vychytavani serotoninu (SSRI). Poziva se pro 1éCbu depresi,
panické uzkosti ¢i obsedantné kompulzivnich poruch patologického smichu a place.
Farmakologicka aktivita je spojena s S-citalopramem, zatimco R-citalopram je
povazovan za neaktivni, a dokonce pusobi proti ucinku S-citalopramu. Citadiol je
synteticky prekursor citalopramu, ktery se rovnéz vyskytuje ve formé dvou
enantiomert.

Tato prace byla zaméfena na sledovdni enantioseparacniho chovani
vybranych 1é¢iv. Pro chirdlni separace vySe uvedenych latek byla pouZzita metoda
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s chirdlnimi stacionarnimi fdzemi na bazi
makrocyklickych antibiotik, cyklofruktant a celulosy.

Optimalizace chromatografického systému bylo dosazeno na kolon¢ Chiralcel
OD-H pfi poziti mobilni faze obsahujici n-hexan/propan-2-ol/triethylamin 96/4/0,1
(Vivlv) pii pratoku mobilni 1,0 ml/min a teplot¢ 25 °C. Byly sledovany vlivy
ptidavkd propan-2-olu a triethylaminu a teploty na enantioselektivitu a rozliSeni
enantiomertl.

Vypracovand metoda byla validovdna a bylo zjiSténo, Ze je vhodna ke

stanoveni enantiomerni ¢istoty citalopramu v 1ékovych forméch.



Abstract

The aim of this work was finding suitable conditions for separation of
enantiomers of citalopram and citadiol, optimization of chromatographic system and
validation of the analytical method for determination of selected enantiomers in
drugs.

Drugs are often chiral compounds. In many cases, only enantiomer has
required pharmacological effects. Advanced chemical technologies associated with
the synthesis, separation and analysis of the individual enantiomers caused an
increase of the number of new chiral drugs in the form of single pure enantiomers,
the chiral switch.

Citalopram is one of the widely used antidepressants of selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRI). Citalopram is used for treatment of depression, panic
anxienty or obsessive compulsive disorder of pathological laughing and crying. The
pharmacological activity is associated with the S-citalopram, while R-enantiomer is
essentially inactive and even counteracts the activity of escitalopram. Citadiol is a
chiral syntetic precursor of citalopram.

This thesis was focused on monitoring enantioseparation “behaviour of
selected enantiomers. HPLC method with chiral stationary phases based on
macrocyclic  antibiotics, cyclofructans and cellulose was applied for
enantioseparation of the above-mentioned compounds.

The optimized chromatographic system was composed of Chiralcel OD-H
column and mobile phase containing of n-hexane,/propane-2-ol/triethylamine
96/4/0,1 (v/viv) at a flow rate of 1,0 ml/min and at 25 °C. Effects of propane-2-ol and
triethylamine addition and temperature on enantioselectivity and resolution of the
enantiomers were evaluated.

The method was validated and found to be suitable for determination of

enantiomeric purity of citalopram in bulk drugs.
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Olgs
ACN
As
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CEC
CF
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n
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NP
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1 UVOD

Velké mnozstvi pfirodnich, uméle vyrobenych latek ¢i 1éCiv vykazuje
chiralitu. Chiralni déleni jednotlivych enantiomert se stava v posledni dobé jednim
z nejdulezitéjsich ukold analytické chemie, predev§im v oblasti farmaceutické nebo
potravinatské analyzy. Pro tyto ucely je tfeba hledat separacni metody vhodné jak
pro analytické, tak pro preparativni aplikace. Mezi pouzivané metody slouzici
K separaci enantiomerti patii plynova chromatografie (GC), vysokot¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC) ¢i kapilarni elektroforéza (CE).

Latky casto tvofené specifickou smési enantiomerit nebo vyskytujici se ve
formé racemdtli se d¢li v enantioselektivnim separa¢nim prostfedi. V souc¢asné dobé
je u chiralnich 1é€iv tendence porovnavani farmaceutickych Uc¢inka jednotlivych
enantiomert, které by mély zlepsit terapeuticky ucéinek 1é¢iva. Jde o to, zda je
vyhodnéj$i pouzivat ¢isty enantiomer nebo racemat 1éciva.

Tato prace je zamé&fena na sledovani enantiosepara¢niho chovani vybranych
lé¢iv na chromatografickych kolonach s rliznymi chirdlnimi stacionarnimi fazemi.
Cilem je nalezeni vhodnych podminek k rozdéleni enantiomerti citalopramu a
citadiolu, optimalizace chromatografického systému a validace analytické metody ke

stanoveni danych enantiomert v 1ékovych formach.
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2  TEORETICKA CAST

2.1 Chiralita

Chiralita, optickd aktivita nebo stereoizomerie jsou dany prostorovym
uspofadanim molekuly. Nazev chiralita je odvozen od feckého slova chiros — ruka.
Chiralni molekula nemé stfed, osu ani rovinu symetrie. Chiralita molekul mize byt
vyjadiena piitomnosti urcitych prvkia chirality. Mezi né patii chirdlni centrum
(centralni chiralita), chirdlni osa (axialni chiralita) a chirdlni rovina (planarni
chiralita).

Atom tetraedralné vazany ke Ctyfem rliznym atomim ¢i skupindm atomi
nazyvame stereogenni centrum, které muizeme oznalit jako stfed chirality. Stied
chirality se muiZze vyskytovat véazany v oktaedrdlni struktufe nebo tetragonalni
bypiramidé.1 Jako chirdlni centrum se nejCastéji vyskytuje atom uhliku, dusiku,
kiemiku nebo fosforu.?

Asymetricky atom vyskytujici se u molekul nemusi byt jedinou pfi€inou,
kterd vyvolava chiralitu. Axialni chiralita derivati 0,0’-disubstituovanych bifenyli
nebo binaftylt ¢i allenti je dana stericky branénou rotaci atomil nebo skupin atomi
kolem jednoduché vazby C-C, tzv. atropoizomerismus.®

Planérni chiralitu vyvolava dvojice riznych substituentl lezicich ve spolecné
roviné (rovin€ chirality) a minimalné jednoho substituentu (tzv. pivota) leZiciho
mimo tuto rovinu a spojeného s touto rovinou chemickou vazbou.*

Inherentni chiralitu vykazuji latky, které jsou chiralni bez prvki chirality.

Patii mezi n¢ slouceniny s helikalni strukturou, tzv. heliceny.
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2.2 Enantiomery

Objev enantiomertt se datuje do roku 1848, kdy Luis Pasteur zjistil, Ze
krystalizaci soli kyseliny vinné (2,3-dihydroxybutandiové) vznika smés dvou typt
krystald.> Mnohé latky se vyskytuji ve formach izomert s prostorovymi strukturami,
které maji k sobé vztah jako vzor a jeho obraz v zrcadle. Enantiomery, z feckého
slova enantio — opac¢ny, sta¢i rovinu polarizovaného svétla doprava ¢i doleva
(méfeno pii vinové délce sodikové ¢ary 589 nm) a oznacujeme je afixem (+) nebo (-)
VvV nazvu slouceniny. Enantiomery se strukturné lisi absolutni konfiguraci. Rozumime
tim skute¢né rozlozeni skupin kolem chirdlniho centra a pouzivé se na jednozna¢né
vyjadfeni konfigurace. Ve spojeni s ndzvem slouceniny pouzivame obecné piijatého
zdznamu R a S, uvadéného pied nazvem sloudeniny.’ Enantiomery maji stejné
fyzikalné-chemické vlastnosti (teplota tani, teplota varu, hustota), ale pii interakci
S chiralnim objektem (Cinidlo, rozpoustédlo ¢i kruhové polarizované zateni) se ve
svych vlastnostech 1i§1.° Kazd4 latka v libovolném skupenstvi obsahujici ekvimolarni

v ’ . ’ v e Jo
mnozstvi enantiomernich molekul se oznacuje jako racemat.

2.3 Chiralni léciva

Po tisice let 1idé spoléhali na 1éCivé pripravky, které ziskavali z rostlin,
stromu ¢i zvifat. Uz pted 4000 lety lidé znali u¢inky chvojniku (ephedra), ze kterého
se ziskadva chirdlni latka zvand efedrin, GCinnd latka v 1é€bé narkolepsie, ale i
zneuzivana k piipravé pervitinu.” Mezi dalsi stara chiralni 1é&iva ziskana z ptirodnich
zdroji patii kokain (kokainovnik pravy) ¢i atropin (rulik zlomocny).

Dnes se stale velké mnoZstvi 1é¢iv vyskytuje ve formé racemati. Snahou vSak
je vice vyuzivat pouze jedné U€inné enantiomerni formy. Pochopeni interakce 1é¢iv a
cilovych struktur (receptorti) vede k vyvoji farmak, kde jejich prostorové usporadani
dokonale odpovida struktufe receptorového mista.” Vzhledem k tomu, e lidsky
organismus se skladad z chirdlnich molekul (sacharidy, proteiny, enzymy) budou se
specificky vazat chiralni 1é¢iva s odpovidajici strukturou. Jeden z enantiomert pak
muze poskytovat zaddouci farmakologické, farmakodynamické ¢i farmakokinetické

vlastnosti, zatimco druhy z enantiomerd je farmaceuticky net¢inny, méné Uc¢inny
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nebo dokonce pusobi proti U&inku 1éCiva & toxicky.! Prvni zminka o
enantioselektivité¢ v souvislosti s tim, co muze byt jejim disledkem a miize byt
povazovano za odliSny farmakologicky uc¢inek, se objevila v roce 1886, kdy u
(+)-asparaginu byla zaznamenana sladkéa chut, zatimco (-)-asparagin byl bez chuti.’
Ttibodovy interakéni model vysvétluje enantioselektivitu chiralnich 1é¢iv na zéklade
interakce 1é¢ivo-receptor nebo enzym-substrat. Tento model slouzi také k vysvétleni
retencniho chovani enantiomera vyplyvajiciho s interakce molekul chiralniho analytu
s molekulami chiralnich selektor ¢i chiralnimi staciondrnimi fazemi V separa¢nim
systému.™® Pokrok v chemickych metodach a technologiich spojenych se syntézou &i
separaci Cistych enantiomerii z racematli zpusobil zvySeni poctu registrovanych 1é¢iv
ve formé Ccistych enantiomerl. Mnoho racemickych 1é¢iv se prevadi na léCiva
obsahujici pouze jednotlivé enantiomery, tzv. chiral switch, aby se zlepsil jejich
terapeuticky ucinek Na trhu se nyni vyskytuji 1éCiva ve formé racematu, ale stale ve
v&t§i mife i &istych enantiomeri.! Mezi tato 1é¢iva patii citalopram nebo omeprazol.
Proces chirdlni zdmény vyustil v uvedeni na trh velkého mnoZzstvi jednotlivych
enantiomerti 1é¢iv jako S-citalopram, S-omeprazol ¢&i S-ketamin. Vyvoj 1é¢iv
tvofenych jednotlivymi enantiomery zracemati nemusi vSak vzdy vést
k pozadovanym vyhodam nebo k odstranéni vedlejSich G¢inkd, s tim souvisi také

nebezpeci financni ztraty farmaceutickych firem.

2.3.1 Citadiol

Citadiol, CTD, (obr. 1) je synteticky prekurzor a kli¢ovy meziprodukt pti

syntéze escitalopramu. Vyskytuje se ve formé dvou enantiomert.
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F
Obr. 1: RS-citadiol

Piiprava escitalopramu (obr. 2) vychazi z racemétu citadiolu.® K rozd&leni na
jednotlivé enantiomery se pouzivaji chromatografické separa¢ni metody nebo lze
vyuzit krystalizaci pomoci (+) nebo (-)-di-p-tuloyl vinné kyseliny. Vysledna cistota

escitalopramu zavisi na enantiomerni ¢istoté jeho prekurzoru S-citadiolu.
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Escitalopram (R)-Citalopram

Obr. 2: Schéma syntézy escitalopramu 13

2.3.2 Citalopram

Citalopram, CIT, (obr. 3) je racemat RS(1-[3-(dimethylamino)propyl]-1-(4-

fluorofenyl)-1,3-dihydroizobenzo-furan-5-karbonitril) tvofeny ekvimolarni smési
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dvou enantiomert, R-citalopramu a S-citalopramu. Farmakologicky efekt je
pfisuzovan S-citalopramu, zatimco R-citalopram pisobi proti G&inku 1é¢iva.**
Citalopram je jednim znejvice uzivanych antidepresiv, patticich do skupiny
selektivnich inhibitortt zpétného vychytdvani serotoninu (SSRI).15 Ptebytecny
serotonin je zp&tn& vychytiavan pomoci transportéri v presynaptické membrang.™®
Latky této skupiny 1éCiv selektivné blokuji transportéry a zamezuji zpétnému
vychytavani serotoninu a zvysuji jeho hladinu v centralni nervové soustave.!” Léciva
ze skupiny SSRI se pouzivaji k1écbé depresi, tuzkosti nebo obsedantné
kompulzivnich poruch. Citalopram se nesmi podavat pacientim, kteii uzivaji
inhibitory monoaminooxidasy. Nezadouci ucinky, jako je tfes, prijem ¢i sucho
Vv tstech, mohou nastat pfi soubézném uzivani citalopramu a lithia nebo bylinnych
ptipravk obsahujicich trezalku teckovanou.”® PH soutasném uZivani s ptipravky
jako je naptiklad tryptofan, které maji serotogenni ucinky, muze dojit
Kk serotoninovému syndromu, ktery je vyvolan vysokym mnoZzstvim serotoninu
vorganismu.®  Citalopram  je  metabolizovan na  demethylcitalopram,
didemethylcitalopram, citalopram-N-oxid a deaminovany derivat kyseliny
propionové. Derivat kyseliny propionové je farmakologicky neaktivni, avSak zbylé
metabolity citalopramu jsou rovnéz selektivnimi inhibitory zpétného vychytavéani

serotoninu, i kdyz v men$im rozsahu.

NC
CHj

N
SCH;4

Ly
F

Obr. 3: RS-citalopram
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2.3.3 Escitalopram

Escitalopram (obr. 4), (S)-1-[3-(dimethylamino)propyl]-1-(4-fluorofenyl)-
1,3-dihydroiszobenzo-furan-5-karbonitril, je enantiomer citalopramu. Patéi do

skupiny SSRI antidepresiv.

Obr. 4: Escitalopram

2.3.4 Escitalopram versus citalopram

Citalopram je racemat, ktery se sklada ze R a S-enantiomert. Studie ukazaly,
ze inhibice zpétného zachytavani serotoninu se pfi¢itd S-enantiomeru, escitalopramu.
Rada nedavnych klinickych a dalSich studii srovnavajici escitalopram a citalopram
s placebem zjistila, ze ekvivalentni davky téchto dvou 1é¢iv, tj. s obsahem stejného
mnozstvi S-enantiomeru, ukazaly lepsi a rychlejsi nastup ucinku escitalopramu. Tyto
vysledky potvrzuji, Zze R-citalopram zpomaluje ucinek S-citalopramu. Inhibujici
ucinek muize byt zplisoben farmakokinetickymi procesy mezi enantiomery nebo
odlisnou farmakologickou aktivitou R-citalopramu na transportér serotoninu.’® Tato
pozorovani poskytla impuls k vyvoji escitalopramu jako lé€iva, které bylo v roce
2002 byl ptedstaveno jako nové antidepresivum.zo Bylo potvrzeno, ze jako inhibitor
aktivity transportérti je escitalopram dvakrat ucinnéj$i nez citalopram a nejméné
27-krat ucinngjsi nez R-citalopram. Proto podavand mnozstvi escitalopramu

Vv 1€ékovych formach odpovidaji dvojnasobné davce citalopramu.21‘22
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2.4 Chiralni chromatografické a elektromigracni techniky

Separace enantiomerd muze byt provedena piimo nebo po derivatizaci
pouzitim plynové chromatografie (GC), tenkovrstvé chromatografie (TLC),
vysokou¢inné  kapalinové chromatografie = (HPLC), superkritické fluidni
chromatografie (SFC), micelarni elektrokinetické chromatogratie (MEKC), kapilarni
elektrochromatografie (CEC), kapilarni elektroforézy (CE), ptipadné dalsich technik.

2.5 Chiralni separace v HPLC

Separace enantiomerid je castym pozadavkem pii vyzkumu biologicky
aktivnich latek, zejména 1éCiv ¢i chiralnich polutantii. Problém tkvi v tom, ze na
rozdil od diastereoizomert maji enantiomery v achiralnim prostiedi stejné fyzikalni a
chemické vlastnosti.”® Enantioseparatni metody se zna&né rozsifily predevsim ve
vysokoucinné kapalinové chrornatografii.24 Separace enantiomerti kapalinovou
chromatografii nabizi dalezity néstroj ve vyvoji 1éCiv, jak pro analytické ucely
(stereoselektivni farmakokinetické analyzy), tak pro preparativni ucely, které
umoziuji biologické testovani jednotlivych enantiomert.”® Prvni zaznamenana
chromatografickd enantioseparace se datuje do roku 1960. Dnes jsou chiralni
separace pomoci kapalinové chromatografie velmi vyuZivané pro relativni
jednoduchost, velkou tc¢innost, opakovatelnost a reprodukovatelnost.26 Pro rozdéleni
enantiomertt v chromatografickém systému je zdkladem jejich pfevedeni na
diastereomery. Existuji dva pfistupy, jak 1ze uskutecnit separace enantiomerti pomoci
chromatografie.

Prvni zpiisob pifedstavuje tvorbu diastereomerli derivatizaci analytu opticky
Cistym derivatizaénim ¢inidlem, tj. pouze jednim enantiomerem, pied vlastni
separaci. Jednd se o nepiimou metodu chirdlni separace.?’ Vznika stabilni par
diastereoizomerd, které diky riznym fyzikaln&-chemickym vlastnostem lze separovat
achiralnimi separanimi technikami.”®®® Mezi dalsi vyhody nepfimé separace patii
snadna zména eluéniho potfadi enantiomerli derivatizaci opaénym optickym
isomerem a dosahovdni nizkych detekénich limitd. Mezi nevyhody patii

problematicka validace derivatizace, moznost tvorby vedlejSich produkti nebo
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nezbytna vysoka opticka &istota derivatizatnich Ginidel *>*

Piima metoda dé€leni enantiomerd spociva v zavedeni vhodné opticky aktivni
latky (chiralniho selektoru, CS) do separac¢niho prosttedi. V HPLC lze chiralni
selektor pridat jako aditivum do mobilni faze a stacionarni fazi ponechat nechiralni.
Mezi hlavni vyhody tohoto uspotadani patii snadna vymeéna chirdlniho selektoru a
pouziti levné nechirdlni stacionarni faze. Pfesto tento model dnes nema velké
praktické uziti vzhledem k vysoké spotiebé drahého chirdlniho selektoru nebo
interferencim pii detekei diky jeho absorpei v UV oblasti spektra.®? V dnesni dobé
jsou nejvice vyuzivané chirdlni staciondrni faze, kdy chirdlni selektor mtze byt
navazan na nosi¢, nejcastéji ze silikagelu, a mobilni faze je nechiralni. Zakladem
pifimé metody separace je interakce mezi analytem a chirdlnim selektorem a tvorba
pfechodnych diastereoizomernich komplexi,* které jsou charakterizovany odliSnymi
konstantami stability, a proto maji rizné retenéni chovani. K tvorbé
diastereoizomernich komplexti pfispivaji intermolekuldrni interakce jako jsou
coulombické sily, tvorba vodikovych vazeb, hydrofobni interakce, interakce z—r,

interakce dipol-dipol apod.>*®

Prvni pokusy o odiivodnéni principu chirdlniho
rozdéleni na molekuldrni Grovni vedly k navrhu pevnych geometrickych modeld,
které z biochemického a farmakologického hlediska byly studovany Bentleyem.®
V roce 1933 Easson a Stedman navrhli strukturni model vysvétlujici stereoselektivni

navazani chirdlnich molekul na proteinovy receptor.g‘g’37

Pro uspésné chirdlni
rozliSeni je nutnou podminkou existence tfibodové interakce, kde alespoil jedna
zvazeb musi byt stereoselektivni. Tento model byl v roce 1952 popsan
Dalglieshem.® Stereoselektivni charakter jedné z interakei zajisti, e u jednoho
z enantiomerd, miZze byt nékterd z interakci upfednostnéna, coz vede k riznym

afinitdm enantiomeru k chiralnimu selektoru.

2.6 Chiralni stacionarni faze

Vyzkum a vyvoj chiralnich stacionarnich fazi (CSP) schopnych ucinného
chiralniho rozdéleni Sirokého spektra enantiomert je jednim z klicovych boda
chirdlnich chromatografickych technik. Mnoho chiralnich molekul pfirodnich nebo

syntetizovanych bylo zkoumano pro jejich mozné vyuziti jako chirdlni selektory.
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Dnes je komer¢né nabizeno vice nez 100 rliznych chiralnich stacionarnich fazi. CSP
obvykle tvofi jeden typ chiralnich molekul nebo chirdlni polymer navdzany na
silikagelu.®® K nejcast&ji pouzivanym CSP pati{ crown ethery, derivatizované
polysacharidy, makrocyklicka antibiotika (MA), cyklodextriny (CD) ¢i nové
cyklofruktovany (CF). Jelikoz vtéto praci byly pouzity CSP na bazi
derivatizovanych polysacharidii, MA a CF bude jim v nasledujicim textu vénovana

vEtsi pozornost.

2.6.1 Polysacharidové stacionarni faze

Polysacharidy jako amylosa nebo celulosa patii mezi nejvice uzivané opticky
aktivni biopolymery s perfektné definovanou strukturou, které mohou byt snadno

40,41

prevedeny na triestery ¢i trikarbamaty a jsou hojné uzivané jako chiralni

stacionarni faze v HPLC a TLC. Vyjime¢né enantioseparacni vlastnosti
Molekulova chiralita vyplyva z pfitomnosti nékolika stereogennich center na
glukopyranosové jednotce. Navazané polysacharidové CSP mohou byt pouzivany
V normalnim separaénim modu S mobilni fazi tvofenou dvojici rozpoustédel
alkan-alkohol, polarné-organickém modu s mobilni fazi tvofenou alkoholem nebo
acetonitrilem, i reversnim modu, tedy za piitomnosti pufrt.***® Jako aditiva se
pouzivaji naptiklad triethylamin (TEA) nebo trifluoroctovd kyselina (TFA)
v normalnim médu a hexafluorfosfat v reversnim médu.*® Prvni vyuzivana CSP na
bazi polysacharidi byla mikrokrystalicka triacetat celulosa pfipravena Hessem a
Hagelem.** Derivaty tribenzoati a fenylkarbamati celulosy pfipravené Okamotem
jsou schopné rozdélit velkou Skdlu racematli, predevSim v zavislosti na
substituentech navazanych na fenylovych skupinach polysacharidovych CSP. U
derivati se substituenty s heteroatomem (methoxy, nitro skupiny) byly zaznamenany
niz§i hodnoty chiralnich rozd€leni vzhledem k vysoké polarit¢ samotného
substituentu.** v posledni dobé byla ptipravena fada fenylkarbaméatovych derivati
S elektron donorovymi methylovymi skupinami nebo s halogenovymi skupinami,
které elektrony odebiraji, jako napiiklad 4-chloro-3-methyl- nebo 3-fluoro-5-

methylfenyl karbamaty. Tyto skupiny vyznamné pozménuji vyslednou polaritu
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téchto CSP.*"*® Obecn¢ substituce v poloze meta nebo para zvysuje rozlidovaci
schopnost fenylkarbamatovych derivati celulosy, ale substituce v poloze ortho ji
snizuje. Naproti tomu ortho substituované derivaty amylosy vykazuji relativné
vysoké hodnoty chiralniho rozligeni.*® Okamotova skupina pfipravila ftadu
trifenylkarbamatovych derivatti a zkoumala vliv substituentli na enantioseparaci a
navrhla mechanismus chiralniho rozdéleni podlozeny vysledky chromatografickych,
vypocetnich a spektroskopickych metod.> Polarni karbamétové skupiny se nachazeji
uvnitt, zatimco hydrofobni aromatické skupiny vné polymerniho fetézce, a proto
enantiomery interaguji s karbamatovou skupinou ptes vodikové vazby, do kterych se
zapojuji NH a C=0O skupiny. Krom¢& polarnich nebo dipol-dipdl interakci hraji
dilezitou roli také z-w interakce mezi fenylovou skupinou CSP a aromatickou
skupinou analytu.®* VvV této praci byla pouzita celulosa  tris(3,5-
dimethylfenylkarbamat), kterda ma vynikajici rozliSovaci schopnosti pro aminy,

estery nebo chirdlni 1é¢iva.

Obr. 5: Chemicka struktura chiralni stacionarni faze s navazanou celulosou tris(3,5-

dimethylfenylkarbamatem), kolona Chiralcel OD-H

2.6.2 Cyklofruktanové stacionarni faze

Cyklofruktany byly poprvé popsany v roce 1989 Kawamurou a Uchiyamou.™
Od té doby se pouzivaji napiiklad jako ptisady do jidla ¢i reguldtory hotkosti
napoji.>? Cyklofruktany jsou makrocyklické oligosacharidy,” které se ziskavaji
fermentaci inulinu plsobenim bakteridlnich enzymt a skladajici se z Sesti nebo
vice f-(2 — 1) spojenych p-fruktofuranosovych jednotek. Kazda jednotka obsahuje

Ctyfi stereogenni centra a ti hydroxylové skupiny. Bézné znaceni pro tyto slouceniny
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jsou (CF6, CF7, CF8 atd.), kde ¢isla oznacuji pocet fruktosovych jednotek spojenych
v makrocyklickém kruhu. Centralni jddro mé hydrofilni charakter a jeho struktura je
analogicka crown etheram.> Pro pouziti cyklofruktanti jako CSP je nutna substituce
hydroxylovych skupin jinymi funk¢énimi skupinami. Mezi vhodné derivatizacni
skupiny patii alifatické, methylové (Me), ethylové (Et), isopropylové (IP),
terc-butylové (t-Bu) skupiny a aromatické skupiny 3,5-dimethylfenyl (DMP),
3,5-dichlorfenyl (DCP) nebo R-1-(1-naftyl)ethyl (RN)** (obr. 6). Derivatizace
mensimi alifatickymi skupinami zputsobuje rozvolnéni struktury a zpfistupnéni
crown etherového jadra a dalSich hydroxylovych skupin. Takto piipravené CSP
umoziiuji velmi dobrou separaci chirdlnich primarnich amin.>® Pfitomnost
aromatickych a karbonylovych skupin umoziuje dipolové, z-r ¢i sterické interakce,
tedy interakce, které hraji vyznamnou roli v chirdlnim d¢leni v nepoldrnich
rozpoustddlech.” Z toho plyne, Ze CSP na bézi cyklofruktant se vyrazn& lisi od

crown etherovych CSP.*®



2 TEORETICKA CAST 24

(0]

MP )k
HN

D
HaC_x _NH
CH3 o} R T(
PPN :
el
HaC CHjy

Obr. 6: Cyklofruktan CF6 a CF7 a nejvhodné&jsi derivatiza¢ni skupiny
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2.6.3 Makrocyklicka antibiotika

Makrocyklicka antibiotika se stala v posledni dobé velmi uzivanou skupinou
chirdlnich selektort v HPLC, CZE a TLC. Podle struktury je lze rozdélit na Ctyti
zakladni skupiny na ansamyciny (rifamycin B, rifamycin SV), glykopeptidy
(vankomycin, teikoplanin, avoparcin a ristocetin A), polypeptidy (thiostrepton) a
aminoglykosidy (kanamycin, streptomycin, fradiomycin B a C).>’ Mezi
nejpouzivanéjsi MA patii glykopeptidy. Jsou to organické latky, jejich molekulova

hmotnost se pohybuje v rozmezi od 600 do 2200 a obsahuji velké mnozstvi
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chirdlnich center a mnoho ionizovatelnych kyselych a bazickych funkénich skupin,
¢imz ziskdvaji amfoterni charakter. Struktura MA umoziiuje nejriznéjsi
mezimolekularni interakce s chirdlnimi molekulami (vodikové interakce, dipol-dipdl,
hydrofobni interakce, inkluze atd.)58 Vsechna glykopeptidova antibiotika se sklada;ji
z aglykonové cCasti  spojené do makrocyklickych kruhti, které vytvareji
charakteristicky kosovity tvar, a li§i se po¢tem a typem sacharidovych skupin, které
mohou voln& rotovat.>*® Aglykonovy koS tvoii 3-4 makrocykly slozené ze
spojenych aminokyselin a substituovany fenoly.61 Vyuziti MA jako chiralnich
selektor poprvé popsal D. W. Armstrong.®? Lze je vyuZit ve viech separatnich
modech, pficemz kazdy mod upfednostiiuje jiny typ interakei. V normalnim
separa¢nim modu, kdy nepolarni mobilni fazi tvoti alkan (n-hexan) s malymi
ptidavky polarniho organického rozpoustédla (ethanol, propan-2-ol) se uplatiiuji
vodikové a v mensim rozsahu dip6l-dipél interakce.®® Reversni méd je realizovan
mobilni fazi obsahujici organicky modifikator (methanol, acetonitril) a vodu nebo
vodny roztok pufru. Pii interakci s analytem dochazi k hydrofobnim ¢i vodikovym
interakcim. Zakladem mobilni faze v polarn€ organickém modu je methanol,
popiipadé v kombinaci s acetonitrilem, s pfidavkem velmi malého mnozstvi kyselého
(octova kyselina) a bazického (triethylamin) aditiva. Dominantni jsou pak pfedev§im
elektrostatické interakce.*® Chiralni separace testovany v polarné-organickém
modu, jsou pouzitelné pro molekuly analytu, které obsahuji alespon dvé funkéni
skupiny schopné interakce se stacionarni fazi (napf. aminoskupinu, hydroxylovou
skupinu nebo halogenidy), znichz alesponn jedna se nachazi v tésné blizkosti
stereogenniho centra.®® V tomto separanim modu se uplatiuji n-m a dipolové
interakce mezi chiralni stacionarni fazi a analytem.”® CSP na bézi makrocyklickych

antibiotik dokaZou separovat velkou $kalu riznych chiralnich latek.

2.6.3.1 Ristocetin A

Ristocetin A (obr. 7) se pouziva jako antibiotikum k 1écb¢ stafylokokovych
infekci. Obsahuje 38 chiralnich center a neméa volnou karboxylovou skupinu.®®
Slouzi k enantioseparaci protizdnétlivych 1é¢iv, derivati dinitrofenyld a dalSich

opticky aktivnich latek.>
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Obr. 7: Ristocetin A

2.6.3.2 Teikoplanin

Teikoplanin (obr. 8) je antibiotikum, které se pouziva k 1é¢bé infekci
zpiisobenych grampozitivnimi  bakteriemi.®® Mezi glykopeptidickymi chiralnimi
selektory je specificky diky dlouhému hydrofobnimu fetézci, ktery pfispiva k nizsi
rozpustnosti teikoplaninu ve vod& ve srovnani s ostatnimi MA.®’ Obsahuje 23
stereogennich center, sedm benzenovych kruhli, pét znich je propojeno tfemi
etherovymi skupinami. Dale je v molekule teikoplaninu navazana primarni aminova
a karboxylova skupina.’’ CSP snavézanym teikoplaninem jsou vhodné pro

68 - 69
C

enantioseparace aminokyselin > ¢i neutralnich aromatickych sloucenin.
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Obr. 8: Teikoplanin

2.6.3.3 Teikoplanin aglykon

27

Teikoplanin aglykon (obr. 9) obsahuje 8 chirdlnich center a na rozdil od

molekuly teikoplaninu neobsahuje hydrofobni fetézec a cukerné slozky, a proto jsou

jeho ionizovatelné skupiny odhalen&ji a tim pristupn&j§i interakci s analyty.”

Absence cukernych zbytkli je vSak zodpovédnd za jeho Spatnou rozpustnost ve

vode.”® Na CSP S navazanym teikoplaninem aglykonem bylo dosazeno lepSiho

enantioselektivniho rozligeni né&kterych a-aminokyselin’ & sulfoxida’
Y

teikoplaninové CSP.

nez na
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Obr. 9: Teikoplanin aglykon

2.6.3.4 Vankomycin

Vankomycin (obr. 10) je amfoterni glykopeptidové antibiotikum G¢inné proti
grampozitivnim bakteriim.” Stejné jako teikoplanin je vyuZivan k 16¢b& zavaznych
stafylokokovych a streptokokovych infekci. Molekula se sklada ze tfi makrocykld,
které obsahuji 18 stereogennich center, z péti aromatickych kruhti, deviti
hydroxylovych skupin a dvou amino skupin.’* Je komplementarni s ristocetinem A a
s teikoplaninem a oproti polysacharidovym CSP ma vétsi univerzalnost.®
Vankomycin jako CSP je vhodny k enantioseparaci neutralnich, bazickych 1 kyselych
analytil, zejména protinaddorovych 1é€iv, pesticidi, sekundéarnich a terciarnich amint

nebo N-derivatizovanych aminokyselin.58
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Obr. 10: Vankomycin

2.7 Védecké prace zaméiené na chiralni separace citalopramu a citadiolu

Prace zabyvajici se stereoselektivnimi separacemi a stanovenim racemického
citalopramu a jeho pouzitim ve farmaceutickém pramyslu jsou v literatufe pomérné
vzacné. Nejvyznamnéj$i jsou chiralni separacni metody kapalinové chromatografie.
HPLC byla pouzita pro stanoveni enantiomerd citalopramu s vyuzitim Sirokého
spektra chirdlnich kolon.” Ve v&t3ing z téchto metod byl vyuZzivan reversni mod, kde
polarni rozpousStédla a pufry byly pouZity v mobilni fazi. PouZitim kolony
snavazanym B-cyklodextrinem byly stanoveny enantiomery citalopramu
v biologickych matricich.*® Metoda pro kvantitativni analyzu obsahovala nejprve
extrakci kapaliny kapalinou a nasledovala enantioseparace na koloné s CSP
S navazanym os-kyselym glykoproteinem, ktery se pouziva hlavné pro kyseld nebo

. , 7
bazicka farmaka.’®

U enantioseparaci pomoci CSP na bdzi makrocyklickych
antibiotik bylo dosazeno nejlepSich vysledki na kolonach s navazanym
vankomycinem, za pouZziti iontové polarniho médu, kde se mobilni faze skladala

Z bezvodého MeOH a malého ptidavku kyselych a bazickych aditiv, nejcastéji
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kyseliny octové a triethylaminu.”” Nejvyznamn&j§im CSP pro separaci enantiomerd
citalopramu jsou polysacharidové CSP.” Chiralni kolony Chiralcel OC s navazanou
celulosou tris(fenylkarbamatem)’®, Chiralcel OD-H s navazanou celulosou tris(3,5-
dimethylfenykarbamétem)75 slouzily ke stanoveni enantiomerni Cistoty
escitalopramu v IéCivech. Amylosova CSP (kolona AmyCoat) slouzila
k enantiomerni analyze citalopramu v lidské plazmg.”

Kapilarni elektroforéza byla vyuzita ke studiu enantiomerniho slozeni

8 a moc¢i®, kde jako chiralni

citalopramu®® a jeho metabolitd v lidské plazmé
selektory byly pouzity sulfatovany B-cyklodextrin a karboxymethyl-y-cyklodextrin.
MEKC byla vyuzita pro stanoveni citalopramu a jeho metaboliti v moci. Nejlepsich
vysledki bylo dosazeno pouzitim boratového pufru (pH= 9,2) obsahujici
dodecylsulfat sodny (SDS) a propan-2-ol jako zakladni elektrolyt.®

Jak jiz bylo feceno citadiol je synteticky prekursor citalopramu. Prace
zamétené na enantioseparace citadiolu byly provadény v souvislosti s tim, Ze chiralni
Cistota escitalopramu zavisi na enantiomerni Cistoté¢ S-citadiolu. K separaci
enantiomert citadiolu byla pouzita enantioselektivni HPLC s CSP na bazi celulosy

Chiralcel OD-H® a amylosy Chiralpak AD-H."® Pro enantioseparaci citadiolu v

kapilarni elektroforéze byl pouZit jako CS sulfatovany p-cyklodextrin.®

2.8 Validace metody

Validace analytické metody je Ciselné prokézéani toho, ze vysledky ziskané
vypracovanou metodou jsou precizni, presné, opakovatelné a reprodukovatelné.
Validace metody v ramci jedné laboratofe se nazyva interni (vnitini) validace.
Externi (vné&j$i) validaci zahrnuje interni validaci spolecné s validaci metody
srovnanim vysledkl metody z vice laboratofi (mezilaboratorni porovnavaci zkousky)
a zahrnuje vypodet reprodukovatelnosti metody.®® Pro wcely enantioseparace
citadiolu a citalopramu a stanoveni enantiomert citalopramu v 1é¢ivech byly vybrany

tyto valida¢ni parametry.

e preciznost

e presnost
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e linearita
e mez detekce
e mez kvantifikace

e robustnost

Pro vypocet téchto parametri se pouziva smérodatnd odchylka. Smérodatna
odchylka je definovana jako rozdil mezi skute¢nou a stiedni hodnotou dané veliciny.
Vzhledem k tomu, Ze skute¢na hodnota je ale nedostupnd, nahrazujeme smérodatnou

odchylku jejim odhadem:®®

l n

SD = \/n—12(xi —X) (1)

i=1
kde n je pocet méteni, X; je skutecna hodnota méteni, X je aritmeticky prameér

méfeni.

Vypocet relativni smérodatné odchylky je uveden nize:
RSD. = 2 x100[%] @)
X

kde SD je smérodatna odchylka, X je aritmeticky primér méteni.

2.8.1 Valida¢ni parametry

Preciznost je definovana jako tésnost shody mezi indikacemi nebo
naméfenymi hodnotami veliiny ziskanymi opakovanymi meéfenimi na stejném
objektu nebo na podobnych objektech za specifikovanych podminek.87 Byva
vyjadfena smérodatnou odchylkou opakovatelnosti nebo smérodatnou odchylkou
reprodukovatelnosti. Opakovatelnost je definovana jako tésnost shody mezi
navzajem nezavislymi vysledky méfeni stejného analytu ziskanymi za podminek
opakovatelnosti. Nezavislé vysledky zkousek se ziskaji opakovanym pouzitim téze
metody, stejnym experimentdtorem, na stejném pfistroji, na stejném misté¢ a za

stejnych podminek v kratkém casovém intervalu. Opakovatelnost je vlastnosti
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metody, ne vysledku. Reprodukovatelnost vyjadiuje t€snost souhlasu mezi vysledky
méfteni stejného analytu ve vzorcich stejného materidlu, kdy jsou jednotlivd méfeni
provadéna za rtiznych podminek (experimentator, pfistroj, misto, podminky, cas),
aviak pFi pouziti stejné metody.®
Piesnost je definovana jako tésnost shody mezi naméfenou hodnotou veli¢iny
a pravou hodnotou méfené veli¢iny.?” S presnosti souvisi pojem vyt&znost (Re), ktery
udava pomér mezi mnozstvim (koncentraci) analytu ziskaného danou analytickou
metodou K prijaté referen¢ni hodnoté.
Re = :i x100[%] 3)
|

kde ny, je koncentrace analytu, n, koncentrace referenéniho materialu.

Linearita je definovana jako schopnost metody poskytnout vysledky zkousky
pfimo umérné koncentraci analytu.®® T&snost vzajemné zavislosti dvou nahodnych
proménnych charakterizuje korelacni koeficient.

Mez detekce (LOD) je dana nejmenSim mnoZstvim analytu ve vzorku, které
muze byt detekovano. U separac¢nich metod se pouziva k vypoctu meze detekce
velikost hodnoty signalu slepého pokusu. Z chromatogramu slepého pokusu se urci
maximalni kolisani zakladni linie (hmax) v oblasti dané 20-ti nasobkem polosiiky piku
stanovovaného analytu. Vypocet meze detekce je zaloZen na detekci koncentrace
analytu, ktery v detekénim systému vykazuje trojndsobek signalu k sumu.®

Mez stanovitelnosti (LOQ) je nejniz$i mnozstvi analytu ve vzorku, které
muze byt stanoveno s pfedem zadanou nejistotou. Vypocet meze stanovitelnosti
odpovida desetinasobku signalu k §umu.®

Robustnost analytického postupu je mirou jeho kapacity ziistat netecny vici
malym, ale zdmérnym zméndm parametrii metody a poskytuje indikaci o jeho

spolehlivosti béhem bézného pouiivéni.88
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e methanol, CHROMASOLYV pro HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e acetonitril, CHROMASOLV pro HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e n-hexan, CHROMASOLYV pro HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e propan-2-ol, CHROMASOLV pro HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e triethylamin, p.a., 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e octova kyselina, p.a., 99,8% (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)

e fosfore¢nanovy pufr, NaH,PO, - 2 H,0, p.a.; Na,HPO, 12 H,0, p.a. (Penta,
Chrudim, Ceska republika)

e kyselina fosfore¢na, p.a., 85%, pro tpravu pH pufru (Lach-Ner, Neratovice,
Ceska republika)

e hydroxid sodny, p.a., pro upravu pH pufru (Lach-Ner, Neratovice, Ceska
republika)

e deionizovana voda, filtrovanda Milli-Q filtrovacim systémem (Millipore,

Milford, MA, USA)

Fosfore¢nanovy pufr byl piipraven titraci 20 mM vodného roztoku

dihydrogenfosfore¢nanu sodného s kyselinou fosfore¢nou na pH = 3,0 a pH = 6,0.
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standardy:
o citadiol
o citalopram

o escitalopram

Vzorky standardu citadiolu, citalopramu a escitalopramu byly ziskany od Prof. G. E.

Scriby, Univerzita v Jené, Némecko

3.2 Piistroje a pomicky

Chromatografickd meéfeni byla provedena na HPLC systému (Waters,

Milford, USA): Waters HPLC Breeze System, jehoZ soucasti byly vysokotlaka

gradientova pumpa 1525, autosampler 717Plus, kolonovy termostat Jetstream 2 Plus

a UV-Vis dualni detector 2487; Breeze software.

K chirdlni separaci byly pouzity kolony se stacionarnimi fazemi na bézi

makrocyklickych antibiotik, cyklofruktand a polysacharidt. Jednalo se o komer¢né

dostupné kolony:

Larihc CF7-DMP (AZYP, Arlington, TX, USA) kolona o rozmérech
250 mm x 4,6 mm se stacionarni fazi CF7 3,5-dimethylfenyl karbamat,
vazanou na silikagelovy nosi¢ 0 zrnéni 5 pm

Chirobiotic TAG (Advanced Separation Technologies, Whipanny, NJ, USA),
kolona o rozmérech 250 mm x 4,6 mm, s teikoplaninem aglykonem vazanym
na silikagelovy nosi¢ 0 zrnéni 5 um

Chirobiotic V (Advanced Separation Technologies, Whipanny, NJ, USA),
kolona o rozmérech 250 mm x 4,6 mm, s vankomycinem vazanym na
silikagelovy nosi¢ 0 zrnéni 5 pm

Chirobiotic V2 (Advanced Separation Technologies, Whipanny, NJ, USA) o
rozmérech 250 mm x 4,6 mm, s vankomycinem vazanym na silikagelovy

Nosi¢ 0 zrnéni 5 um
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Chiralcel OD-RH (Chiral Technologies Europe, Francie), kolona o rozmérech
150 mm x 4,6 mm, 3,5-dimethylfenyl karbamat celulosa vézanda na
silikagelovy nosic¢ 0 zrnéni 5 pm

Chiralcel OD-H (Chiral Technologies Europe, Francie), o rozmérech
150 mm x 4,6 mm, 3,5-dimethylfenyl karbamat celulosa vazand na

silikagelovy nosic 0 zrnéni 5 um

Kolona Chirobiotic V2 se lisi od kolony Chirobiotic V vyS$im pokrytim nosice

chiralnim selektorem.

jednorazova stiikackova frita: Watrex, Praha, Ceska republika

standardy byly véazeny na vahach: METTLER AE 240, Greifensee,
Svycarsko.

chromatogramy byly zpracovany do reprezentativnich obrazka programem
Origin 7.0 (OriginLab Corporation, USA)

statistické vyhodnoceni pomoci jednofaktorové analyzy rozptyla (ANOVA)
bylo provadéno programem Origin 7.0 (OriginLab Corporation, USA)

3.3 Pripravy vzorki

Roztoky citadiolu, citalopramu a escitalopramu byly pfipraveny rozpuSténim

0,0010 g vzorku v 1 ml methanolu a nasledné podle potieby fedény.

3.4 Podminky separace

K separaci enantiomerll byly pouZzity chirdlni stacionarni faze uvedené

Vv kapitole 3.2. SloZeni zkoumanych mobilnich fazi ukazuje tab. 1. Pomér zastoupeni

jednotlivych slozek mobilnich fazi byly ménény ve snaze optimalizovat separaci

enantiomert. Pritokova rychlost mobilni faze ¢inila 1,0 ml/min. Pro detekci byl

pouzit UV detektor a méfeni bylo provadéno pifi vinové délce 250 nm.
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Tab. 1: Seznam pouzitych chiralnich kolon a mobilnich fazi

chiralni kolona

mobilni faze

Chirobiotic TAG

Chirobiotic V, V2
Larihc CF7-DMP
Chiralcel OD-RH
Chiralcel OD-H

MeOH/ACN/HOAC/TEA; MeOH/HOAC/TEA
MeOH/HOAC/TEA
ACN/MeOH/HOAC/TEA; MeOH/HOAC/TEA
ACN/fosfatovy pufr; ACN/okyselena voda
n-hexan/propan-2-ol/TEA
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Enantioseparace na CSP s navazanym teikoplaninem aglykonem

Chiralni rozliSeni enantiomerd bylo zkoumano za pouziti CSP na bazi
teikoplaninu aglykonu. Mobilni faze se skladala z methanolu, acetonitrilu a malych
pridavki octové kyseliny a triethylaminu. Byl sledovan vliv rizného obsahu
methanolu a obsahu HOAc a TEA v mobilni fazi na reten¢ni chovani jednotlivych

enantiomeru (tab. 2).

Tab. 2: Vliv obsahu methanolu v objemovych dilech v mobilni fazi na retenci
analyti; kolona Chirobiotic T, Chirobiotic T2, Chirobiotic TAG; mobilni faze
MeOH/ACN/HOAC/TEA (viviviv); teplota 25 °C; pritokova rychlost 1 ml/min; UV

detekce pti 250 nm; k;, retenéni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru;

MeOH/ACN/HOAC/TEA citadiol citalopram
K1 K1
™ T2 TAG T* T2* TAG
70/30/0,1/0,1 563 7,38 108 5,16 521 123
85/15/0,1/0,1 6,62 6,38 106 6,65 459 10,1
100/0/0,2/0,2 3,75 574 762 4,06 586 8,44

*Méefeni na kolondch Chirobiotic T a Chirobiotic T2 byla provadéna v ramci
bakalarské prace. Zde jsou chromatografickd data uvedend pro srovnani.?® Je patrné,
ze srostoucim obsahem MeOH dochazi k poklesu retence u obou analyti.
Analogicky efekt méa zvySeni pfidavku HOAc a TEA. Kromé& pokryti silikagelového
nosice teikoplaninem se kolony Chirobiotic T a T2 li§i také délkou fetézce, ktery

zprostfedkovava vazbu mezi teikoplaninem a silikagelem. Z porovnani chiralnich
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kolon na bazi teikoplaninu a teikoplaninu aglykonu vyplyva, Ze vyrazn€ vysSich
retenci enantiomery dosahuji na koloné¢ Chirobiotic TAG, coz muze byt zpisobeno
absenci cukernych slozek a hydrofobniho fetézce oproti teikoplaninovym kolonam,
coz usnadiuje piistup analytti do aglykonové dutiny, kde se nachazi velké mnozstvi
interak&nich center.®® Chiralniho ani dil¢iho rozdé&leni enantiomerti viak na 7adné
kolon¢ s navazanym teikoplaninem ani teikoplaninem aglykonem za pouziti danych

mobilnich fazi dosazeno nebylo.

4.2 Enantioseparace na CSP s navazanym vankomycinem

V piipadé CSP na bazi vankomycinu byly testovany dvé kolony liSici se
pokrytim silikagelového nosi¢e vankomycinem: Chirobiotic V a Chirobiotic V2.
CSP svyssim pokrytim nosice (Chirobiotic V2) byla G¢innéjsi diky poskytnuti
vétSiho poctu stereoselektivnich mist, které zvySuji moznost chirdlni diskriminace.
Mobilni faze se skladaly ze 100 objemovych procent bezvodého MeOH a ptidavki
HOAc a TEA v poméru 1:1.

Tab. 3: Srovnani chromatografickych dat analytd na CSP liSicich se rdznym
pokrytim silikagelového nosice vankomycinem; mobilni faze MeOH/HOAc/TEA
(viviv); teplota 25 °C; prutokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pii 250 nm; kj,
retencni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru; Rjip, enantiorozliSeni; a,

enantioselektivita

MeOH/HOAC/TEA (v/viv) citadiol citalopram
ki Rz « Ky R a

100/0,05/0,05 \% 4,14 - - 450 1,48 1,09

V2 7,17 - - 622 169 1,11

100/0,1/0,1 \% 2,71 - - 295 150 1,09

V2 4,73 - - 418 152 111

100/0,2/0,2 \% 1,91 - - 1,99 134 1,09

V2 2,88 - - 243 134 111

- analyt nepodléhal ani ¢astecné enantioseparaci
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Jak vyplyva z tab. 3 na kolon¢ s vys$sim pokrytim nosi¢e vankomycinem dochazelo
k silngjsim interakcim mezi enantiomery a stacionarni fazi, a tedy k prodluzovani
retencnich Castt  jednotlivych enantiomert. Chiralni rozliSeni enantiomert
citalopramu nabyvalo na obou kolonach hodnot > 1,30, zatimco citadiol se ned¢lil
vabec. Z tab. 3 dale vyplyva, ze zvysujici se ptidavek HOAc a TEA pii zachovani
jejich poméru vede ke snizovani retence obou analytil, jakoz i rozliSeni citalopramu,

zatimco hodnoty enantioselektivity se nemeéni.

Vzhledem k dosazeni lepSich vysledkt na kolon¢ s vy$sim pokrytim vankomycinem
byl ptidavek HOAc a TEA na této koloné studovan detailnéji (tab. 4).

Tab. 4: Vliv piidavku octové kyseliny a triethylaminu v objemovych dilech
v mobilni fazi na retenci a separaci analytli; separace na kolon& Chirobiotic V2,
mobilni faze MeOH/HOAC/TEA (vIviv); teplota 25 °C; pritokova rychlost 1 ml/min;
UV detekce pii 250 nm; k;, retenéni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru; Ry,

enantiorozliSeni; a, enantioselektivita

MeOH/HOAC/TEA (v/viv) citadiol citalopram
K1 Rir o Ky R1 o
100/0,02/0,02 15,9 - - 14,4 2,03 1,10
100/0,03/0,03 11,4 - - 10,0 1,94 1,10
100/0,05/0,05 7,17 - - 6,22 1,69 1,11
100/0,1/0,1 4,73 - - 4,18 1,52 1,11
100/0,2/0,2 2,88 - - 2,43 1,34 1,11

- analyt nepodléhal ani ¢aste¢né enantioseparaci

Snizeni obsahu octové kyseliny a triethylaminu vedlo ke zvyseni retence, které mélo
za nasledek zlepSeni enantioseparace citalopramu. Citadiol se ned¢lil ani ¢astené
v zadné ze zkoumanych mobilnich fazi. Zavislosti z tab. 4 jsou pro vétsi piehlednost
graficky zpracovany vobr. 11. Velmi malé ptidavky kyseliny a baze do
methanolické mobilni faze ovliviuji elektrostatické interakce analytd s CSP, tedy i
retence a rozliSeni polarnich analytii. Nejvyssiho enantioselektivniho rozliSeni dosahl
citalopram v mobilni fazi MeOH/HOAC/TEA 100/0,02/0,02 (v/vlv), tedy pfi

nejniz§im pifidavku aditiv, kdy zadrZovani enantiomerl citalopramu na koloné bylo
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nejvetsi. S pridavkem HOAc a TEA nedochéazi k podstatnym zménam v selektivite.

U citadiolu na této kolon¢ nedochazi k enantioseparaci.

18,00 -
16,00 -
14,00 -
12,00 -

k, 10,00

8,00 -
6,00 -

4,00 -

2,00 -

_ .

0,02

0,03 0,05 0,10 0,20

pridavek aditiv v poméru 1:1 [ml]

Obr. 11: Zavislost retencniho faktoru diive eluujiciho enantiomeru na ptidavek
HOAC a TEA, separace na koloné Chirobiotic V2; mobilni faze MeOH/HOACc/TEA
(VIvlv); teplota 25 °C; prutokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pii 250 nm;

m citadiol, o citalopram

Faktorem, ktery mlze vyrazné ovlivnit retenci analytli 1 enantioselektivni separaci je

teplota. Proto byl zkouman vliv teploty v rozmezi 5 - 25 °C. Vysledky jsou uvedeny

Vv tab. 5, zavislost rozliSeni na teploté je jesté znazornéna na obr. 12.
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Tab. 5: Vliv teploty na retenci a separaci analytl; separace na koloné¢ Chirobiotic
V2; mobilni faze MeOH/HOAc/TEA 100/0,05/0,05 (v/vlv); pratokova rychlost
1 ml/min; UV detekce pifi 250 nm; k; retenéni faktor prvniho eluujiciho

enantiomeru; Ry, enantiorozliSeni; a, enantioselektivita

veli¢ina  analyt teplota [°C]
5 10 15 20 25
Ky citadiol 11,0 9,71 9,07 8,75 7,18
citalopram 9,54 8,39 7,87 7,58 6,13
Rip citadiol - - - - -
citalopram 2,25 2,17 2,09 1,95 1,69
a citadiol - - - - -
citalopram 1,18 1,16 1,14 1,12 1,11

- analyt nepodléhal ani ¢astecné enantioseparaci

Obecné zvySeni separacni teploty zrychluje pfenos hmoty béhem separacniho
procesu a muze pozitivn¢ ovliviiovat analyzu, nebot vzristajici separacni teplota
snizuje viskozitu mobilni faze. Pro urceni vlivu teploty na retenci a stereoselektivni
rozliSeni  citalopramu byla optimalizovdna mobilni faze ve slozeni
MeOH/HOAC/TEA 100/0,05/0,05 (v/vilv), ve které byly ziskany pomérné nizké
hodnoty reten¢nich faktori obou enantiomerti a rozliSeni enantiomerd citalopramu
nabyvajicich hodnot > 1,50. Analyzy za nizSich teplot obecné vedou k prodlouzeni
doby analyzy, tedy zvySeni retence analytli, zlepSeni selektivity a chiralniho
rozdéleni enantiomerti. Na druhé stran€ déleni citalopramu bylo dosaZeno aZ na
zékladni linii 1 pfi vySSich teplotach, kdy se soucasné zkratila doba analyzy, zlepSila
se symetrie pikd, jak dokazuje srovnani chromatogrami na obr. 13. Z obr. 13 dale

plyne, Ze elu¢ni pofadi se se zmé&nou teploty neméni.



4 VYSLEDKY A DISKUZE 42

2,40 ~
2,20 ~
Ry2 2,00 -
1,80 A
1,60 T T T T 1
5 10 15 20 25
teplota °C

Obr. 12: Zavislost enantiorozliSeni na teploté; separace na koloné Chirobiotic V2;
mobilni faze MeOH/HOACc/TEA 100/0,05/0,05 (v/viv); prutokova rychlost 1 ml/min;
UV detekce pii 250 nm; o citalopram
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Obr. 13: Chromatogramy enantioseparace citalopramu na kolon¢ Chirobiotic V2 pii
dvou ruznych teplotach; mobilni faze MeOH/HOAc/TEA 100/0,05/0,05 (viviv);
prutokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pii 250 nm; 1: R-citalopram,

2: S-citalopram

Z porovnani retencnich Cast enantiomerd citadiolu a citalopramu na kolonach
Chirobiotic V2 a Chirobiotic TAG vyplyva, ze citadiol byl vice zadrZovan na chiralni
kolon¢ snavdzanym vankomycinem, zatimco na chirdlni koloné s navdzanym
teikoplaninem aglykonem pozdé&ji eluoval citalopram. Prohozeni elu¢niho potadi

ukazuje na odli$ny interakéni mechanismus na obou CSP.
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4.3 Enantioseparace na CSP s navazanym CF7-DMP

K separacim byla pouzita chirdlni stacionarni fize s navazanym
cyklofruktanem tvofenym 7 fruktofuranosovymi kruhy. Jako derivatiza¢ni skupina
byl navazan 3,5-dimethylfenyl pomoci karbamatové vazby. Mobilni faze v polarné
organickém modu byla tvofena acetonitrilem a methanolem v rizném poméru a
ptidavkem aditiv triethylaminu a octové kyseliny v poméru 1:1. Vysledky jsou

shrnuty v tab. 6, respektive na obr. 14.

Tab. 6: Vliv obsahu methanolu v objemovych dilech v mobilni fazi na retenci
analytt; kolona Larihc CF7-DMP; mobilni faze MeOH/ACN/HOAC/TEA (vIvViviv);
teplota 25 °C; pritokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pii 250 nm; Kj retencni

faktor prvniho eluujiciho enantiomeru;

MeOH/ACN/HOAC/TEA citadiol citalopram
Ky K1
100/0/0,1/0,1 0,29 0,72
70/30/0,1/0,1 0,26 0,54
60/40/0,1/0,1 0,32 0,60
40/60/0,1/0,1 0,46 0,80
20/80/0,1/0,1 1,74 2,76

S rostoucim zastoupenim MeOH v mobilni fazi klesad retenéni faktor citadiolu i
MeOH aanalytu o interakci vodikovymi vazbami se staciondrni fazi. ZvySena
interakce analytil s chirdlnim selektorem vSak neméla stereoselektivni charakter. Pti
stejném zastoupeni MeOH byl citadiol zadrZovan na separac¢ni koloné¢ méné nez.
citalopram Nejvetsi rozdil v retencnich casech obou studovanych analytl bylo
dosazeno v mobilni fazi MeOH/ACN/HOAC/TEA 20/80/0,1/0,1 (v/v/viv). V mobilni
fazi, kterd je tvofena pouze MeOH a pfidavkem aditiv vSak mlZeme pozorovat
opétovny nartist retence. ZvySovani obsahu kyselych a bazickych aditiv v mobilni
fazi pti zachovani konstantnich pomérli, nema témét Zadny vliv na retenci analytl

(obr. 14).
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Obr. 14: Zavislost reten¢niho faktoru diive eluujiciho enantiomeru na piidavku
HOAc a TEA,; kolona Larihc CF7-DMP; mobilni faze MeOH/HOAc/TEA (100/v/v);
teplota 25 °C; priatokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pfi 250 nm; m citadiol, o
citalopram

4.4 Enantioseparace na CSP S navazanou celulosou

tris(3,5-dimethylfenylkarbamatem)

CSP na bazi celulosy jsou vhodnou alternativou ke CSP s navdzanymi MA.
K separacim byly pouzity kolony Chiralcel OD-RH a Chiralcel OD-H. Na téchto
kolonach je na silikagelovy nosi¢ navazana celulosa tris(3,5-dimethylfenylkarbamat).
Chiralcel OD-RH se pouziva v reverznim separanim modu, zatimco Chiralcel

OD-H v normalni médu.

4.4.1 Chiralcel OD-RH

CSP tvofeni celulosou tris(3,5-dimethylfenylkarbamatem) byla pouzita
vV reverznim modu v kombinaci S binarni mobilni fazi tvofenou acetonitrilem a

20 mM vodnym roztokem fosfore¢nanového pufru nebo acetonitrilem a vodou
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okyselenou na pH= 3,0 pfidavkem octové kyseliny. Retence analyti je ovlivnéna
obsahem organického modifikatoru ACN v mobilni fazi. S rostoucim obsahem ACN
klesa reten¢ni faktor citadiolu a citalopramu. Obsah ACN vys$§i nez je 20
objemovych dili zpisobuje eluci obou analytii s mrtvym ¢asem. Se zvySujicim Se
podilem vodné slozky nabyvaji na vyznamu hydrofobni interakce mezi analytem a
chirdlnim selektorem a retence roste. Retence analyti roste také se vzristajici
hodnotou pH pufru. Ze ziskanych tdajt (obr. 15) bylo patrné, Ze retence je ovlivnéna
nejen hodnotami pH, ale i slozenim pufru. Citadiol i citalopram dosahovaly
nejvyssich retenci ve fosf. pufru o0 pH = 6,0. Pfedpoklada se, ze kyselina pfidana do
vodné faze interaguje s CSP, zejména s hydroxylovou (Si-OH) skupinou silikagelu a

. . . , 85
amino a karbamatovou skupinou navazanou na celulose.

6,00 A
5,00 A
4,00 -
3,00 A
2,00 A
100 .
0,00 - T T —

fosf. pufr (pH= 3,0; 20 mM) fosf. pufr, (pH= 6,0; 20 mM)  okyselena voda (pH= 3,0)

Obr. 15: Zavislost reten¢niho faktoru diive eluujiciho enantiomeru na slozeni vodné
slozky; kolona Chiralcel OD-RH; mobilni faze ACN/fosf. pufr 20/80 (v/v);
ACN/okyselena voda 20/80 (v/v); teplota 25 °C; pritokova rychlost 1 ml/min; UV

detekce pti 250 nm; = citadiol, o citalopram

4.3.2 Chiralcel OD-H

CSP Chiralcel OD-H byla pouzita v normalnim moédu Vv mobilni fazi
slozenou z n-hexanu, propan-2-olu amalého pfidavku triethylaminu. Ziskané

vysledky jsou uvedeny vtab. 7 a8 ana obr. 16. Na této CSP bylo dosazeno
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nejlepsich vysledki enantioseparace citadiolu a citalopramu. Schopnost separace
zkoumanych enantiomert v normalnim separacnim modu na polysacharidovych CSP
naprosto pievySovala moznosti enantioseparace v reverznim modu, ktery obecné
vykazuje lepsi selektivitu. Struktura obou analytii obsahuje aromatické jadro a velmi
elektronegativni atomy fluoru a kysliku. Chiralni diskriminace jednotlivych
enantiomertt mohla byt dosaZzena pomoci z-7 interakci mezi aromatickymi kruhy
enantiomerit a CSP, vodikovych interakci, dipdl-dipdl interakci, které se vice

uplatnuji v normalnim separa¢nim maédu.

Tab. 7: Vliv obsahu hexanu v objemovych dilech v mobilni fazi na retenci a separaci
analytl; separace na kolon¢ Chiralcel OD-H; mobilni faze n-hexan/propan-2-ol/TEA
(v/ivIv); teplota 25 °C; prutokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pti 250 nm; ki,
retenéni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru; Rjyp, enantiorozliSeni; a,

enantioselektivita

n-hexan/propan-2-ol/TEA citadiol citalopram
K1 Rip a Ky R o
90/10/0,1 191 0,96 1,14 1,86 1,58 1,18
92/8/0,1 2,90 1,01 1,13 2,29 2,14 1,27
94/6/0,1 4,21 1,21 1,12 2,69 2,24 1,34
95/5/0,1 4,33 1,46 1,18 2,89 1,88 1,21
96/4/0,1 6,05 1,44 1,18 3,55 2,17 1,24

98/2/0,1 1440 164 118 566 285 131
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Obr. 16: Zavislost enantiorozliSeni na procentualnim obsahu hexanu v mobilni fazi;
separace na kolon¢ Chiralcel OD-H; mobilni faze n-hexan/propan-2-ol/TEA (v/vIv);
teplota 25 °C; prutokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pfi 250 nm; m citadiol, o

citalopram

Koncentrace propan-2-olu ma vliv na retenci i enantiorozliSeni, pficemz se
sniZzujicim zastoupenim alkoholu v mobilni f4zi, se zvySuje reten¢ni faktor a vétSinou
i rozliSeni. Hodnoty retence enantiomert citadiolu jsou pfitom vzdy niZ§i nez pro
citalopram. Poc¢inaje obsahem 5 objemovych dilt propan-2-olu v n-hexanu bylo pro

oba analyty dosazeno chiralni rozliSeni > 1,46 (tab. 7, obr. 16).
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Tab. 8: Vliv koncentrace triethylaminu v objemovych dilech v mobilni fazi na
retenci a separaci analytl; separace na kolon¢ Chiralcel OD-H; mobilni faze
n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/v (viviv); teplota 25 °C; pratokova rychlost 1 ml/min;
UV detekce pii 250 nm; ki reten¢ni faktor prvniho eluujiciho enantiomeru; Ry,

enantiorozliSeni; o, enantioselektivita

n-hexan/propan-2-ol/TEA (96/4/v)

objemovy dil TEA citadiol citalopram
Ky R a Ky R o
0 8,06 0,85 1,17 4,74 0,79 1,17
0,02 5,94 1,46 1,17 3,32 2,28 1,24
0.05 6,43 1,39 1,16 3,59 2,66 1,28
0.1 5,96 1,50 1,18 3,45 2,16 1,23
0.2 6,61 1,56 1,18 3,62 2,79 1,29

Tab. 9: Vliv koncentrace triethylaminu v objemovych dilech v mobilni fazi na
symetrii pikd analyti; separace na koloné¢ Chiralcel OD-H; mobilni faze
n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/v (v/v/v); teplota 25 °C; prutokova rychlost 1 ml/min;
UV detekce pii 250 nm; Ag symetrie

n-hexan/propan-2-ol/TEA (96/4/v)

objemovy dil TEA citadiol citalopram
As As
0,00 1,75 1,53
0,02 1,24 1,38
0,05 1,18 1,26
0,10 1,16 1,24
0,20 1,12 1,08

Ptidavek TEA do mobilni faze nema velky vliv na retenci analyta (tab. 8) a omezuje
chvostovani piki (tab. 9). Pouze v mobilni fazi bez ptidavku bazického triethylaminu
doslo k vy$simu nardstu retencnich Casi vSech enantiomerit a k velkému poklesu

rozliSeni, které bylo zplsobeno velkou asymetrii. ZvySeni koncentrace TEA na 0,2
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objemovych dild, zplsobilo zvySeni Sumu na zdkladni linie, a proto jako optimalni
byla vybrana koncentrace 0,1 objemovych dilii. Jako kompromis mezi dobou analyzy
arozliSenim enantiomerti obou analytl byla zvolena jako nejlepSi mobilni faze ve
slozeni  n-hexan/propan-2-ol/triethylamin v objemovych pomérech 96/4/0,1.
Separace je ukazéna na obr. 17. Pfi porovnani reten¢niho chovani sledovanych
analytii bylo zjiSténo, ze na chirdlni koloné¢ Chiralcel OD-RH v reverznim modu
vykazoval citalopram vyssich retenci néz citadiol, zatimco na kolon¢ Chiralcel OD-H
se elucni poradi vymeénilo a vysSich retenci dosahoval citadiol. Tato skutecnost je

v souladu s komplementaritou obou separa¢nich systému (RP x NP).

0.1 -

AU

-0.1 4

' | ' | ' | ' |
0 ] 10 15 20

t, min

Obr. 17: Chromatogram enantioseparace citalopramu a citadiolu na kolon¢ Chiralcel
OD-H; mobilni faze: n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/0,1 (v/vIv); prutokova rychlost
1 ml/min; UV detekce pii 250 nm; poradi eluentti: 1: R-citalopram, 2: S-citalopram,
3: R-citadiol*, 4: S-citadiol*

*Retenéni pofadi u citadiolu je udéno na zékladé dat z literatury®® (standardy enantiomeri nebyly

k dispozici).
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Tab. 10: Vliv teploty na retenci a separaci analytd; separace na koloné
Chiralcel OD-H; mobilni faze n-hexan/propan-2-ol/TEA 94/6/0,1 (v/v/v); pritokova
rychlost 1 ml/min; UV detekce pifi 250 nm; ki, reten¢ni faktor prvniho eluujiciho

enantiomeru; Ry, enantiorozliSeni; a, enantioselektivita

veli¢ina  analyt teplota [°C]
5 10 15 20 25
Ky citadiol 5,78 5,31 4,74 4,48 4,21
citalopram 4,38 3,98 3,47 3,15 2,69
Rip citadiol 1,00 0,99 1,05 1,14 1,13
citalopram 3,14 2,89 2,62 2,32 2,24
a citadiol 1,14 1,15 1,15 1,15 1,12
citalopram 1,51 1,42 1,35 1,28 1,34

Tab. 11: Vliv teploty na retenci a separaci analytd; separace na koloné
Chiralcel OD-H; mobilni faze n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/0,1 (v/v/v); pritokova
rychlost 1 ml/min; UV detekce pii 250 nm; K;, reten¢ni faktor prvniho eluujiciho

enantiomeru; Ry, enantiorozli$eni; o, enantioselektivita

veli¢éina  analyt teplota [°C]
20 25 30 35
k1 citadiol 6,56 5,96 5,54 5,34
citalopram 3,92 3,45 3,12 2,89
R citadiol 1,49 1,50 1,55 1,52
citalopram 2,34 2,16 1,85 1,56
o citadiol 1,19 1,18 1,17 1,17
citalopram 1,28 1,23 1,20 1,16

Vliv teploty kolony na retenci byl sledovan Vsystému s mobilni fazi
n-hexan/propan-2-ol/TEA 94/6/0,1 (v/v/v) v rozmezi teplot 5-25 °C a s mobilni fazi
n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/0,1 (v/v/v) vrozmezi 20-35 °C. Vysledky shrnuji
tabulky 10 a 11. U obou analytd dochazelo vlivem zvySeni teploty ke snizovani
retencniho faktoru i selektivity. EnantiorozliSeni u citalopramu se s rostouci teplotou
sniZovalo, zatimco u citadiolu nevykazovalo vyrazny trend (obr. 18). Pfi porovnani

teplotnich zavislosti ziskanych pifi sloZenich mobilnich fazi je patrné, Zze
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stereoselektivni rozliSeni citadiolu vykazuje separaci az na zakladni linii pouze
v mobilni fazi s mensim obsahem propan-2-olu. Obr. 19 ukazuje chromatogramy
ziskané pii krajnich hodnotach teplot méteného intervalu. Elucni potadi se vlivem

teploty neméni.

2,50 A

2,00 A

1,50 A

Ru2
1,00 A

0,50 A

0,00 T T
20 25 30 35

teplota °C

Obr. 18: Zavislost rozliSeni na teploté; separace na koloné Chiralcel OD-H; mobilni
faze n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/0,1 (v/v/v); pritokova rychlost 1 ml/min; UV

detekce pifi 250 nm; m citadiol, o citalopram
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Obr. 19: Chromatogramy enantioseparace citalopramu a citadiolu na koloné
Chiralcel OD-H pti dvou riznych teplotach; mobilni faze n-hexan/propan-2-ol/TEA
96/4/0,1 (v/vlv); pratokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pii 250 nm;
1: R-citalopram, 2: S-citalopram, 3: R-citadiol, 4: S-citadiol

4.5 Validace analytické metody

Validace byla provadéna v systému s chiralni kolonou Chiralcel OD-H, tj. s
celulosou tri(3,5-dimethylfenylkarbamat) a s optimalizovanym slozenim mobilni
faze n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/0,1 (v/viv) pii prutoku mobilni faze 1 ml/min.
Kolona byla termostatovana na 25 °C a detekce byla provadéna pii vlnové délce

250 nm.
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4.5.1 Preciznost

Scilem vyhodnoceni preciznosti HPLC metody byla studovana
opakovatelnost néstfiku, pfipravy vzorku a reprodukovatelnost méieni.
Opakovatelnost nastfiku na hodnoty reten¢nich faktort dfive eluujicich enantiomert
ki a koncentraci analyt byly stanoveny jako relativni smérodatné odchylky (R.S.D.)
pro 10 po sob¢ jdoucich nastiika analytt o koncentraci 1,00 mg/ml. Opakovatelnost
piipravy vzorku byla testovdna piipravou 5 individualnich roztokl citadiolu a
citalopramu (kazdy zméten dvakrat) o koncentraci 1,00 mg/ml a opét byla urcena
R.S.D. reten¢nich faktord diive eluujicich enantiomeri K; a koncentraci analytd.
Reprodukovatelnost chromatografickych méfeni pro testované analyty byla
provadéna jinym pracovnikem a byla stanovena R.S.D. jen pro retencni faktor ki
diive eluujicich enantiomert. Vysledky v tab. 12 ukazuji, ze metoda je vhodna pro

kvalitativni 1 kvantitativni analyzu sledovanych analytt.

Tab. 12: Pfesnost vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka hodnot retenénich
faktori a koncentraci; R.S.D, relativni smérodatnd odchylka; k;, retenéni faktor

prvniho eluujiciho enantiomeru; ¢, koncentrace

analyt opakovatelnost nastiiku opakovatelnost reprodukovatelnost
ptipravy vzorku
RSD.k;, RSD.c RSD.k  RSD.c R.S.D. k;
% % % % %
citadiol 0,33 3,70 0,49 4,98 0,70
citalopram 0,06 1,56 0,08 4,60 0,10

opakovatelnost - R.S.D. hodnoty byly vypocteny z 10 néasledujicich nastiiku analytt

reprodukovatelnost — R.S.D. hodnoty byly vypo¢teny z méfeni provadény jinym pracovnikem

4.5.2 Linearita

Analyty pro testovani linearity byly ve formé racemati. Pro méteni
kalibracni kiivky citadiolu a citalopramu bylo pfipraveno 7 roztokt o koncentracich
0,10; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00 mg/ml. Kalibra¢ni roztoky o pozadovanych
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koncentracich byly pfipraveny postupnym fedénim analyti o koncentraci
5,00 mg/ml. Méfeni na vSech koncentra¢nich hladinach bylo uskute¢néno tiikrat.
Parametry kalibra¢nich zavislosti ploch pikti na koncentraci jsou uvedeny v tab. 13.
Ze zjisténych vysokych hodnot koeficientii determinace je patrnd dobra linearita
dosahoval S-citadiol, coz mohlo byt zpisobeno jeho velkym zadrzovanim na koloné

a velkou asymetrii pikt.

Tab. 13: Linearita — parametry ziskané z kalibracni zavislosti ploch pikd na
koncentraci: kolona Chiralcel OD-H; mobilni faze n-hexan/propan-2-ol/TEA
96/4/0,1 (v/viv); teplota 25 °C; prutokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pii 250

nm; R? koeficient determinace

analyt smérnice usek R®
mV-smlmg™ - 10° mV's - 10*

R-citadiol 8,224 22,89 0,9993

S-citadiol 8,478 43,08 0,9985

R-citalopram 6,719 7,346 0,9996

S-citalopram 6,943 2,641 0,9997




mV.s

mV.s’

Obr. 20: Kalibra¢ni pfimky enantiomert citalopramu a citadiolu

4.5.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) je dana nejmenSim mnozstvim analytu ve vzorku, které
muize byt detekovano. Sumu zakladni linie byl vyhodnocen zaznamenanim odezvy
detektoru po dobu pfiblizné desetindsobku Sitky piku stanovovaného analytu.
Vypocet meze detekce je zalozen na detekci koncentrace analytu, ktery v detekénim
systému vykazuje trojnasobek signalu k Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ) je nejnizsi
mnozstvi analytu ve vzorku, které miize byt stanoveno s pfedem zadanou nejistotou.

Vypocet meze stanovitelnosti odpovida desetindsobku signdlu k Sumu. Pti vypoctech

2,5
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v

hodnot LOD a LOQ bylo dosazeno pro R-citalopram.

Tab. 14: Hodnoty limitt detekce a limiti stanovitelnosti: kolona Chiralcel OD-H;
mobilni faze n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/0,1 (v/vlv); teplota 25 °C; pratokova
rychlost 1 ml/min; UV detekce pii 250 nm; LOD, limit detekce; LOQ, limit

stanovitelnosti

analyt LOD/ pgml™ LOQ / pugml™
R-citadiol 1,03 3,44
S-citadiol 1,30 4,32
R-citalopram 0,68 2,26
S-citalopram 0,85 2,84

4.5.4 Robustnost

K ur€eni robustnosti byla jako statistickd metoda pouzita jednofaktorova
analyza rozptylu (ANOVA). Pro stanoveni byla zvolena zména teploty na koloné
25 °C + 1 °C a zména obsahu hexanu v mobilni fazi 96 % + 0,5 %. Robustnost byla
stanovena pro ¢tyfnasobny nastiik analytd citadiolu a citalopramu o koncentraci
1,00 mg/ml. Byl sledovan efekt parametri metody na selektivitu, rozliseni a plochy
pikt. Hypotézy, Ze chyby vyplynuly z normalniho rozdéleni byly testovany nejdiive.
Nulova hypotéza byla piijata v piipadé, kdy p-hodnoty nabyvaly vyssich hodnot nez
hladina spolehlivosti (ags= 0,05). Vypocitané p-hodnoty jsou ukazany v tab. 15.
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Tab. 15: Statistické p-hodnoty ziskané z jednofaktorové analyzy rozptyl; A, plocha

piku; a, enantioselektivita; Ry, enantiorozliSeni

Faktor p-hodnota
R-CTD S-CTD R-CIT S-CIT
A a R A o R
Teplota 0,53 0,19 017 0,39 0,17 0,30 0,05 0,07
obsah 0,76 0,45 0,05 0,07 0,10 0,22 0,10 0,05
n-hexanu

4.5.5 Presnost a analyza realného vzorku

Byl ovéfovan obsah ucinné slozky ve 4 tabletach dvou typt 1é¢iv. Prvni typ
lé¢iva, Seropram, jako u¢innou latku obsahoval 20 mg racematu citalopramu. Druhé
lé¢ivo, Cipralex, obsahovalo 10 mg S-citalopramu. Tablety byly rozdrceny a
rozetfeny na prach arozpustény v MeOH na koncentraci 1,00 mg/ml u tablet
Seropramu a 0,50 mg/ml u Cipralexu. Nerozpusténé pevné Castice byly prefiltrovany
pfes fritu. Za optimalizovanych podminek analyzy byla stanovena pfesnost metody,
urend jako blizkost shody mezi deklarovanym obsahem ucinné latky v tableté
a nalezenou hodnotou. Vysledky jsou uvedeny v tab. 16. Pfesnost analyzy byla vétsi
pro S-citalopram. Pti analyze bylo zjisténo, ze 1é¢ivo neobsahuje detekovatelné stopy
citadiolu. Enantiomerné c¢isté 1éCivo Cipralex rovnéz neobsahuje detekovatelné

mnozstvi R-citalopramu viz obr. 21.
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Tab. 16: Vytéznost ucinné latky v 1é¢ivech. Kolona Chiralcel OD-H; mobilni faze
n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/0,1 (v/vlv); teplota 25 °C; pratokova rychlost 1
ml/min; UV detekce pii 250 nm;

1é¢ivo ucinna latka deklarované nalezené vytéznost [%0]
mnozstvi mnoZzstvi
[mg/ml] [mg/ml]
1,053 105,3
Seropram RS-citalopram 1,000 1,031 103,1
0,501 100,1
Cipralex S-citalopram 0,500 0,502 100,2

vytéZznost — hodnoty byly vypocteny z poméru stanovené hodnoty vypoctené z kalibracni zavislosti

ploch pikti na koncentraci a deklarované hodnoty a vynasobeny 100

f, min

Obr. 21: Chromatogramy enantioseparace 1é¢iv s t¢innymi latkami citalopramem a
S-citalopramem na koloné Chiralcel OD-H; mobilni faze n-hexan/propan-2-ol/TEA
96/4/0,1 (v/viv); teplota 25 °C; pritokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pii 250 nm;

A: Seropram; 1: R-citalopram, 2: S-citalopram B: Cipralex; S-citalopram
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo nalezeneni a optimalizace podminek
k enantioseparaci citadiolu a citalopramu a validace analytické metody ke stanoveni
danych enantiomerti v léCivech. Byly vyuzity komeréné dostupné kolony na bézi
makrocyklickych antibiotik, cyklofruktanu a derivatizované celulosy. Separace byly
provadény v polarné-organickém, reverznim inormalnim modu. Veskeré analyzy
probihaly na termostatovanych kolonach pii pratoku mobilni fize 1 ml/min a UV
detekce byla méfena pfti vinové délce 250 nm.

U CSP s navazanym teikoplaninem aglykonem byla pouzita mobilni faze ve
slozeni MeOH/ACN/HOAcC/TEA  nebo MeOH/HOAC/TEA.  Enantiomery
citalopramu dosahovaly na koloné vysSich retenci nez v piipad¢ citadiolu. Reten¢ni
faktory byly porovnany s témi ziskanymi na kolonach S navazanym teikoplaninem.
Na zadné z kolon na bazi teikoplaninu nedochazelo chiralnimu déleni.

Na kolon¢ Chirobiotic V a Chirobiotic V2 s vankomycinem navazanym na
silikagelovy nosi¢ se enantiomery citalopramu d¢lily. Byl sledovan vliv slozeni
mobilni fdze na pribcéh enantioseparace. RozliSeni enantiomerii citalopramu se
zvySovalo se snizujicim mnozstvim ptidanych kyselych a bazickych aditiv do MeOH
jako zakladni slozky mobilni faze. Teplotni efekt byl rovnéz sledovan. Se snizujici se
teplotou klesal retencni faktor a zvySovalo se rozliSeni. V pfipad¢ enantiomeri
citadiolu nedochdzelo v Zadné z pouZzitych mobilnich fazi k enantioselektivnimu
déleni.

Na chirdlni koloné¢ snavazanym  cyklofruktanem derivatizovanym
3,5-dimethylfenylkarbamatem byly sledovany hodnoty retence jednotlivych
enantiomert,v polarné-organickém separa¢nim moédu. S klesajicim obsahem ACN se
snizovaly hodnoty retence citadiolu a citalopramu. Vlivem piidavku aditiv do

bezvodého MeOH se rovnéz mirné snizovala retence obou analytl. V Zadné
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Z pouzitych mobilnich fazi v§ak nedochazelo k enantiomernimu rozliseni.

Celulosové CSP byly pouzity k separaci enantiomerd citadiolu a citalopramu
VvV reverznim i normalnim separatnim modu. V reverznim separa¢nim moédu byla
pouzita mobilni faze ve slozeni ACN/ fosf. pufr o pH= 3,0 ¢i pH= 6,0 a ACN/voda
okyselena octovou kyselina na pH= 3,0. V zadné z téchto testovanych mobilnich fazi
nedoSlo ani k naznaku chirdlniho rozdéleni. Obsah ACN vétsi nez je 20
objemovych % zpiisoboval eluci analyti s mrtvym ¢asem. Citalopram interagoval
s celulosovou CSP siln€ji nez citadiol, proto byl na koloné¢ vice zadrzovan.
Nejvyssich retenci obou analytii bylo dosazeno pii pouziti mobilni faze obsahujici
fosf. pufr o pH=6,0.

V normalnim separatnim modu na celulosové chiralni koloné Chiralcel
OD-H byly studovany vramci optimalizace podminek pro chirdlni rozdéleni
enantiomerti mobilni faze tvotené n-hexan/propan-2-ol/TEA. Byl sledovan vliv
obsahu n-hexanu na vybrané chromatografické parametry. Bylo zjisténo, Ze se
zvySujicim  procentudlnim zastoupenim n-hexanu se zvySuji retence vSech
enantiomerti. Chvostovani piki bylo minimalizovano piidavkem triethylaminu, ale
tento pridavek nemél vliv na retenci. Zménami slozeni mobilnich fazi nedochazelo
ke zaméné elu¢niho potadi enantiomerti. Enantiomery citadiolu vykazovaly vyssi
retence nez enantiomery citalopramu. Toto reten¢ni pofadi je opacné nez v reverznim
separa¢nim modu, coZz souhlasi s teorii. Na kolon¢ Chiralcel OD-H byl dale
zjistovan vliv teploty na retenci a enantiomerni rozliSeni. Podle ocekdvani s rostouci
teplotou klesaly retence i rozliSeni jednotlivych enantiomerd.

Pro validaci byla vybrana optimalizovana mobilni faze ve slozeni
n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/0,1 (v/v/v) optimalizovana teplota 25 °C a pritok
mobilni faze 1 ml/min. Metoda byla validovana s ohledem na preciznost, linearitu,
robustnost a piesnost. Nalezend metoda je jednoducha, rychla, citliva a
enantioselektivni. Relativni smérodatnd odchylka pro opakovatelnost méfeni a
pfipravy vzorku nepfevySovala 5 %. Kalibra¢ni zavislosti ploch pikil na koncentraci
hodnot LOD a LOQ bylo dosazeno R-citalopram. Bylo ukazano, ze metoda miize byt
pouzita ke stanoveni enantiomerni ¢istoty S-citadiolu, jako prekurzoru pro piipravu

escitalopramu, ale i k hodnoceni enantiomerni ¢istoty escitalopramu v 1é¢ivech.
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