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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceutickéa fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Kristyna Arnoltova

SKolitel: doc. PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj a validace UHPLC metody pro stanoveni mikonazolu,

ekonazolu a jeho necistot v tuhych disperzich

Pfedmétem diplomové prace bylo vytvofit novou analytickou metodu na
stanoveni mikonazolu, ekonazolu a jeho tfi necistot. Byla pouzita metoda ultra-
vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC).

Pro separaci byla pouzita kolona Kinetex'™ XB C18 o rozmérech 50 x 2,1 mm
s povrchové poréznimi Casticemi o velikosti 1,7 um. Jako mobilni faze byl zvolen
octanovy pufr o pH 7,8 ve smési s metanolem v poméru 80:20, a acetonitril ve smési s
metanolem v poméru 60:40, v celkovém poméru 60:40. PouZita byla gradientova eluce.
Pratokova rychlost byla nastavena na 0,6 ml/min. Jako vnitini standard byl vybran
butylparaben. VSechny latky byly detekovany pti vinové délce 225nm. Celkova doba
analyzy byla 9 min.

Po optimalizaci separacnich podminek byla metoda c¢éaste¢né validovana a
vyuzita k praktickému méfeni na stanoveni obsahu mikonazolu v tuhych disperzich, kde

byla testovana vhodnost riiznych polymeri jakozto nosicti u¢inné latky.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Kristyna Arnoltova

Supervisor: doc. PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Development and validation of UHPLC method for

determination of miconazole, econazole and its impurities in solid dispersions

The aim of the submitted thesis was to create a new analytical method for the
determination of miconazole, econazole and its three impurities. Ultra-high performance
liquid chromatography (UHPLC) was used.

A Kinetex ™ XB C18 column, 1.7 pm particle size, 50 x 2.1 mm was used for
the separation. The mobile phase was composed of the acetate buffer pH 7.8 in a
mixture with methanol (80:20) and of acetonitrile with methanol (60:40), in a total ratio
of 60:40. A gradient elution was used. Flow rate was set to 0.6 ml / min. Butylparaben
was chosen as the internal standard. All substances were detected at a wavelength of
225nm. Total analysis time was 9 minutes.

After optimization of the separation conditions, the method was partially
validated and used for practical measurements to determine the content of miconazole

in solid dispersions.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

UHPLC - ultra-vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (ultra-high performance

liquid chromatography)

HPLC - vysokoucinna kapalinovd chromatografie (high performance liquid

chromatography)
HVLP — hromadn¢ vyrabény 1€Civy piipravek
Necistoty ekonazolu
e Necistota ¢. 1 - (1RS)-1-(2,4-dichlorfenyl)-2-(1H-imidazol-1-yl)ethan-1-ol,
e Necistota €. 2 - (2RS)-2-[(4-chlorbenzyl)oxy]-2-(2,4-dichlorfenyl)ethan-1-amin,

e Necistota €. 3 - 1-(4-chlorbenzyl)-3-{(2RS)-2-[(4-chlorbenzyl)oxy]-2-(2,4-
dichlorfenyl)ethyl}-1H-imidazol-3-ium

MF — mobilni faze

IS — vnitini standard (internal standard)

PLGA - linearni kopolymer DL-kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové v poméru 1:1
3T — PLGA polyester vétveny 3 % tripentaerythritolu v reakéni smési

8D — PLGA polyester vétveny 8 % dipentaerytritolu v reakéni smési

2A — PLGA polyester vétveny 2 % kyseliny polyakrylové o molarni hmotnosti 2 000

g/mol v reakéni smési
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1 UVOD

Tato prace se zabyva vyvojem vhodné chromatografické metody, ktera bude vyuzita
ke stanoveni mikonazolu ¢i ekonazolu uvolnéného z matrice polymeru.

Pro své nesporné vyhody oproti jinym metodam, jako citlivost, rychlost a nizsi
naklady na analyzu, byla pro stanoveni pouzita ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
(UHPLC).

Mikonazol a ekonazol patii mezi latky s antifungdlnim ptisobenim, které spadaji do
skupiny azolovych derivat, konktrétné¢ imidazolovych. Vyuzivaji se k lokélni terapii
mykotickych onemocnéni.

Modernim trendem ve vyvoji lékovych forem je vyuZzivat vétvené polymery jako
nosice U¢innych latek, a to hlavné z divodu moznosti ovliviiovani uvolnovani a¢inné latky a
zvySeni jeji biodostupnosti. Stanoveni toho, jak se 1é¢iva latka z nosi¢e uvoliuje, to znamena

jak rychle a v jakém mnozstvi, je pro samotny vyzkum stézejni.



2 CiL

Cilem prace bylo vyvinout citlivou a rychlou chromatografickou metodu, ktera bude
vyuzita pfi analyze mikonazolu v disolu¢nim médiu. Disoluc¢ni testy pro ovéfeni postupného
uvoliiovani mikonazolu/ekonazolu znové Iékové formy byly provaddény na katedie
Farmaceutické technologie Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Testy se provadély s mikonazolem a ekonazolem jakozto strukturné podobnou 1é¢ivou
latkou a jeho necistotami, u nichz se piedpokladala strukturni podobnost s necistotami
mikonazolu.

Byly ovéfeny nckteré validacni parametry (test zpusobilosti systému, linearita,
pfesnost, robustnost, stabilita, selektivita), aby bylo zajiSténo, Ze je metoda vhodna pro dany

ucel.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Antimykotika

Antimykotika neboli antifungalni latky, specificky piisobi na houbové organismy.
Tyto organismy mohou byt pro ¢lovéka skodlivé jak v pfimém napadeni zivé tkané nebo
v produkci mykotoxinil, tak v nepiimém pulsobeni, jako je naptiklad vyvolani alergie.
Houbové organismy zptisobuji mykozy, ty rozli§ujeme na povrchové a systémové!'.

Latky s protihoubovym ptsobenim délime do nékolika skupin podle ptivodu. Mohou
byt syntetického piivodu, mezi n¢ patii azolové derivaty, allylaminové derivaty a flucytosin.
Dale pivodu pfirodniho jako polyenova antibiotika a griseofulvin. A posledni

polosyntetického ptivodu, echinokandinové derivaty!".

3.1.1 Azolové derivaty

Azolové derivaty nebo také azolova chemoterapeutika patii mezi Sirokospektra
antifungélni 1éCiva, kterd je mozné rozdélit do dvou skupin a to na derivaty imidazolu a
derivaty triazolu. Mechanismus ucinku této skupiny spociva ve specifické inhibici
14-a-demethylasy, kterd je nezbytnd pro biosyntézu ergosterolu, hlavni soucast bunécné
membrany hub. V plazmé se naopak kumuluji toxické methylované steroly!' %,

Pravé do skupiny imidazolovych derivati fadime ekonazol a mikonazol, kterymi se

tato diplomova prace zabyva''.
3.1.2 Mikonazol

Mikonazol spadéa do skupiny azolovych chemoterapeutik. Vyuziva se hlavné k lokalni
terapii koznich a slizni¢nich mykoéz. V sou¢asné dobé je v Ceské republice mikonazol v ramci
HVLP (hromadné vyrdbény lécivy piipravek) obsaZen pouze ve formé mikonazol nitratu

v kombinaci s metronidazolem, konkrétng v piipravku Klion-D 100 vag tbl*I.

Definice !
Chemicky se jednd o 1-{(2RS)-2-[(2,4-dichlorbenzyl)oxy]-2-(2,4-dichlorfenyl)ethyl}-1H-
imidazol

Sumarni vzorec: C;gH4CluN>,O

11



Molekulova hmotnost: 416,13

Strukturni vzorec:

Obrizek & 1: Strukturni vzorec slou¢eniny mikonazol

3.1.3 Ekonazol

Stejné jako mikonazol 1 ekonazol patii do skupiny azolovych antimykotik. V souc¢asné dob¢ je
na ¢eském trhu v podobé vaginalniho krému a ¢ipkd na 1é¢bu vulvovaginalni mykozy, které
jsou na rozdil od pfipravku obsahujici mikonazol voln¢ prodejné. Nalezneme je pod

obchodnim nazvem Gyno-pevaryl*1®,

Definice ¥

Chemicky se jedna o 1-{(2RS)-2-[(4-clorbenzyl)oxy]-2-(2,4-dichlorfenyl)-ethyl}-1H-
imidazol

Sumarni vzorec: C;gH;5C13N>,O

Molekulova hmotnost: 381,69

Strukturni vzorec:

Obrazek &. 2: Strukturni vzorec slougeniny ekonazol



3.2 Ultra-vysokouéinna kapalinova chromatografie

Ultra-vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (také ultra-high performance liquid
chromatography nebo UHPLC) spadd do separacnich metod, které pracuji na principu
rozdilné distribuce slozek ve smési mezi dvé nemisitelné faze. Mobilni fazi (pohyblivou) tvori
kapalina a fazi stacionarni (nepohyblivou) tvoii pevna latka. Stacionarni fazi nalezneme
v chromatografické kolon¢ ve form¢ sorbentu, timto sorbentem protéka mobilni faze, ktera je
do kolony cerpana pomoci vysokotlakého cerpadla. Jednotlivé slozky analyzované smési
undSené mobilni fazi se déli pomoci neustdlého ustalovani rovnovdhy mezi staciondrni a
mobilni fazi. Samotné déleni je zavislé na povaze jak faze mobilni, tak stacionarni.

Eluce jednotlivych slozek pak mize probihat za pouziti isokratické eluce (stale stejné
slozeni mobilni faze) nebo gradientové eluce (v prubéhu analyzy je sloZzeni mobilni faze
ménéno).

Slozky smési jsou separovany na jednotlivé zony, které jsou pii vystupu z kolony

rozpoznavany detektorem a signal je nasledné preveden do formy chromatogramu!’.

Kapalinovy chromatograf se sklada z nasledujicich &astil”.
- Zasobniky mobilni faze, jejichz tikolem je uchovavat mobilni fazi.
- Degaser (odplynovac), ktery odplyniuje mobilni fazi.
- Vysokotlaké cerpadlo, které zajiSt'uje pfenos mobilni faze do systému.
- Autosampler, ktery vzorek nadavkuje.
— Chromatograficka kolona a termostat kolony, zde probihd samotna separace
latek.
- Detektor.

— Pocitac a software.

Dalsi soucasti chromatografického systému miiZze byt sméSovac. Ten mlZe byt zarazen
pied Cerpadlo nebo v pfipad¢ systému, ktery ma dvé vysokotlaka cerpadla, miize byt umistén
az za nimi. SméSova¢ umoziiuje misit kapaliny ze zasobnikli v rizném poméru a je tedy

; v ’ . .17
nedilnou souéasti systému pro gradientovou elucil”.
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Obrazek ¢. 3: Blokové schéma HPLC. 1 - Zasobniky mobilnich fazi, 2 — odplyiiova¢, 3 — sméSovac,
4 - vysokotlaké cerpadlo, 5 — davkovaé vzorku, 6 — chromatograficka kolona, 7 — detektor, 8 — sbérac

frakei, 9 — potita¢!”!,

3.2.1 Rozdily mezi UHPLC a HPLC

Kvili separaci slozek smési v co nejkratSim case stidle vice dominuje UHPLC
zavedena vroce 2004, nad HPLC (vysokoUc¢inna kapalinova chromatografie). UHPLC je
charakterizovana mimo jiné pouzitim kolon s ¢asticemi o rozmérech menSich nez 2 pm na
rozdil od HPLC, kde se pouZivaji ¢astice o velikosti 2,5-5 um. Klesajici velikost ¢astic ma
pozitivni vliv na zvySovani UCinnosti separace a zkracovani doby analyzy. Zaroven ale se
zmenSenim C¢astic stoupa zpétny tlak. Pfistroj tedy musi pracovat s tlaky vySSimi nez
1000 barti neboli 100 MPa. Zatimco HPLC pfistroje pracuji s tlaky okolo 400 bary neboli
40 MPa.

Dalsi vyhodou UHPLC systému je nizsi spotieba mobilni faze, ktera vyplyva z nizsich
pritokd a to piispivé k niz§im nakladom na analyzulFIPITOHIE2]

Vyse zminéné rozdily shrnuje nasledujici tabulka.
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Tabulka €. 1: Rozdily mezi UHPLC a HPLC

UHPLC HPLC
Doba analyzy kratsi delsi
Velikost ¢astic <2 um 2,5-5 um
Tlak na koloné 100 MPa 40 MPa
Spotieba mobilni faze nizsi vyssi
Naklady na porizeni pristroje vyssi nizsi

3.2.2 Stacionarni faze pouzivané pro UHPLC

Pro rychlou a u¢innou separaci je kvalita a stabilita staciondrni faze stéZejni. Kolony

mame dvojiho typu budto monolitni nebo &asticové. Casticové pak dale délime na ty, které

obsahuji ¢astice pln¢ porézni nebo povrchové porézni.

Pravé povrchové porézni cCastice mohou zvysit U¢innost a rychlost separace. Jsou
7[13]

tvofeny neporéznim jadrem, které obaluje porézni vrstval

(A)

Obrazek &. 4: Vzhled povrchové porézni Eastice (A) v porovnani s celkové porézni Eastici (B)”!

15{pm

(B)

Pro tuto praci byla pouzita kolona znatky KINETEX®™ s povrchové poréznimi

Casticemi (také pod nazvem core-shell). Porézni vrstva je na pevném jadie z oxidu

kfemicitého. Vyhodnou je mensi rozsifovani pikli v porovnéni s plné poréznimi casticemi, a

tim zvySeni ucinnosti

[13]
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Povrchové porézni 1 ] .
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Obrazek &. 5: Rozdil v rozmyvani (3i¥i pikil) mezi povrchové porézni a plné porézni &astici'!

Oproti plné poréznim Ccasticim mohou byt tedy core-shell pouZzity pro zvySeni
efektivity, sniZeni spotieby rozpoustédel a sniZzeni nakladii, jak pro metodu HPLC, tak pro
UHPLC. Na trhu existuji rizné velikosti ¢astic. Pro HPLC systémy se vytvaieji o velikosti

5 um, pro HPLC i UHPLC lze vyuzit velikost 2,6 pm a &ist& pro UHPLC 1,7 a 1,3 pm!"*),

PIné porézni Povrchové porézni

Obrazek ¢. 6: Prumérné zvyseni efektivity pii pouZiti povrchové poréznich ¢astic oproti pIné poréznim

@ @D D

[13]
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3.2.3 Pouziti UHPLC

V dnesni dobé je trendem vzrlstajici pocet vzorki, které maji byt analyzovany v co
nejkratSim cCase. Stale Castéji se tedy uptednostiiuje pouziti UHPLC namisto konvencéni
HPLC, a to ptfedevsim kviili vysoké rychlosti a u€innosti separace.

Metoda je vyuzivana v fad¢ riznych typt analyz. Jedna se naptiklad o farmaceutickou
analyzu, kde umoziuje kontrolu stability 1éka ¢i kontrolu kvality 1éCiv. Dalsi oblasti je
environmentalni, kde se uplatiiuje naptiklad v bio-monitorovani znecist'ujicich latek. Daéle
potravinova analyza vyuzivand naptiklad k méfeni kvality napoji ¢i ke konzervacnim
analyzam. Rychld a Uc¢inna separace je nezbytnd ve forenzni analyze, kde se provadi
napiiklad kvantifikace 1é¢iv v biologickych vzorcich nebo identifikace steroidt v krvi.

Pokud se zamétime na analyzu 1€Civ, lze pfi spravném vybéru metody a nastaveni
chromatografickych podminek i z jediného nésttiku ziskat informace o totoznosti 1éciva a
stanovit jeho obsah i1 obsah pfipadnych necistot. UHPLC mize byt pouzita i pfi feSeni
problémi se stabilitou 1éciv, kdy umoziuje sledovat kvalitativni i kvantitativni zmény u
stanovovaného léciva a soucasné hodnotit vznikajici rozkladné produkty. UHPLC je mozné
dale vyuzit v analyze pfirodnich 1é¢iv, kde je hodnoceno zastoupeni obsahovych latek
v prislusnych drogach. A v neposledni fadé umoziuje monitorovani 1é¢iv a jejich metabolith

v télnich tekutinach, &ehoZ se vyuziva pfi klinickych testech!! 4131
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3.3 ResSerse praci zaloZenych na separaci ekonazolu a mikonazolu pomoci

HPLC, UHPLC

Nasledujici tabulka shrnuje metody, ze kterych se v experimentalni ¢asti vychazelo. U
vSech se jednalo o metodu HPLC.

Vsechny tyto metody vyuzivaly kolony RP-C18. Jako mobilni faze byl pouzit metanol
v kombinaci s fosforecnanovym pufrem nebo s acetdtovym pufrem a acetonitrilem nebo
pouze s vodou. Priitokova rychlost byla nastavena ve tfech ptipadech na 1,0 ml/min, dale pak
na 1,4 ml/mina 1,5 ml/min. Detekce probihala pii vinovych délkach 200 nm, 220 nm a

225 nm. Pokud byl objem nasttiku uveden, byl 10 pl nebo 20 pl.
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Tabulka ¢. 2: Priklady metod stanovujicich ekonazol, ekonazol-nitrat

Stacionarni faze Pritokova
Metoda Mobilni faze Rezim Detekce | Nastrik
(rozmér kolony; velikost ¢astic) rychlost
HPLC 1 | C18 deaktivovany pro bazické latky | (MeOH : AmAc 20:80) : (MeOH: ACN
4 gradient 1,5 ml/min | 225 nm 10 pl
4] (100 x 4,6 mm; 3 um) 40:60) 60:40
HPLC 2 Bondclone®, RP-C18 MeOH : H,O
17 gradient 1,4 ml/min | 220 nm -
17 (300 x 3.9; 10 pm) 57:43
HPLC 3 RP-C18 MeOH : NH4H,PO4 ) ) ‘
18 isokraticky | 1,0 ml/min | 200 nm -
18] (250 x 4,6 mm; 5 pm) 85:15
HPLC 4 RP-C8 MeOH : NH4H,PO, ) ) ‘
19 isokraticky | 1,0 ml/min | 200 nm 20 ul
[19] (250 x 4,6 mm; 5 pm) 85:15
HPLC S RP-C18 MeOH : NH4H,PO4 ) ) ‘
isokraticky | 1,0 ml/min | 200 nm 10 pl

[20]

(250 x 5,0 mm; 5 pm)

85:15
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Metyl 4-hydroxybenzoat (99%), Fluka analytical, Sigma Aldrich, Ceska republika

e Etyl 4-hydroxybenzoat (99%), Sigma Aldrich, Ceska republika

e Propyl 4-hydroxybenzoat (99%), Fluka analytical, Sigma Aldrich, Ceska republika

e Butyl 4-hydroxybenzoat (99%), Fluka analytical, Sigma Aldrich, Ceska republika

e Methanol (HPLC grade), Sigma Aldrich, Ceské republika

e Acetonitril (HPLC grade), Sigma Aldrich, Ceska republika

e Ekonazole for systém suitability CRS, European Pharmacopoeia Reference Standard,
Strasbourg, Francie

e Mikonazole, Sigma Aldrich, Ceské republika

e Octan amonny (98%), Sigma Aldrich, Ceska republika

e Ultracista voda (¢isténa systémem Milli-Q RG, Millipore, USA)

e Hydrogenfosfore¢nan amonny, Sigma Aldrich, Ceska republika

e Hydroxid sodny (p.a.), Penta, Ceska Republika
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4.2 Pristrojové vybaveni a pomticky

e UHPLC systém Liquid Chromatograph — Nexera X2- Schimadzu, Japonsko

©)

O

o

©)

©)

©)

Vysokotlaké pumpy LC — 30AD

Autosampler SIL-30AC

Degasser DGU-20A 5R

Detektor — DAD SPD-M30A

Komunikacni jednotka s poc¢itatem CMB-20A
Kolonovy termostat CTO-20AC

e Chromatograficka kolona

o

Kinetex™ 1,7 pm, XB-C18 100A, 50 x 2 mm, Phenomenex, USA

e Analytické vahy

e Automatické pipety

e pH metr, SCHOTT, Ceské Republika

e Filtry, 47 mm, 0,2 um, Nylon Membrane Filter, PALL CORPORATION, USA

e Jednorazové hypodermické jehly MEDOJECT, CHIRANA T. Injecta, Slovenska

republika

e Filtry na stiikacky, 4 mm, 0,2 pm PTFE membrana, GE Healtcare, UK
e Stiikacky Iml, TERUMO, Philippines
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4.3 Priprava roztoki

4.3.1 Tlumivy octanovy roztok

Mnozstvi latky, které bylo potfeba navazit pro pfipravu roztoku octanu amonného,

bylo vypocitano dle nasledujici rovnice:

m
c=;=%%m=cxv><ﬂ—f
m ... potiebné mnozstvi dané latky (g)
c ... molarni koncentrace (mol/l)
M ... molarni hmotnost (g/mol)

Koncentrace odpovidala 0,77 g/l, neboli 0,01 mol/l. Vypocitand navazka 0,1542 g byla
pfevedena do 200 ml odmérné baiiky, rozpuSténa a doplnéna na pozadovany objem
ultracistou vodou. Nasledné byl takto pfipraveny pufr prefiltrovan pies filtr o velikosti pora

0,2 pm.

4.3.2 Tlumivy fosforeénanovy roztok

K ptipravé byl pouzit hydrogenfosforecnan amonny. Potfebné mnozstvi k ptipraveé
roztoku bylo zjisténo pomoci vySe zminéné rovnice tak, aby vysledna koncentrace odpovidala
0,05 mol/l. Navazka 1,3209 g byla rozpusténa v ultracisté vod¢ a doplné€na na objem 200 ml.
pH tohoto roztoku bylo 7,68 a nebylo upravovano. Pufr se opét pred pouZzitim zfiltroval

pomoci aparatury ptes filtr (0,2 pm).

4.3.3 Mobilni faze

Mobilni faze (MF) ¢islo jedna byla slozena pouze z vody a metanolu v poméru 57:43.
pH vodné slozky po ptiprave bylo 6,89, ptipadné bylo na tuto hodnotu upraveno.

Nasledujici mobilni faze byla sloZzena z vodné a organické €asti. Vodna slozka byla
tvofena octanovym pufrem a metanolem v poméru 80:20. Organicka slozka byla tvotfena

acetonitrilem a metanolem v poméru 60:40. Celkovy pomér fazi byl 60:40 ve prospéch vodné
22



¢asti. Tyto poméry byly zachovany po celou dobu analyzy. K rozdilim v celkovém poméru
fazi dochazelo az nasledné béhem gradientové eluce. pH této mobilni faze se upravovalo
pomoci roztoku hydroxidu sodného. Hodnoty pH jsou uvedeny v kapitole 5.1.2.2.

Pti dalSim testovani byl octanovy pufr nahrazen fosfore¢nanovym. Nejprve byla
zkousena MF s 85 % metanolu. Nasledné byl pufr s metanolem smichan v poméru 50:50.
Naposledy byl k metanolu pfidan acetonitril pro zlepsSeni tvaru piki a poméry vodné a
organické slozky byly upraveny tak, ze se shodovaly s poméry MF s octanovym pufrem.

Ptehled znazoriuje tabulka €. 3.

Tabulka €. 3: Shrnuti sloZeni mobilnich fazi

Mobilni faze A Mobilni faze B Poméry A:B
H,O MeOH 43:57
AmAc : MeOH (80:20) ACN : MeOH (60:40) 60:40
NH4H,PO, MeOH 15:85
NH4H,PO4 MeOH 50:50
NH4H,PO,4: MeOH (80:20) ACN : MeOH (60:40) 60:40

4.3.4 Roztoky standardi

Ptripraveny byly 2 roztoky standardd, roztok standardu ekonazolu a jeho tfi necistot a
nasledné roztok mikonazolu. Po nalezeni metody, vedouci k odd¢€leni vSech 5 latek, jimiz jsou
ekonazol, tfi jeho necistoty a mikonazol, byl vybiran vhodny vnitini standard. K tomuto ucelu
byl pfipraven roztok smési parabend (metylparaben, etylparaben, propylparaben,

butylparaben).

Zasobni roztok ekonazolu a jeho necistot byl pfipraven rozpuSténim navazky 8,9 mg
v 1 ml metanolu. Zasobni roztok mikonazolu byl pfipraven rozpusténim 100,1 mg v 10 ml
metanolu. Roztok parabenti byl pfipraven tak, aby vyslednad koncentrace ptiblizn¢ odpovidala
0,1 mg/ml. Toho bylo docileno navazkou pfiblizn€¢ 1 mg od kazdého parabenu a tyto navazky

byly nésledné rozpustény v 10 ml metanolu. Tyto roztoky byly pouzity pro vyvoj metody.
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Po vyvoji metody se pfistoupilo k validaci, pro tento ucel byly pfipraveny pracovni
roztoky latek. Pracovni roztok butylparabenu a mikonazolu byl pfipraven z navazky 50,2 mg
mikonazolu a 1,02 mg butylparabenu v 10 ml metanolu. Vysledna koncentrace mikonazolu
byla 5,02 mg/ml a butylparabenu 0,102 mg/ml. Tento roztok byl nasledn¢ bran jako standard
pfi méfeni vzorki mikonazolu dodanych z katedry Farmaceutické technologie Univerzity
Karlovy v Hradci Kréalové. Pracovni roztok ekonazolu a jeho necistot byl shodny

s pfedchozim, tedy 8,9 mg v 1 ml metanolu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace chromatografické metody

Cilem optimalizace bylo najit vhodné podminky pro stanoveni ekonazolu, jeho
necistot a mikonazolu. U mikonazolu bylo pfedpokladano, ze necistoty budou strukturné
blizké nedistotam ekonazolu. P¥i optimalizaci metody bylo &erpano z Ceského 1ékopisu
2017 a nalezenych ¢&lankd tykajicich se ekonazolu a jeho negistot!''®'*?% Nize budou

uvedené jednotlivé problematiky, které byly béhem optimalizace feSeny.
5.1.1 VInova délka detekce

Hodnota vlnové délky, pii které bylo méfeno, odpovida vlnové délce nalezené
v Ceském 1ékopisu 2017 v ¢lanku ekonazol, tedy 220 nm. Tato vinové délka byla vyzkousena
i na mikonazol a byla vybrana jako vhodna. Butylparaben ma maximum pfi vinové délce

254 nm, ale pfi vlnové délce 220 nm je jeho odezva dostatecna.

5.1.2 SloZeni mobilni faze, gradient a hodnota pH

Pfi hledani vhodné mobilni faze se vychazelo z metody dle Ceského 1ékopisu 2017,

[17,18,19,20]’ kde byl pouzit

kde se pracuje s octanovym pufrem a dale z piisluSnych ¢lankt
fosfore¢nanovy pufr nebo cistd voda. Vse bylo kombinovano s metanolem a dal$imi latkami,

jak uz bylo zminéno vyse.

5.1.2.1 Voda jako soucast vodné slozky MF

Nejjednodussi moznosti byla mobilni faze, ktera kombinovala pouze vodu a metanol.
pH vody bylo 6,89. Bylo zjisténo, Ze intenzita odezvy necistot byla velmi potlacena. Tento
postup byl tedy zamitnut hned na zacatku a nebyl dale rozvijen. Voda proto byla nahrazena

pufrem.
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Tabulka €. 4: Rozpis gradientu u metody s MF €. 1

Doba analyzy (min) Mobilni faze A (%; H,O) | Mobilni faze B (%; MeOH)
0—6,5 43—28 5772
6,5—10 28—2 72—98
15 2 98
mAU
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Obrazek €. 7: Chromatogram ekonazolu a jeho tii necistot. Mobilni faze MeOH : H,O

57:43; pH 6,89; kolona C18 XB (50 x 2,1 mm, 1,7 pum); pritok 0,6 ml/min; nastiik 2 um; gradientova eluce.

5.1.2.2 Octanovy pufr jako soucast vodné slozky MF

Dalsi v potadi byl zkouSen octanovy pufr jako soucast vodné slozky MF. Nejdiive
nebyla hodnota pH upravovéna a byla ponechana na vychozi hodnoté 6,35. Pii tvorbé&
gradientu se vychazelo z ¢lanku v Ceském 1ékopise 20171, Zagatek gradientu byl na 60 %

vodné slozky. Tento pomér se v pribéhu 20 minut linedrné ménil az na kone¢nych 10 %

vodné slozky.
Takto provedena analyza byla zbyte¢né dlouha. Piky vSech latek byly znacné rozmyté

a malo intenzivni. Nasledujici tabulka shrnuje testované zmény gradientu tak, aby bylo

docileno co nejrychlejsi analyzy a dostate¢né separace vSech latek.
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Tabulka €. 5: Vyvoj gradientu u druhé zkousené MF

Doba analyzy (min) Mobilni faze A (% V/V) Mobilni faze B (% V/V)
0—20 60—10 40—90
0—15 60—10 40—90
0—10 60—10 40—90
0—-7 60—25 40—75
0—-7 60—15 40—85
0—-7 60—5 40—95

Pozn.: Cervené oznaceny fadek — vybran jako vhodné nastaveny gradient

Jako vhodna se ukézala byt metoda s Casem analyzy do 7 minut, pii které se gradient

béhem 7 minut linearné ménil z poméru 60 % vodné faze na 95 % organické faze.
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Obrazek €. 8: Chromatogram ekonazolu, jeho tFi necistot a mikonazolu. Mobilni faze [(MeOH : AmAc
20:80) : (MeOH: ACN 40:60)] 60:40; pH 6,35; kolona C18 XB (50 x 2,1 mm, 1,7 um); pratok 0,6 ml/min;

nastrik 2 pm; gradientova eluce.

Béhem postupného zkracovani analyzy a Upravy gradientu dochéazelo k pfiblizovani

vvvvvv

se ukazalo chvostovani pikt, které by nevyhovovalo validacnim kritériim, a také nizké

rozliSeni mezi piky mikonazolu a necistoty ¢. 3.

Tyto parametry byly optimalizovany zmé&nou pH. Jednotlivé kroky jsou popsany niZe.

27



Uprava hodnoty pH

Jako stézejni se ukdzala byt hodnota pH roztoku octanového pufru. Pivodni pH pufru
bylo 6,35. Postupné byly vyzkouSeny razné hodnoty pH, pficemz byl zachovan puavodné
nastaveny gradient. Nejprve se vyzkousela hodnota vyssi a to pH 8,18. Timto pH se vyftesil
problém koeluce mikonazolu a necistoty ¢. 3, ovS§em na ukor koeluce necistoty ¢. 2 a
ekonazolu. Z toho divodu byla hleddna hodnota pH mezi ptivodni 6,35 a 8,18, ktera by byla
kompromisem, a pii niz by se dostatecné¢ oddé¢lily vSechny latky. Byly vyzkouSeny hodnoty
7,36 a 7,82. 7,82 se ukazala jako vhodna.
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Obrazek €. 9: Chromatogram ekonazolu, jeho tFi necistot a mikonazolu. Mobilni faze [(MeOH : AmAc
20:80) : (MeOH: ACN 40:60)] 60:40; pH 8,18; kolona C18 XB (50 x 2,1 mm, 1,7 um); pritok 0,6 ml/min;

nastfik 2 pm; gradientova eluce.
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Obrazek ¢. 10: Chromatogram ekonazolu, jeho tfi necistot a mikonazolu. Mobilni faze [(MeOH : AmAc
20:80) : (MeOH: ACN 40:60)] 60:40; pH 7,36; kolona C18 XB (50 x 2,1 mm, 1,7 um); pratok 0,6 ml/min;

nastfik 2 um; gradientova eluce.
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Obrizek €. 11: Chromatogram ekonazolu, jeho ti'i necistot a mikonazolu. Mobilni faze [(MeOH : AmAc
20:80) : (MeOH: ACN 40:60)] 60:40; pH 7,82; kolona C18 XB (50 x 2,1 mm, 1,7 um); pritok 0,6 ml/min;

nastiik 2 um; gradientova eluce.

Metoda vyuzivajici octanovy pufr s upravenym pH na 7,82 byla nakonec vybrana jako

optimalni a nasledné byla validovana.

Béhem vyvoje metody byla zkoumana i dal§i mozna alternativa sloZzeni mobilni faze

s fosfore€nanovym pufrem.

5.1.2.3 Fosfore¢nanovy pufr jako soucast vodné slozky MF

Jako posledni byla MF, kterd ve své vodné slozce pouziva fosfore¢nanovy pufr.
Nejprve bez gradientu pouze v kombinaci s 85 % metanolu. pH fosfore¢nanového pufru bylo
7,75. Doba analyzy byla nastavena na 10 minut. Po naméfeni bylo zjiSt€no, Ze se latky
pravdépodobné eluovaly s mrtvym objemem.

Do metody byl zafazen gradient. Cas analyzy byl nastaven na 15 minut, pii kterém se
gradient linedrn€ ménil z poméru 50 % vodné faze na 95 % organické faze (metanol) a to do
sedmé minuty. Nasledné¢ analyza probihala isokraticky. ZvySeni poméru vodné faze na

zaCatku zpomalilo eluci a latky se separovaly.

Takto uz bylo mozné identifikovat vSechny latky, ovSem analyza byla delsi a necistota

¢. 3 velmi rozmyta.

29



ny

35000007

] | |
25000001 ‘ =
b |

1500000 ]

Ekonazol

Mikonarol

Absorbanece

500000

Nedistota ¢. 1
> Nedistota ¢, 2

| Nedistota &, 3

o
R N N L I BN L BN BN B

00 10 20 30 40

' 'sa'_bélals' 6070 8.0 9.0 min
Obrazek €. 12: Chromatogram ekonazolu, jeho ti'i necistot a mikonazolu. Mobilni faze MeOH : NH,H,PO,

50:50; pH 7,75; kolona C18 XB (50 x 2,1 mm, 1,7 um); pritok 0,6 ml/min; nastiik 2 um; gradientova eluce.

Jako posledni byl s timto pufrem vyzkousen pomér mobilnich fazi shodny s analyzou
s octanovym pufrem. Stejn¢ byl nastaven i1 gradient. I piesto, Ze piky nevykazovaly tak
vysokou miru chvostovani jako s octanovym pufrem, i jejich oddéleni bylo dosud nejlepsi,

ukazal se byt tento postup nejhorsi, nebot’ se tato smés pravdépodobné srazela.
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Obrazek ¢. 13: Chromatogram ekonazolu, jeho ti'i necistot a mikonazolu. Mobilni faze (MeOH : NH4H,PO,
20:80) : (MeOH: ACN 40:60) 60:40; pH 7,75; kolona C18 XB (50 x 2,1 mm, 1,7 um); prutok 0,6 ml/min;

nastiik 2 um; gradientova eluce.
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5.1.3 Analyticka kolona

Pro analyzu byla vybrana kolona Kinetex ™ C18 XB, nebot’ je vhodn&jsi pro separaci
bazickych latek. Pii prutoku 0,6 ml/min byla tato kolona schopna separovat vSech 6 latek,
vcetné vnitinitho standardu do 6 minut. Celkova doba analyzy byla prodlouzena jesté o 3

minuty z divodu ustaleni podminek po gradientové eluci.

5.1.4 Vnitini standard

Spravny vnitini standard by mél spliiovat nésledujici podminky. Mél by mit podobnou
strukturu a fyzikaln€ chemické vlastnosti s analyzovanou latkou, mél by byt chemicky Cisty,
staly a nemél by mit vliv na prab¢h analyzy.

Vnitini standard byl vybran poté, co byly urceny chromatografické podminky
analyzovanych latek. Byl pouzit roztok smési parabeni, ktery byl analyzovan za stejnych
podminek jako ptedchozi latky. Parabeny sice nespliiuji hned prvni podminku a to, Ze by
mély byt strukturné podobné s analyzovanou latkou, ale vzhledem k tomu, Ze se v jedné
analyze vyskytuji ekonazol, mikonazol a dal$i 3 strukturné¢ podobné necistoty, byla varianta
parabenti zvolena jako vhodné feSeni.

Ze smési vSech parabenlt byl vybran butylparaben. Ostatni byly vylouceny
z nasledujicich diivodi. Propylparaben mél reten¢ni €as velice blizky s necistotou ekonazolu
Cislo 1. Metylparaben a etylparaben byly dobfe oddéleny, ovSem v porovnani
s butylparabenem byly eluovany velmi blizko mrtvého reten¢niho Casu.

Butylparaben tedy vyhovoval podminkam tim, ze neovliviioval analyzu, byl staly a

neprodluzoval Cas analyzy, protoZe byl eluovan jako druha latka v poradi.
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5.2 Souhrn optimalnich chromatografickych podminek

Z vySe uvedenych pokusti byly néasledné ur€eny optimalni podminky pro stanoveni

latek, které shrnuje nésledujici tabulka.

Tabulka €. 6: Souhrn optimalnich chromatografickych podminek

Analyticka kolona Kinetex " XB C18, 50 x 2,1 mm, 1,7 um
Mobilni faze (%) A : B (60:40)
Mobilni faze A (%) octanovy puftr : metanol (80:20)
Mobilni faze B (%) acetonitril: metanol (60:40)
Cas Zména poméru MF
(min) (A:B; %)
Zména sloZeni poméru MF 0,00 60:40
(Gradient) 6,00 13:87
6,01 60:40
9,00 60:40
Priitokova rychlost 0,6 ml/min
pH 7,8
VInova délka 225 nm
Vnitini standard butylparaben
Nastrikovy objem 2ul
Reten¢ni ¢as ekonazolu 3,8 min
Reten¢ni ¢as mikonazolu 4,6 min
Teplota 25°C
Celkovy cas analyzy 9 min
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Separace mikonazolu, ekonazolu, jeho tfi necistot a wvnitintho standardu pfi

optimalnich podminkéach.
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Obrazek ¢. 14: Chromatogram ekonazolu, jeho ti'i ne€istot, mikonazolu a IS (butylparabenu). Mobilni faze
[(MeOH : AmAc 20:80) : (MeOH: ACN 40:60)] 60:40; pH 7,8; kolona C18 XB (50 x 2,1 mm, 1,7 pm); pritok

0,6 ml/min; nastfik 2 pm; gradientova eluce.
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5.3 Validace analytické metody

Validace je zdokumentovany proces dokazujici vhodnost metody pro zamysleny ucel.
Zajistuje, ze metoda bude opakované poskytovat vysledky, které poskytovat ma. Existuji
Ctyfi zdkladni procesy, ptfi kterych se provadi analytickd validace: zkousky totoznosti,
kvantitativni zkousky na obsah necistot, limitni zkousky pro kontrolu necistot a nakonec
zkousky na stanoveni obsahu ucinné latky ve vzorcich. Zakladem je vybér validacnich
parametrii. Mezi n¢ zahrnujeme linearitu, piesnost, spravnost, opakovatelnost, robustnost.

Pro validaci analytické metody byly vybrany nasledujici parametry: test zptsobilosti

systému, linearita, presnost, robustnost, stabilita standardu a selektivita?'?],

5.3.1 Test zpisobilosti systému

Test zpusobilosti systému piedstavuje nepostradatelnou soucast analytické metody a
slouzi k zjisténi pfiméfené ucinnosti systému. Tento test je zalozen na vyhodnoceni, Ze

421 pro tuto

pistroj, elektronika, analytickd metoda a vzorky spolu spliiuji pozadavky'
metodu byly vybrany nasledujici zkousky: opakovatelnost, kapacita separace, faktor symetrie

a rozlieni.

5.3.1.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost urcuje, jak moc jsou shodné vysledky naméfené za nejlepSich
moznych podminek (tzn. v jedné laboratofi, stejnym analytikem, na stejném pfistroji, béhem
jednoho dne, pokud je to mozné). Mé&fi velikost ndhodné chyby zahrnuté ve vysledcich
metody. Tato ndhodnd chyba je pak c&iselné vyjadiena v procentech pomoci relativni
smérodatné odchylky (RSD)HI?I23],

100 [X(y; —¥)?

RSD (%) = —
YN

n—1

N

... pocet jednotlivych hodnot
¥ ... priumer jednotlivych hodnot

Vi ... jednotlivé namerené hodnoty
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Postup provedeni zkouSky byl nasledujici. Ze standartniho roztoku latek bylo
provedeno Sest nastiikll. Zméteny byly retenéni Casy latek a plochy pod piky. Z naméfenych
hodnot se stanovil primér a nasledné byla vypocitdna relativni smérodatna odchylka.

Vysledky jsou zaznamenany v nize uvedenych tabulkéch.

Tabulka €. 7: Opakovatelnost nastfiku ekonazolu a mikonazolu

Nastrik Ekonazol Mikonazol
Retencni cas Plocha pod Retencni Cas Plocha pod
(min) pikem (min) pikem
1 3,816 28332129 4,610 14957567
2 3,818 28436614 4,607 14948768
3 3,818 28312699 4,605 14912367
4 3,810 28335080 4,611 14928682
5 3,808 28290509 4,618 14884936
6 3,801 28238257 4,633 14868734
Priamér 3,812 28324215 4,614 14916842
SD 0,007 65531 0,010 35129
RSD 0,18 % 0,23 % 0,22 % 0,24 %

Tabulka ¢. 8: Opakovatelnost nastiiku necistoty ekonazolu ¢. 1, €. 2, €. 3

Nastrik Eko-neéistota 1 Eko-necistota 2 Eko-necistota 3

Retencni | Plochapod | Retencni | Plochapod | Retenéni | Plocha pod

¢as (min) pikem ¢as (min) pikem ¢as (min) pikem

0,754 303282 3,281 442627 5,101 393741

0,755 304504 3,282 447304 5,106 395592

0,753 304206 3,282 442873 5,103 392336

0,754 304598 3,274 446242 5,098 392824

0,754 303759 3,272 448717 5,091 393176

AN | A W N -

0,753 303332 3,265 446442 5,089 392254

Primér 0,754 303947 3,276 445701 5,098 393321

SD 0,001 576 0,007 2448 0,007 1242

RSD 0,10 % 0,19 % 0,21 % 0,55 % 0,13 % 0,32 %
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Tabulka €. 9: Opakovatelnost nastfiku butylparabenu (IS)

Nastrik Butylparaben
Retencni ¢as (min) Plocha pod pikem
1 1,172 172620
2 1,173 172437
3 1,171 172936
4 1,172 173241
5 1,180 172772
6 1,188 172605
Primér 1,176 172769
SD 0,007 286
RSD 0,57 % 0,17 %

Hodnota relativni smérodatné odchylky pro hodnoty reten¢nich ¢ast i ploch pod piky

by nemeéla presdhnout 1 %. VSechny métené vzorky tomuto kritériu vyhovuji.

5.3.1.2 Kapacita separace

V ptipad€ gradientové eluce je nutné pro hodnoceni G€innosti kolony vyuzit parametr
kapacita separace. Jedna se o pocet pikl, které mohou byt rozliSeny v uréitém casovém useku
tak, aby vSechny latky byly rozdéleny na zakladni linii. Opét bylo provedeno Sest nastfikd.
Zde byla dutlezita sitka piku v polovin€ jako vysSky (wys) pro vSechny analyzované slozky
smési. Hodnoty byly zprimérovany a nasledné byla vypocitana kapacita separace pomoci

rovnice!’):

ny, ... kapacita separace
tg ... 6 (pocet analyzovanych latek)

V ... priimer namerenych hodnot wy,s
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Tabulka €. 10: Kapacita separace jednotlivych sloZek smési

Nastrik 1 2 3 4 5 6 Priumér

np
Hodnota wy s

Eko-necistotal | 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 29,21

Butylparaben 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,04 0,04 38,97

Eko-necistota2 | 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 23,06

Ekonazol 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 11,33

Mikonazol 0,09 | 0,09 | 0,09 0,09 | 0,09 | 0,09 0,09 17,22

Eko-necistota3 | 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 18,93

Hodnoty by se mély pohybovat nad 10. Tomuto pozadavku vyhovuji vS§echny slozky

analyzované smési.

5.3.1.3 Faktor symetrie

Faktor symetrie (As) urcuje do jaké miry je pik symetricky neboli, jak moc je patrné
chvostovani ¢i frontovani piku. Pficemz hodnota 1,0 pfedstavuje Uplnou symetrii piku.

Lze ho vypogitat z rovnicel":

Wo,05 ... Sifka piku v jedné dvacetiné jeho vysky
d ... vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti piku v jedné

dvacetiné jeho vysky.

Tabulka ¢. 11: Faktor symetrie piku (Ag) sloZek analyzované smési

Ag 1 2 3 Prumér
Eko-necistota 1 1,868 1,901 1,874 1,88
Butylparaben 1,374 1,38 1,376 1,38
Eko-necistota 2 2,107 2,117 2,177 2,13
Ekonazol 2,903 2,937 2,936 2,93
Mikonazol 2,355 2,352 2,362 2,36
Eko-necistota 3 2,338 2,292 2,266 2,30
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Primér byl vypocitan ze tii nastiika.

5.3.1.4 RozliSeni

Hodnota rozliseni (Rs) udava miru rozdé€leni dvou po sob¢ eluujicich se slozek smési.

Hodnota vy3§i neZ 1,5 znamena rozdéleni na zakladni linii. Vypo¢ita se z rovnice!*:

_ 1,18(tg, — tgy)
.=
Whi - th

fr1 @ tgy ... retencni casy pikii

Wyia Wy ... $itky pikit v polovicni vysce

Tabulka ¢. 12: RozliSeni (Rg) sloZek analyzované smési

Rs

Eko-necistota 1 - butylparaben 5,1
Butylparaben- eko-necistota 2 21,7
Eko-necistota 2 - ekonazol 3,0
Ekonazol - mikonazol 4.2
Mikonazol - eko-necistota 3 32

Hodnoty Rs by se mély pohybovat nad 1,5. Tomuto parametru vyhovuji vSechny

analyzované latky.
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5.3.2 Validace analytické metody

5.3.2.1 Linearita

Linearita udava schopnost metody poskytovat vysledky, které jsou pfimo Umérné
koncentraci analytu ve vzorku. Statisticky popisuje stupen linedrni zévislosti mezi vysledky

méieni a koncentraci 2123,

Tabulka ¢. 13: Linearita ekonazolu

Plocha pod pikem
¢ (mg/ml) Plocha IS Pomér ploch E/IS
ekonazolu (E)
0,55 2854179 176518 16,1693
0,60 3011283 170216 17,6910
0,65 3245950 171245 18,9550
0,70 3519223 170820 20,6020
0,75 3784688 168844 22,4153
Ekonazol
24,00 -
23,00 -
22,00 -
S 21,00 -
[=]
& 20,00 -
€ 19,00 -
& 18,00 -
17,00 - y = 30,806x- 0,8573
16,00 - R2=0,996
15,00 T T T T T 1
0,5 0,55 0,6 0,65 0,7 0,75 0,8

¢ (mg/ml)

Obrazek €. 15: Graf kalibraéni zavislosti ekonazolu.
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Tabulka ¢. 14: Linearita mikonazolu

Plocha pod pikem
¢ (mg/ml) Plocha IS Pomér ploch M/IS
mikonazolu (M)
0,55 2973414 176518 16,8448
0,60 3140488 170216 18,4500
0,65 3377665 171245 19,7242
0,70 3661193 170820 21,4331
0,75 3937201 168844 23,3186
Mikonazol
24,00 -
23,00 -
22,00 -
€ 21,00 -
[=]
& 20,00 -
'€ 19,00 -
& 18,00 - y =31,861x- 0,7556
17,00 - R?=0,996
16,00 -
15,00 T T T T T l
0,5 0,55 0,6 0,65 0,7 0,75 0,8
¢ (mg/ml)

Obrazek €. 16: Graf kalibrac¢ni zavislosti mikonazolu.

Hodnota korela¢niho koeficientu pro ekonazol je stejnd jako pro mikonazol tedy
0,996.
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5.3.2.2 Presnost

Piesnost analytické metody vyjadiuje shodu mezi fadou méfeni ziskanych
z vicendsobného odbéru stejného homogenniho vzorku za piedepsanych podminek. Tato mira
shody je pak vyjadiena jako standardni odchylka?"".

Bylo piipraveno Sest vzorkia mikonazolu s piidavkem butylparabenu (IS), které byly
vzdy tfikrat zméteny. Dilezita byla plocha pod pikem téchto latek v jednotlivych vzorcich.
Z téchto hodnot byl nasledné¢ vypocitdn primér a vyhodnocena relativni smérodatna
odchylka. Nasledujici tabulka zobrazuje primérné hodnoty pomeéru ploch mikonazolu s

vnitinim standardem butylparabenem ze Sesti vzorki a relativni smérodatnou odchylku.

Tabulka €. 15: Piesnost stanovovana na vzorku mikonazolu s IS

Vzorek Pomér ploch M/IS
1 38,849
2 38,759
3 38,722
4 38,815
S 38,710
6 38,873
RSD (%) 0,174%

Tyto analyty zkousce vyhovuji, nebot’ maximalni hodnota RSD muize byt do 5 %.

5.3.2.3 Robustnost

Robustnost analytické metody udéva, jak moc je metoda ovlivnitelnd malymi

21231 v/ tomto

zménami v nastaveni podminek a ukazuje pouzZitelnost metody v b&zné praxil
pfipadé¢ byl zjistovan vliv zmény teploty a hodnoty pH na pribé¢h celkové analyzy.

V piipadé¢ zmény teploty byly zkouSeny hodnoty vyssi a to 30°C a 40°C. Bylo
zjisténo, ze se zvysujici se teplotou se analyza urychli, ale pik mikonazolu a necistoty ¢islo 3
se neseparuji az na zakladni linii.

Vliv pH byl testovan uz pii samotném vyvoji metody, kde se pii pH niZS§im nez bylo
zvolené 7,8, neseparoval mikonazol s necistotou ¢. 3, a u pH vyssiho naopak ekonazol

s necistotou €. 2. Zde byl zkouSen opét vliv jak hodnoty nizsi tak vyssi nez 7,8 a to konkrétné
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7,5 a 8,0. Zjistilo se, ze niz$i pH neni vhodné pouzivat, jelikoz nelze rozlisit jednotlivé latky
v dostatecné miie. Vyssi pH se ukdzalo také jako vhodné, ale z diivodu zvysSeni Zivotnosti

kolony, bylo zvoleno jako optimalni pH 7,8. Pouzita kolona je pii gradientové eluci stabilni

pouze do hodnoty 8,5.

5.3.2.4 Stabilita
Stabilita standardu mikonazolu byla zjisténa znaméfenych hodnot vzorku
skladovaného za teploty 4°C. Méfen byl v ¢asech O h, 24 h a 72 h. Z namétenych hodnot

ploch pod pikem byl udélan primér a nasledné vypocitan faktor stability T.

Tabulka €. 16: Stabilita standardu mikonazolu

Cas (h) Priamérna plocha Faktor stability (T)
0 14170446 0,27
24 14182381 0,30
72 14281636 0,52

Hodnota faktoru stability méa byt do 1, coz vzorek spliluje. Standard je stabilni pfi

uchovavani v lednici tfi dny.

5.3.2.5 Selektivita
Selektivita metody je schopnost poskytovat piesny a spravny signal pro urceni daného
analytu. To znamenad, Ze vliv potencidlnich interferentli (matrice) je zanedbatelny[23].
Nasledujici chromatogramy zobrazuji néstfik placeba s vnitinim standardem a nastiik

vzorku s vnitinim standardem. Je patrné, Ze matrice neovliviiuje analyzu mikonazolu.

uv
90000} 5
4 <z
[
g
2 =
£ 50000] s
e 4
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=
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o
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Obrazek ¢. 17: Nastrik placeba a vnitiniho standardu
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Obrazek ¢. 18: Nastiik vzorku a vnitfniho standardu
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6 VYUZITI NOVE METODY V ANALYZE DISOLUCNICH
MEDII

Poté, co byla metoda Gspésné optimalizovana a castecné validovana, byla pouzita k
méfeni obsahu mikonazolu ve vzorcich, které byly dodény z disolu¢nich zkousek z katedry
Farmaceutické technologie Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. V této kapitole budou
uvedeny blizsi specifikace vzorki, strucny popis disoluc¢nich testli a ndsledné samotna analyza

pomoci UHPLC a z ni plynouci zavéry.
6.1 Nosice tuhych disperzi

6.1.1 Polyestery kyseliny mlécné a glykolové

Kopolymery odvozené od kyseliny DL-mlééné a kyseliny glykolové, znamé jako
PLGA (poly(laktid-co-glykolid)), se hojné vyuZivaji jak v chirurgii, ortopedii, tkanovém
inzenyrstvi, tak pravé pti formulaci 1é¢ivych pripravkal®. Jako nosice 1éka se uplatiiuji
zejména hvézdicovité (star-like) nizkomolekularni kopolymery téchto hydroxylovych kyselin
s vicemocnymi alkoholy. Biodegradace téchto sloucenin probiha pribézné¢ v priubéhu

v . o “ v . v 7 o ;. . ’ ’ -[25
nékolika dnii az nékolika mésicti v zavislosti na molekularni hmotnosti®’.

2w )

o o
Qo H
R 4 =
> 0’720%‘@ ©

0 o cH, ||O
R Rz l\x * J

[25]

Obrazek ¢. 19: Schéma vétveného polyesteru
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V této diplomové praci bylo pracovano se ¢tyfmi typy polymert. Prvnim z nich byl
linearni kopolymer DL-kyseliny mlécné a kyseliny glykolové v poméru 1:1 (PLGA), druhym
byl PLGA polyester vétveny 3 % tripentaerythritolu v reakéni smési (3T), tfetim byl PLGA
polyester vétveny 8 % dipentaerytritolu v reakéni smési (8D) a ¢tvrtym byl PLGA polyester
vétveny 2 % kyseliny polyakrylové o molarni hmotnosti 2 000 g/mol v reakéni smési (2A).

Polyestery vétvené vicesytnymi alkoholy maji koncové hydroxyly, polyester vétveny
kyselinou polyakrylovou ma koncové karboxyly, coz je vyhodné z hlediska hydrofility a
vaznosti. Tyto polyestery byly syntetizovany na katedfe Farmaceutické technologie

Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Tabulka €. 17: Charakteristika polymeri PLGA, 3T, 8D, 2A

Pomér M, My Tg
Oznadeni nosice g’
LA/GA/T(D)(A) | (g/mol) | (g/mol) ©C)
PLGA 50/50/0 1833 4086 17,0 1,00
3T 48,5/48,5/3 7900 20600 21,7 0,31
8D 46/46/8 1600 2500 12,4 0,45
2A 49/49/2 8600 14400 32,8 0,54

LA kyseliny mlécna

GA kyseliny glykolova

T tripentaerythritol

D dipentaerythritol

A kyselina poyakrylova 2 000 g/mol

M, [g/mol] je ciselné stiedni moldrni hmotnost

M,, [g/mol] je hmotnostné stiedni molarni hmotnost

T, [°C] je teplota skelného prechodu

& =(1pr- /M) je vétvici pomér stanoveny z vnitini viskozity linedrniho (lin) a vétveného (br)

polymeru pri shodné moldrni hmotnosti (linedrni PLGA md g'=1,0)*"!
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6.1.2 Degradace polymeri kyseliny mlééné a glykolové

Degradace probiha mechanismem hydrolyzy nestabilnich esterovych vazeb
v polymernim fetézci. Polymerni nosice 1é¢iv na bazi homopolymert a kopolymera kyseliny
mlécné a glykolové jsou rozkladdany pomoci homogenni degradace, degradace probihajici v
celém objemu polymerniho télesa (bulk degradation). Tehdy je rychlost penetrace vody do
polymerniho télesa stejnad nebo vyssi nez rychlost difuze rozpustnych degrada¢nich produkti
z polymerniho télesa. Vznikla kyselina L-mlécné vstupuje do citratového cyklu, kde je
metabolizovéna. Z téla se vylucuje ve formé oxidu uhli¢itého a vody. Kyselina glykolovi je z
vetsi Casti z téla vyluCovana, v menSim podilu vstupuje do citratového cyklu. Celkovéa doba
degradac¢niho procesu zavisi na molarni hmotnosti, stupni krystalinity, tvaru a velikosti télesa
a fyzikalné-chemickych vlastnostech prostfedi. Muze trvat fadové od nékolika dnti az po

nékolik let?®*
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6.2 Priprava tuhych disperzi

Ptiprava tuhé disperze byla provedena tavenim rozdrobnéného polymerniho nosice a
mikonazolu. Koncentrace 1é¢iva ve smési byla 10 %. Jako nosice slouZily polyestery PLGA,
3T, 8D, 2A. Celkové mnozstvi praskové smeési bylo 5000 mg. Byly pouzity kadinky o objemu
15 ml, do téchto kadinek bylo navazeno 4500 mg nosi¢e a 500 mg mikonazolu. Smés byla
dikladn¢ homogenizovana anasledn¢ byla roztavena v horkovzdusné suSarné (90°C).
Z téchto matric se odebiraly vzorky pro disolucni testy. Bylo odvazeno 210 mg na
antiadhezivni podklad. Po té, co matrice zatuhla, byly vzorky odloupnuty a vlozeny do
dialyzacnich trubicek. Vzdy byly pfipraveny vzorky A, B a C od vSech polymert (PLGA, 3T,
8D a 2A). K témto matricim byly pfipraveny i slepé vzorky, které obsahovaly pouze 210 mg

polymerniho nosi¢e. Celkem se tedy vychazelo z 16 vzorki!®!,
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6.3 Disolucni testy

Podstatou zkousky disoluce je ureni mnozstvi uvolnéné 1é¢ivé latky z matrice za
piesné stanovenych podminek, jako je slozeni, objem a teplota disolu¢ni kapaliny, dale
ptistroj, ktery ma byt pouzit, ¢as, zptisob a mnozstvi odebiraného vzorku ke stanoveni obsahu
G&inné latky, piipadné metoda, kterd uréi obsah uginné latky!™!.

V tomto piipadé, poté co byly vzorky pfipravené v dialyzacnich trubickach, byly
vloZeny do vialek a prelity 15,0 ml fosfat-citratového pufru o pH 7,4. Nasledn¢ byly umistény
do tepaci vodni 1azné. Teplota lazné byla 37,0 °C. Dialyzacni trubicka, po uplynuti ¢asového
intervalu, byla pinzetou vyjmuta a pfesunuta do nové vialky. Casové intervaly byly 3 h, 6 h,
12 h, 24 h, 48 h a 72 h. U vzorkt 8D a PLGA se pokracovalo na 144 h a 216 h. U téchto
vzorki byl vyjmut i1 zbytek vzorku, ktery po testech zlstal. Mnozstvi uvolnéného mikonazolu

bylo stanoveno metodou UHPLC. Celkem se tedy testovalo 120 vzorkd. Vse piehledné

zobrazuje nasledujici tabulka.

Tabulka ¢. 18: Disoluce mikonazolu z polymeri

Casovy interval (h)
(;:j;’;f;) N?ﬁg‘“ 3 6 | 12 | 24 | 48 | 72 | 144 216 | zbytek
3T 205 | 13 | 1-6 | 12 | 1-24 | 1-48 | 172
3T-A 201 | 23 | 26 | 212 | 224 | 2-48 | 272
3T-B 204 | 33 | 36 | 312 | 324 | 348 | 3-72
3T-C 207 | 43 | 46 | 412 | 424 | 448 | 472
24 208 | 53 | 56 | 512 | 524 | 5-48 | 572
2A-A 23 | 63 | 66 | 612 | 624 | 648 | 672
1A-B 20 | 73 | 76 | 712 | 724 | 748 | 7-72
2A-C 209 | 83 | 86 | 812 | 824 | 848 | 872
8D 205 | 93 | 96 | 912 | 924 | 948 | 972 | 9-144 | 9216 | 9.
8D-A 219 | 103 | 10-6 | 10-12 | 10-24 | 10-48 | 1072 | 10-144 | 10216 | 10-zb.
8D-B 21 | 113 | 11-6 | 11-12 | 11-24 | 11-48 | 11-72 | 11-144 | 11-216 | 11=zb.
8D-C 207 | 123 | 12:6 | 12-12 | 12-24 | 12-48 | 12-72 | 12-144 | 12-216 | 122b.
PLGA 200 | 13-3 | 136 | 13-12 | 1324 | 13-48 | 13-72 | 13-144 | 13-216 | 13-z,
PLGA-A | 203 | 14-3 | 146 | 14-12 | 14-24 | 1448 | 14-72 | 14-144 | 14-216 | 14-zb.
PLGA-B | 212 | 153 | 15-6 | 15-12 | 15-24 | 1548 | 15-72 | 15-144 | 15-216 | 15-zb,
PLGA-C | 207 | 16-3 | 166 | 16-12 | 16-24 | 16-48 | 16-72 | 16-144 | 16-216 | 16-zb.
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Vzorky oznacené v tabulce ¢. 19 jako 3T, 2A, 8D a PLGA ptedstavovaly slepé vzorky
obsahujici pouze polymerni nosic.

Z navazek matrice byly nésledné dopocitany presné koncentrace léCiva, které byly
vyuzivané ve vypoctech uvedenych v dalsi kapitole. Vychazelo se z informace, ze matrice
obsahuji 10 % IéCiva a disolu¢ni testy byly provadény v roztoku o objemu 15 ml. Pouze

v ptipad¢ vzorkt 9zb.—16zb. byl objem 5 ml, diivod je uvedeny nize.

Tabulka ¢. 19: Piesné koncentrace mikonazolu ve vzorcich

Polymer | Piesna koncentrace (mg/ml) | Polymer | PFesna koncentrace (mg/ml)
3T-A 1,41 8D-A 1,46
3T-B 1,43 8D-B 1,47
3T-C 1,45 8D-C 1,38
2A-A 1,42 PLGA-A 1,35
2A-B 1,47 PLGA-B 1,41
2A-C 1,46 PLGA-C 1,38

Tabulka €. 20: Piesné koncentrace mikonazolu ve vzorcich 9zb.-16zb.

Polymer | Presna koncentrace (mg/ml) | Polymer | Presna koncentrace (mg/ml)
8D-A 4,38 PLGA-A 4,06
8D-B 4,42 PLGA-B 4,24
8D-C 4,14 PLGA-C 4,14
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6.4 Stanoveni obsahu mikonazolu v tuhych disperzich pomoci
UHPLC

6.4.1 Priprava vnitiniho standardu

Koncentrace zdsobniho roztoku butylparabenu, ktery byl pouzivan po celou dobu
méteni, odpovidala 0,2 mg/ml. Byl pfipraven v mnozstvi 200 ml.
Ptesna navazka tedy byla 40,2 mg butylparabenu, kterd byla nasledné rozpusténa

v metanolu a doplnéna do objemu 200 ml.

6.4.2 Priprava vzorki a méreni vzorki

Vzorky pochazejici z disolucnich testi byly dodany ve vialkach zkatedry
Farmaceutické technologie. Kazdd vialka byla pfed odebranim 1 ml vzorku protfepana.
Z toho diivodu, ze vzorky obsahovaly malé ilomky matrice a byly zakalené, musely byt pied
nastiikem upraveny. Uprava probihala pomoci filtrace pies filtry (4 mm, 0,2 pm PTFE
membrana). 1 ml pfefiltrovaného vzorku byl nafedén v poméru 1:1 zisobnim roztokem
vnitiniho standardu pfimo ve vialce. Poté byly vzorky v téchto vialkdch umistény do
zasobniku pfistroje UHPLC vytemperované¢ho na 25°C a méfeny za podminek, které jsou
uvedeny v kapitole 5.2.

Z kazdé¢ vialky byly provedeny tfi nastiiky, vSechny potfebné udaje byly zaznamenany
a pouzity k vypoctim. Pfiblizné po namé&feni deseti vzorkil byl vzdy zméfen roztok standardu
mikonazolu s IS, ktery byl pouzit k vypoctu obsahu 1é¢iva ve vzorcich.

Rozdiln¢ probihala ptiprava pouze u vzorka 9zb. — 16zb, tyto vzorky byly dodéany
v suché podobé. Za intenzivniho tfepani se nechaly rozpoustét po dobu 10 minut, aby bylo
zajiSténo uvolnéni latky. Rozpousténi probihalo v 5 ml zdsobniho roztoku vnitiniho standardu
a ze vzniklého roztoku bylo odebrano potiebné mnozstvi, které bylo piefiltrovano a zméfeno.

Zde roztok nebyl nafedén 1:1.
6.4.3 Stanoveni obsahu mikonazolu v polymeru

Jako posledni byl stanoven obsah mikonazolu v polymeru pied tim, nez byly
provadény disolucni testy. Tato analyza méla zjistit, jestli dany polymer obsahuje mikonazol
opravdu v deklarovaném mnoZstvi. Pro tyto Ucely byly z katedry Farmaceutické technologie

Univerzity Karlovy v Hradci Krdlové dodany matrice polymerti obsahujici 10 % mikonazolu
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(stejné¢ jako byly pouzity k disolu¢nim testim). Z téchto vzorki byla odebrana piesna
navazka, ktera byla rozpusténa v 5 ml zasobniho roztoku butylparabenu. Z takto pfipravenych
vzorkll bylo odebrano pottebné mnozstvi, které bylo opét prefiltrovano a zméteno pomoci
UHPLC.

Z navazek se dopocitala piesnd koncentrace mikonazolu, s pfedpokladem, ze matrice

obsahovala 10 % lé¢iva.

Tabulka ¢. 21: NavazKky polymeri pro stanoveni obsahu mikonazolu, pifesna koncentrace mikonazolu

Polymer Navazka Piesna koncentrace mikonazolu
(mg) (mg/ml)
3T 69,5 13,90
2A 70,6 14,12
8D 38,3 7,66
PLGA 70,2 14,04
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6.5 Vysledky méreni

6.5.1 Vysledky z méfeni vzorkii z disoluénich testi

Po doméieni byly u kazdého vzorku zprimeérovany plochy pod piky ze vSech 3

nasttikl a nasledn€ vypocitana koncentrace dle rovnice:

Apws)
_ A':IS}L‘H .
{wz) = }1— =zl

ist)

C

HI:IS}SE'

Cyz ...koncentrace vzorku

Apzy ... plocha vzorku

Agaspz ... plocha vnitiniho standardu ve vzorku
Ay ... plocha standardu

Aas)se ... plocha vnitiniho standardu ve standardu

v

zF. ... ziredeni

Ziedéni v tomto ptipadé bylo 2. Pouze u vzorku 9zb.-16zb. nebylo se zfedénim
pocitano.

Takto vypocitané koncentrace (mg/ml) byly nasledné pifepocitdny na procentudlni
obsah, ktery udava, kolik % z priivodni navazky obsahuje dany vzorek, neboli kolik 1é¢iva se

uvolnilo z matrice za dany casovy interval. Toto procentualni vyjadieni se vypocitalo dle

rovnice:
.
% = — =100
c
Ci ... presna koncentrace mikonazolu vypocitand z presné navazky
c ... koncentrace nameérena ve vzorku
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Tabulka €. 22: Procentualni obsah mikonazolu uvoliiovany v danych intervalech z matrice 3T

((jl?)s Vzorek (Sg/‘;‘;l) % Vzorek (S;‘/‘l':l) % Vzorek (IS;‘/‘;‘I‘;D %
3 | 37-4 | 0000 | 000% | 37-B | 0,000 | 0,00% | 37-C | 0,000 | 0.00%
6 3T-4 0,000 0,00% 37T-B 0,000 0,00% 37-C 0,000 0,00%
12 3T-4 0,0004 | 0,03% 37T-B | 0,0004 | 0,03% 37-C | 0,0005 | 0,03%
24 3T-A 0,001 0,04% 3T-B 0,001 0,04% 31-C 0,002 0,17%
48 37T-A 0,002 0,12% 37-B 0,001 0,07% 37-C 0,001 0,09%
72 3T-A 0,001 0,07% 3T-B 0,000 0,02% 31-C 0,001 0,05%
0,26% 0,17% 0,34%
Tf\bulka ¢. 23: Procentualni obsah mikonazolu uvoliiovany v danych intervalech z matrice 2A
((jl?)s Vzorek (ng/l:(rzl) % Vzorek (Sg/‘l';‘;l) % Vzorek (ﬁg/l:;l) %
3 | 24-4 | 0571 | 40,18% | 24-B | 0506 | 34,53% | 24-C | 0289 | 19.82%
6 2A4-A 0,354 | 2490% | 2A4-B 0,257 | 17,54% | 24-C 0,260 | 17,80%
12 2A4-A 0,072 5,09% 2A4-B 0,057 3,87% 24-C 0,180 | 12,35%
24 2A4-A 0,026 1,80% 2A4-B 0,027 1,85% 24-C 0,039 2,70%
48 2A4-A 0,031 2,15% 2A4-B 0,033 2,23% 24-C 0,030 2,06%
72 24-A 0,017 1,17% 2A4-B 0,061 4,16% 24-C 0,043 2,94%
75,29% 64,19% 57,67%
Tabulka ¢. 24: Procentudlni obsah mikonazolu uvoliiovany v danych intervalech z matrice 8D
((Y:l?)s Vzorek (ggm/l;:l) % Vzorek (Igé“/‘l';‘;l) % Vzorek (gé“;;:l) %
3 8D-A 0,001 0,04% 8D-B 0,004 0,29% 8D-C 0,001 0,09%
6 8D-A 0,000 0,00% 8D-B 0,001 0,06% 8D-C 0,000 0,00%
12 8D-A 0,002 0,14% 8D-B 0,018 1,25% 8D-C 0,012 0,88%
24 8D-A 0,003 0,20% 8D-B 0,006 0,40% 8D-C 0,007 0,47%
48 8D-A 0,007 0,49% 8D-B 0,019 1,32% 8D-C 0,006 0,45%
72 8D-A 0,008 0,53% 8D-B 0,003 0,23% 8D-C 0,012 0,86%
144 8D-A 0,015 1,03% 8D-B 0,026 1,76% 8D-C 0,024 1,76%
216 8D-A 0,027 1,84% 8D-B 0,010 0,66% 8D-C 0,007 0,53%
zb. 8D-A 1,731 | 39,53% | 8D-B 1,844 | 41,72% | 8D-C 1,778 | 42,95%
43,80% 47,68% 47,99%
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Tabulka ¢. 25: Procentualni obsah mikonazolu uvoliiovany v danych intervalech z matrice PLGA

?l?)s Vzorek ((rjnlgn/lrlfﬂ) % Vzorek ((Ijn'g"/"':;;) % Vzorek gl‘é}’r':;) %
3 PLGA-A | 0,0005 | 0,04% | PLGA-B | 0,0004 | 0,03% | PLGA-C | 0,0005 | 0,04%
6 PLGA-A | 0,002 | 0,12% | PLGA-B | 0,001 | 0,07% | PLGA-C | 0,001 | 0,06%
12 | PLGA-4 | 0,003 | 0,22% | PLGA-B | 0,001 | 0,08% | PLGA-C | 0,001 | 0,06%
24 | PLGA-A | 0,0005 | 0,04% | PLGA-B | 0,001 | 0,05% | PLGA-C | 0,001 | 0,04%
48 | PLGA-A | 0,001 | 0,09% | PLGA-B | 0,001 | 0,10% | PLGA-C | 0,002 | 0,11%
72 | PLGA-A | 0,000 | 0,00% | PLGA-B | 0,000 | 0,00% | PLGA-C | 0,000 | 0,00%
144 | PLGA-A | 0,004 | 0,26% | PLGA-B | 0,002 | 0,14% | PLGA-C | 0,003 | 0,20%
216 | PLGA-A | 0,006 | 0,42% | PLGA-B | 0,008 | 0,60% | PLGA-C | 0,004 | 0,27%
zb. | PLGA-A | 2,005 | 49,39% | PLGA-B | 2,069 | 48,79% | PLGA-C | 2,015 | 48,68%
50,58% 49,86% 49,45%

Cervené tadky v tabulkdch zobrazuji celkové mnozstvi 1éCiva,

které se béhem

disoluénich testl uvolnilo. 100 % by ptfedstavovalo hodnotu, kterd odpovida ptivodni navéazce

mikonazolu. Vysledky z matrice 3T lze povazovat za nejhor$i, nebot celkové mnozstvi

nedosdhlo ani v jednom piipadé 0,5 %. Matrice 2A dopadla nejlépe. Lécivo se opravdu

uvolnovalo postupné po celou dobu disolu¢nich testii. Matrice 8D a PLGA sice v kone¢ném

souctu dosahly v priméru témét 50 %, ale vétSina 1éciva zustala ve zbytku matrice, tudiz se

vibec neuvoliiovala nebo uvoliovala velmi pomalu.
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6.5.2 Vysledky méreni na stanoveni obsahu mikonazolu v polymeru

Stanoveni obsahu mikonazolu v polymeru bylo provedeno proto, aby se zjistilo, jestli

dany polymer po ptipravé opravdu obsahuje dané mnozstvi 1é¢iva, tedy 10 % z navazky.

Nasledujici tabulka zobrazuje vysledky zkousky.

Tabulka ¢. 26: Stanoveni obsahu mikonazolu v polymeru

Koncentrace mikonazolu

Obsah mikonazolu

Polymer Uspé&$nost inkorporace
(mg/ml) v polymeru
3T 0,943 6,78 % 68 %
2A 0,886 6,28 % 63 %
8D 0,534 6,98 % 70 %
PLGA 0,845 6,02 % 60 %

Je patrné, Ze inkorporace 1é¢iva nebyla uplna, maximalni hodnoty dosahovaly 70 % a

to v ptipad€ polymeru 8D. Nejhiife dopadl polymer PLGA s GispéSnosti inkorporace pouze

60 %.

Toto zjisténi mohlo do znacné miry ovlivnit vysledky ptedchozich testa.
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7 ZAVER

Pomoci ultra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC), byla vyvinuta
vhodna metoda pro separaci mikonazolu, ekonazolu a jeho tfi necistot, kterd dokaze vSechny
latky vcetné vnitiniho standardu u¢inné separovat.

Zvolené optimalni podminky uvadi nasledujici tabulka:

Tabulka &. 27: Souhrn optimalnich chromatografickych podminek

Analyticka kolona Kinetex " XB C18, 50 x 2,1 mm, 1,7 um
Mobilni faze (%) A : B (60:40)
Mobilni faze A (%) octanovy puft : metanol (80:20)
Mobilni faze B (%) acetonitril: metanol (60:40)
Cas Zména poméru MF
(min) (A:B; %)
Zména sloZeni poméru MF 0,00 60:40
(Gradient) 6,00 13:87
6,01 60:40
9,00 60:40
Priitokova rychlost 0,6 ml/min
pH 7,8
Vinova délka 225 nm
Vnitini standard butylparaben
Nastiikovy objem 2 ul
Retenc¢ni ¢as ekonazolu 3,8 min
Reten¢ni ¢as mikonazolu 4,6 min
Teplota 25°C
Celkovy cas analyzy 9 min

V testu zplisobilosti byly ovéfeny opakovatelnost, kapacita separace, faktor symetrie a

rozliSeni. Dale byly zméfeny parametry linearita, pfesnost, robustnost, stabilita standardu a

selektivita. VSechny namétené vysledky odpovidaly pozadavkam.
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Tato metoda byla pouzita pro stanoveni mnozstvi mikonazolu v tuhych disperzich.
Zkoumala se rychlost a mnozstvi uvolnéného léCiva z matrice polyestera odvozenych od
kyseliny DL-mlé¢né a kyseliny glykolové. Tyto matrice byly pfipraveny na katedie
Farmaceutické technologie Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Na metod¢ se bude dale pracovat, uvazuje se i o stanoveni ekonazolu, ptipadné¢ obou
latek najednou s tim, ze analyza necistot ndm poda dalsi informace o pribc¢hu disoluce a

budeme moci sledovat stabilitu 1é¢iva béhem uvolnovani.
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: Vyvoj gradientu u druhé zkousené MF

: Souhrn optimalnich chromatografickych podminek

: Opakovatelnost nastfiku ekonazolu a mikonazolu

: Opakovatelnost nastfiku necistoty ekonazolu ¢. 1, €. 2, €. 3

: Opakovatelnost nasttiku butylparabenu (IS)

: Kapacita separace jednotlivych slozek smési

: Faktor symetrie (Ag) slozek analyzované smési

: Rozliseni (Rs) slozek analyzované smési

Linearita ekonazolu

Linearita mikonazolu

Ptesnost stanovovana na vzorku mikonazolu s IS

Stabilita standardu mikonazolu

Charakteristika polymerti PLGA, 3T, 8D, 2A

Disoluce mikonazolu z polymert

Pfesné koncentrace mikonazolu ve vzorku

Presné koncentrace mikonazolu ve vzorcich 9zb.-16zb.

Navazky polymert pro stanoveni obsahu mikonazolu, piesna koncentrace mikonazolu
: Procentualni obsah mikonazolu uvoliiovany v danych intervalech z matrice 3T
Procentualni obsah mikonazolu uvoliovany v danych intervalech z matrice 2A
Procentualni obsah mikonazolu uvoliiovany v danych intervalech z matrice 8D
Procentualni obsah mikonazolu uvolfiovany v danych intervalech z matrice PLGA
Stanoveni obsahu mikonazolu v polymeru

Souhrn optimalnich chromatografickych podminek
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SEZNAM OBRAZKU

Obrazek ¢.
Obrazek ¢.
Obrazek ¢.

: Strukturni vzorec slouc¢eniny mikonazol
: Strukturni vzorec slouceniny ekonazol

: Blokové schéma HPLC

Obrazek ¢.
Obrazek ¢.
Obrazek ¢.
Mobilni faze MeOH : H,O 57:43; pH 6,89; kolona C18 XB (50 x 2,1 mm, 1,7 pm);

1
2
3
Obrazek €. 4: Vzhled povrchové porézni Castice (A) v porovnani s celkové porézni castici (B)
5: Rozdil v rozmyvani (§ifi piktl) mezi povrchové porézni a plné porézni ¢astici
6: Primérné zvyseni efektivity pfi pouziti povrchoveé poréznich ¢astic oproti plné poréznim
7

: Chromatogram ekonazolu a jeho tfi necistot.

pritok 0,6 ml/min; néstik 2 um; gradientova eluce.

Obrazek €. 8: Chromatogram ekonazolu, jeho tii necistot a mikonazolu.

Mobilni faze [(MeOH : AmAc 20:80) : (MeOH: ACN 40:60)] 60:40; pH 6,35; kolona C18 XB
(50 x 2,1 mm, 1,7 pm); pratok 0,6 ml/min; nastiik 2 pm; gradientova eluce.

Obrazek ¢. 9: Chromatogram ekonazolu, jeho tii necistot a mikonazolu.

Mobilni faze [(MeOH : AmAc 20:80) : (MeOH: ACN 40:60)] 60:40; pH 8,18; kolona C18 XB
(50 x 2,1 mm, 1,7 pm); pritok 0,6 ml/min; nastiik 2 pm; gradientova eluce.

Obrazek €. 10: Chromatogram ekonazolu, jeho tfi necistot a mikonazolu.

Mobilni faze [(MeOH : AmAc 20:80) : (MeOH: ACN 40:60)] 60:40; pH 7,36; kolona C18 XB
(50 x 2,1 mm, 1,7 pm); pritok 0,6 ml/min; nastiik 2 pm; gradientova eluce.

Obrazek ¢. 11: Chromatogram ekonazolu, jeho tfi necistot a mikonazolu.

Mobilni faze [(MeOH : AmAc 20:80) : (MeOH: ACN 40:60)] 60:40; pH 7,82; kolona C18 XB
(50 x 2,1 mm, 1,7 pm); pratok 0,6 ml/min; nastiik 2 um; gradientova eluce.

Obrazek ¢. 12: Chromatogram ekonazolu, jeho tfi ne¢istot a mikonazolu.

Mobilni faze MeOH : NH4H,PO, 50:50; pH 7,75; kolona C18 XB (50 x 2,1 mm, 1,7 pm);
pritok 0,6 ml/min; nastik 2 um; gradientova eluce.

Obrazek €. 13: Chromatogram ekonazolu, jeho tfi necistot a mikonazolu.

Mobilni faze (MeOH : NH,H,PO, 20:80) : (MeOH: ACN 40:60) 60:40; pH 7,75; kolona C18 XB
(50 x 2,1 mm, 1,7 pm); pratok 0,6 ml/min; nastiik 2 um; gradientova eluce.

Obrazek ¢. 14: Chromatogram ekonazolu, jeho tfi ne€istot a mikonazolu.

Mobilni faze [(MeOH : AmAc 20:80) : (MeOH: ACN 40:60)] 60:40; pH 7,82; kolona C18 XB
(50 x 2,1 mm, 1,7 pm); pratok 0,6 ml/min; nastiik 2 pm; gradientova eluce.

Obrazek €. 15: Graf kalibra¢ni zavislosti ekonazolu

Obrazek €. 16: Graf kalibraéni zavislosti mikonazolu

Obrazek €. 17: Nastiik placeba a vnitiniho standardu

Obrazek €. 18: Nasttik vzorku a vnitiniho standardu

Obrazek €. 19: Schéma vétveného polyesteru
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