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Abstrakt

Cilem této bakalatské prace bylo porovnat vybrané analytické metody pro stanoveni
obsahu klotrimazolu v 1ékovych formach z hlediska jejich pravdivosti, preciznosti, finan¢ni
a ¢asové narocnosti. Ke stanoveni klotrimazolu byly zvoleny tifi metody: molekulova
absorp¢ni spektrometrie v UV oblasti, molekulova absorp¢ni spektrometrie ve VIS oblasti
a vysokoucinna kapalinova chromatografie. Vybrané 1éCivé pripravky byly krém Clotrimazol
AL, krém Canesten, sprej Candibene a vaginalni tablety Clotrimazol AL. Nejvice precizni
vysledky poskytlo stanoveni klotrimazolu ve spreji Candibene pomoci metody HPLC.
Naopak nejméné precizni hodnoty byly naméfeny metodou HPLC pfi analyze krému
Canesten. Spektrometrické stanoveni ve VIS oblasti ve spreji Candibene a stanoveni
klotrimazolu v krému Clotrimazol AL pomoci metody HPLC nelze povazovat za pravdivé,
jelikoz se neshoduji s deklarovanou hodnotou. Z hlediska finan¢ni naroc¢nosti byla
nejvyhodnéjsi molekulova absorpéni spektrometrie v UV oblasti, naopak nejnakladnéjsi
metoda byla molekulova absorpéni spektrometrie ve VIS oblasti. Nejvice ¢asové narocnou
metodou byla vysokoucinna kapalinova chromatografie. Molekulova absorp¢ni spektrometrie

v UV oblasti a VIS oblasti byly ¢asové stejn€ naro¢né.

Kli¢ova slova: klotrimazol, molekulova absorpéni spektrometrie v UV oblasti, molekulova

absorp¢ni spektrometrie ve VIS oblasti, vysokoucinna kapalinova chromatografie



Abstract

The aim of this bachelor’s thesis was to compare selected analytical methods for the
determination of clotrimazole in dosage forms in terms of its truthfulness, precision, financial
and time requirements. The three methods were chosen: UV molecular absorption
spectrometry, VIS molecular absorption spectrometry, and high-performance liquid
chromatography. The amount of clotrimazole was determined in four pharmaceuticals: cream
Clotrimazol AL, cream Canesten, spray Candibene, and vaginal tablets Clotrimazol AL. The
determination of clotrimazole in Candibene spray by HPLC gave the most precise results. On
the contrary, the least precise values were measured by HPLC in Canesten cream analysis.
The VIS spectrometric determination in Candibene spray and the determination of
clotrimazole in Clotrimazole AL cream by HPLC cannot be considered true, as it does not
agree with the declared value. UV molecular absorption spectrometry was the least expensive
method, while the most expensive method was VIS molecular absorption spectrometry. The
most time-consuming method was high performance liquid chromatography. UV and VIS

molecular absorption spectrometry were equally time-consuming.

Key words: clotrimazole, UV molecular absorption spectrometry, VIS molecular absorption

spectrometry, high performance liquid chromatography
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Seznam pouzitych zkratek a symboli
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pKa

smérnice linedrni regrese kalibracni zavislosti
absorbance

plocha chromatografického piku [mAU min ]
usek linedrni regrese kalibracni zavislosti
molarni koncentrace [mol dm ]

tloust’ka absorbujiciho prostfedi [cm]
hmotnost [g]

molarni hmotnost [g mol ']

disociacni konstanta kyseliny

objem [ml]

obsah slozky ve vzorku [hmotnostni %]
molarni absorpéni koeficient [mol ' dm® cm™]

vlnova délka [nm]


https://cs.wikipedia.org/wiki/Epsilon

1 Cil bakalarské prace

Cilem této bakalaiské prace je porovnat vybrané analytické metody (molekulovou
absorpcni spektrometrii v UV oblasti, molekulovou absorpéni spektrometrii ve VIS oblasti
zalozenou na vzniku barevného produktu a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii) pro
stanoveni obsahu klotrimazolu ve tfech riznych lékovych forméch (krém, sprej a vaginalni

tablety) z hlediska jejich pravdivosti, preciznosti, finan¢ni a ¢asové naro¢nosti.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Klotrimazol a jeho vlastnosti

Klotrimazol je Sirokospektralni lokalni antimykotikum pattici do skupiny azolt, jenz
tvoti nejrozsifenéjsi skupinu antimykotik. Na zaklad¢é chemické struktury lze azoly rozd¢lit na
triazoly a imidazoly. Klotrimazol, jehoz struktura je zndzornéna na obr. 2.1, spada
do podtfidy imidazoll. Jeho U¢inky byly objeveny koncem 60. let 20. stoleti, coz nasledné

zpusobilo prilom v 1é¢bé koznich a vaginalnich mykéz [1, 2].
N
ﬁ
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Cl

Obr. 2.1 Strukturni vzorec klotrimazolu

Klotrimazol uc¢inkuje fungistaticky, ve vySSich koncentracich aZz fungicidné
viditelny rist plisni pfi optimalnich podminkach, se pohybuje v rozsahu 0,068-8,0 mg dm™
[3]. Jeho rozsahlé antifungalni spektrum zahrnuje kandidy, dermatofyty a aspergily [4].
Neptisobi pouze jako antimykotikum, ale je také pouzivan ke zmirnéni symptomi pfi
trichomonidze [1]. Trichomonacidné plsobi klotrimazol v koncentracich od 0,5-10 mg dm™
[3]. Téz plisobi bakteriostaticky na nokardie, gramnegativni bakterie a majoritni Cast
grampozitivnich bakterii, pfedev§im na streptokoky a stafylokoky. Vyvoj primarni rezistence

je velmi vzacny, sekundarni rezistence se vyskytuje ojedinéle [4]. Rezistence na latku
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klotrimazol je pozorovdna uimunokompromitované populace pacientl, ktefi trpi
orofaryngealni kandidézou, coz je oportunni infekce sliznice dutiny ustni a hltanu [5, 6].
Klotrimazol je celosvétové distribuovan riznymi spolecnostmi, jako aktivni slozka
generického 1€éku [1, 2]. Je predpokladdno, ze se na evropsky trh dostane az 25 tun
klotrimazolu roc¢né, ptredevsim diky spolecnosti Bayer. Vysoké uzivani Iékovych forem
obsahujici klotrimazol ma za nasledek vyskyt klotrimazolu v Zivotnim prostfedim, do kterého
se dostava predevSim z komundlnich Cistiren odpadnich vod. Odhaduje se, ze latka neni
biologicky odbouratelnd a jeji polocas rozpadu v piirodé je vice nez 60 dni, proto podle
evropskych kritérii spada klotrimazol do skupiny perzistentnich latek. Klotrimazol dale podle
REACH splnuje i kritérium toxicity, ov§em v soucasnosti neexistuje zadné riziko pro motské
nebo sladkovodni organismy. Avsak je pravdépodobné, ze vysokd akumulace klotrimazolu
v pfirodé¢ bude mit za nasledek nezddouci u€inky na plodnost, sexualni chovéani a vyvoj
reprodukénich organti u ryb. Polocasy fotodegradace klotrimazolu ve vodé jsou v Sirokém

rozmezi 3—310 dnti v zavislosti na sile slunec¢nich paprsku [7].

2.2  Chemické a fyzikalné-chemické vlastnosti klotrimazolu

Klotrimazol je krystalicky prasek bilého nebo zlutého zabarveni, jehoz sumérni vzorec
je C2H17CIN». Systematicky ndzev latky je 1-[(2-chlorfenyl)difenylmethyl]-1H-imidazol [8].
Klotrimazol hydrolyzuje na dva produkty, jez jsou imidazol a (2-chlorfenyl)difenylmethanol
znazornéné na obr. 2.2 [9, 10]. V alkalickém prosttedi je klotrimazol stabilni a po chemické
strance se jedn4 o slabou bazi s pKy= 8.79 a s molarni hmotnosti 344,84 g mol ' [1, 7]. Dle
Ceského 1ékopisu 2017 je klotrimazol prakticky nerozpustny ve vodé, aviak dobie rozpustny
v 96% lihu & v dichlormethanu [8]. Jeho rozpustnost ve vodé je uvadéna 0,49 mg dm>.

Pti teploté 23 °C se jeho rozpustnost zvysuje na 3-8 mg dm > [7].
N
(
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Obr. 2.2 Hydrolyza klotrimazolu na imidazol a (2-chlorfenyl)difenylmethanol (upraveno podle [9]).
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Chemicka struktura klotrimazolu je velmi zajimava. Na obr. 2.1 je patrné, Ze obsahuje
Ctyfi aromatické kruhy, které jsou vazané na tetraedricky atom uhliku. Heterocyklicka
sloucenina s péticlennym kruhem, kterd ma ve své struktufe dva atomy dusiku, se nazyva
imidazol a je znamo, ze zprostiedkovava reakce prenosu elektronti v biologickych systémech.
Jeden ze zbyvajicich aromatickych kruht, ktery tvoii trifenylmethylovy systém, obsahuje
substituovany chlor v poloze C2. Achirdlni molekulu tvoti dva fenylové kruhy, které jsou
enantiotopické [1]. Kvantové-chemické modelovani poskytlo informaci, ze existuji Ctyfi
stabilni konformery klotrimazolu, avSak Zadny z nich nezahrnuje ve stejné roviné¢ dva
aromatické kruhy. Autofi této studie dosli k zavéru, ze klotrimazol neobsahuje koplandrni
konformer, jelikoz jeho struktura by byla velmi nestabilni [3]. Pomoci svého
nesubstituovaného dusiku klotrimazol u¢inn¢ reaguje s kyselymi ¢i elektrofilnimi druhy, které

se nachazi v biologicky cilovych molekulach [1].

2.3 Syntéza klotrimazolu

Klotrimazol byl poprvé syntetizovan v roce 1969 a je mozné ho pfipravit nékolika
zpuisoby zalozenymi piedevSsim na reakci imidazolu s triethylaminem [7, 11]. Syntéza
klotrimazolu miiZze byt provadéna v nékolika krocich zndzornénych na obr. 2.3.
Pii piipravé klotrimazolu nejprve dochazi k radikalové chloraci o-chlortoluenu, néasledné
k reakci s benzenem v pfitomnosti bezvodého chloridu hlinitého. Po dvojnasobné Friedelové-
-Craftsové alkylaci vznika derivat tritylchloridu, ktery v pfitomnosti triethylaminu alkyluje

imidazol za vzniku klotrimazolu [11].
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Obr. 2.3 Schéma syntézy klotrimazolu (upraveno podle [11]).

2.4  Farmakologické vlastnosti klotrimazolu

VSechna azolovéd antimykotika vcéetné¢ klotrimazolu interferuji s biosyntézou
esencialniho ergosterolu, ktery je hlavni latkou obsazenou v bunéénych membranach nizsich
eukaryot, a to ptfedev§im u hub a kvasinek [1, 12]. Vazba klotrimazolu na cytochrom P450
inhibuje pfeménu lanosterolu na ergosterol a tim naruSuje normalni propustnost a fluiditu
membrany, coz vede k lyze bunky. Klotrimazolem blokovana syntéza ergosterolu spociva
v inhibici enzymu 14a-demethylasy (cytochrom P450 monooxygenasy), ktery je nezbytnou
soucasti pii biosyntéze ergosterolu [1]. Klotrimazol také reaguje s mitochondridlnimi
a peroxizomalnimi enzymy, coz ma za nasledek zvySujici koncentraci peroxidu vodiku, ktery
pravdépodobné napomaha k zaniku bunky (autodigesce peroxidem vodiku) [12, 13]. Hlavni
zpusob piisobeni klotrimazolu je tedy strukturalni a funkéni poSkozeni cytoplazmatické
membrany, které vede kuniku intracelularnich sloucenin fosforu a zaroven dochazi
k rozkladu nukleovych kyselin a k efluxi drasliku [7].

Po absorpci, ktera pfi dermalni a vaginalni aplikaci dosahuje hodnoty mensi nez 2 %,
je klotrimazol metabolizovan oxidaci a degradaci imidazolového kruhu (deaminaci
a O-dealkylaci) na neucinné metabolity. Mezi hlavni metabolity se fadi 2-chlorofenyl-4-
-hydroxyfenyl-fenylomethan zndzornény na obr. 2.4 spolu s dal§imi metabolity klotrimazolu.

Inaktivni metabolity se vazou na plazmatické bilkoviny a po 2-6 hodinach je dosazeno jejich
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maximalni koncentrace v plazmé, ktera ¢ini 10 pg dm™ [14]. VétSina inaktivni formy je
vylucovana do zluce a odchézi z téla stolici. Tato primérni cesta eliminace zahrnuje 60 %
metabolitl, 2-15 % inaktivni formy klotrimazolu je vylu¢ovdno moci a pouze 1 % je z téla
vylouc¢eno v nezménéné formé [2, 14]. Diky rychlé biotransformaci klotrimazolu dochazi

po 48 hodinach k jeho uplIné eliminaci [3].

2-chlorofenyl-4-hydroxyfenyl-fenyl-methan benzofenon 2-chlorofenyl-bis(fenyl)methanol

2-chlorofenyl-4-hydroxyfenyl-fenyl-methanol 4-chlorofenyl-bis(fenyl)methan

Obr. 2.4 Strukturni vzorce hlavnich metabolitti klotrimazolu (upraveno podle [7])

2.5 Dostupné Iékové formy klotrimazolu

V Ceské republice se ¢inna latka klotrimazol vyskytuje v mnoha lékovych formach
pod riiznymi obchodnimi jmény. Bézné k dostani je ve forme krému, vagindlnich tablet
¢i spreje. V jinych statech, ptredevSim v USA, jsou dostupné i ordlni tablety proti

orofaryngealni kandidoze, které ovSem vykazuji fadu nezadoucich ucinka [1].
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251 Krém

Klotrimazol ve form¢ bilého homogenniho krému je volné prodejny 1éCivy ptipravek,
ktery lze koupit pod obchodnimi nézvy, jako jsou Canesten, Candibane ¢i Jenamazol. Obsah
u¢inné latky v krému ¢&ini 10 mg g ' [13—15]. Terapeuticka indikace zahrnuje mykotické
infekce kiize zpiisobené kvasinkami, dermatofyty a plisnémi, jez se nasledné¢ mohou projevit
jako mykotickd onemocnéni klize (napt. Pityriasis versicolor, Tinea cruris), koznich zahybi
a nohou [16]. Dale Ize pouzit krém jako dopliitkovou 1écbu pfi mykdze nehtii. Velké vyuziti
ma v 1écbé gynekologickych infekci u Zen 1 u muzii vyvolané nejCastéji plisnémi rodu
Candida. Mezi nejcastéjsi infekce vyvolané kvasinkou Candida albicans se tadi
vulvovagindlni kandidéza [18, 19]. Kromé zanéti téz ucinkuje proti infekcim pochvy
zpuisobené predevsim streptokoky a stafylokoky, které fadime mezi grampozitivnimi mikroby.
Opakujici infekce mohou indukovat jina zdvazna onemocnéni, véetné HIV infekce [14, 15].

Nezadouci reakce na krémy s u¢innou latkou klotrimazol se vyskytuji ojedinéle
a zahrnuji prevazné podrazdéni kiize. U pacientl se mize vyskytnout pirechodné zarudnuti,
pocit pichani nebo paleni v misté aplikace. U pfipravku Canesten Gyn zahrnuji nezadouci
ucinky dysurii ¢i bolest bficha [13]. Pti 1é€bé gynekologickych problémil byla zaznamenana
alergicka reakce u pacientek precitlivélych na latky cetylstearylalkohol a benzylalkohol. Dalsi
pomocné latky jsou sorbitan-stearat, polysorbat 60, cetyl-palmitat a oktyldodekanol, uméla
vorvanovina a ¢isténa voda. U pacientii Iécenych klotrimazolem je pozorovana nizsi u¢innost

amfotericinu a dalSich polyenovych antibiotik (nystatin, natamycin) [13-15].

2.5.2 Vaginalni tablety

Lécba krémem pii gynekologickych problémech je ve vétSin€ piipadii doprovazena
aplikaci vagindlnich tablet, které maji totoZnou terapeutickou indikaci. Mezi Casté infekce
zpiisobené kvasinkou Candida albicans se tadi vulvovaginalni kandidoza postihujici alesponl
jednou za zivot 70 % zenské populace [17, 18]. Bila podlouhla bikonvexni vaginélni tableta
s obsahem uc¢inné latky 100, 200 nebo 500 mg ma obdobnou indikaci jako krém.

Indikace zahrnuji pfecitlivost na Gcinnou latku klotrimazol nebo na dalsi slozky
ptipravku, se projevuji lokdlnimi alergickymi reakcemi [20]. V ojedinélych ptipadech
se muze u pacientky projevit edém sliznice pochvy. Vaginalni tablety nejsou doporucovany
téhotnym Zendm v prvnim trimestru téhotenstvi z divodu nebezpeci spontanniho potratu.

Toto podezieni plyne ze studie publikované v roce 1987, avSak vysledky dosud nebyly
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nalezité¢ potvrzeny [21]. Opakujici aplikace vaginalnich tablet ma za nasledek zménu
vaginalni mikroflory [17]. Vedle uc¢inné latky obsahuji vagindlni tablety kukufi¢ny Skrob,
adipovou kyselinu, hydrogenuhli¢itan sodny, polyvinylpyrrolidon, stearat hotec¢naty, koloidni

bezvody oxid kiemicity, polysorbat 80 a monohydrat laktosy [12, 21].

2.5.3 Kozni sprej

Bezbarvy az slab& nahnédly roztok s obsahem u¢inné latky klotrimazolu 10 mg cm™

ma Siroké terapeutické uplatnéni. Je vyuzivan pro 1é¢bu Pityriasis versicolor, povrchovych
kandid6z a koznich mykoz zptsobené kvasinkami, plisnémi ¢i dermatofyty. Pomocné latky
jsou oktyldodekanol, benzylalkohol, makrogol 400, propylenglykol, dihydrat natriumcitratu,
Cisténa voda a izopropylalkohol, ktery zapficinuje charakteristicky zapach kozniho spreje.
Hypersenzitivita se muze projevit na kteroukoli pomocnou latku, avSak nejcastéjsi pficina

je propylenglykol, jehoZ koncentrace ¢ini 546 g dm ™ [22].

2.6  Metody pro stanoveni klotrimazolu

Pro stanoveni obsahu klotrimazolu v riznych 1ékovych formach bylo navrzeno mnoho
analytickych metod. Mezi hlavni metody stanoveni obsahu klotrimazolu patii pievazné
vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC). Stanoveni azolovych antimykotik véetné
klotrimazolu metodou HPLC ve farmaceutickych ptipravcich se zabyva prace autor Abdal-
-Moety a kol. [23]. Autofi v této studii pouZili reverzni staciondrni fazi C18, kde jako mobilni
fazi slouzila smés obsahujici acetonitril a 25mM trishydroxymethylaminomethan
ve fosfatovém pufru pii pH = 7,00 (55:45). Detekce UV probihala pti vinové délce 260 nm
a limit detekce klotrimazolu ¢inil 10,00 g dm™ [23]. Chou a kol. [24] publikovali praci, kde
ke stanoveni klotrimazolu v kosmetickych a farmaceutickych pfipravcich, pouZili nejdfive
extrakci superkritickou tekutinou a néasledné vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii na
koloné C18 za pouziti izokratické eluce s mobilni fazi methanol, voda, diethylamin a octova
kyseliny v poméru 80:20:0,3:0,2 pti pH = 7. Detekce probihala pti vinové délce 224 nm za
touto metodou je 0,42 g dm™>. Pro stanoveni klotrimazolu v komeréné dostupnych 1é&ivech
vyuzil Cakar a kol. [25] tenkovrstvou chromatografii s denzitometrickou kvantifikaci za
pouziti mobilni faze obsahujici smés ethylacetatu, heptanu a methanoldiethylaminu, kde limit

detekce ¢inil 0,03 g dm™>.
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Ke stanoveni klotrimazolu lze vedle chromatografickych metod vyuzit téz
elektromigra¢ni metody, mezi nimiz dominuji CZE a MEKC. Kapilarni zdénovou
elektroforézu vyuzili Adela Arranz a kol. [26] pro soucasné stanoveni smési tii imidazolovych
1é¢iv véetné klotrimazolu v prostiedi octové kyseliny-Tris pufru pii pH = 5,18 za UV detekce.

S vyuzitim metody CZE autoii Wienen a kol. [27] detegovali klotrimazol v plazmé
s limitem detekce 0,30 gdm™>. V této analyzy slouzil jako vnitini standard ketokonazol.
Miceralni elektroforetickou chromatografii pouzili Lin a Wu [9], ktefi pro separaci
klotrimazolu pouzili dodecylsulfat sodny, acetonitril a butanol pii pH = 7.20. Nejnizsi
relevantni detekovatelné mnozstvi klotrimazolu touto metodou je 13,00 g dm ™,

Podle Ceského lékopisu 2017 lze klotrimazol jako ¢&istou substanci stanovit
titracné [8]. Vzorek o hmotnosti 0,300 g se rozpustni v octové kyselin€ a nasledné se titruje
0,IM kyselinou chloristou. Titrace je provadéna do okamziku, kdy vizudlni indikator
naftolbenzein zméni barvu z hnédozluté na zelenou.

Kromé jiz zminénych metod 1ze k detekci klotrimazolu vyuzit naptiklad diferencni
pulsni polarografii. Pereira a kol. [28] zjistili, Ze klotrimazol v pufru Britton-Robinson pfi
pH = 2,00 reaguje s reaktivnim barvivem. Touto metodou lze nepifimo stanovit klotrimazol
v pfitomnosti ptfebytku barviva, jelikoz produkt reakce vykazuje diferencidlni pulzni
jez 1ze touto metodou relevantné detekovat, je 2,60 mg dm>.

Pro stanoveni obsahu klotrimazolu lze pouzit 1 fotoakustickou spektroskopii, kterou

vyuzili autofi Schendzielorz a kol. [29].

2.7  Principy vybranych metod pro stanoveni klotrimazolu

V této bakalarské praci jsou vyuzity tfi metody stanoveni klotrimazolu v riznych
Iékovych formach (vaginalni tablety, krém a sprej). Prvni vybranou metodou byla molekulova
absorp¢ni spektrometrie v UV oblasti, pii niz byla vyuzita metoda kalibracni zavislosti a také
metoda pridavku standardu. Druhou vybranou metodou byla molekulova absorpéni
spektroskopie ve viditelné oblasti, pii niz byl klotrimazol pfeveden na barevny komplex.

Posledni pouZita metoda byla vysokot¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi.
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2.7.1 Molekulova absorpcni spektrometrie v UV oblasti

V této bakaléaiské praci je vyuzita metoda podle Hoogerheida a Wyka [30], ktera
popisuje stanoveni obsahu klotrimazolu pomoci molekulové absorp¢ni spektrometrii v UV

oblasti v prostfedi methanolu pfi vinové délce 259 nm.

2.7.2 Molekulova absorp¢ni spektrometrie ve VIS oblasti

Pro stanoveni klotrimazolu ve farmaceutickych vyrobcich bylo navrzeno nékolik
spektrometrickych metod ve VIS oblasti. V této bakalarské praci byla vybrana metoda podle
Khashaba a kol. [31] zalozend na vzniku barevného komplexu mezi p-chloranilovou
kyselinou a imidazolovou ¢asti klotrimazolu v prostfedi acetonitrilu, zndzornéné na obr. 2.4.

V této studii autofi méfili absorbanci pii vinové délce 520 nm proti slepému pokusu.

cl OH cl F HN=
=

HO Cl HO Cl

Obr. 2.4 Vznik barevného komplexu mezi p-chloranilovou kyselinou a imidazolovou jednotkou

klotrimazolu (upraveno podle [31])

2.7.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Dle Evropského 1€kopisu 2019 [32] lze stanovit klotrimazol pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografii za vyuziti kolony C-18 (150x4,5 mm; 5 pm), kterd je temperovana
na teplotu 40 °C. Mobilni faze je sloZena z acetonitrilu a z roztoku pfipraveného rozpusténim
1,0 g dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho a 0,5 g tetrabutylammonium hydrogensulfatu ve
vod¢ a zifedéného vodou na 1000 ml. Obsah klotrimazolu je stanovovan pomoci gradientové
eluce pfi pritoku mobilni faze 1 ml/min. Konecnd UV detekce probihd pii vinové délce

210 nm a zjistény retencni ¢as klotrimazolu ¢ini 12 minut.
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Obsah klotrimazolu podle Amerického 1ékopisu 2020 [33] Ize stanovit za pouziti
kolony C-18 (250x4,5 mm; 5 pum), jenz je temperovand na teplotu 40 °C. Mobilni faze
obsahuje acetonitril a vodny roztok 0,43 % hydrogenfosfore¢nanu draselného v poméru 3:1.
Dle této metody je pii isokratické eluci pritok mobilni faze 1,5 ml/min a retenc¢ni Cas
klotrimazolu 12 minut.

Podle Britského 1ékopisu 2020 [34] Ize klotrimazol stanovit pomoci kolony C-18
(200%4,6 mm; 5 um). Béhem méfeni je kolona temperovana na laboratorni teplotu. Mobilni
faze je slozena z kyseliny fosfore¢né o koncentraci 1,96 g dm™ a methanolu. Kone¢nd UV

detekce probiha pii vinové délce 215 nm a zjistény retencni Cas klotrimazolu ¢ini 12 minut.

2.8 Preciznost a pravdivost analytickych méfeni

Vzijemnou shodu vysledkii ziskanych meéteni totozného vzorku pifesn€ stejnym
postupem popisuje preciznost. Preciznost byva definovana smérodatnou odchylkou,
rozptylem, rozpétim a variatnim koeficientem [35]. Pravdivost vyjadiuje tésnost shody mezi
referencni hodnotou veli¢iny a aritmetickym primérem ziskaného znekonecného poctu

opakovanych naméfenych hodnot veli€iny [36].
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3  Experimentalni Cast

3.1 Analyzované léCivé pfipravky

Pro stanoveni obsahu klotrimazolu byly pouzity nasledujici 1é¢ivé ptipravky:

1. Krém Clotrimazol AL 10 mg g !, STADA AG (Némecko), &islo arze 01291, pouzitelné
do 05/2023.

2. Krém Canesten 10 mgg !, Bayer (Némecko), ¢islo Sarze GP023B2, pouzitelné do
12/2023.

3. Vaginalni tablety Clotrimazol AL 100 mg v jedné tableté, STADA AG (Némecko), Cislo
Sarze 03018, pouzitelné do 07/2025.

4. Sprej Candibene 10 mgml!, Teva Pharmaceutical Industries (Izrael), ¢islo Sarze

X07999A, pouzitelné do 04/2023.
3.2 Pouzité chemikalie

e  Acetonitril, HPLC Supra-Gradient (Biosolve Chimie, Francie)

e Deionizovana voda o mérné vodivosti < 0,05 uS cm ™!, ziskana ptistrojem Milli-Q
(Millipore, USA).

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny, p.a., (Lachema, CR)

e  Methanol, HPLC Supra-Gradient (Biosolve Chimie, Francie)

e p-chloranilové kyselina, < 98 % (Sigma-Aldrich)
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3.3  Pracovni postupy pouzitych metod

3.3.1 Molekulova absorpcni spektrometrie v UV oblasti

Priprava roztoku

1. Zasobni roztok klotrimazolu byl pfipraven odvazenim 0,0172 g standardu klotrimazolu,
ktery byl kvantitativné preveden do 50,00 ml odmérné banky. Banka byla nasledné
doplnéna po rysku methanolem. Koncentrace klotrimazolu v tomto zasobnim roztoku

¢inila 0,35 g dm™.

Meéreni

Ke spektrometrickému métfeni v UV oblasti byl pouzit jednopaprskovy spektrometr
HP 8453 sdiodovym polem firmy Hewlett Packard. Méfeni probihalo v kifemennych
kyvetach tloustky 1 cm. Absorp¢ni spektrum bylo méfeno od 200 do 400 nm. Pro stanoveni
obsahu klotrimazolu v analyzovanych 1ékovych formach (krém, vagindlni tablety a sprej) byla

pouzita metoda kalibra¢ni z&vislosti a metoda pridavku standardu.

Metoda kalibracni zavislosti

Pro metodu kalibra¢ni zavislosti byly z prvniho standardniho roztoku klotrimazolu
piipraveno $est roztokti o koncentracich 0,17 az 0,35 g dm™>. Do 10,00 ml odmérnych ban&k
bylo odpipetovéano 0,50 ml, 1,00 ml, 2,50 ml, 5,00 ml, 7,50 ml a 10,00 ml roztoku standardu
klotrimazolu. VSechny baniky byly néasledné doplnény po rysku methanolem a poté bylo
zméteno jejich spektrum. Byla uréena maximalni vlnovd délka, ktera cinila 261 nm
a nasledné ze zmétenych spekter byla vytvotena kalibraéni zavislost.

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,500 g krému Canesten, ktery byl
kvantitativné pteveden do 50,00 ml odmérné baiiky a doplnén po rysku methanolem. Navazka
krému byla rozpusténa pomoci ultrazvukové 1azné po dobu péti minut a nésledné byla

zméiena absorbance pii vinové délce 261 nm.
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Vyhodnoceni
Pro stanoveni obsahu klotrimazolu v 1éku Canesten metodou kalibra¢ni zévislosti byl
pouzit nasledujici vztah

Az60 = b .
_ Mnalez . 100 = —a Mcio - VmeoH

Mdeklar Mdeklar

Wcio 100 3.1

kde wcro je obsah klotrimazolu ve vzorku [%)], minae: je hmotnost klotrimazolu [g], A2s0 je
nameétfend absorbance, b je Usek linearni regrese kalibracni zadvislosti, a je smérnice linearni
regrese kalibraéni zavislosti [mol' dm’], Mco je moldrni hmotnost klotrimazolu
[344,84 g mol '], Vaeorje objem pripraveného roztoku [0,05 dm?] a mgexiar hmotnostni obsah

klotrimazolu deklarovany vyrobcem [g].
Metoda pridavku standardu

Ke stanoveni klotrimazolu pomoci metody piidavku standardu v UV oblasti byla
ptfipravena sada Sesti roztokil o odlisnych koncentraci klotrimazolu. Nejprve bylo do vSech
10,00 odmérnych ban¢k odpipetovano stejné mnozstvi roztoku vzorku. Vzorek byl pfipraven
totoznych postupem jako pifi metod€ kalibracni zavislosti. Navazka 0,500 g vzorku byla
rozpusténa v 50,00 ml odmérné banice v methanolu pomoci ultrazvukové ldzné po dobu péti
minut. Po odpipetovani 5,00 ml roztoku vzorku do kazdé banky bylo pomoci sklenéné pipety
ptidano 0,00, 1,00, 2,00, 3,00, 4,00 a 5,00 ml standardu klotrimazolu a vSechny odmérné
banky byly doplnény po rysku methanolem. Opét byla u vSech vzorkii zméfena absorbance

proti slepému vzorku pti vinové délce 261 nm.
Vyhodnoceni

Pro stanoveni obsahu klotrimazolu v krému Canesten metodou ptidavku standardu byl

pouzit nasledujici vztah

b
_ Mpglez 100 = 7 Mcio VMeoH
Welop =—— ="
Mdeklar Mdeklar

100 (3.2)
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kde wcro je obsah klotrimazolu ve vzorku [%], mnae- je hmotnost klotrimazolu [g], b je Gsek
linedrni regrese kalibracni zavislosti, Mcro je molarni hmotnost klotrimazolu
[344,84 g mol '], a je smérnice linearni regrese kalibracni zavislosti [mol™! dm?], Vaeon je
objem piipraveného roztoku [0,05 dm?] a maekie hmotnostni obsah klotrimazolu deklarovany

vyrobcem [g].

3.3.2 Molekulova absorpéni spektrometrie ve VIS oblasti

Priprava roztoku

1. Zésobni roztok klotrimazolu byl pfipraven odvazenim 0,0201 g standardu klotrimazolu
do 100,00 ml odmérné banky. Baiika byla poté doplnéna po rysku acetonitrilem.
Koncentrace klotrimazolu v tomto z4sobnim roztoku byla 0,2 g dm™.

2. Zasobni roztok p-chloranilové kyseliny byl pfipraven navazenim 0,3500 g p-chloranilové
kyseliny, kterd byla kvantitativné pfevedena do 100,00 ml baiiky a rozpousténa
v acetonitrilu. Rozpousténi bylo urychleno vloZzenim 100,00 ml banky do ultrazvuku po

dobu 10 minut. Koncentrace p-chloranilové kyseliny byla 3,5 g dm™.

Meéreni

Ke spektrometrickému stanoveni ve VIS oblasti byl pouzit jednopaprskovy
spektrometr HP 8453 s diodovym polem firmy Hewlett Packard. Méfeni probihalo
v ktemennych kyvetach tloustky 1 cm. Absorp¢ni spektrum bylo méteno od 400 do 800 nm.
Pro stanoveni obsahu klotrimazolu v analyzovanych lékovych formach (krém, vaginalni

tablety a sprej) byla pouzita metoda ptidavku standardu.
Metoda pridavku standardu

Pro stanoveni obsahu klotrimazolu ve vSech vybranych 1€kovych formach byla pouzita
metoda ptidavku standardu ve VIS oblasti. Pii stanoveni klotrimazolu ve spreji Candibene
byla tfikrat pfipravena sada sedmi roztokii o odliSné koncentraci klotrimazolu. Nejprve byl

1,00 ml spreje odpipetovan do 25,00 ml odmérné baiky, ktera byla doplnéna po rysku
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acetonitrilem. Do sedmi 10,00 ml odmérnych ban¢k byl pipetovan 1,00 ml zdsobniho roztoku
chloranilové kyseliny. Nésledn¢ bylo pfidano do prvni baiiky 0,00 ml a do nasledujicich Sesti
odmérmnych ban¢k 1,00 ml roztoku vzorku. Pomoci sklenéné pipety bylo do vSech banék
pipetovan standard o objemu 0,00, 0,00, 1,00, 2,00, 3,00, 4,00 a 5,00 ml. Po uplynuti sedmi
minut byly odmémé baiky doplnény po rysku acetonitrilem a u vSech byla zméfena
absorbance pii vinové délce 517 nm.

Pti stanoveni obsahu klotrimazolu ve dvou riznych krémech znacky Canesten
a Clotrimazol Al se postupovalo totozné. Nejprve byla piesna navazka okolo 1,00 g krému
kvantitativné pfevedena do 25,00 ml odmérné banky, ktera byla nasledné doplnéna po rysku
acetonitrilem. Banka s obsahem krému 1,00 g byla vlozena v kadince s teplou vodou do
ultrazvuku a byla zde ponechéna po dobu 30 minut. Po uplynuti ur¢ené doby byla 25,00 ml
odmérna banka zchlazena v lednici a ponechana stat piti laboratorni teploté z divodu usazeni
nerozpusSténé¢ho krémového zakladu. Pro Uplné oddéleni byla nasledné horni faze roztoku
presunuta do polyethylenovych mikrozkumavek typ Eppendorf, které byly vlozeny do
centrifugy po dobu 10 minut. Pro metodu ptfidavku standardu byla tfikrat ptipravena sada
sedmi roztokdl o koncentracich 0-100 mg dm™ standardu klotrimazolu a bylo postupovano
stejnym zplUsobem jako pii stanoveni obsahu klotrimazolu ve spreji. Taktéz bylo do vSech
10,00 ml odmérnych ban¢k napipetovan 1,00 ml zdsobniho roztoku chloranilové kyseliny,
standard o objemu 0,00, 0,00, 1,00, 2,00, 3,00, 4,00 a 5,00 ml. Nasledn¢ bylo ptfidano do
prvni banky 0,00 ml a do nasledujicich Sesti odmérnych banc¢k 1,00 ml roztoku vzorku. Po
uplynuti sedmi minut byly vSechny banky doplnény po rysku acetonitrilem a byla zméfena
jejich absorbance proti slepému vzorku pfi vinové délce 500 nm.

U stanoveni obsahu klotrimazolu ve vagindlnich tabletaich Clotrimazol AL
se postupovalo analogicky jako u ptedchozich 1ékovych formach. Vaginalni tablety byly
nejprve rozdrceny na jemny prasek. Na analytickych vahach bylo navdZzeno 0,151 g rozdrcené
tablety a navazka byla kvantitativné pfevedena do 25,00 ml odmérné bailkky a doplnéna
acetonitrilem po rysku. Pro Gplné rozpusténi jemného prasku byla odmérna baiika vloZena po
dobu 15 minut do ultrazvuku. Po uplynuti pozadované doby byl vzorek pomoci centrifugy
odstiednén. Nasledné byla v 10,00 ml odmérnych ban€k pfipravena sada sedmi vzorki
orizné koncentraci klotrimazolu. Do vSech odmérnych ban€k byl pipetovan 1,00 ml
p-chloranilové kyseliny. Pomoci sklenénych pipet byl dale do vSech ban¢k kromé prvni
pipetovan 1,00 ml roztoku vzorku a poté standard o objemu 0,00, 0,00, 1,00, 2,00, 3,00, 4,00
a 5,00 ml. Po uplynuti sedmi minut byly vSechny 10,00 ml odmérné banky doplnény

acetonitrilem. Absorbance byla zmétena pti vinové délce 500 nm u vSech vzork.
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Vyhodnoceni

Pro stanoveni obsahu klotrimazolu ve vybranych Iékovych formach (krém, vaginalni

tablety, sprej) metodou ptidavku standardu byl pouzity néasledujici vztahy:

a) pro krém Clotrimazol

b

Welo = —f:k’l +100 = —2—-100 (3.3)
b) pro krém Canesten
b
Wepp = —Cczzr +100 = ——-100 (3.4)
¢) pro sprej Candibene
b
Weio = CC:Tll 100 = —=—- 100 (3.5)

d) pro vaginalni tablety Clotrimazol AL

Wepe = 242,100 = —2—- 100 (3.6)

Cdeklar Cdeklar

kde wcro je obsah klotrimazolu ve vzorku [%], mnae, je nalezend hmotnost klotrimazolu
ve vzorku [g], cuale: je nalezend koncentrace klotrimazolu ve vzorku [mol dm™], b je tisek
linedrni regrese zavislosti absorbance na koncentraci piidavku standardu, a je smérnice
line4rni regrese zavislosti absorbance na koncentraci piidavku standardu [mol ' dm?®], Mcroje
molarni hmotnost klotrimazolu [344,8 g mol™'], Vimeon je objem piipraveného roztoku
[0,01 dm?], maeriar hmotnostni obsah klotrimazolu deklarovany vyrobcem [g], Cuaekiar

koncentrace klotrimazolu deklarovana vyrobcem [mol dm™].
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3.3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Priprava roztoku

1. Zéasobni roztok klotrimazolu byl pfipraven odvazenim 0,020 g standardu klotrimazolu.
Navazka byla kvantitativné presunuta do 100,00 ml odmérny banky a doplnéna po rysku
acetonitrilem. Koncentrace klotrimazolu v zasobnim roztoku ¢inila 0,2 g dm>.

2. Roztok hydrogenfosfore¢nanu draselného byl pfipraven navazenim 4,350 g KoHPO4

a rozpusténim v Milli-Q vodé¢ v 1000 ml odmérné barice.

Meéreni

Stanoveni obsahu klotrimazolu pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
s UV detekci pfi 210 nm bylo realizovano na piistroji UHPLC Nexera XR (Shimadzu,
Japonsko) s detektorem s diodovym polem. Kolona Kinetex C-18 (100%3,5 mm: 2,6 pm) byla
temperovana na teplotu 30 °C. Mobilni faze byla slozena z acetonitrilu a z vodného roztoku
0,43 % hydrogenfosfore¢nanu draselného v poméru 3:1. Pritok mobilni faze pfti isokratické

eluci ¢inil 1 ml min~".

HPLC stanoveni

Pro kalibra¢ni zavislost bylo vytvofeno sada sedmi roztokli o odlisSné koncentraci
standardu klotrimazolu. Do 10,00 ml odmérnych ban€k byl odpipetovan standard
klotrimazolu o objemu 0,25, 0,35, 0,50, 1,50, 2,50, 3,50 a 5,00 ml. Obsah vSech ban¢k byl
doplnén po rysku acetonitrilem. Pro stanoveni obsahu klotrimazolu pomoci metody HPLC byl
roztok vzdy pfeveden do vialky a uzavien vickem se septem.

Pfi stanoveni obsahu klotrimazolu ve spreji Candibene byl nejprve 1,00 ml spreje
odpipetovan do 25,00 ml odmérné banky. Po doplnéni obsahu banky acetonitrilem byl roztok
pieveden do vialek, které byly poté uzavieny vickem se septem.

Pti stanoveni obsahu klotrimazolu ve dvou riznych krémech znacky Canesten
a Clotrimazol Al se postupovalo opét totozn¢. Nejprve byla pfesnd navazka okolo 1,00 g
kvantitativné pievedena do 25,00 ml odmérné bainky a doplnéna po rysku acetonitrilem.

Nasledné byla 25,00 ml baiika vloZena na 30 minut do ultrazvuku a po uplynuti této doby byl
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roztok pfeveden do polyethylenovych mikrozkumavek typu Eppendorf a nasledné byl
odstfedén pomoci centrifugy. Vzorek o objemu 1,00 ml byl odpipetovan do 10,00 ml odmérné
bariky a doplnén po rysku acetonitrilem. Roztok byl pfeveden do vialky a uzavien vickem se
septem.

Pro stanoveni klotrimazolu ve vaginalnich tabletich byla tableta nejprve dikladné
rozdrcena. Navazka, ktera Cinila 0,151 g, byla kvantitativné pfevedena do 25,00 ml odmérné
banky a doplnéna po rysku acetonitrilem. Pro rychlejsi rozpousténi byla 25,00 ml odmérna
banka vlozena do ultrazvuku po dobu 15 minut. Po uplynuti ur¢ené doby byl roztok
v polyethylenovych mikrozkumavek typu Eppendorf odstiedén. Vzorek o objemu 1,00 byl
nasledné pomoci sklenéné pipety odpipetovan do 10,00 ml odmérné bainky a doplnén po
rysku acetonitrilem. Vysledny vzorek byl ptfeveden do vialky a uzavien vickem se septem.

Vsechna stanoveni byla provedena v tripletech.

Vyhodnoceni

Pro stanoveni obsahu klotrimazolu ve vybranych lékovych formach (sprej, krém a

vagindlni tablety) byly pouzity tyto vztahy:

a) pro krém Clotrimazol

A

Weio = —f;kll +100 = —2—-100 (3.7)
b) pro krém Canesten
A
Weio = —CC;‘LT; -100 = Cd;dar 100 (3.8)
¢) pro sprej Candibene
A
Weie = —Cc:kll 100 = Cd;dar 100 (3.9)

d) pro vaginalni tablety Clotrimazol AL

Wepp = —2alez . 100 = —2—. 100 (3.10)

Cdeklar Cdeklar
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kde wcroje obsah klotrimazolu ve vzorku [%], cnae: je nalezend koncentrace klotrimazolu ve
vzorku [mol dm™], cgeriar koncentrace klotrimazolu deklarovana vyrobcem [mol dm™], a je
smérnice linedrni regrese zavislosti plochy chromatografického piku na koncentraci

klotrimazolu [mAU min ! mol™' dm?®] a 4 je plocha piku [mAU min ']

3.3.4 Statistické zpracovani namérenych dat

Statistick¢é zpracovani naméfenych dat bylo provedeno obvyklymi statistickymi
postupy na hladiné vyznamnosti 0,95 (cit. [37]). U hodnot ziskanych pii stanoveni obsahu
klotrimazolu byl proveden Deantiv-Dixonuv test pro zjisténi odlehlosti vysledka jednotlivych
stanoveni. Kone¢né vysledky jsou zapsany jako median s intervalem spolehlivosti. Jednotlivé
grafy a statistické vypocty byly provedeny pomoci softwarovych programi Microsoft Excel

2022 (Microsorf Corporation, USA) a OriginPro 6.0 (Microcal Software, USA).
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4  Vysledky a diskuze

4.1  Molekulova absorp¢ni spektrometrie v UV oblasti
4.1.1 Metoda kalibracni zavislosti

Obrazek 4.1 znazornuje absorpéni spektrum standardu klotrimazolu v rozsahu
vlnovych délek 225300 nm v prostiedi methanolu. Z naméteného spektra byla jako vhodna
vlnové délka pro stanoveni vybrana hodnota absoprpéniho maxima pti 261 nm.

Nejprve byla pro stanoveni pouzita metodu kalibrac¢ni zavislosti, nicméné¢ se ukazalo,
ze v dusledku interferenci excipientli z 1ékovych forem neposkytuje tento pristup ani pravdivé

ani presné vysledky.

0.9 - e
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0.0 1 1
225 250 275 300
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Obr. 4.1 Absorpeni spektrum v UV oblasti standardu klotrimazolu o koncentraci 1,72 g dm™

v prostfedi methanolu (tloustka absorbujici vrstvy 1 cm).
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4.1.2 Metoda pridavku standardu

Druhym pouzitym pfistupem pro stanoveni klotrimazolu metodou molekulové
absorpéni spektrometrie v UV oblasti bylo vyuziti metody pfidavku standardu. Interference
excipientii se projevila i1 pfi pouziti tohoto pfistupu, tudiz i tuto metodu nelze pouzit pro
stanoveni obsahu klotrimazolu ve vybranych lékovych formach jako je krém, vaginalni

tablety Ci sprej.

4.2  Molekulova absorpCni spektrometrie ve VIS oblasti

4.2.1 Metoda pfidavku standardu

Metoda ptidavku standardu ve VIS oblasti byla pouzita u v§ech vybranych Iékovych
forem. Na obr. 4.2 (a) je zndzornén prubeh absorpénich spekter ve VIS oblasti v prostiedi
acetonitrilu pro tfi rtizné roztoky. Diferencni graf, ktery byl vytvoifen odectenim spektra
roztoku p-chloranilové kyseliny od spektra roztoku reakéniho produktu standardu
klotrimazolu s p-chloranilovou kyselinou je znazornén na obr. 4.2 (b) a ukazuje, Ze vhodnou
vlnovou délkou pro méteni je 517 nm. Obrazek 4.3 zobrazuje zévislost absorbance pfi vinové
délce 517 nm na koncentraci piidavku standardu klotrimazolu ve vagindlnich tabletach
Clotrimazol AL v prostiedi acetonitrilu. Ziskané koncentrace klotrimazolu z linearni regrese
zavislosti absorbance na koncentraci pifidavku standardu jsou zaznamenény v tab. 4. 1.
V tabulce jsou zaznamenany koncentrace vSech vybranych lékovych forem a vypocitany
obsah klotrimazolu ve vzorku v procentech deklarovaného obsahu. U stanoveni obsahu
klotrimazolu ve spreji Candibene nedoslo k iplné separaci pomocnych latek od stanovované
ucinné latky, tudiz béhem méfeni dochéazelo k interferenci.

Deantiv-Dixontiv test neurCil zadny vysledek jako odlehly. V analyzovaném vzorku
krému Clotrimazol AL byl obsah klotrimazolu podle statistického zpracovani dat stanoven na
101,3£3,9 %, v krému Canesten 100,3£3,9 %, ve spreji Candibene 110,7+9,36 % a ve
vaginalnich tabletach Clotrimazol AL 99,343,12 %.
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Obr. 4.2 (a) Absorpcni spektrum ve VIS oblasti v prostiedi acetonitrilu (tloustka absorbujiciho

prostfedi 1 cm): (1) standard klotrimazolu (ccro = 0,2 g dm™), (2) p-chloranilova kyselina (cca =

= 8,75 g dm™), (3) reakéni produkt klotrimazolu s p-chloranilovou kyselinou (ccro = 0,2 g dm ™3, cca =

= 8,75 g dm3). (b) Diferenéni graf ziskany odectenim spekter (2) a (3).
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Obr. 4.3 Zavislost absorbance pii 517 nm na koncentraci pfidavku standardu klotrimazolu pfti

stanoveni klotrimazolu ve vaginalnich tabletich Clotrimazol AL v prostfedi acetonitrilu (tloustka

absorbujici vrstvy 1 cm).

31



Tabulka 4.1
Vysledky stanoveni obsahu klotrimazolu v 1é€ivych ptipravcich pomoci spektrometrie ve VIS oblasti.
V tabulce je zaznamenana zmétena koncentrace klotrimazolu pomoci metody pfidavku standardu a

obsah klotrimazolu v analyzovaném vzorku v procentech deklarovaného obsahu.

Analyzovany pfipravek, deklarovany obsah Stanoveni c¢/mgdm> w/%
Krém Clotrimazol AL, 10 mg g 1 40,2 101,3
2 41,3 103,0
3 39,8 100,0
Krém Canesten, 10 mg g™ 1 40,6 102,3
2 39,4 99,3
3 39,6 100,3
Sprej Candibene, 10 mg ml™! 1 443 110,7
2 43,3 108,2
3 46,2 1154
Vaginalni tablety Clotrimazol AL, 100 mg/tbt. 1 40,1 100,4
2 39,1 98,0
3 37,5 99,3

4.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii bylo moZné vyuZzit u vSech vybranych
Iékovych forem. Na obr. 4.4 jsou zobrazeny chromatogramy s UV detekci pfi stanoveni Ctyt
riznych vzorki (standardu klotrimazolu, vaginalnich tablet Clotrimazol AL, krému Canesten
a spreji Candibene), kde pik jedna odpovida klotrimazolu a pik dva pomocné latce obsazené
v Iékové forme. Na obr. 4.5 je zndzornéna kalibra¢ni zavislost plochy chromatografického
piku na koncentraci standardu klotrimazolu

V tab. 4.2 jsou zaznamenany namétené plochy pikli a z nich pomoci linearni regrese
vypocitané koncentrace jednotlivych 1ékovych forem vcetné obsahu klotrimazolu ve vzorku
v procentech deklarovaného obsahu. Deantliv-Dixondv test neurcil zadny vysledek jako
odlehly. V analyzovaném vzorku krému Clotrimazol AL byl obsah klotrimazolu podle
statistického zpracovani dat stanoven na 93,4+3,12 %, v krému Canesten 97,0+£9,23 %, ve

spreji Candibene 95,3+1,17 % a ve vaginalnich tabletach Clotrimazol AL 97,1+4,17 %.
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Obr.4.4 Chromatogramy s UV detekci pii stanoveni klotrimazolu v riznych vzorcich.
(a) standard klotrimazolu (cao = 30,0 mg dm™), (b) vaginalni tablety Clotrimazol AL (cuo =
= 38,8 mg dm™), (¢) krém Canesten (cqo= 39,9 mg dm>), (d) sprej Candibene (cco= 37,8 mg dm™>).
Pik (1) odpovida klotrimazolu, pik (2) pomocné latce obsazené v 1ékové formé. Podminky pti HPLC
stanoveni: kolona Kinetex C-18 (100%3,5 mm; 2,6 um), teplota kolony 30 °C. Mobilni faze: acetonitril
a vodny roztok 0,43 % hydrogenfosfore¢nanu draselného (3:1), izokratické eluce, pritok 1 ml min*,

nastiik vzorku 2 pl.
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Obr. 4.5 Kalibracni zavislost plochy chromatografického piku na koncentraci standardu klotrimazolu.
Podminky pfi HPLC stanoveni: kolona Kinetex C-18 (100x3,5 mm; 2,6 um), teplota kolony 30 °C.
Mobilni faze: acetonitril a vodny roztok 0,43 % hydrogenfosfore¢nanu draselného (3:1), isokraticka

eluce, pritok 1 ml min™!, nastiik vzorku 2 pl.

Tabulka 4.2
Vysledky stanoveni obsahu klotrimazolu v IéCivych piipravcich pomoci HPLC. V tabulce je
zaznamenana plocha piku, vypocitana koncentrace klotrimazolu a obsah klotrimazolu v analyzovaném

vzorku v procentech deklarovaného obsahu.

Analyzovany ptipravek, deklarovany obsah Stanoveni A4/mAUmin!' ¢/mgdm™> w/%
Krém Clotrimazol AL, 10 mg g! 1 281442 37,2 92,9
2 282894 37,4 93,4
3 288706 38,1 95,3
Krém Canesten, 10 mg g™ 1 280795 37,1 92,7
2 293684 38,8 97,0
3 302385 39,9 99,8
Sprej Candibene, 10 mg ml™! 1 288542 38,1 95,3
2 286125 37,8 94,5
3 289087 38,2 95,4
Vaginalni tablety Clotrimazol AL, 100 mg/tbt. 1 283281 374 99,1
2 293544 38,8 97,1
3 287780 38,0 95,9
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4.4  Vyhodnoceni pravdivosti a preciznosti vybranych metod

Pravdivost a preciznost vybranych metod (spektrometrické stanoveni ve VIS oblasti
a HPLC) je graficky zndzornéno na obr. 4.6. Vysledky jsou vyjadfeny jako median
s intervalem spolehlivosti, kde je medidn znaCen Cernym ctvercem a interval spolehlivosti
chybovou tse¢kou. Dle Ceského 1ékopisu 2017 [8] se mize obsah klotrimazolu
v jednotlivych 1ékovych formach (krém, sprej a vaginalni tablety) pohybovat v rozmezi
95—105 %. Toto rozmezi je na obr. 4.6 vyobrazeno pferusovanymi ¢adrami, a pokud se median
jednotlivych méfeni zde vyskytuje, 1ze méteni povazovat za pravdivé. Z obr. 4.6 plyne, ze
stanoveni klotrimazolu ve spreji Candibene spektrometrickou metodou ve VIS oblasti a
stanoveni klotrimazolu v krému Clotrimazol AL pomoci metody HPLC, nelze povaZzovat za
pravdivé.

Preciznost jednotlivych metod je na obr. 4.6 vyobrazeno pomoci chybovych usecek.
Stanoveni klotrimazolu ve vybranych metodach je vice precizni, ¢im krat$i je chybova
useCka. Z obr. 4.6 vyplyva, Ze nejvice precizni bylo stanoveni klotrimazolu ve spreji

Candibene pomoci metody HPLC.
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Obr. 4.6 Grafické porovnani vysledkd vybranych analytickych metod (spektrometrické stanoveni ve

VIS oblasti s ptidavkem standardu a HPLC) pro stanoveni klotrimazolu ve vybranych 1é¢ivych

pripravcich (a) krém Clotrimazol AL, (b) krém Canesten, (c) sprej Candibene a (d) vaginalni tablety

Clotrimazol AL. Silna cara znazornuje deklarovany obsah klotrimazolu v jednotlivych 1é¢ivych

formach. Dvé slabé prerusované &ary vyznaluji dolni a horni mez obsahu klotrimazolu dle Ceského

1ékopisu 2017 [8]. Vysledky jsou zaznamenany jako mediany s intervalem spolehlivosti.
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4.5 Vyhodnoceni financni a ¢asové narocnosti vybranych metod

Do finan¢ni naro¢nosti jednotlivych analytickych metod byly zahrnuty ceny
chemikalii, které byly vyuzity ke stanoveni obsahu klotrimazolu v jednom vzorku. Kone¢na
cena neobsahuje finance za instrumentaci a taktéz nezahrnuje ceny vybranych 1ékovych forem
vCetn¢ standardu. Ceny vSech pouzitych chemikalii byly pfevzaty zceniku firmy
Sigma-Aldrich [39]. Z hlediska finan¢ni naro¢nosti je nejvyhodnéj$i spektrometrické
stanoveni v UV oblasti, kde byl do finan¢ni ndro¢nosti zahrnut pouze methanol. Naopak
nejméné vyhodné je spektrometrické stanoveni ve VIS oblasti, kde celkova cena zahrnuje
acetonitril a p-chloranilovou kyselinu.

Casova naroénost pouzitych metod vyjadfuje primérny &as potiebny k analyze
jednoho vzorku. Vysledny cas nezahrnuje piipravu vzorku ani kone¢ny vypocet obsahu
klotrimazolu v l1ékové formé. Casova naroénost spektrometrického stanoveni v UV a VIS
oblasti je shodny a z ¢asového hlediska nejvyhodnéjsi, naopak casové nejméné vyhodna je

metoda HPLC.
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Cilem této bakalafské prace bylo porovnani vybranych analytickych metod pro
stanoveni klotrimazolu v Iékovych formach (krém, sprej a vaginalni tablety) z hlediska jejich
pravdivosti, preciznosti a taktéz z hlediska finan¢ni a ¢asové naroc¢nosti.

Pro stanoveni obsahu klotrimazolu byly zvoleny tii analytické metody: molekulova
absorpéni spektrometrie v UV oblasti, molekulova absorpéni spektrometrie ve VIS oblasti
a vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie. Nejvice precizni vysledky poskytlo stanoveni
klotrimazolu ve spreji Candibene pomoci metody HPLC. Naopak nejméné precizni hodnoty
byly namé&feny metodou HPLC pfi analyze krému Canesten. Dle Ceského 1ékopisu 2017 [8]
nelze stanoveni klotrimazolu ve spreji Candibene spektrometrickou metodou ve VIS oblasti
a stanoveni klotrimazolu v krému Clotrimazol AL metodou HPLC povazovat za pravdivé.

Z hlediska finanéni naro¢nosti byla nejvyhodnéjsi molekulova absorpéni spektrometrie
v UV oblasti, naopak nejnakladnéjsi metoda byla molekulové absorpéni spektrometrie ve VIS
oblasti. Nejvice casové naro¢nou metodou byla vysokoucinna kapalinova chromatografie.
Molekulova absorpcni spektrometrie v UV oblasti a VIS oblasti byly ¢asové stejné narocné.
Stanoveni obsahu klotrimazolu v krému molekulovou absorpéni spektrometrii bylo upraveno

a zjednoduseno vynechanim extrakce, kterou vyzil Khashaba a kol. [32] ve své praci.
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