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1. ⁄vod

S chiralitou se setk·me u vÌce neû poloviny uûÌvan˝ch
lÈËiv. Ze skupiny syntetick˝ch chir·lnÌch lÈËiv je vÌce neû
80 % lÈËiv vyr·bÏno a p¯edepisov·no ve formÏ racem·t˘,
tj. ekvimol·rnÌch smÏsÌ enantiomer˘. Obvykle pouze jeden
z izomer˘ vykazuje û·doucÌ terapeutickÈ ˙Ëinky a druh˝ musÌ
b˝t povaûov·n za tzv. izomernÌ balast. Neû·doucÌ izomery
mohou interagovat s odliön˝mi receptory nebo enzymy a vÈst
ke vzniku rozdÌln˝ch metabolit˘ a neû·doucÌch vedlejöÌch
˙Ëink˘ Ëi toxicitÏ lÈËiva nebo Ñpouzeì zatÏûujÌ organismus
vstupem neaktivnÌ l·tky.

P¯estoûe existence stereoizomerie u chemick˝ch slouËenin
byla pozn·na p¯ed vÌce neû 100 lety, v klinickÈ farmakologii
a toxikologii byla doned·vna tÈmatem zcela opomÌjen˝m.
Teprve v polovinÏ 80. let zaËali odbornÌci uvaûovat nejednot-
n˝ charakter chir·lnÌch lÈËiv a na racem·t lÈËiva, kter˝ je
nejËastÏjöÌm p¯Ìpadem chir·lnÌho lÈËiva, pohlÌûet jako na smÏs
dvou l·tek, kterÈ se v chir·lnÌm prost¯edÌ ûiv˝ch organism˘
chovajÌ rozdÌlnÏ1,2. Byla vyvol·na öirok· diskuse o stereose-
lektivitÏ farmakokinetick˝ch a farmakodynamick˝ch vlast-
nostÌ lÈËiv a o nutnosti opustit ve farmakologick˝ch studiÌch
nestereoselektivnÌ analytickÈ metody, kterÈ nedovedou rozli-
öovat mezi enantiomery1. IntenzivnÌ diskuse vÏdc˘ a farma-
ceutick˝ch v˝robc˘ se ˙Ëastnily i lÈkovÈ regulaËnÌ agentury
a zaË·tkem 90. let formulovaly sv· stanoviska k problematice
Ñenantiomer vs. racem·tì, orientovan· ve prospÏch enantio-
mernÏ Ëist˝ch lÈËiv3-5.

Stimulem pro studium farmakologick˝ch vlastnostÌ enan-

tiomer˘ chir·lnÌch lÈËiv a v˝voj enantiomernÏ Ëist˝ch lÈËiv
byl souËasnÏ i mohutn˝ rozvoj technik syntÈzy a izolace
enantiomer˘ a stereoselektivnÌ analytickÈ metodologie.

Pod vlivem striktnÌ politiky lÈkov˝ch agentur roste v sou-
ËasnÈ dobÏ poËet lÈËiv vyvinut˝ch a vyr·bÏn˝ch ve formÏ
Ëist˝ch enantiomer˘. U takov˝ch lÈËiv se neû·doucÌ enantio-
mery ¯adÌ mezi ostatnÌ organickÈ neËistoty lÈËiva a jako takovÈ
by mÏly b˝t takÈ limitov·ny a kontrolov·ny.

2. »istota lÈËiv

»istota nenÌ exaktnÌm pojmem. Je vûdy d·na pouûitou
analytickou technikou a je tedy z·visl· na dosaûenÈm rozvoji
analytickÈ metodologie, p¯iËemû absolutnÌ Ëistoty nem˘ûe b˝t
dosaûeno. Vöechna lÈËiva nutnÏ obsahujÌ neËistoty a Ëistota
lÈËiv a farmaceutick˝ch p¯Ìpravk˘ je proto st·le p¯edmÏtem
dalöÌho studia a nikdy nekonËÌcÌho zlepöov·nÌ zkouöek a zp¯Ìs-
Úov·nÌ kritÈriÌ.

ZamÏ¯Ìme-li se pouze na chemickÈ neËistoty lÈËiv (opo-
mÌjejÌce nap¯. mikrobiologickou Ëistotu), m˘ûeme rozdÏlit
neËistoty u lÈËiv a farmaceutick˝ch p¯Ìpravk˘ na neËistoty
organickÈ, anorganickÈ a zbytkov· rozpouötÏdla. OrganickÈ
neËistoty zahrnujÌ l·tky obsaûenÈ jiû v materi·lu pouûitÈm pro
v˝robu lÈËiva, l·tky vznikajÌcÌ jako vedlejöÌ produkty nebo
meziprodukty p¯i v˝robÏ a degradaËnÌ produkty.

Mezi tyto organickÈ neËistoty je nutno ¯adit i neû·doucÌ
stereoizomery p¯ÌtomnÈ v enantiomernÏ Ëist˝ch lÈËivech.

P¯ÌpustnÈ hladiny organick˝ch neËistot v lÈËivech jsou
d·ny p¯edevöÌm jejich toxicitou, d·le dostupnostÌ a finanËnÌ
n·kladnostÌ syntÈzy lÈËiva, analytick˝mi moûnostmi a v ne-
poslednÌ ¯adÏ i zp˘sobem a dobou uûÌv·nÌ a maxim·lnÌmi
dennÌmi d·vkami lÈËiva. Ned·vno p¯ijat· mezin·rodnÌ harmo-
nizaËnÌ smÏrnice6 poûaduje, aby vöechny neËistoty vyskytujÌcÌ
se v mnoûstvÌ nad 0,1 % byly identifikov·ny a limitov·ny
a aby byla ovÏ¯ena jejich biologick· bezpeËnost v toxikolo-
gick˝ch studiÌch. U zvl·ötÏ toxick˝ch nebo farmakologicky
˙Ëinn˝ch neËistot m˘ûe b˝t uveden˝ limit jeötÏ niûöÌ.

EnantiomernÌ neËistoty vöak byly z tÈto smÏrnice vyÚaty
a pro jejich obsah zatÌm platÌ jen doporuËenÌ obsaûenÈ v novÏjöÌ
smÏrnici pro specifikaci lÈËiv7, zab˝vajÌcÌ se souborem zkou-
öek, analytick˝ch postup˘ a vhodn˝ch kritÈriÌ u nov˝ch synte-
tick˝ch lÈËiv. V Ë·sti o specifick˝ch zkouök·ch je doporuËeno,
aby se i k enantiomernÌm, p¯ÌpadnÏ diastereomernÌm neËisto-
t·m p¯istupovalo stejnÏ jako k organick˝m neËistot·m a jejich
obsah byl limitov·n a kontrolov·n podle z·sad smÏrnice pro
neËistoty v lÈËivech6, pokud tomu nebr·nÌ technick· omezenÌ.

3. StanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty

Klasickou metodou pro stanovenÌ enantiomernÌch neËistot
je polarimetrie neboli mÏ¯enÌ optickÈ ot·Ëivosti (v tomto p¯Ì-
padÏ m˘ûeme pro Ëistotu pouûÌt termÌn optick· Ëistota). Je to
metoda univerz·lnÌ a jednoduch·, ale z·roveÚ m·lo selektivnÌ
a Ëasto nedostateËnÏ citliv· a p¯esn·, vyûaduje znalost specifickÈ
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optickÈ ot·Ëivosti ËistÈho enantiomeru a nev˝hodou m˘ûe b˝t
i n·roËnost na mnoûstvÌ vzorku pot¯ebnÈ pro stanovenÌ.

Z neseparaËnÌch metod zÌsk·v· v poslednÌ dobÏ na v˝-
znamu NMR spektroskopie, kter· je obecnÏ metodou achir·lnÌ
a pro rozliöenÌ enantiomer˘ vyuûÌv· buÔ nep¯ÌmÈ metody
s derivatizacÌ chir·lnÌmi Ëinidly nebo metody p¯ÌmÈ s chir·l-
nÌmi solvataËnÌmi Ëi posuvov˝mi Ëinidly8.

NejöiröÌho pouûitÌ vöak doznaly v poslednÌch dvou dek·-
d·ch enantioselektivnÌ separaËnÌ metody. Jsou zaloûeny buÔ
na p¯Ìm˝ch separacÌch, probÌhajÌcÌch v chir·lnÌm systÈmu
nebo na separacÌch nep¯Ìm˝ch, kterÈ probÌhajÌ v achir·lnÌm
systÈmu, ale vlastnÌ separaci p¯ed¯azujÌ derivatizaci chir·lnÌm
Ëinidlem. Z tÈto velkÈ skupiny modernÌch metod se p¯i separa-
cÌch a stanovenÌch enantiomer˘ lÈËiv nej˙spÏönÏji a nejhojnÏji
uplatÚujÌ metody HPLC9-12a kapil·rnÌ elektroforÈzy (CE)13-16.

HPLC metodologie d·v· v souËasnÈ dobÏ p¯ednost p¯Ì-
m˝m  separacÌm na chir·lnÌch stacion·rnÌch f·zÌch (CSP),
jejichû v˝bÏr je velice pestr˝9,17-19a je st·le obohacov·n v˝vo-
jem CSP s nov˝mi chir·lnÌmi selektory.

U CE metodologie je nejËastÏji pouûÌvanou enantiose-
lektivnÌ technikou p¯id·v·nÌ chir·lnÌho selektoru k nosnÈmu
elektrolytu. V souËasnÈ dobÏ je k dispozici velkÈ mnoûstvÌ
chir·lnÌch selektor˘ nejr˘znÏjöÌ povahy, p¯iËemû nejpoËetnÏj-
öÌ a v aplikacÌch nej˙spÏönÏjöÌ selektory jsou cyklodextriny
a jejich deriv·ty20.

Ve srovn·nÌ s HPLC nabÌzÌ CE vyööÌ ˙Ëinnost, vÏtöÌ pruû-
nost a rychlost v˝voje metody a v neposlednÌ ¯adÏ i menöÌ
spot¯ebu vzork˘ a chir·lnÌch selektor˘ a niûöÌ n·klady. Nev˝-
hodou vöak je, ûe Ëasto nedosahuje stejnÈ citlivosti a reprodu-
kovatelnosti jako HPLC.

StanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty klade na pouûitÈ separaËnÌ
metody p¯ÌsnÏjöÌ poûadavky neû separace enantiomer˘ v race-
m·tu, neboù se jedn· o stanovenÌ nÌzk˝ch koncentracÌ enantio-
mernÌ neËistoty v p¯Ìtomnosti majoritnÌho enantiomeru. Roz-
liöenÌ postaËujÌcÌ pro ˙plnou separaci enantiomer˘ v racem·tu
nenÌ dostateËnÈ pro citlivÈ stanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty.
ObecnÏ se uv·dÌ, ûe musÌ b˝t u racem·tu dosaûeno rozliöenÌ
nejmÈnÏ  2, jestliûe  metoda m· b˝t pouûita pro stanovenÌ
enantiomernÌ neËistoty21.

PodobnÏ jako u kaûdÈho stanovenÌ neËistot separaËnÌ me-
todou je i v tomto p¯ÌpadÏ d˘leûitÈ po¯adÌ eluce majoritnÌ
a minoritnÌ sloûky. P¯esnÏjöÌch a spr·vnÏjöÌch v˝sledk˘ a v˝-
raznÈho zv˝öenÌ citlivosti je dosaûeno, je-li pÌk enantiomer-
nÌ neËistoty detegov·n p¯ed majoritnÌm pÌkem enantiomernÌ
˙ËinnÈ l·tky22.

LÈkopisy i v souËasnÈ dobÏ spolÈhajÌ ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘
kontroly enantiomernÌch neËistot na mÏ¯enÌ optickÈ ot·Ëivosti,
t¯ebaûe se ukazuje, ûe polarimetrickÈ metody neodpovÌdajÌ
souËasn˝m poûadavk˘m na kontrolu Ëistoty. Vzhledem k ne-
dostateËnÈ selektivitÏ polarimetrick˝ch metod mohou b˝t z·-
roveÚ s neû·doucÌm enantiomerem stanovov·ny i dalöÌ orga-
nickÈ neËistoty, kterÈ jsou opticky aktivnÌ. äirok· rozmezÌ
optickÈ ot·Ëivosti uv·dÏn· v lÈkopisech u polarimetrick˝ch
metod tolerujÌ p¯Ìtomnost i nÏkolika jednotek procent (2ñ5 %)
enantiomernÌch neËistot23-26, zatÌmco ostatnÌ organickÈ neËis-
toty  jsou  bÏûnÏ stanovov·ny  na  ˙rovni desetiny procenta
v souladu s poûadavky mezin·rodnÌ harmonizaËnÌ normy6 (viz
Ë·st 2). NavÌc m˘ûe b˝t toto rozmezÌ stanoveno nespr·vnÏ
a v d˘sledku toho pak doch·zÌ k absurdnÌ situaci, ûe enantio-
mer lÈËiva je Ñp¯Ìliöì Ëist˝, a proto nevyhovuje poûadavk˘m
v lÈkopise26.

Jak bylo zmÌnÏno v ˙vodu, trend souËasnÈ doby je pouûÌ-
vat lÈËiva ve formÏ jedinÈho enantiomeru. LÈkopisnÈ Ël·nky
pro takov·to novÏ vyvinut· lÈËiva jiû obsahujÌ kvalitnÏjöÌ
analytickou metodologii a s nimi zaËÌn· do lÈkopis˘ zvolna
pronikat  enantioselektivnÌ  HPLC. Nap¯. Evropsk˝  lÈkopis
a jeho doplÚky27 uv·dÏjÌ tuto metodu ve t¯ech Ël·ncÌch pro
enantiomernÏ Ëist· lÈËiva, t¯i dalöÌ Ël·nky s enantioselektivnÌ
HPLC jsou p¯ipravov·ny28-30.

4. Kontrola enantiomernÌ Ëistoty levodopy,
methyldopy a karbidopy jako ilustrativnÌ
p¯Ìklad

Pro ilustraci problematiky diskutovanÈ v tomto Ël·nku
uvedeme konkrÈtnÌ p¯Ìklady vyuûitÌ HPLC a CE metod pro
stanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty t¯Ì chemicky p¯Ìbuzn˝ch lÈËiv
uûÌvan˝ch  ve  formÏ L-izomer˘ a porovn·me tyto metody
s lÈkopisn˝mi polarimetrick˝mi metodami.

Levodopa (L-2-amino-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionov·
kyselina) je öiroce pouûÌv·na p¯i lÈËbÏ Parkinsonovy nemoci
a pat¯Ì k tÈ menöinÏ syntetick˝ch chir·lnÌch lÈËiv, kter· jsou
jiû mnoho let vyr·bÏna jako ËistÈ enantiomery. D˘vodem bylo
zjiötÏnÌ, ûe levodopa nevyvol·v· v·ûnÈ vedlejöÌ ˙Ëinky (gra-
nulocytopenia), kterÈ byly pozorov·ny u dopy, jeû je race-
mickou smÏsÌ obou enantiomer˘31.

Ve formÏ ËistÈho enantiomeru jsou uûÌv·ny i methyldopa
(L-2-amino-2-methyl-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionov· kyseli-
na), p¯edepisovan· jako antihypertensivum a karbidopa (L-2-
-hydrazino-2-methyl-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionov· kyseli-
na) aplikovan· spoleËnÏ s levodopou jako antiparkinsonikum.

Tabulka I
MÏ¯enÌ optickÈ ot·Ëivosti dle »L 97 (levodopa a karbidopa)
a »SL 4 (methyldopa)

LÈËivo P¯Ìdavek Optick· LÈkopisem
D-izomeru ot·Ëivosta povolenÈ
[%] [∞] rozmezÌa

[∞]

Levodopa 0 ñ1,310
0,50 ñ1,313
1,00 ñ1,299 ñ1,27 aû ñ1,34
1,98 ñ1,278
5,02b ñ1,260b

Methyldopa 0 ñ15,42
0,50 ñ15,09
1,00 ñ14,84 ñ12,5 aû ñ15,5
1,97 ñ14,73
4,79 ñ13,91

Karbidopa 0 ñ23,63
3,21 ñ22,52 ñ22,5 aû ñ26,5
5,33b ñ19,89b

a U levodopy jsou uvedeny hodnoty zmÏ¯enÈho ˙hlu optickÈ
ot·Ëivosti , kterÈ jsou limitov·ny lÈkopisem. U methyl-
dopy a karbidopy jsou uvedeny hodnoty specifickÈ optickÈ
ot·Ëivosti , kterÈ jsou limitov·ny lÈkopisem, b hodnoty
nevyhovujÌcÌ poûadavk˘m lÈkopisu

α D

20

α
D

20
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Tabulka II
HPLC a CE metody separacÌ enantiomer˘ levodopy, methyldopy a karbidopy a jejich vyuûitelnost pro stanovenÌ enantiomernÌ
Ëistoty

LÈËivo EnantioselektivnÌ DetekËnÌ ValidaËnÌ Koment·¯
separaËnÌ metoda limita [%] studie

Levodopa LEC s dime-L-Phe 0,04 + Vhodn· pro citlivÈ stanovenÌ enantiomernÌ
Ëistoty. Vyûaduje dlouhÈ ustavov·nÌ rovnov·hy
na kolonÏ.

LEC s L-Phe ñ ñ Vhodn· pro citlivÈ stanovenÌ enantiomernÌ
Ëistoty. Vyûaduje dlouhÈ ustavov·nÌ rovnov·hy
na kolonÏ.

teikoplanin CSP RP LC 0,03 + RobustnÌ metoda pro citlivÈ, rutinnÌ stanovenÌ
enantiomernÌ Ëistoty. Moûnost doladit rozliöenÌ
obsahem ethanolu v mobilnÌ f·zi (test zp˘sobilosti).

teikoplanin CSP PO LC ñ ñ Separace s nÌzkou ˙ËinnostÌ a dlouh˝mi retenËnÌmi
Ëasy.

CE s SBECD 0,02 ñ Vhodn· pro citlivÈ stanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty.
Methyldopa LEC s dime-L-Phe ñ ñ StanovenÌ nÌzk˝ch koncentracÌ R-izomeru je

znemoûnÏno interferujÌcÌm negativnÌm pÌkem.
teikoplanin CSP RP LC ñ ñ NenÌ dosaûeno ˙plnÈ separace enantiomer˘.
teikoplanin CSP PO LC 0,40 + Vyuûiteln· pro stanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty.

RozliöenÌ enantiomer˘ nelze ovlivnit sloûenÌm
mobilnÌ f·ze, citlivÈ stanovenÌ vyûaduje kolonu
s vysokou ˙ËinnostÌ.

CE s SBECD 0,05 + Vhodn· pro citlivÈ, rutinnÌ stanovenÌ enantiomernÌ
Ëistoty. Moûnost doladit rozliöenÌ enantiomer˘
koncentracÌ SBECD (test zp˘sobilosti).

Karbidopa LEC s L-Phe 0,05 + Vhodn· pro citlivÈ stanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty.
Vyûaduje dlouhÈ ustavov·nÌ rovnov·hy na kolonÏ.

CE s SBECD 0,10 ñ Vhodn· pro citlivÈ, rutinnÌ stanovenÌ enantiomernÌ
Ëistoty. Moûnost doladit rozliöenÌ koncentracÌ
SBECD (test zp˘sobilosti).

teikoplanin CSP RP LC 0,50 ñ NiûöÌ ˙Ëinnosti separace vedou k niûöÌm detekËnÌm
limit˘m.

teikoplanin CSP PO LC 0,50 ñ NiûöÌ ˙Ëinnosti separace vedou k niûöÌm detekËnÌm
limit˘m.

a Stanoven˝ z pomÏru sign·l/öum a vyj·d¯en˝ jako obsah D-izomeru vztaûen˝ k celkovÈmu obsahu L+D-izomeru

4 . 1 . L È k o p i s n È p o l a r i m e t r i c k È m e t o d y

V tabulce I jsou uvedeny v˝sledky mÏ¯enÌ optickÈ ot·-
Ëivosti  podle p¯Ìsluön˝ch metod European Pharmacopoeia
(Ph. Eur.)27, kterÈ jsou z·roveÚ i metodami »eskÈho lÈkopisu
(»L 97)32. Pro mÏ¯enÌ byly namÌch·ny smÏsi D- a L-izomer˘
o zn·mÈm sloûenÌ, uvedenÈm v prvnÌm sloupci tabulky. Po-
slednÌ sloupec pak obsahuje p¯Ìpustn· rozmezÌ optickÈ ot·-
Ëivosti ud·van· v lÈkopisech.

U methyldopy jsme pouûili metodu dle »eskoslovenskÈho
lÈkopisu (»SL 4)33, protoûe metoda podle Ph. Eur. a »L 97
pouûÌv· roztoky methyldopy v silnÏ koncentrovanÈm, viskÛz-
nÌm roztoku chloridu hlinitÈho a jsou zn·my experiment·lnÌ
potÌûe s prov·dÏnÌm tÈto metody34.

Podle oËek·v·nÌ dokl·dajÌ v˝sledky nedostateËnou citli-
vost metod. Ve vöech p¯Ìpadech p¯est·vajÌ lÈkopisn˝m limi-
t˘m vyhovovat aû smÏsi obsahujÌcÌ vÌce jak 2 % D-izomeru
jako neËistoty, u methyldopy zkouöenÈ dle »SL 4 dokonce
vyhovuje i smÏs obsahujÌcÌ 4,79 % D-izomeru. Velkou öÌ¯i

p¯ÌpustnÈho rozmezÌ pro optickou ot·Ëivost m˘ûeme doku-
mentovat na p¯Ìpadu karbidopy. Interval p¯Ìpustn˝ch hodnot
specifickÈ ot·Ëivosti karbidopy m· podle Ph. Eur i »L 97 öÌ¯i
4,0∞. Naöe mÏ¯enÌ uk·zala, ûe p¯id·nÌ i tak velkÈho mnoûstvÌ
jako je 5,3 % D-izomeru k L-karbidopÏ zmÏnilo specifickou
ot·Ëivost o hodnotu menöÌ neû je uveden˝ interval (rozdÌl mezi
hodnotami specifickÈ ot·Ëivosti pro karbidopu s nulov˝m
obsahem D-izomeru a s obsahem 5,33 % D-izomeru, uvede-
n˝mi v tabulce I, je 3,74∞).

4 . 2 . E n a n t i o s e l e k t i v n Ì H P L C m e t o d y

Pro p¯Ìmou separaci aromatick˝ch aminokyselin s prim·r-
nÌ aminovou skupinou, k nimû pat¯Ì sv˝m chemick˝m sloûe-
nÌm dopa i methyldopa, nabÌzÌ souËasn· enantioselektivnÌ
HPLC metodologie nÏkolik moûnostÌ: chromatografii s v˝mÏ-
nou ligand˘35 (LEC), kter· je v˘bec nejstaröÌ enantioselektivnÌ
HPLC technikou, pouûitÌ cyklick˝ch polyether˘ v chir·lnÌ
stacion·rnÌ nebo mobilnÌ f·zi36,37, pouûitÌ stacion·rnÌ f·ze s v·-
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zan˝m α-cyklodextrinem38 nebo nejnovÏji stacion·rnÌ f·ze
s v·zan˝m glykopeptidov˝m antibiotikem teikoplaninem39,40.

Teikoplanin se uk·zal b˝t zvl·ötÏ ˙Ëinn˝m chir·lnÌm se-
lektorem pro enantioseparace aminokyselin, kdyû bylo do-
saûeno separace u 45 racem·t˘ z 55 zkouöen˝ch aminoky-

selin40. Proto jsme podrobnÏ prostudovali moûnosti jeho po-
uûitÌ pro separaci enantiomer˘ dopy, methyldopy i karbidopy.
Pracovali jsme v reverznÌm separaËnÌm mÛdu (RP), pouûÌva-
jÌcÌm jako mobilnÌ f·zi smÏs alkoholñvoda i v mÛdu s pol·rnÏ
organickou mobilnÌ f·zÌ (PO), tvo¯enou smÏsÌ methanolu,

Obr. 1. ChromatografickÈ z·znamy separace racem·tu dopy (A, C) a smÏsÌ enantiomer˘ dopy obsahujÌcÌ 0,1 % D-dopy (B) nebo 0,5 %
D-dopy (D); A, B: teikoplaninov· stacion·rnÌ f·ze (kolona o rozmÏrech 150◊4,6 mm), mobilnÌ f·ze 65 % (v/v) ethanol ñ 35 % (v/v) voda,
pr˘tokov· rychlost 0,7 ml.min-1, UV detekce p¯i 280 nm; C, D: chromatografie s v˝mÏnou ligand˘ na kolonÏ C18, 250◊4,6 mm, mobilnÌ f·ze
10 % (v/v) methanol ñ 90 % (v/v) octan mÏÔnat˝ (c = 1 mmol.l-1) o pH 4,5 obsahujÌcÌ dime-L-Phe (c = 2 mmol.l-1), pr˘tokov· rychlost 0,8
ml.min-1, UV detekce p¯i 228 nm
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triethylaminu a kyseliny octovÈ25,41. U dosaûen˝ch separacÌ
enantiomer˘ byl d·le zkoum·n jejich potenci·l pro stanovenÌ
enantiomernÌ Ëistoty L-izomer˘24,25,41.

Pro srovn·nÌ jsme d·le pouûili i LEC s chir·lnÌ mobil-

nÌ f·zÌ obsahujÌcÌ buÔ N,N-dimethyl-L-fenylalanin (dime-L-
-Phe)24,25 nebo L-fenylalanin (L-Phe)34.

PouûitÈ HPLC metody enantioseparacÌ jsou p¯ehlednÏ
uvedeny spoleËnÏ s dosaûen˝mi detekËnÌmi limity a s komen-

Obr. 2. ChromatografickÈ z·znamy separace racem·tu methyldopy (A, B, C) a smÏsi enantiomer˘ methyldopy obsahujÌcÌ 1 %
D-methyldopy (D); A: chromatografie s v˝mÏnou ligand˘ na kolonÏ C18, 250◊4,6 mm, mobilnÌ f·ze 10 % (v/v) methanol ñ 90 % (v/v) octan
mÏÔnat˝ (c = 1 mmol.l-1) o pH 4,5 obsahujÌcÌ dime-L-Phe (c = 2 mmol.l-1), pr˘tokov· rychlost 0,8 ml.min-1, UV detekce p¯i 228 nm,
B: chromatografie na teikoplaninovÈ stacion·rnÌ f·zi (kolona o rozmÏrech 150◊4,6 mm), mobilnÌ f·ze 65 % (v/v) ethanol ñ 35 % (v/v) voda,
pr˘tokov· rychlost 0,7 ml.min-1, UV detekce p¯i 280 nm, C, D: jako B ale s pol·rnÌ organickou mobilnÌ f·zÌ obsahujÌcÌ smÏs 99,99 % (v/v)
methanolu, 0,005 % (v/v) kyseliny octovÈ a 0,005 % (v/v) triethylaminu, pr˘tokov· rychlost 0,9 ml.min-1, UV detekce p¯i 210 nm
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t·¯em v tabulce II. DosaûenÈ separace studovan˝ch enantio-
mer˘ ilustrujÌ obr·zky 1ñ3, experiment·lnÌ podmÌnky jsou
uvedeny v textu pod obr·zky. V tabulce III jsou uk·z·ny

nÏkterÈ v˝sledky validaËnÌch studiÌ tÏchto metod. Hodno-
ty validaËnÌch parametr˘ jsou srovnatelnÈ s hodnotami bÏûnÏ
zÌsk·van˝mi p¯i stanovenÌ Ëistoty lÈËiv pomocÌ HPLC a do-

Obr. 3. ChromatografickÈ z·znamy separace racem·tu karbidopy (A, C, D) a smÏsi enantiomer˘ karbidopy obsahujÌcÌ 1 % D-karbidopy
(B); A, B: separace dosaûeny metodou chromatografie s v˝mÏnou ligand˘ na kolonÏ C18, 250◊4,6 mm, mobilnÌ f·ze 7,7 % (v/v) methanol ñ
92,3 % (v/v) octan mÏÔnat˝ (c = 3 mmol.l -1) obsahujÌcÌ L-Phe (c = 6 mmol.l-1), pr˘tokov· rychlost 1 ml.min-1, UV detekce p¯i 280 nm,
D: chromatografie na teikoplaninovÈ stacion·rnÌ f·zi (kolona o rozmÏrech 150◊4,6 mm), mobilnÌ f·ze 65 % (v/v) ethanol ñ 35 % (v/v) voda,
pr˘tokov· rychlost 0,7 ml.min-1, UV detekce p¯i 280 nm, C: jako D ale s pol·rnÌ organickou mobilnÌ f·zÌ obsahujÌcÌ methanol s 0,005 % (v/v)
kyseliny octovÈ, pr˘tokov· rychlost 0,9 ml.min-1, UV detekce p¯i 210 nm
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kumentujÌ dobrou p¯esnost, spr·vnost a citlivost stanovenÌ.
Pouze u stanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty methyldopy za pouûitÌ
teikoplaninovÈ CSP a PO mobilnÌ f·ze bylo dosaûeno ponÏkud
niûöÌ citlivosti a spr·vnosti, coû je zp˘sobeno problÈmy p¯i
vyhodnocov·nÌ pÌku D-izomeru eluovanÈm na chvostu majo-
ritnÌho pÌku L-izomeru.

4 . 3 . E n a n t i o s e l e k t i v n Ì C E m e t o d y

V poslednÌch letech jsou pro enantioselektivnÌ CE separa-
ce st·le vÌce vyuûÌv·ny deriv·ty cyklodextrinu s vlastnÌm
n·bojem42. JednÌm z takov˝chto chir·lnÌch selektor˘ je ned·v-
no popsan˝ polyaniontov˝ deriv·t, sulfobutylether-β-cyklo-
dextrin (SBECD), kter˝ je charakterizov·n pr˘mÏrn˝m stup-
nÏm substituce 4 a kter˝ m·, dÌky sv˝m sulfonov˝m skupin·m,
negativnÌ n·boj v celÈm rozsahu pH bÏûnÈm u CE43,44.

Tento chir·lnÌ selektor jsme pouûili p¯i studiu separacÌ
enantiomer˘ dopy, methyldopy a karbidopy. Na z·kladÏ zjiö-
tÏnÈ z·vislosti migraËnÌch Ëas˘ a rozliöenÌ enantiomer˘ na
koncentraci SBECD byly nalezeny podmÌnky pro separace
vyuûitelnÈ pro stanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty45. Na obr·zku 4

jsou pro ilustraci uk·z·ny dva z·znamy dosaûen˝ch separacÌ
enantiomer˘, experiment·lnÌ podmÌnky jsou uvedeny v textu
pod obr·zkem.

NavrûenÈ CE metody jsou spoleËnÏ s HPLC metodami
uvedeny v p¯ehledu v tabulce II, do tabulky III je pro ilustraci
za¯azeno nÏkolik v˝sledk˘ validace CE metody stanovenÌ
enantiomernÌ Ëistoty methyldopy.

4 . 4 . S r o v n · n Ì m e t o d

Data uveden· v tabulk·ch IñIII dokumentujÌ nedostateË-
nou citlivost polarimetrick˝ch metod a p¯ednosti enantiose-
lektivnÌch metod HPLC a CE. Pro kaûdÈ ze t¯Ì studovan˝ch
lÈËiv byla vypracov·na nejmÈnÏ jedna separaËnÌ metoda, kter·
umoûÚuje citlivÈ a selektivnÌ stanovenÌ neû·doucÌho D-izo-
meru a kter· je vhodn· pro rutinnÌ pouûÌv·nÌ. Citlivost je ve
srovn·nÌ s polarimetrick˝mi metodami o 1ñ2 ¯·dy vyööÌ a na-
rozdÌl od polarimetrick˝ch metod jsou tyto metody nejen
selektivnÌ, ale v nÏkter˝ch p¯Ìpadech umoûÚujÌ i souËasnÈ
stanovenÌ dalöÌch organick˝ch neËistot25.

EnantioselektivnÌ CE se uk·zala b˝t dobrou alternativou
k HPLC a jejÌ pouûitÌ pro stanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty m˘ûe

Obr. 4. ElektroforetickÈ z·znamy separace enantiomer˘ dopy, methyldopy a karbidopy zÌskanÈ p¯i teplotÏ 20 ∞C za pouûitÌ k¯emennÈ
kapil·ry o pr˘mÏru 50 µm a celkovÈ dÈlce 47 cm (dÈlka k detektoru 40 cm) a elektrolytovÈho systÈmu obsahujÌcÌho fosforeËnanov˝ pufr (c =
40 mmol.l-1, pH 2,50) a chir·lnÌ selektor SBECD o koncentraci 3,06 mmol.l-1 (A) nebo 20,04 mmol.l-1 (B), UV detekce p¯i 200 nm, separaËnÌ
napÏtÌ 18 kV norm·lnÌ polarity (A) nebo obr·cenÈ polarity (B)
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Tabulka III
Validace HPLC a CE metod stanovenÌ enantiomernÌ Ëistoty lÈËiv

LÈËivo Metoda P¯Ìdavek RSD [%] V˝tÏûnost KorelaËnÌ Rozsah
D-izomeru n = 3 aû 4 [%] koeficient linearity
[%] bÏhem dne mezi dny [µg.ml-1]

Levodopa LEC 0,50 2,3 5,7 99,4 0,9991 1ñ 25
s dime-L-Phe 1,19 1,4 3,5 102,7
teikoplaninCSP 0,50 1,0 1,4 104,3 0,9999 2ñ27
RP LC 0,99 1,2 2,5 99,5

Methyldopa teikoplaninCSP 1,47 1,8 1,5 83,2 0,9815 5ñ27
PO LC 2,97 0,4 2,2 96,2
CE s SBECD 0,55 3,2 2,6 108,8 0,9999 2,5ñ30

1,95 2,0 1,1 96,2
Karbidopa LEC s L-Phe 0,49 2,7 1,0 101,9 0,9999 1ñ50

b˝t v nÏkter˝ch p¯Ìpadech v˝hodnÏjöÌ neû pouûitÌ HPLC, jak
ukazuje p¯Ìklad methyldopy. Enantiomery tÈto aminokyseliny
jsou pro svoji α-methylovou skupinu na teikoplaninovÈ sta-
cion·rnÌ f·zi obtÌûnÏji rozliöitelnÈ neû enantiomery dopy41

a ani enantioselektivnÌ LEC nenÌ v tomto p¯ÌpadÏ aplikova-
teln· p¯i vyööÌch citlivostech25. Naproti tomu CE metoda se
SBECD jako chir·lnÌm selektorem nabÌzÌ citlivÈ a spolehlivÈ
stanovenÌ Ëistoty (viz v˝sledky validacÌ v tabulce III).

5. Z·vÏr

SouËasn˝ posun v pouûÌv·nÌ syntetick˝ch chir·lnÌch lÈËiv
ve prospÏch Ëist˝ch enantiomer˘ spolu se st·le p¯ÌsnÏjöÌmi
poûadavky na Ëistotu lÈËiv klade vÏtöÌ n·roky i na kontrolu
enantiomernÌ Ëistoty lÈËiv a na metody pro tento ˙Ëel pouûÌ-
vanÈ. KlasickÈ polarimetrickÈ metody neodpovÌdajÌ souËas-
n˝m poûadavk˘m na kontrolu Ëistoty a souËasnÈmu v˝voji
enantioselektivnÌ metodologie. P¯i pouûitÌ enantioselektivnÌch
metod HPLC nebo CE lze kontrolovat enantiomernÌ Ëistotu
lÈËiv  na stejnÈ ˙rovni,  jak·  je poûadov·na  pro  sledov·nÌ
p¯Ìtomnosti organick˝ch neËistot, zatÌmco polarimetrickÈ me-
tody zachycujÌ p¯Ìtomnost enantiomernÌch neËistot neselektiv-
nÏ a vÏtöinou aû p¯i obsahu p¯evyöujÌcÌm v˝raznÏ 1 %. PouûitÌ
metod enantioselektivnÌ HPLC a CE v lÈkopisech zlepöÌ ˙ro-
veÚ Ël·nk˘ pro enantiomernÏ Ëist· lÈËiva a p¯ispÏje ke zmÏnÏ
v p¯Ìstupu k enantiomernÌm neËistot·m, kterÈ jsou zatÌm ze
skupiny organick˝ch neËistot vyËleÚov·ny.

Je vöak t¯eba zd˘raznit, ûe p¯i komplexnosti celÈho jevu
chirality a vzhledem ke skuteËnosti, ûe trend ve v˝voji lÈËiv
jasnÏ smÏ¯uje k vÏtöÌmu poËtu stereogennÌch center v moleku-
le syntetick˝ch chir·lnÌch lÈËiv, p¯edstavuje obecnÏ kontrola
stereoizomernÌ Ëistoty lÈËiv n·roËn˝ ˙kol pro modernÌ stereo-
selektivnÌ analytickou chemii.

Tato pr·ce byla finanËnÏ podporov·na grantem MZ »R
(grant Ë. 3607-3).
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M. Doleûalov· and M. Tkaczykov· (State Institute for
Drug Control, Prague): Control of Enantiomeric Purity of
Drugs

Due to the importance of stereoisomerism for drug effica-
cy and safety and due to the strict policy of regulatory autho-
rities, pharmaceutical companies tend to produce chiral drugs
in single enantiomeric forms. In drug control, the undesirable
stereoisomers should be considered in the same manner as
other organic impurities. The potential of enantioselective
liquid-phase separation methods in determination of the enan-
tiomeric purity is demonstrated for three structurally related
drugs, levodopa, methyldopa and carbidopa. Direct HPLC and
capillary electrophoretic separations of the enantiomers of in-
terest with the use of recently introduced chiral selectors,
teicoplanin and sulfobutyl ether β-cyclodextrin, are described.
In addition, ligand-exchange liquid chromatography with N,N-
-dimethyl-L-phenylalanine or L-phenylalanine in mobile phase
is discussed. Results of measurement of optical rotation accor-
ding to the European Pharmacopoeia are mentioned and in-
applicability of polarimetric methods to assessment of enan-
tiomeric impurities (D-isomers) at levels lower than 2 % is
shown.
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