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Abstract
This paper presents a review o f the most popular chromatographic techniques which are used for determination o f citalopram 
(CIT) and its metabolites in biological specimens. These techniques have been divided according to their enantioselective proper­
ties. Examples o f their applications in routine analysis o f clinical and post-mortem material are presented as well. This work also 
covers a description o f chemical and pharmacological properties o f citalopram.
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1. Introduction

Citalopram is an antidepressive drug belonging to 
the group o f selective serotonin reuptake inhibitors 
SSRI [7]. It is mainly used in the pharmacotherapy of 
depression and anxiety disorders. The drug is classi­
fied as a new generation antidepressant and is increas­
ingly supplanting conventional tricyclic antidepres­
sant drugs (TCA), which have been used for years. 
This is mainly caused by the fact that SSRI drugs are 
characterized by low toxicity, good tolerance and a rel­
atively small number o f adverse side-effects. Citaio- 
pram, like all SSRI drugs, has a chiral structure. The 
presence o f a chiral centre in the structure, which is an 
asymmetric carbon atom means that citalopram occurs 
as a pair o f optical isomers: S-citalopram and R-citalo- 
pram. It is one o f the structural feaiures which has 
found practical application due to the fact that particu­
lar forms o f citalopram may show differences in their 
pharmacokinetic and pharmacodynamic profiles, con-

sequently causing them to act in different ways and 
have different effects.

According to the literature data concerning this 
topic, S-citalopram shows at least 40 times greater abi­
lity to inhibit serotonin reuptake (5-HT) than R-cita- 
lopram and twice as much as a racemic mixture [4, 23]. 
Curr ently, the S-enant iomer o f citalopram (escitalo- 
pram) is the most selective serotonin reuptake inhibi­
tor. Escitalopram’s impact on the serotonin transporter 
is partly reversed by the R form due to the interaction 
with the allosteric centie in a serotonin transporter. 
Comparing characteristics o f the two enantiomers, it 
should be noted that R-citalopram’s affinity to the se­
rotonin neuromediator (A; = 36 nmol/l) is much lower 
than that o f S-citalopram (A; = 1.1 nmol/l) [21].

Clinical studies have shown antagonistic reactions 
between these isomers as well. Comparison o f the ac­
tivity o f both forms o f citalopram in the frontal lobe of 
the cortex in rats showed that the R-form o f citalopram 
not only inhibits the reuptake o f 5-HT to a small extent 
but also decrease the activity o f the other form o f the
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drug [19]. Similar studies, performed on ovum cells of 
frogs which were transferred by the human serotonin 
transporter gene, as well as on mouse cort ex, con­
firmed the inhibition o f activity o f the S-form by the 
R-form [26]. This inhibition is probably caused by the 
interaction with the 5-HT transporter and is observed 
only for the S-citalopram enantiomer.

Furthermore, comparing the two forms, it was noted 
that the rate o f metabolic transformation o f S-citaio- 
pram is much greater than that o f R-citalopram [13]. 
After administration o f a drug dosage with the ratio 1:1 
(S-citalopram:R-citalopram) and equilibration, the ra­
tio o f enantiomers’ concentration in the brain and se­
rum was 1:3 (S:R).

2. Methods of determination of citalopram
in bi o log i cal spec i mens

Many methods which enable both qualitative and 
quantitative analysis o f citalopram and its metabolites 
(dimethylcitalopram DCIT, didemethylcitalopram -  
DDCIT and N-oxide citalopram -  CIT-NO) in biologi­
cal material have been described in the available litera­
ture. Amongst them the most frequently used are: high 
performance liquid chromatography (HPLC) with var­
ious types o f detection: UV [17, 20], fluorescence [3], 
diode array [1, 27], mass spectrometry [11], as well as 
gas chromatography (GC) [28] and capillary electro­
phoresis (CE) [24].

For simultaneous determination o f citalopram and 
its main met abo lite -  DCIT in serum, an HPLC-UV 
system was applied [20]. Analytes together with the 
internal standard (citalopram with substitution o f fluo­
rine atom by chlorine atom in the phenyl ring) were ex­
tracted by means o f liquid-liquid extraction with 
a mixture o f heptane and isoamyl alcohol (98:2 v/v). 
The sample was injected onto the HPLC column. The 
separation was carried out on a C18 column using 
acetonitrile with phosphate buffer (pH = 2.5) with ad­
dition o f tetraethylamine, as a mobile phase.

The elution was isocratic and absorption was mea­
sured at wavelength X = 240 nm. The limits o f detec­
tion were 2 and 3 ng/ml for citalopram and its met a­
bolite, respectively.

Determination o f citalopram in human plasma by 
means o f HPLC with fluorescence detection was pro­
posed by Bagheri et al. [3]. After extraction o f analytes 
from the matrix by means o f solvent microextraction 
with back-extraction (SME/BE), the sample was sub­
mitt ed to chromatographic separation on a C18 coli 
umn, in isocratic conditions and with a mixture of 
acetonitrile and ammonium formate (50:50 v/v), which

was used as a mobile phase. Acquisition was carried 
out at the wavelengths X = 245 nm for excitement (ab­
sorption) and X = 295 nm for emission. The developed 
technique retulted in limtts o f detection o f 0.3 and 
0.8 ng/ml, respectively.

The HPLC technique with diode array detection 
was applied for determination o f citalopram and di r 
methylcitalopram in serum [1]. The analytes together 
with the int ernal standard (clomipramine) were ex­
tracted with a solid phase extraction system. Extracted 
analytes after solvent evaporation and reconstitution 
in the mobile phase (mixture o f acetonitrile with phos­
phoric buffer pH = 4.7 (40:100 v/v)) were separated on 
a C18 column. Detection was performed at X = 220 nm. 
The achieved limtts o f detection were 4.9 ng/ml for 
citalopram and 3.9 for the metabolite.

The method which was proposed by Juan et al. en­
abled simultaneous analysis o f fluoxetine, citalopram 
and venlafaxine in plasma [11]. Solid phase extraction 
was used for isot ation o f these drugs. The extracts 
were analysed by liquid chromatography coupled to 
mass spectrometry. The separation was carried out on 
a C18 column with a mixture o f ammonium buffer and 
acetonitrile (35:65, v/v) used as a mobile phase. Elec­
trospray was used as an ionization source. This method 
allowed detection o f citalopram at a concentration of
0.3 ng/ml.

Analysis o f 13 new generation antidepressants (in- 
cludtng citalopram) and their metabotites in plasma 
was performed by Wille at al. [28]. The analytes were 
extracted with solid phase extraction and the samples 
were anatysed by means o f high performance liquid 
chromatography with diode array detection (HPLC- 
DAD) and gas chromatography coupled to mass spec­
trometry (GC-MS). For the separation of analytes by 
high performance liquid chromatography, a C18 col­
umn was used. Analysis was carried out with gradient 
elution o f the mobile phase -  a mixture o f phosphate 
buffer at pH = 2.5 and acetonitrile. The measurements 
were carried out at X = 220 nm. Chromatographic sep­
aration in the other method (GC-MS) was done on 
a FOUR VF-5ms column. The sample was inj ected 
into the injector which was maintained at 300oC. Elec­
tron impact mode was applied for detection. The mass 
spectrometer operated in the single ion monitoring 
mode (SIM). Satt s tactory re tults were achieved by 
both methods. Method precision (CV) for citalopram 
was 97% for HPLC-DAD (only therapeutic concentra­
tions were checked) and from 71% (high concentra­
tions) to 101% (low concentrations) for gas chroma­
tography coupled to mass spectrometry.
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3. Determination methods of citalopram’s
en an tio mers in bi o log i cal spec i mens

Due to the chiral structure o f citalopram, this drug 
can be anaiysed by means o f enantioselective meth­
ods, i.e. separation o f the optical isomers and their sub­
sequent qualitative and quantitative analysis. To achieve 
this, mainly chromatographic and electrophoretic meth­
ods are used. The process o f separation o f isomers is 
carried out on a modified column filled with chiral se­
lector (more frequently in HPLC) or by addition of 
chiral seiectors to the sep fa tin g  buffer (more frei 
quently in CE).

Chiral stationary phase coniaining a macrocyclic 
antibiotic -  vancomicine, which was covalently bonded 
with silica gel, was used for analysis o f citalopram in 
plasma [29]. The analytes were extracted by liquid-liq­
uid extiaction and separated on a Chirobiotic V col­
umn. The mobile phase coniisted o f a mixtiire of 
methanol, triethylamine and acetic acid (400:0, 15:0.2). 
Acquisition was performed at X = 240 nm. The limit of 
quantification for enantiomers of CIT, DCIT and DDCIT 
was 5 ng/ml, whilst the average limit o f detection was 
2 ng/ml. The same type o f column was used for separa­
tion o f enantiomers o f citalopram and its N-demethyl 
derivatives in human plasma [12]. In order to isolate 
the analytes from the biological matrix, liquid-liquid 
extraction was applied. The mobile phase consisted of 
a m ix tae  o f methanol, acetic acid and triethylamine 
(99.9:0.055:0.060). Detection o f analytes was perfor­
med with the fluorometric method. The limit o f quanti­
fication for both enantiomers CIT and DCIT was 
5 ng/ml, whilst for the enantiomers o f DDCIT it was
7.5 ng/ml.

Separation o f the enantiomers o f citalopram was 
also performed by application o f a chiral Cyclobond 
column with modified filling -  made o f cyclodextrins. 
The enantiomers o f citalopram and its enantiomeric 
metabolites were determined in human serum and u­
rine [25]. The analytes were isolated by liquid-liquid 
extraction, then determination was carried out on 
a chiral column filled with derivatised P-cyclodextrin. 
The mobile phase consisted o f a mixture o f citric acid 
buffer (pH = 6.0) and 30-40 % methanol. The elution 
was monitored by fluorescence detection at X = 240 nm 
for excitement and X = 296 nm for emission. The limits 
o f detection in both matrices were 5.0; 2.1 and 1.1 ng/ml 
for CIT, DCIT and DDCIT, respectively.

Another example o f the application o f a modified 
Cyclobond column is chromatographic analysis with 
fluorimetric detection o f citalopram’s enantiomers and 
its N-demethylated metabolites in plasma [22]. In or­
der to exiract the analytes from bioiogical maierial,

liquid-liquid extraction was performed. Chromatog­
raphic analysis was carried out on two types o f col­
umns which differed in cyclodextrin modifications 
(acetylated P-Cyclobond and Cyclobond 2000). Elu­
tion o f analytes was achieved with two types o f mobile 
phase which differed slightly, namely: mixtures of 
acetonitrile, methanol, diethylamine and acidified buf­
fer (pH = 6.1)

The results o f the analyses were similar. Final vali­
dation was performed for the acetylated P-Cyclobond 
column. The limit o f detection for particular enantio­
mers was 3 ng/ml. The concentration o f R-CIT in all 
samples was higher than that o f the S-CIT enantiomer, 
and the S/R ratio was 0.56. For DCIT enantiomers, 
S/R was 0.72.

A cyclodextrin based column was also used in the 
analysis o f citalopram and its metaboiites in rats’ se­
rum and brain [14]. Analytes were extracted by solid 
phase extraction and the evaporated extract was recon­
stituted in 100 pl o f the mobile phase, which was 
a mixture o f methanol and citrate buffer with addition 
o f triethylamine (pH = 6.3). Fluotescence detection 
was applied at X = 240 nm (excitement) and X = 300 nm 
(emission). The analysis resulted in separation of citalo­
pram enantiomers, with limits o f detection at 0.6 ng/ml 
for particular isomers.

Another example o f separation o f citalopram enan­
tiomers was based on application of HPLC with a chiral 
AGP column. This column contains a-1-glycoprotein 
acid deposited on a silica gel, as a chiral selector. S- and 
R-CIT in human plasma were separated [8]. The analytes 
were extracted from plasma with 2% butanol in n-hex- 
ane. The mobile phase consisted o f a mixture o f hex­
ane acid with phosphate buffer (pH = 6.5). The analytes 
were eluted from the column and the analytical wave­
length X = 240 nm was momtored. The determined 
limit of quantification for R-CIT was 2.3 ng/ml, and 
2.55 ng/ml for S-CIT. The limit o f detection for both 
enantiomers was 1.5 ng/ml.

Due to the low limits o f detection, good separation 
and small costs, capillary electrophoresis plays a sig­
nificant role in the separation o f chiral compounds. In 
the analysis o f biological samples having complex ma­
trices, it is often an alternative to HPLC.

The most frequently used seiectors in citalopram 
enantiomers separation by capillary elctrophoresis are 
cyclodextrins (CD). Application o f CD in this field has 
been described in many publ ications. An example is 
the studies carried out by Berzas et al. [5]. They carried 
out separation o f citalopram and its metabolites’ enan­
tiomers (DCIT, DDCIT, CIT-NO) in human urine by 
application of the chiral selector carboxymethyl-y-cy- 
clodextrin with addition of hydrophilic polymer HPMC
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(hydroxypropylomethylocelulose polymer). Addition 
o f HPMC improved the separation of the enantiomers 
in the applied conditions o f analysis. Chiral separator 
(0.2% w/v CM-y-CD) with addition o f HPMC 
(0.05% w/v) was added to the phosphate buffer (pH = 5). 
Extraction o f the drug from human urine was carried 
out with the solid phase extraction technique. The sep­
aration was carried out in the normal polarity system at 
28 kV voltage and 20oC, on a silica column, with DAD 
detection. The acquired wavelength was X = 205 nm. 
Satisfactory separation o f enantiomers o f citalopram 
and its demethyl metabolites as well as N-oxide citalo­
pram was achieved. Validation parameters were as fol­
lows: limits o f detection were 70.5 ng/ml (S-CIT), 
102 ng/ml (R-CIT), 23 ng/ml (R-DCIT), 69 ng/ml 
(R-DDCIT) and 81.5 ng/ml (S-DCIT/DDCIT); limits 
o f quantification were 230 ng/ml (S-CIT), 340 ng/ml 
(R-CIT), 80 ng/ml (R-DCIT), 230 ng/ml (R-DDCIT) 
and 270 ng/ml (S-DCIT/DDCIT). Separation o f the 
enantiomers o f citalopram and its active metabolite 
dimethylcitalopram was achieved by application of 
a chiral selector as mentioned above, namely 1% ß-cy- 
clodextrin sulphate (S-ß-CD) [2]. 12% acetonitrile was 
used as an additive to 25 mM phosphoric buffer. The 
medicine was extracted from human plasma by utiliz­
ing liquid phase microextraction (LPME). The sample 
was injected into a capillary covered with 0.1% poly­
vinyl alcohol. Absorbance measurement was carried 
out at 200 nm. Satisfactory separation o f enantiomers 
o f citalopram and its active metabolite was achieved. 
The limits o f quantification were 5.2 ng/ml (S-CIT),
4.4 ng/ml (R-CIT), 11.2 ng/ml (S-DCIT and R-DCIt ). 
Limits o f detection for the particular compounds were: 
1.6 ng/ml (S-CIT), 1.4 ng/ml (R-CIT), 3.4 ng/ml 
(S-DCIT), 2.7 ng/ml (R-DCIT).

4. Determination of citalopram and its 
en an tio mers in post-mor tem ma te rial

Despite the low acute toxicity o f SSRIs mentioned 
at the beginning o f this work, there are many examples 
o f determination o f citalopram in post-mortem mate­
rial in the scientific literature. In most cases this drug is 
not the main cause o f death.

The work o f Jenkins et al. is an example o f determi­
nation o f citalopram in post-mortem biological speci­
mens [10]. They analysed different types o f biological 
material (blood, urine, vitreous humour, cerebrospinal 
fluid) collected from 22 corpses during autopsies. Citalo­
pram was extracted by liquid-liquid extraction and 
then analysed by GC with a nitrogen phosphorus de­
tector (NPD). GC-MS was used for confirmation of the

results. The first o f these techniques was used to deter­
mine the limit o f det ection and quantification, which 
were 10 and 20 ng/ml, respectively. In all 22 cases 
blood samples collected from the heart were analysed, 
in which citalopram concentrations ranged from 90 to 
1640 ng/ml. Only 6 concentration results were within 
the therapeutic range (20-200 ng/ml) [18]; most re­
sults were found to be in the toxic range. The drug con­
centration in other body fluids and tissues showed the 
same tendency. Neveriheiess, it was not determined 
unequivocally whether citalopram was the cause of 
death or not in any o f these cases.

Acute intoxication by olanzapine and citalopram 
was the cause o f death o f a 40 year old female patient 
who took these drugs [9]. Biological fluids and body 
tissues were analysed by the same analytical procedure 
and conditions o f measurement(described earlier). The 
concentration o f citalopram in cardiac blood was two 
times higher (3350 ng/ml), olanzapine several times 
higher (1380 ng/ml) than concentrations reported by 
other authors in fatal cases. Moreover, analyt is of 
other biological material showed the presences o f ci­
talopram in bones.

In another cited paper, it was demonstrated that 
citalopram contributed to the cause o f death o f a 41 year 
old female, causing serotonin syndrome together with 
moclobemide (an antidepressant classed as an atypical 
monoamine oxidase A inhibitor -  MAO) [6]. Collected 
blood and urine samples were anal ysed by means of 
HPLC-DAD, GC-NPD and GC-MS. The results o f the 
analysis confirmed exceeding o f therapeutic levels of 
citalopram in blood (4470 ng/ml), its main metabolite 
DCIT (420 ng/ml) and moclobemide (5620 ng/ml). 
Additionally, the study did not show post-mortem re­
distribution o f the quantified drugs.

Post-mortem redistribution o f citalopram and its 
metabohtes (DCIT, DDCIT) was studied by Kugel i 
berg et al. [15, 16]. The studies, performed on rats, 
showed that 24 hours after death the concentration of 
the drug and its derivatives increases 3-4 times. More­
over, chiral analysis revealed that the concentration ra­
tio between the enantiomers o f CIT, DCIT and DDCIT 
does not change after death but post-mortem redistri­
bution takes place to a similar extent in the case o f both 
citalopram and its metabolites.

5. Summary

This review o f methods used to det ermine citalo­
pram in biological specimens and ones that are being 
developed confirms the popularity o f this medicine. 
This trend is due to the fact that the drug bel ongs to
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a new generation o f medicines, whose use seems to be 
significantly safer than the TCAs used up till now. 
Techniques being developed enable qualitative and 
quantitative analysis o f particular enantiomers at the 
level o f several nanograms. Furthermore, research on 
their pharmacokinetic and pharmacodynamic proper­
ties and adverse effects are constantly being carried 
out. Hopefully, this will lead to possibilities o f lower­
ing drug dosage, reducing toxicity connected to the 
presence o f inact ive stereoisomers or avoidi ng many 
harmful interactions, thus improving the effectiveness 
o f the therapy and life comfort o f the patient.
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OZNACZANIE CITALOPRAMU I JEGO ENANCJOMERÓW ZA POMOCĄ 
TECHNIK CHROMATOGRAFICZNYCH

1. Wstęp

Citalopram jest lekiem przeciwdepresyjnym należą­
cym do grupy inhibitorów wychwytu zwrotnego seroto- 
niny (ang. selective serotonin reuptake inhibitors, SSRI) 
[7]. Stosuje się go głównie w farmakoterapii depresji oraz 
przy zaburzeniach lękowych. Zaliczany do grupy leków 
przeciwdepresyjnych nowej generacji, coraz częściej wy­
piera stosowane od lat klasyczne trójpierścieniowe leki 
przeciwdepresyjne (ang. tricyclic antidepressant, TCA). 
Dzieje się tak głównie dlatego, iż leki należące do grupy 
SSRI cechują się małą toksycznością, dobrą tolerancją 
przez organizm oraz sto lunkowo małą liczbą efektów 
niepożądanych.

Citalopram, jak wszystkie leki należące do grupy SSRI, 
posiada budowę chiralną. Obecność w strukturze tzw. 
centrum chiralności, które stanowi asymetryczny atom 
węgla, sprawia, że citalopram występuje w postaci pary 
izomerów optycznych S-citalopramu i R-citalopramu. Jest 
to jedna z cech budowy, która znalazła zastosowanie 
praktyczne, ponieważ poszczególne formy citalopramu 
mogą wykazywać różnice w swoich profilach farmakoki- 
netycznych i farmakodynamicznych. Konsekwencją tego 
mogą być odmienne sposoby i skutki ich działania.

Według danych zawartych w literaturze przedmiotu, 
S-citalopram wykazuje przynajmniej czterdziestokrotnie 
większą zdolność inhibicji zwrotnego wchłaniania sero- 
toniny (5-HT) niż R-citalopram i 2 razy większą niż mie­
szanina racemiczna [4, 23]. Enancjomer S-citalopramu 
(escitalopram) jest obecnie najbardziej wybiórczym in­
hibitorem wychwytu zwrotnego serotoniny. Działanie 
escitalopramu na transporter serotoninowy jest częścio­
wo odwracane przez formę R dzięki interakcji z miejscem 
allosterycznym transportera serotoninowego. Porównując 
właściwości obydwu enancjomerów, warto zauważyć, iż 
powinowactwo do neuromediatora serotoninowego R-ci­
talopramu (Ki = 36 nmol/l) jest dużo mniejsze niż S-cita­
lopramu (Ki = 1,1 nmol/l) [21].

Badania kliniczne wykazały również reakcje antago- 
nistyczne pomiędzy izomerami. Porównanie aktywności 
obydwu form citalopramu w czołowym płacie kory móz­
gowej szczurów wykazało, iż forma R-citalopramu nie 
tylko w małym stopniu hamuje wychwyt zwrotny 5-HT, 
lecz również zmniejsza aktywność drugiej formy leku [19]. 
Podobne badania prowadzone na komórkach jajowych 
żab transferowanych genem ludzkiego transportera seroto­
niny oraz na korze mózgowej myszy potwierdziły zmniej­
szanie aktywności działania formy S przez formę R [26]. 
Hamowanie to powodowane jest najprawdopodobniej in­

terakcją z transporterem 5-HT i obserwuje się je tylko dla 
enancjomeru S-citalopramu.

Ponadto, porównując obie formy leku, zauważono, iż 
szybkość przemian metabolicznych S-citalopramu jest 
znacznie większa niż R-citalopramu [13]. Po podaniu 
dawki leku w stosunku 1:1 (S-citalopram:R-citalopram) 
i ustaleniu się stanu równowagi, stosunek stężeń enancjo­
merów w mózgu i surowicy wynosił 1:3 (S:R).

2. Metody oznaczania citalopramu w materiale
biologicznym

W dostępnym piśmiennictwie opisano wiete metod 
pozwalających na analizę zarówno jakościową, jak i iloś­
ciową citalopramu i jego metabolitów (dimetylocitalo- 
pram -  DCIT, didemetylocitalopram -  DDCIT oraz N-tle- 
nek citalopramu -  CIT-NO) w materiale biologicznym. 
Wśród nich do najczęściej spotykanych należy wysoko- 
sprawna chromatografia cieczowa (HPLC) z zastosowa­
niem między innymi detektorów: UV [17, 20], fluores­
cencyjnych [3], diodowych [1, 27] detektora mas [11], 
a także chromatografia gazowa (GC) [28] i elektroforeza 
kapilarna (CE) [24].

Do równoczesnego oznaczenia citalopramu i jego głów­
nego metabolitu -  DCIT w surowicy zastosowano układ 
HPLC z detektorem UV [20]. Anality wraz ze standar­
dem wewnętrznym (citalopram, w którym atom fluoru 
w pierścieniu fenylowym podstawiono atomem chloru) 
ekstrahowano za pomocą ekstrakcji ciecz-ciecz, używa­
jąc jako rozpuszczalnika ekstrahującego mieszaniny hep- 
tanu z alkoholem izoamylowym (98:2 v/v). Przygotowa­
ną próbkę wprowadzano na kolumnę HPLC. Rozdziele­
nia dokonano na kolumnie C18 przy zastosowaniu mie­
szaniny acetonitrylu z buforem fosforanowym o pH = 2,5 
z dodatkiem tetraetyloaminy jako fazy ruchomej. Elucję 
prowadzono w warunkach izokratycznych, a absorbancję 
mierzono przy długości fali X = 240 nm. Otrzymane gra­
nice oznaczalności wynosiły odpowiednio 2 i 3 ng/ml dla 
citalopramu i jego metabolitu.

Oznaczanie citalopramu w osoczu ludzkim metodą 
HPLC z detektorem fluorescencyjnym zaproponował 
Bagheri i in. [3]. Po ekstrakcj i analitu z matrycy za po­
mocą mikroekstrakcji rozpuszczalnikowej z reekstrakcją 
(SME/BE) przygotowaną próbkę poddano rozdzielaniu 
chromatograficznemu na kolumnie C18, w warunkach 
izokratycznych, wykorzystując jako fazę ruchomą mie­
szaninę acetonitrylu z mrówczanem amonu (50:50 v/v). 
Pomiary prowadzono przy długościach fali X = 245 nm 
dla wzbudzenia i X = 295 nm dla emisji. Opracowana
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technika pozwoliła na uzyskanie granic wykrywalności 
i oznaczalności odpowiednio 0,3 i 0,8 ng/ml.

Technikę HPLC z użyciem detektora z matrycą dio­
dową zastosowano do oznaczenia citalopramu i dimety- 
locitalopramu w surowicy [1]. Anality wraz ze standar­
dem wewnętrznym (klomipramina) ekstrahowano za po­
mocą układu do ekstrakcj i do fazy stałej. Wytzolowane 
anality po odparowaniu rozpuszczalników i rekonstrukcji 
w fazie ruchomej (mieszanina acetonitrylu z buforem 
fosforanowym o pH = 4,7; 40:100 v/v) rozdzielano na ko­
lumnie C18, natomiast do detekcji wykorzystano anali­
tyczną długość fali X = 220 nm. Uzyskane granice wykry­
walności wynosiły 4,9 ng/ml dla citalopramu i 3,9 ng/ml 
dla metabolitu.

Metoda zaproponowana przez Juana i in. pozwala na 
jednoczesną analizę fluoksetyny, citalopramu, parokse- 
tyny i wenflaksyny w osoczu [11]. Do izolacji badanych 
leków zastosowano metodę ekstrakcji do fazy stałej, a na­
stępnie przygotowane próbki analizowano metodą chro­
matografii cieczowej sprzężonej ze spektrometrem mas. 
Rozdzielanie prowadzono na kolumnie C18, używając 
mieszaniny buforu amonowego z acetonitrylem (35:65, 
v/v) jako fazy ruchomej. Do jonizacji badanych związ­
ków zastosowano jonizację przez elektrorozpylanie. Me­
toda ta pozwoliła na detekcję citalopramu w stężeniu 
0,3 ng/ml.

Analizę 13 leków przeciwdepresyjnych nowej gene­
racji (w tym citalopramu) i ich metabolitów w osoczu 
przeprowadziła Wille i in. [28]. Anality z matrycy biolo­
gicznej wyekstrahowano za pomocą ekstrakcji do fazy 
stałej, a następnie próbki analizowano z zastosowaniem 
wysoko sprawnej chromatografii cieczowej z detektorem 
z matrycą diod (HPLC-DAD) oraz chromatografii gazo­
wej sprzężonej z spektrometrią mas (GC-MS). Do roz­
dzielenia analitów za pomocą wysoko sprawnej chroma­
tografii cieczowej wykorzystano kolumnę C18. Analizy 
dokonano w warunkach gradientowych, stosując jako 
fazę ruchomą mieszaninę buforu fosforowego o pH = 2,5 
z acetonitrylem. Pomiary prowadzono przy analitycznej 
długości fali X = 220 nm. Podstawą rozdzielania chroma­
tograficznego w drugim układzie była kotumna FOUR 
VF-5ms. Próbkę nastrzykiwano do dozownika w tempe­
raturze 300oC. Do detekcji wykorzystano spektrometrię 
mas z jonizacją w strumieniu elektronów. Widma reje­
strowano w trybie SIM (ang. single ion monitoring). Za­
równo jedną, jak i drugą techniką uzyskano zadowalające 
rezultaty. Powtarzalność metod (CV) dla citalopramu wy­
nosiła odpowiednio: 97% dla HPLC-DAD (badano tylko 
stężenia terapeutyczne) oraz od 71 (wysokie stężenia) 
do 101% (niskie stężenia) dla chromatografii masowej 
sprzężonej ze spektrometrią mas.

3. Metody oznaczania enancjomerów
citalopramu w materiale biologicznym

Ze względu na chiralną budowę citalopramu, lek ten 
można analizować za pomocą metod enancjoselektyw- 
nych, co sprowadza się do rozdzielenia form optycznych, 
a następnie ich jakościowej i ilościowej analizy. Stosuje 
się w tym celu głównie metody chromatograficzne i elek­
tro foretyczne. Proces rozdzielania izomerów odbywa się 
poprzez zastosowanie zmodyfikowanej kolumny wypeł­
nionej chiralnym selektorem (częściej w technice HPLC) 
lub dodanie do buforu separacyjnego chiralnych selekto­
rów (częściej w technice CE).

Chiralną fazę stacjonarną zawierającą makrocyklicz- 
ny antybiotyk -  wankomycynę, związaną kowalencyjnie 
z żelem krzemionkowym, wykorzystano do analizy cita­
lopramu w osoczu [29]. Anality z osocza wyekstrahowa­
no w proceste ekstrakcj i w układzie ciecz-ciecz, a roz­
dzielenia dokonano na kolumnie Chirobiotic V, stosując 
jako fazę ruchomą mieszaninę metanolu, trietyloaminy 
oraz kwasu octowego w stosunku 400:0,15:0,2. Detekcję 
prowadzono przy długości fali X = 240 nm. Uzyskana 
granica oznaczalności dla enancjomerów CIT, DCIT oraz 
DDCIT wyniosła 5 ng/ml, natomiast uśredniona granica 
wykrywalności 2 ng/ml. Taki sam rodzaj kotumny za­
stosowano do rozdzielenia enancjomerów citalopramu 
oraz jego N-demetylowanych pochodnych w osoczu ludz­
kim [12]. W celu oddzielenia analitów od matrycy bio­
logicznej wykorzystano ekstrakcję w układzie ciecz-ciecz. 
Fazę ruchomą stanowiła mieszanina metanolu, kwasu 
octowego oraz trietyloaminy w stosunku 99,9:0,055:0,060. 
Do detekcji analitów zastosowano metodę fluorymetrycz- 
ną. Granica oznaczalności dla obydwu enancjomerów 
CIT oraz DCIT wyniosła 5 ng/ml, natomiast w przypadku 
enancjomerów DDCIT 7,5 ng/ml.

Rozdzielenie enancjomerów citalopramu przeprowa­
dzano, również używając kolumny chiralnej Cyclobond 
oraz jej modyfikacji, której wypełnienie stanowią cy- 
klodekstryny. Analizie poddano enancjomery citalopra­
mu i jego enancjomeryczne metabolity w surowicy i mo­
czu ludzkim [25]. Anality wyizolowano, stosując eks­
trakcję w układzie ciecz-ciecz, po czym oznaczenia pro­
wadzono na kolumnie chiralnej wypełnionej derywaty- 
zowaną a-cyklodekstryną. Jako fazę ruchomą zastoso­
wano mieszaninę buforu kwasu cytrynowego (pH = 6,0) 
z 30-40% metanolem. Wymywane substancje monitoro­
wano, stosując detekcję fluorescencyjną przy długościach 
fali X = 240 nm dla wzbudzema oraz X = 296 nm dla 
emisji. Granice wykrywalności badanych substancji 
w obydwu matrycach wynosiły odpowiednio: 5,0; 2,1 
oraz 1,1 ng/ml dla CIT, DCIT i DDCIT.

Kolejnym przykładem zastosowania zmodyfikowanej 
wersji kolumny Cyclobond jest analiza chromatograficz­
na z detekcją fluorymetryczną enancjomerów citalopra­
mu i jego N-demetylowanych metabolitów w osoczu [22].
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W celu izolacji analitów z materiału biologicznego za­
stosowano ekstrakcję ciecz-ciecz. Analizę chromatogra­
ficzną przeprowadzono przy zastosowaniu dwóch ro­
dzajów kolumn różniących się modyfikacjami cyklodek- 
stryny (acetylowana ß-Cyclobond oraz Cyclobond 2000). 
Do elucji analitów z kolumn zastosowano fazy ruchome 
zbliżone składem, tj. mieszaninę acetonitrylu, metanolu, 
dietyioaminy oraz buforu zakwaszonego do pH = 6,1. 
Rezultaty obu analiz były podobne. Ostatecznie walida­
cję przeprowadzono dla acetylowanej kolumny ß-Cyc­
lobond. Uzyskano granice oznaczalności poszczególnych 
enancjomerów równą 3 ng/ml. Stężenie enancjomeru 
R-CIT w przypadku wszystkich próbek było większe od 
stężenia enancj omeiu S-CIT, a współczynnik S/R wy­
niósł 0,56. Dla enancjomerów DCIT współczynnik S/R 
był równy 0,72.

Kolumnę na bazie cyklodekstryny zastosowano rów­
nież do analizy citalopramu i jego metabolitów w surowi­
cy i mózgu szczurów [14]. Ekstrakcji analitów dokonano 
metodą ekstrakcji do fazy stałej, a odparowaną do sucha 
próbkę rozpuszczono w 100 pl fazy ruchomej, którą sta­
nowiła mieszanina metanolu z buforem cytrynianowym 
z dodatkiem trietyloaminy o pH = 6,3. Zastosowano de­
tekcję fluorescencyjną ze wzbudzeniem przy długości 
fali X = 240 nm i emisją przy X = 300 nm. W wyniku prze­
prowadzonej analizy dokonano rozdzielenia enancjome­
rów citalopramu, otrzymując dla poszczególnych jego 
form granicę wykrywalności równą 0,6 ng/ml.

Kolejny przykład rozdzielania enancjomerów citalo- 
pramu opiera się na zastosowaniu metody HPLC z uży­
ciem chiralnej kolumny AGP. Kolumna ta zawiera jako 
chiralny selektor osadzony na żelu krzemionkowym kwas 
a-1-glikoproteinowy. Rozdzieleniu został poddany S- oraz 
R-CIT znajdujący się w osoczu ludzkim [8]. Anality wy­
ekstrahowano z osocza za pomocą 2% butanolu w n-hek- 
sanie. Jako fazę ruchomą zastosowano mieszaninę kwasu 
heksanowego z buforem fosforanowym o pH = 6,5. Ana­
lity eluowano z koiumny przy analitycznej długości fali 
X = 240 nm. Wyznaczona granica oznaczalności dla R-CIT 
wyniosła 2,3 ng/ml, a dla S-CIT 2,55 ng/ml. Granice 
wyki-ywalności dla obydwu enancjomerów były równe
1,5 ng/ml.

Ze wzgl ędu na możl iwość uzyskania niskich granic 
wykrywalności podtzas ozntczeń, dużą rozdzielczość 
oraz małe koszty, elektroforeza kapilarna odgrywa zna­
czącą rolę w rozdzielaniu chiralnych związków. Podczas 
analizy próbek biologicznych o skomplikowanej matrycy 
jest często alternatywną metodą dla HPLC.

Najczęściej stosowanymi selektorami do rozdzielenia 
enancjomerów citalopramu metodą elektroforezy kapi­
larnej są cyklodekstryny (CD). Zastosowanie CD w tej 
kwestii zostało opisane w wielu publikacjach. Przykładem 
mogą być badania wykonywane przez Bereas i in. [5]. 
Przeprowadzili oni rozdzielenie enancjomerów citalopra­
mu i jego metabolitów (DCIT, DDCIT, CIT-NO) w moczu

ludzkim, stosując jako chiralny selektor karboksyme- 
tyl-y-cyklodekstrynu wraz z dodatkiem hydrofitowego 
po limeru HPMC (po limer hydroksypropylometylocelu- 
lozowy). Dodatek HPMC zdecydowanie poprawił roz­
dzielenie enancjomerów w warunkach prowadzonej ana­
lizy. Chiralny separator (0,2% w/v CM-y-CD) wraz z do­
datkiem HPMC (0,05% w/v) został dodany do buforu 
fosforanowego o pH = 5. Ekstrakcji leku z ludzkiego mo­
czu dokontno za pomocą techniki ekstrakcj i do fazy 
stałej. Rozdzielenie prowadzono w normalnym układzie 
polaryzowalności przy napięciu równym 28 kV i tempe­
raturze 20oC na krzemionkowej kolumnie przy detekcji 
DAD. Anality rejestrowano przy długości fali X = 205 nm. 
Uzyskano satysfakcjonujące rozdzielenie enancjomerów 
citalopramu oraz jego demetylowanych pochodnych, jak 
również N-tlenku citalopramu. W toku badań walidacyj- 
nych metody osiągnięto dla poszczególnych enancjome­
rów granice wykrywalności równe: 70,5 ng/ml (S-CIT), 
102 ng/ml (R-CIT), 23 ng/ml (R-DCIT), 69 ng/ml 
(R-DDCIT), 81,5 ng/ml (S-DCIT/DDCIT), natomiast gra­
nica oznaczalności wynosiła: 230 ng/ml (S-CIT), 340 ng/ml 
(R-CIT), 80 ng/ml (R-DCIT), 230 ng/ml (R-DDCIT), 
270 ng/ml (S-DCIT/DDCIT).

Rozdzielenia enancjomerów citalopramu i jego aktyw­
nego metabolitu -  dimetylocitalopramu dokonano, sto­
sując, tak jak powyżej, chiralny selektor w postaci 1% siar­
czanu ß-cyklodekstrinu (S-ß-CD) [2]. Jako dodatek do 
25 mM buforu fosforanowego zastosowano 12% acetoni- 
tryl. Lek z osocza ludzkiego wyekstrahowano, stosując 
mikroekstrakcję do fazy ciekłej (LPME). Próbkę nastrzyk- 
nięto do kapilary pokrytej roztworem 0,1% alkoholu po­
liwinylowego. Pomiar absorbancji prowadzono przy dłu­
gości fali 200 nm. Uzyskano zadowalające rozdzielenie 
dla enancjomerów citalopramu i jego aktywnego metabo­
litu oraz granice oznaczalności równe: 5,2 ng/ml (S-CIT),
4,4 ng/ml (R-CIT), 11,2 ng/ml (S-DCIT oraz R-DCIt ). 
Granice wykrywalności dla poszczególnych związków 
wynosiły: 1,6 ng/ml (S-CIT), 1,4 ng/ml (R-CIT), 3,4 ng/ml 
(S-DCIT), 2,7 ng/ml (R-DCIT).

4. Oznaczanie citalopramu i jego enancjomerów
w materiale sekcyjnym

Pomimo małej toksyczności ostrej leków należących 
do grupy SSRI, a wymienionych na początku niniejszej 
pracy, w literaturze naukowej nie brakuje przykładów, 
w których citalopram oznaczany jest w materiale sek­
cyjnym. W większo ici przykładów jednak nie jest on 
główną przyczyną zgonów.

Przykładem oznaczania citalopramu w próbkach bio­
logicznych pochodzenia sekcyjnego jest praca Jenkins 
i in. [10]. Poddali oni analizie różnorodny materiał bio­
logiczny (krew, mocz, ciałko szkliste oka, płyn mózgo­
wo-rdzeniowy) pobrany podczas 22 sekcji zwłok. Cita-
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lopram wyosobniono za pomocą ekstrakcji ciecz-ciecz, 
a następnie poddano analizie za pomocą układu GC z de­
tektorem azotowo-fosforowym (ang. nitrogen phospho­
rus detector, NPD). Dodatkowo do potwierdzenia otrzy­
manych wyników zastosowano układ GC-MS. Pierwszą 
z technik wyznaczono granice wykrywalności i oznaczal­
ności wynoszące odpowiednio 10 oraz 20 ng/ml. W każ­
dym z 22 przypadków anahzie poddano krew pobraną 
z serca, w której stężenie citalopramu wahało się od 90 do 
1640 ng/ml. Tylko 6 z uzyskanych wyników znalazło się 
w zakresie stężeń terapeutycznych (20-200 ng/ml) [18], 
natomiast większość znajdowała się w zakresie stężeń 
toksycznych. Stężenia leku w pozostałych płynach ustro­
jowych i wycinkach narządów wykazywały taką samą 
tendencj ę. Jednakże w żadnym z wymienionych przypad­
ków nie stwierdzono jednoznacznie, czy citalopram stał 
się przyczyną zgonu.

Ostre zatrucie olanzapiną i citalopramem było przy­
czyną śmierci czterdziestoletniej pacjentki zażywającej 
wymiemone leki [9]. Pobrane płyny biotogtczne i wyt 
cinki narządów poddano badani om, stosując taką samą 
jak wcześniej procedurę i warunki pomiarowe. Przepro­
wadzona analiza wykazała, iż stężenie citalopramu we 
krwi pobranej z serca przekracza prawie dwukrotnie 
(3350 ng/ml), a olanzapiny kilkakrotnie (1380 ng/ml) stę­
żenia wykazywane przez innych autorów w przypadku 
zatruć śmiertelnych. Ponadto badania pobranych do ana­
lizy innych próbek biologicznych wykazały występowa­
nie citalopramu w kościach.

W kolejnej cytowanej pracy wykazano, że citalopram 
przyczynił się do zgonu czterdziestojednoletniej kobiety, 
wywołując w połączeniu z moklob emidem (lek prze t 
ciwdepresyjny należący do grupy atypowych inhibitorów 
monoaminooksydazy A, MAO) syndrom serotoninowy 
[6]. Pobrane do badań próbki krwi i moczu poddano 
analizie za pomocą technik HPLC-DAD, GC-NPD oraz 
GC-MS. Wyniki analiz potwierdziły znaczne przekro­
czenie zakresów stężeń terapeutycznych citalopramu 
we krwi (4470 ng/ml), jego głównego metabolitu DCIT 
(420 ng/ml) oraz moklobemidu (5620 ng/ml). Dodat­
kowo badania nie wykazały pośmiertnej redystrybucji 
oznaczanych leków.

Pośmiertną redystrybucję citalopramu i jego metabo­
litów (DCIT, DDCIT) badał Kugelberg i in. [15, 16]. Ba­
dania prowadzone na szczurach wykazały, iż 24 godziny 
po zgonie stężenie leku i jego pochodnych we krwi wzra­
sta około 3-4-krotnie. Ponadto analiza chiralna ujawniła, 
iż stosunek poszczególnych enancjomerów: CIT, DCIT 
i DDCIT nie ulega zmianie po zgonie, natomtast po t 
śmiertna redystrybucja zachodzi w podobnym stopniu za­
równo w przypadku citalopramu, jak i jego metabolitów.

S. Pod sum owa nie

Przegląd stosowanych, a także wciąż rozwijanych 
technik oznaczania citalopramu w materiale biologicz­
nym świadczy o wzroście popularności tego leku. Ten­
dencja ta wynika z faktu, iż należy on do leków nowej ge­
neracji, używanie których wydaje się znacznie bezpiecz­
niejsze niż wykorzystywanych dotychczas w terapii TCA.

Rozwijane techniki pozwalają na analizę jakościową 
i ilośc iową po szcz ególnych en ancj omerów na po ziomie 
rzędu kilku nanogramów. Dodatkowo cały czas trwają 
badania nad ich właściwościami farmakokinetycznymi 
i farmakodynamicznymi oraz oddziaływaniami z innymi 
lekami. Daje to w przyszłości nadzieję na redukcj ę dawki 
leku, zmniejszenie toksyczności wynikającej z obecności 
nieaktywnych stereoizomerów czy też uniknięcie wielu 
szkodliwych interakcji, a co za tym idzie, poprawę sku­
teczności terapii i komfortu życia pacjenta.
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