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2. UvoD

Flukonazol patfi mezi azolova antimykotika s vysokou antifungalni specifikou uUcinku. Je
vhodny jak k peroralnimu, tak parenterdlnimu podani. Mechanismus ucinku spociva
v inhibici syntézy ergosterolu u citlivych hub. Flukonazol se vyuziva v l1é¢bé riznych
druhl kandiddz, napf. u systémovych, slizni¢nich, jicnovych a mukokutannich kandidéz
genitalu. Lécba zahrnuje i kryptokokdzy, dermatomykdzy a systémové endemické

mykdzy. (1)

V poslednich letech se dostdvaji do popredi polymery vyuZivané jako nosice |éCiv. Mezi
tyto polymery patfi také slouceniny kyseliny mlééné a glykolové. V dnesni dobé se
vyuZzivaji jako vstiebatelny Sici materidl v chirurgii a tkannovém inzenyrstvi, ale také pfri
formulaci lécivych pripravkl. Vyhodou pouziti téchto kyselin v praxi, zejména jako
nosice IéCiv, je jejich biodegradabilita. Tyto latky se fyziologicky vyskytuji v lidském téle.
Po rozpadu matrice, kterd obsahuje inkorporované lécivo, se kyselina mlécna dostava
do citratového cyklu, kde se ve formé oxidu uhli¢itého a vody dostava z téla. Kyselina
glykolova je z vétsi ¢asti z téla exkretovdna, v mensim podilu vstupuje do citratového

cyklu. (2; 3)

Jednou z ¢asto vyuZivanych metod pro stanoveni identity a obsahu flukonazolu je
vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC). Vyhoda metody spodiva zejména
v rychlosti a citlivosti analyzy. Mezi dalsi pfednosti fadime minimalni potrfebu vzorku a

moznost automatizace. (4)



3. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této diplomové prace je vyvinout, optimalizovat a validovat HPLC metodu pro
stanoveni obsahu flukonazolu ve vzorcich ziskanych pfi disoluci matric, které jsou
tvoreny kopolymery kyseliny mlééné a glykolové. PFi praci budou pouzity core-shell
kolony, které disponuji vyhodnymi vlastnostmi, které by mély ulehdit vyvoj HPLC
metody. Béhem prace bude vybrana vhodna mobilni faze, optimalizovan pritok a
teplota, pfi které bude analyza probihat. Pfi optimalizaci metody HPLC bude také
kladen ddraz na vlastnosti vyslednych chromatogrami, jako jsou retencni casy
urcovanych latek, dale Sitka a symetrie pikd. Vypracovana metoda by méla byt rychla a
jednoducha, aby mohla byt pouzita pro vétsi série vzork( z disoluénich testu

provadénych Katedrou farmaceutické technologie.



4. TEORETICKA CAST
4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

4.1.1 Uvod

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) patfi v soucasné dobé k nejvice
vyuzivanym analytickym metoddm, které se uplatnuji ve vSech oblastech analyzy |éciv,
napfr. stanoveni obsahu, totoznosti a Cistoty léciv, analyza slozenych Iékovych

pfipravkd, stabilitni studie a monitorovani metabolitd a IéCiv v télnich tekutinach.
Hlavni pfednosti HPLC : (4)

e Jedna se o separacni metodu umoziujici kvalitativni i kvantitativni analyzu

separovanych slozek smési
e Rychlost analyzy, vysoka citlivost
e Poutziti minimalniho mnoZstvi vzorku
e MozZnost automatizace

e Srovnatelnost s plynovou chromatografii; avsak vzhledem k tomu, Ze vétSina

[é¢iv neni tékavd, HPLC v analyze |éCiv jednoznaéné dominuje

4.1.2 Kapalinovy chromatograf

Obrazek 1 Kapalinovy chromatograf (4)
Vysvétlivky: Z; , 3, - zasobniky mobilni faze, C — &erpadlo, PG — programovaci jednotka,

DZ — davkovaci zafizeni, K — kolona, D — detektor, PC - poditac



Chromatograf se skldda ze zasobniku mobilni (pohyblivé) faze. Dalsi ¢asti je cerpadlo,
které cerpd mobilni fazi do chromatografického systému a je schopno vyvinout tlak az
kolem 50 MPa. Vysoky tlak je nezbytny vzhledem k naplni kolon a (v porovnani s plyny)
ke znacné viskozité kapalné mobilni faze. Diky témto okolnostem jsou kladeny vysoké
pozadavky na kvalitu a vykonnost Cerpadla, dale na tésnost spojli i samotnych kolon.
Velice cCasto se pred cerpadlo zarazuje degazér, jehoz ukolem je odplynéni mobilni
faze. Vzduch rozpustény v mobilni fazi by se mohl, napfiklad pfi miseni rliznych slozek
mobilni faze, uvolnit a vzniklé vzduchové bublinky by pak rusily analyzu. Na vstupu
kolony je umisténo davkovaci zafizeni vzorku. Nastfik vzorku je mozno provadét dvojim
zpusobem a to bud manudlné za pomoci mikrosttikacky, nebo s pouZitim
automatického ddvkovace. Chromatografické kolony jsou zhotoveny z kovu (nerez)
nebo mlzou byt sklenéné, konstruované pro vysoké pouzivané tlaky. Kolony byvaji
dlouhé 5-30cm o vnitinim priméru 2-8 mm. Napli kolony je tvofena malymi
sférickymi ¢asticemi sorbentu (velikost 1,7-5 um) a musi byt nanejvy$s rovhomérna.
Dalsi Casti systému je pratokovy detektor, na jehozZ citlivosti a spolehlivosti zavisi ve
velké mire vysledek analyzy. Detektory muiZeme délit podle zplsobu detekce na
spektrofotometrické, fluorimetrické, elektrochemické, refraktometrické a dalsi. Signal
detektoru byl dfive sniman a registrovdn zapisovacem a pfipadné zpracovan
integratorem. Dnes je ovladani kapalinového chromatografu plné automatické a
ovladané pocitacem za pomoci chromatografického softwaru, ktery slouzi ke sbéru a

naslednému zpracovani dat. (5; 6)

4.1.3 Princip

HPLC je separacni metoda, pfi niz dochazi k déleni slozek smési na koloné naplnéné
sorbentem v dusledku ustdleni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi. Jednotlivé

slozky jsou déleny na zakladé odlisnych interakci s témito dvémi fazemi. (4)

V HPLC se nejcastéji pouzivaji tzv. chemicky vdzané stacionarni faze. Silikagelova zrnka
s -OH skupinami vazi vhodnou chemickou reakci rlizné radikaly. Nejcastéji se jedna o
uhlovodikové fetézce, které maiji zpravidla 18 uhlikatych atomU (pfipadné 8). Tyto faze
maji nepolarni charakter a pouzivaji se v tzv. reverznim modu, kdy mobilni faze je

polarni a stacionarni faze je nepolarni. Dalsimi pfiklady pouZivanych radikall mdzou



byt tfi-uhlikaté retézce s navdzanymi skupinami —NH,, -CN aj. Tyto latky maji stfedné
polarni charakter a daji se pouzit v obou modech — reverzni i normalni chromatografie.

(4)

Jako mobilni faze se v reverzni chromatografii pouZivadji predevsim methanol,
acetonitril, tetrahydrofuran, voda a jejich smési. Pfi chromatografickém stanoveni
bazickych nebo kyselych latek se zpravidla organické rozpoustédlo misi s vodnym
roztokem pufru. Timto se ustavi a ndsledné béhem chromatografického procesu i
udrZuje ionizaéni rovnovaha délenych latek, kterd ma podstatny vliv na jejich distribuci

a elucni parametry. (5)

4.2 Core-shell kolony

Core-shell kolony znamenaly prilom v metodé HPLC. Jejich ¢astice maji stejné vyhody
jako mensi 2 um castice, ale navic dovoluji stanoveni za nizsiho tlaku. Tyto vyhody

nasledné zahrnuji mozZnost provadét rychlejsi analyzy s vyssim rozlisenim. (7)

4.2.1 Slozeni core-shell kolon

Core-shell kolony obsahuji 2,7 um velké c¢dstice, které se skladaji z 1,7 um velkého
pevného jadra a 0,5 um Sirokého porézniho obalu. Jejich vyhodou je kratsi difazni
draha ve srovnani s Casticemi, které jsou plné porézni. Je to zplisobeno pravé
pfitomnosti pevného jadra. Tato ¢astecnd pdrovitost snizuje axialni disperzi analytd a
minimalizuje rozmyvani piku. Maji srovnatelnou ucinnost s ¢astice mensimi nez 2 um a
jsou témér dvakrat ucinnéjsi nez 3 um castice. Jejich dalsi vyhodou je vétsi velikost
Castic, ktera dovoluje pfiblizné o polovinu mensi tlak za stejnych podminek a velikosti

kolony. (7)
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b Ascentis Express Particle Totally Porous Particle

Diffusion Path

Obrazek 2 Porovnani struktury plné porézni (vpravo) a core-shell castice (vlevo) (7)

4.2.2 Rychlost separace

Jednou z vyhod téchto kolon je rychlost separace. Ve srovnani s ¢asticemi mensimi nez
2 um, castice core-shell kolon vytvareji priblizné polovi¢ni tlak. To umoZiuje pouzit jak
delsi kolony, tak rychlejsi pratok. Na Obrazku 3 jsou znazornény rozdily mezi béznymi
kolonami obsahujici ¢astice mensi nez 2 um a core-shell kolonami. Rychlost separace je

az nékolikrat vétsi v disledku vétsiho pritoku pfi zachovani stejného tlaku. (7)
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columns: Ascentls Express C1E, 10 cmx 2.1 mm LD, 2.7 pm particies
{53823-U) and sub-2 pm paricle colmn [5eme dimsnsions)
mablla phase: 49:E1 of 55:45, water-acstontrie
flow raite: 0.4 or 0.2 mLimin.

temp.: Bmblent
dat.: UV 3t 200 nm
Infaction: 1 pL
1. Esiradiol
Ascentis Express C18 2 ;ﬁﬁm
0.4 miL‘min fiow rate ﬂ: T
2 5. [Estrone degradant
1
4
3000 psl
TWICE
a b THE SPEED
AT E L
—A JUL PHESEUH;ES
I 1 I.l'l :.'I.n :|.I_u
in
C18 Sub-2 pm
0.2 miL/min fow rate
- 3000 pl

Y| U | N | W N

Obradzek 3 Porovndvani rychlosti separace (7)

4.2.3 RozliSovaci schopnost

Dalsi uzite€¢nou vlastnosti je vysoka rozliSovaci schopnost. Ve srovnani s béznymi 3 um
a 5 um casticemi, ¢astice core-shell kolon vytvareji ostrejsi pik, jak ukazuje Obrazek 4.
Tyto Castice jsou navic i vice propustné, vykazuji mensi tlak, a proto mizeme pouzit
delsi kolony pro jesté vétsi rozliSeni. Touto vlastnosti vSak nedisponuji ¢astice mensi
nez 2 um z toho dlvodu, Ze vytvareji vétsi tlak, a proto se vylucuje poutziti delSich kolon

ke zlepSeni rozliseni. (7)
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columee: Ascents Express C18, 10 omx 2.1 mm L0, 2.7 pm particias
[E3823-1) and sub-2 pm particle column, & cm x 2.1 mm LD.
moblle phase: 55:45 or b4:46, weter-acetontrlle
S rete: 0.2 mL'min.

f@mp.: ambient
det: UV at 200 nm ; Eﬁgﬂj
Injection: 1 pL 3 mpurtly
- 4. Estron
. Ascentis Express C18 E. Estrm:ﬂeyadant
Ascentis Express 10cm length 2
1400 psl 4
TWICE THE
! RESOLUTION
AT EQUAL
PRESSURE
5
\ A
1,8 0 3,0 A0 =0 a0
Min
SHA&RPER C18 Sub-2 pm
PEAKS THAN J 1y
REGULAR tEsops | )
COLUMMNS .
T
A lJU |
EEEEEER RS ;rl;riqm?ll-.!!q!n!l:lr:l rrrrrrr ;I.-
BAr
Obrazek 4 Porovnadni ostrosti piki (7) Obrazek 5 Porovndni rozlisovaci
schopnosti (7)

4.2.4 Citlivost

Vv

Dalsi vyhodou core-shell kolon je vysoka citlivost. Piky jsou vyssi a vykazuji vyssi S/N
pomér. Pri¢tenim citlivosti k vysoké ucinnosti tohoto systému mizeme odeditat rozdily

v citlivosti jednotlivych chromatogramd, jak je zndzornéno na Obrazku 6. (7)
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columns: & Indica=d; 10 cm X 4.5 mm LD,
maobde phese : ecetonitrie-water
fiow rate. 1.8 mL'mn

femp.: 35° C
dial: 254 nim
Injectian: & pL BETTER
e SENSITIVITY
2. Acatophenane THAN REGULAR
1B
o T;‘:Jm" COLUMNS

A scantis Exprass
Traditional 3 pm

‘|4— Senskivity Gap

Obradzek 6 Porovnani citlivosti chromatogramii (7)

4.2.5 Odolnost

Castice core-shell kolon se vyrabéji tak, aby byly viechny zhruba stejné velké. Stejna
velikost poté umoZiuje pouziti frit s velikosti pért 2 um. Toto je vyhoda ve srovnani
s Casticemi mensSimi nez 2 um z toho dlvodu, Ze tyto mensi Castice vyZaduji mensi
porovitost frit (0,5 um a mensi) a jsou tedy ndachylnéjsi k zandSeni, coz vede

k rozdélovani pik( a vysSimu tlaku. Toto pak sniZuje Zivotnost kolony. (7)

Dalsim rysem, ktery pfispiva k odolnosti systému, je fakt, Ze ¢astice maji vyssi hustotu
nez plné porézni Castice a vytvareji tak vysoce stabilni I0Zko. Nedochdzi tedy
k vytvareni cesticek v lGzku (channeling) a analyty mohou pak plné interagovat se

stacionarni fazi. (7)

4.2.6 Kolony s RP-Amidem

Kolony obsahujici RP-Amid poskytuji vyssi selektivitu k polarnim sloucenindm, a to
predevsim k tém, které tvofi vodikové vazby. Amidova skupina poskytuje rozsireni
selektivity pro analyty, které tvofi vodikové vazby s heteroatomy. Fenoly, karboxylové
kyseliny, aminy a v mensi mife i alkoholy vykazuji zvySenou retenci na RP-Amidové
koloné ve srovnani s neutralnimi nepolarnimi latkami. Na Obrdzku 7 je porovnani

kolony C18 s RP-Amidovou kolonou. Smés pro analyzu obsahuje neutralni nepolarni
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slouceniny (benzen, toluen) a protické latky (p-methoxyfenol, p-nitrobenzoovou
kyselinu a p-chlorfenol). Jak je vidét na prvnim chromatogramu, neutralni molekuly
vykazuji snizené zadrieni na koloné a jsou eluovany o néco dfive nez na druhém
chromatogramu. Polarni slouéeniny jsou naopak vice zadriovdany na RP-Amidové

koloné, maji delsi retencni ¢asy a dokonce zde dochazi i ke zméné poradi eluce. (7)

columing: Ascents Exprass RP-Amide, 10 cm x 4.6 mm LD,
Ascantls Express C10, 10 cmx 4.6 mm LD.
mobilie phasa: 4060, 0.1% Tormic &oid In watsr:-methanal
fiow raie: 1.0 mLfmin
temp.: 25° C
get.: 254 nm
Fjection: & L

Urach
p-Methomyphenal
Acsiophenons
p-Nitrobanzok: Ecid
p-Chicraphenol
Banzene

7. Tolugne

N T

Ascentis Express RP-Amide

3

T

e |
) L_JL L |_|1|_J l.—.ll -

4
&

Ascentis Express C18

2 : '
_JL.A_L]IL - ._I"l . . .llllll.

o 2 4 &
Min

&
-

Obrazek 7 Rozdilna selektivita kolon (7)

Kolony s RP-Amidem maiji stejnou ucinnost a pracuji za stejného tlaku jako kolony
s C18. Obé separace poutzivaji stejnou mobilni fazi. Toto je dllezité pro aplikaci této
metody. Pokud neni separace dostacujici na klasické koloné C18, neni nutné ménit
mobilni fazi, jednoduse se vyméni za kolonu RP-Amidovou a pokud smés obsahuju

protické Castice, dochazi ke zméné selektivity. (7)

15



4.3 Flukonazol

N
(A
OH
F
N—N
&3
F

Obrdzek 8 Vzorec flukonazolu (8)

4.3.1 Zakladni charakteristika

Flukonazol se fadi mezi novéjsi systémova antimykotika. Je to bis-triazolovy derivat
propanolu ze skupiny azolovych antimykotik s vysokou antifungalni specifikou ucinku.
Je vhodny k perordlnimu a parenterdalnimu podani. Ve srovnani s ostatnimi
antimykotiky se lisi ve farmakokinetice (je hydrofilni), ma také vyssi terapeuticky index,

méné nezadoucich ucink( a Iékovych interakci. (1; 9)

4.3.2 Mechanismus ucinku

Mechanismus ucinku azolovych antimykotik spocdivd v ovlivnéni enzymu
14-a-demetylazy, dllezitého pfi biosyntéze ergosterolu v mikrozomech citlivych hub.

PUsobi fungistaticky. (10; 11)
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Obrazek 9 Mechanismus ucinku antimykotik (12)
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4.3.3 Farmakokinetika

Flukonazol podany p.o. se rychle a témér Uplné absorbuje nezavisle na prijmu potravy
a pH Zaludku. Biologickd dostupnost po p.o. podani je 95 %. VySe koncentraci v plazmé
jsou tedy podobné po peroralnim i nitroZilnim podani. Vazba na plazmatické bilkoviny
je nizka (10-12 %), dobre pronika do vsech tkani a télesnych tekutin, véetné likvoru,
placenty a materského mléka. V moci a klzZi jsou koncentrace 10krat vyssi, 2—3krat
vyssi jsou i ve fagocytujicich bunkach, kde se flukonazol dlouhodobé uklada. Velka ¢ast
flukonazolu (asi 80 %) je vylu¢ovana ledvinami v aktivni formé, jeho biologicky polocas

(25-30 hodin) se zvysSuje pfi poskozeni funkci ledvin. (1; 13)

4.3.4 Indikace

U&innost flukonazolu zahrnuje kvasinky (Candida spp.), které jsou nejcitlivéjsi, a
dermatofyty (Trichophyton rubrum). Uplatnéni nachazi i u Siroké skaly subkutdnnich a
systémovych mykdz. Patifi sem napi. blastomykodzy, kandiddzy, kokcidiodomykdzy,
kryptokokdzy, dermatofyty, histoplazmdzy a parakokcidiodomykdzy. Vysoce rezistentni

jsou Candida krusei a Candida glabra, neucinny je u zygomykdz. (10)

Flukonazol se také pouziva profylakticky u infekci zplisobenych Candida spp. u pacient(
s neutropenii a pacientll s AIDS. Tato |écba je vSak spojena s rostoucim vyskytem

systémovych infekci, které jsou zplisobeny flukonazol-rezistentnimi kmeny. (14)

4.3.5 Nezadouci ucinky

Flukonazol je vSseobecné dobre snasen. Nezadouci ucinky jsou podobné jako u dalsich
azoll. Jsou jimi napt. dyspeptické potiZze, nauzea, zvraceni, bolest hlavy, kozni
exantém, zvyseni jaternich enzymU a reverzibilni alopecie. Flukonazol je inhibitorem
cytochromu P-450, zejména isoformy CYP2C9, z <cehoZz vyplyva, Ze sniZuje
metabolismus a zvySuje koncentraci vSech lé¢iv metabolizovanych témito enzymy. Jsou
to napf. derivaty sulfonylmocoviny, warfarin, fenytoin, cyklosporin, midazolam a
triazolam. Hladiny flukonazolu v séru mohou byt sniZzeny pfi sou¢asném podavani

rifampicinu (urychleni biotransformace) a zvySeny thiazidovymi diuretiky. (1; 15)
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4.3.6 Stanoveni flukonazolu

NejcastéjsSi metoda pro stanoveni flukonazolu je vysokoucinnd kapalinova
chromatografie. Lékopisné stanoveni flukonazolu vyuZiva kolonu C18 (150 x 4,6 mm),
teplotu 40 °C. Jako mobilni faze je pouzita smés objemovych dilii acetonitrilu R a
roztoku mravencanu amonného R (0,63 g/l) vpoméru 14:86. Detekce ma byt
provedena spektrofotometricky pti vinové délce 260 nm. (16) Tato metoda je vSak

zastarala a ke stanoveni flukonazolu se pouzivaji jiné metody.

T. Wattananat a W. Akarawut ddvaji prednost stanoveni flukonazolu v lidské plazmé
metodou HPLC za téchto podminek: kolona C18 (150 x 4,6 mm), teplota 35 °C a jako
mobilni fazi pouzivaji smés 10 mM pufru octanu sodného a methanolu (65:35) pfi
pratoku 1 mL/min. Detekce byla provedena pti 210 nm. Retencni ¢as flukonazolu je
7 min. Navrzend metoda je dostatecné citlivdA a reprodukovatelnda ve

farmakokinetickych a bioekvivalencnich studiich. (17)

Jako dal$i mozZnost stanoveni se jevi pouZiti vody a acetonitrilu (60:40) jako mobilni
faze pri pratoku 0,5 mL/min a pfi laboratorni teploté. Detekce byla provedena pfi
210 nm. Retencni cas flukonazolu byl 9,3 min. Tato metoda byla pouzZita pfi

monitorovani flukonazolu v plazmé u pacientd s popaleninami. (18)

Dalsi stanoveni flukonazolu bylo provedeno dle Zhanga a kol. za téchto podminek:
kolona C18 (250 x 4,6 mm), mobilni faze slozend z acetonitrilu a vody (36:64), pfi
pratoku 0,8 mL/min a detekci pfi 210 nm. Retencni ¢as flukonazolu byl 4,7 min, celd
analyza trvala 10 min. Tato metoda umozZnuje reprodukovatelné a prfesné méreni

flukonazolu ve vzorcich krve u détskych pacienta. (19)

4.4 PLGA

PLGA je konvencni oznaceni pro poly(laktidy-co-glykolidy), coz jsou kopolymery
kyseliny D,L-mlé¢né a kyseliny glykolové. Kyselina mlééna a glykolova patfi mezi
a-hydroxykyseliny. Jejich kondenzaci a naslednou polymeraci vznikaji slouceniny, které
maji Siroké vyuZiti nejen v chirurgii, ortopedii, tkanovém inZenyrstvi a pfi formulaci
léCivych pripravkd, ale také pfi vyrobé biodegradabilnich predmétid s ekologickym

akcentem. (2)
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Obrazek 10 Kys. glykolova a kys. mlécna reagujici na poly(laktid-co-glykolid)

4.4.1 Syntéza

Polyestery lze syntetizovat vice zpUsoby. Jsou to napf. pfima katalyticka
polykondenzace za snizeni tlaku, azeotropickd polykondenzace, polymerace v pevném

stavu nebo polymerace za otevieni kruhu. (20)

Jako nosice |éCiv se nejvice uplatfiuji vétvené polymery s nizsi molarni hmotnosti. Jejich
vyhodou je kratsi doba degradace v délce radové nékolika hodin az nékolika dnl. Tyto
polymery mohou byt syntetizovany stupnovou kopolymeraci ternarniho systému
slozeného z ekvimolarni smési kyseliny glykolové a kyseliny D,L-mlé¢né, doplnéné
vétvicim monomerem rlizného typu a koncentrace. V dasledku toho maji rlizny stupen
vétveni a rdznou maximalné dosazitelnou molarni hmotnost. Jako vétvici slozky jsou
nejcastéji vyuzivany vicesytné alkoholy a cukry, jako je napf. manitol, pentaerythritol,
glukosa nebo polyvinylalkohol. Tato struktura zvySuje bioodbouratelnost pti zachovani
ostatnich vyhodnych vlastnosti, jako jsou stabilita a pfiznivé mechanické vlastnosti. (2;

21)

4.4.2 Degradace

Degradace alifatickych a-hydroxykyselin probihda mechanizmem hydrolyzy nestabilnich
esterovych vazeb v polymernim retézci. Ve vodném prostfedi dochazi k penetraci vody
do polymerniho télesa a naslednému ataku chemické vazby v amorfni fazi polymeru.
Dochazi ke Stépeni fetézcl za snizeni molarni hmotnosti. U vysokomoldrnich
polyesterd zatim bez ubytku hmotnosti polymerniho télesa. Nasleduje dalsi faze,
nazyvana eroze, ve které dochazi ke snizeni molarni hmotnosti a zaroven i snizeni
hmotnosti télesa, tvofi se ve vodé rozpustné oligomery a polymery, které difunduji
k povrchu télesa. Polymerni nosice |éCiv na bazi homopolymer( a kopolymer( kyseliny

mlécné a glykolové jsou rozkladany mechanismem homogenni degradace,
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tj. degradace probihajici v celém objemu polymerniho télesa. Rychlost penetrace vody
do polymerniho télesa je tedy stejnd nebo vysSi neZz rychlost difuze rozpustnych

degradacnich produktl z polymerniho télesa. (22)

4.4.3 Vyuziti

Tyto biodegradabilni polymerni systémy jsou vyuzivany hlavné k parenteralni aplikaci
[éCiv ve formé tuhych implantatd, ¢asticovych systému a implantatl in situ. Jako nosice
[éCiv se v téchto systémech nejvice vyuZzivaji kopolymery a homopolymery kyseliny
mlécné a glykolové, do nichZ se inkorporuji léCiva pouzivana pti lé¢bé chronickych
chorob, napf. nadorovych onemocnéni, drogové zavislosti, infekci. Dale se vyuzivaji
v antikoncepcnich pfipravcich, vakcinach a pro fizené uvolfiovani rlstovych hormont

v tkdnovém inZenyrstvi. (2; 23)
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikdlie

Methanol for gradient elution (Sigma Aldrich — Spanélsko)
Purifikovand voda (Milli Q — Millipore — Némecko)

Octan sodny (Sigma Aldrich — Japonsko)

Kyselina octovd (Lach-Ner, s.r.o. — CR)

Flukonazol (Zentiva Group, a.s. — CR)

5.2 Pristrojové vybaveni

Termostat: Shimadzu CTO-10ACVP
UV/VIS detektor: Shimadzu SPD-20A
Pumpa: Shimadzu LC-10AD VP
Degazér: Shimadzu GT-154

Smésovaci jednotka: Shimadzu FCV-10AL VP

Kolona: Ascentis Express RP-Amide; 10 cm x 3,0 mm; 2,7 um
Software: Clarity Lite version 3.0.5.505
pH konduktometr: InoLab pH / Cond 720 (Némecko)

Magnetickd michacka: MrHei-Mix S (Némecko)

Vakuové ¢erpadlo: Vace-space 20 (Slovensko)
Odstredivka: Hettich Zentrifugen D-78532 (Némecko)
Laboratorni vahy: Sartorius GMBH — typ: A200S (Némecko)
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5.3 Priprava roztokii

5.3.1 Priprava acetatového pufru o pH 5,0

K pfipravé pufru byl pouzit roztok 0,01 M kyseliny octové a 0,01 M octanu sodného
v poméru 5:9 (v/v). Zasobni roztok byl pfipraven z koncentrované kyselina octové
(M, 60,05 g/mol, hustota 1,055 g/cmB). 2,8 ml koncentrované kyseliny octové bylo
prevedeno do 500 ml odmérné banky a doplnéno po rysku vodou. Navazka 0,82 g
octanu sodného byla pfevedena do odmérné bariky o objemu 1000 ml a doplnéna
vodou po rysku. Pfislusné roztoky byly smichany v poméru 5:9 (v/v) a prevedeny do
kadinky. U wvysledného roztoku bylo stanoveno pH, pfipadné odchylky od
pozadovaného pH 5,0 byly upraveny pfidanim roztoku kyseliny ¢i soli. Bylo-li pH
roztoku nejméné hodinu konstantni, roztok byl pfefiltrovan za snizeného tlaku pres

filtr o velikosti p6érd 0,45 um.

5.3.2 Priprava roztoku standardu flukonazolu

Pro pripravu roztoku flukonazolu o koncentraci 5 g/l byla pouZita navazka flukonazolu
o hmotnosti 0,0510 g, ktera byla prfevedena do 10 ml odmérné bariky a doplnéna
roztokem voda:methanol (65:35) po rysku. Takto pfipraveny roztok byl nasledné pouzit
jako standard flukonazolu a vychazelo se z néj pfi fedéni kalibracnich roztoka s nizsi

koncentraci flukonazolu.

5.3.3 Priprava kalibracnich roztoki flukonazolu

K pripravé kalibracnich roztok( byl pouzit zasobni roztok flukonazolu o koncentraci
5,1 g/l. Kalibraéni roztoky v koncentracich 0,3 g/I, 0,2 g/I, 0,15 g/l, 0,1 g/l, 0,075 g/I,
0,05 g/1, 0,02 g/l a 0,004 g/I byly fedény roztokem voda:methanol (80:20).
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5.4 Priprava vzorkii

Vzorky byly ziskdny z Katedry farmaceutické technologie jako soucast disolu¢niho testu
vétveného PLGA obsahujiciho znamé mnozstvi inkorporovaného flukonazolu. Navazky,
které tvofila matrice a flukonazol, obsahovaly 5% této ucinné latky. Zkoumané

oligoestery se pak liSily v mnoZstvi a druhu pouZzitého vétviciho Cinidla.

Kéd Navazka Obsah flukonazolu
matrice (mg) (mg)
1P 206,70 10,34
3P 203,60 10,18
5P 206,60 10,33
1T 206,40 10,32
3T 208,40 10,42
5T 208,20 10,41

Tabulka 1 NavdzZky vzorki a mnoZstvi flukonazolu v nich

Navazka vzorku terpolymeru byla umisténa na dno scintilacni lahvicky a nahratim
natavena tak, Ze se rovnomérné rozprostiela po celém dné. Poté se nechala
zchladnout na laboratorni teplotu. Vzorek byl zalit 15 ml disoluéniho média, kterym byl
citrat-fosfatovy pufr o pH 7,4, a umistén na tfepacku do vodni |dzné o teploté 37 °C.
V pravidelnych ¢asovych intervalech bylo disolu¢ni médium slito a nahrazeno cerstvym.
Tyto intervaly byly 5 hodin, 22 hodin, 48 hodin, 4 dny, 6 dni a 11 dni. Ndsledné byly
takto ziskané vzorky analyzovany jiz vyvinutou HPLC metodou. Pfed mérenim byly

vzorky uchovavany v lednici pfi teploté 5 °C.

Pfed nastfikem na kolonu byla provedena centrifugace roztoku vzorku pti 2 000
otackdch/min po dobu 1 min. Tento krok byl zafazen proto, aby byly odstranény
pfipadné zbytky uvolnéné matrice, které se u nékterych vzorkd vyskytovaly z dlivodu
nedokonalého odebrani disolucniho média. Nedegradované zbytky matrice by totiz

mohly zpUsobit ucpani kolony, pokud by byly nastfiknuty.
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6. VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Vyvoj chromatografické metody

6.1.1 Optimalizace sloZeni mobilni faze

Jako vychozi mobilni faze byla zvolena voda:methanol v riznych pomérech mezi 85:15
az 70:30. Pti poutZiti této mobilni faze nebylo dosazeno optimdlniho oddéleni piku nebo

analyza trvala pfilis dlouho.
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Voltage
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1 | P |

0,000 - - -
0,000 5,000 10,000 15,000 20,000
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Obrazek 11 Chromatogram roztoku vzorku flukonazolu, mobilni faze voda:methanol
(85:15), pritok 0,45 ml/min, teplota 35 °C, vinovd délka 260 nm
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Obrazek 12 Chromatogram roztoku vzorku flukonazolu, mobilni faze voda:methanol
(70:30), pritok 0,45 mi/min, teplota 35 °C, vinova délka 260 nm

Jako dalsi uvazovana mobilni faze byl zvolen acetatovy pufr o pH 5,0:methanol.
Zakladni pomér byl 65:35. Pfi tomto poméru vsak nebylo dosazeno oddéleni piku
flukonazolu a stanoveni jeho obsahu. Poméry sloZzek mobilni faze byly nasledné
ménény vzdy o 5 dil(, tedy v rozsahu od 65:35 az do 80:20. V jednotlivych vzorcich byly
pfitomny rizné degradacni produkty s riznym retenénim ¢asem, ale za pouZiti mobilni
faze pufr:MeOH 80:20 vidy bezpecné dochdzelo k separaci degradacnich produkt(

matrice a analytu. Proto byl tento pomér zvolen jako optimalni (Obrazek 14).
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Obrdzek 13 Chromatogram roztoku vzorku flukonazolu, mobilni faze acetdatovy pufr o
pH 5,0:methanol (65:35), priitok 0,40 mi/min, teplota 35 °C, vinovd délka 260 nm
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Obradzek 14 Chromatogram roztoku vzorku flukonazolu, mobilni faze acetdatovy pufr
pH 5,0:methanol (80:20), priitok 0,40 ml/min, teplota 35 °C, vinovd délka 260 nm

Pro urychleni analyzy byl zvysovan pritok mobilni faze. Aby se zabranilo nezadoucimu
zvySeni zpétného tlaku, byla zaroven zvySovana i teplota. K plvodni teploté 35 °C se
postupné pridavalo vidy po 5 °C a provadéla se pribézna méreni az do teploty 50 °C.

Pratok byl volen tak, aby tlak v systému neprekraCoval 20 MPa a optimalné se
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pohyboval kolem 15 MPa. Zpocateéni hodnoty 0,40 ml/min bylo postupnym

navysovanim dosazeno pritoku mobilni faze 0,80 ml/min (Obrazek 15).
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Obrazek 15 Chromatogram roztoku vzorku flukonazolu, mobilni faze acetatovy pufr o
pH 5,0:methanol (80:20), pritok 0,80 mi/min, teplota 50 °C, vinovd délka 260 nm

6.1.2 Optimalni podminky

Vsechny vzorky byly nasledné méreny za téchto podminek:

Kolona:
Mobilni faze:
Pritok:
Teplota:
Vinovd délka:
Tlak:
Ddvkovani:

Retencni ¢as:

Celkovy cas analyzy:

Ascentis Express RP-Amide; 10 cm x 3,0 mm; 2,7 um
Acetatovy pufr o pH 5,0:methanol (80:20)

0,70 ml/min

50 °C

260 nm

16,7 MPa

5ul

3,3 min.

4 min.
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6.2 Validace

Hodnoty, pro ovéfeni vhodnosti chromatografického systému (opakovatelnost, faktor
symetrie, pocet teoretickych pater), byly ziskany pfi méreni roztoku standardu

flukonazolu o koncentraci 0,05 g/I. Bylo provedeno Sest méreni.

6.2.1 Selektivita

Pro ovéreni selektivity metody byl pouzit vzorek oznacen jako placebo, coz bylo

disolu¢ni médium ziskané po disolu¢nim testu matrice neobsahujici Zadny flukonazol.

Smyslem této zkousky bylo ovéfit, zda se v daném retencnim cCase vyskytuje jesté
néjaka jina latka, kterd by mohla ovlivnit méreni obsahu flukonazolu ve vzorcich. Po
nastfiku placeba bylo na chromatogramu jasné vidét, Ze se vdaném retentnim case

nevyskytuji zadné dalsi latky, které by mohly vysledky analyzy zkreslit (Obrazek 16).
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Obradzek 16 Chromatogram placeba (Cervené) a roztoku standardu flukonazolu
0,15 g/l (éerné), mobilni fdaze acetdtovy pufr o pH 5,0:methanol (80:20), priitok
0,7 ml/min, teplota 50 °C, vinovd délka 260 nm
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6.2.2 Linearita

Pro urceni obsahu flukonazolu v nezndmych vzorcich bylo potfeba zjistit odezvu
detektoru u naredénych standard( flukonazolu a nasledné z nich sestavit kalibraéni

primku.

Pro sestaveni kalibracni pfimky byly zvoleny tyto koncentrace: 0,3 g/l, 0,2 g/I, 0,15 g/I,
0,1 g/l, 0,075 g/l, 0,05 g/l, 0,02 g/l a 0,004 g/I. Kazda koncentrace byla mérena 3krat;

v Tabulce 2 jsou uvedeny praméry:

c(g/1) odezva
0,306 264,00
0,204 178,00
0,153 133,10
0,102 89,00
0,077 62,80
0,051 44,20
0,020 17,40
0,004 3,30

Tabulka 2 Odezva detektoru v zavislosti na koncentraci

I

Kalibracni pfimka

N
o
o

100 / y = 867,34x
/ R2=0,9997

50 /

0 - T T T T T T 1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
clg/l]

odezva detektoru
=
ul
o

Graf 1 Odezva detektoru v zdvislosti na koncentraci

Smeérnice: 867,3 + 6,4
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6.2.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost odezvy se vyjadiuje jako odhad relativni smérodatné odchylky (RSD)

v procentech pro fadu naslednych méreni porovnavaciho roztoku. Vypocita se dle

o2
RSD,, = 1(;)70 ’Z(:i_l)’)

Y, jednotlivé hodnoty vyjadrené jako plocha piku, vyska piku nebo pomér ploch u

vzorce: (16)

metody vnitfniho standardu
y pramér jednotlivych hodnot

n pocet jednotlivych hodnot

méfeni | plocha piku

43,8

42,4

42,5

1
2
3 42,0
4
5

42,6

6 42,6

Tabulka 3 Opakovatelnost analyzy

n 6
y 42,65
SD 0,606

RSD [%] 1,42
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Pozadavek Ceského Iékopisu vypoéteny dle vzorce: (16)

_ KB+n

RSD, . = , Vném znaci:
90%,n-1

016 t90%,5 v 016 v .
— vhnem — prEdStaVUJe

V2 B V2

pozadovanou RSD pro 6 nastrik(i a pro B =1,0

K konstanta (0,349) ziskand ze vztahu K =

B horni limit obsahu uvedeny v jednotlivych lIékopisnych ¢lancich minus 100 %
n pocet opakovanych nastfik( porovndvaciho roztoku (3<n>6)

toow,n-1 Studentlv parametr t pfi 90 % pravdépodobnosti (oboustranny) pro n-1 stupnd

volnosti
je RSD[%]=0,4Z
Hodnota 1,42 % neodpovida lékopisnému pozadavku.

Pozadavky na vyvoj metody vychdzely z potfeb Katedry farmaceutické technologie.
Technologicka pfiprava vzork(, ve kterych byl chromatografickou metodou stanovovan
flukonazol, zahrnovala nékolik neptesnych krok(, které ovliviiuji mérené koncentrace
analytu. Mnozstvi flukonazolu pridané k testovanému polymeru bylo definovano jako
5 % z celkové hmotnosti vzorku, nebyla tedy zndma jeho presna navazka. Pro vypocet
mnozstvi flukonazolu pridaného k testovanému polymeru byla pouzita celkova
hmotnost polymeru s flukonazolem, resp. 5 % z ni. Objem citratového pufru, ve kterém
postupné dochdzelo k degradaci testovaného polymeru sinkorporovanym
flukonazolem, byl 15 ml. V uréenych ¢asovych odstupech byl pufr odebran a v tomto
vzorku stanoven flukonazol. Objem stanovovaného vzorku byl bez ohledu na pfipadné
zmény objemu vlivem rozpoustéjiciho se polymeru a ztraty pfi dekantaci uréen

jako 15 ml.

Vzhledem k nepresnostem v pfipravé technologického vzorku, byla opakovatelnost

nastriku 1,42 % vyhodnocena jako dostacujici, prestoze nespliuje pozadavky lékopisu.
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6.2.4 Faktor symetrie A,

Faktor symetrie piku (As) se vypocita podle vzorce: (16)

AS _ 0,05
2d '
v ném znadi:
Wo 05 Sitku piku v jedné dvacetiné jeho vysky
d vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti

piku v jedné dvacetiné jeho vysky

Hodnota faktoru symetrie 1,0 zna&i Uplnou (idedlni) symetrii piku. Cesky lékopis

pozaduje faktor symetrie v rozmezi 0,8 -1,5. (16)

As

1,407

1,389

1,357

1,407

UunihrWN|L|S

1,389

6 1,389

Tabulka 4 Faktor symetrie piku

@ A =1,389

Hodnota 1,389 odpovida pozadavkiim Ceského Iékopisu.

6.2.5 Zdanlivy pocet teoretickych pater N

U¢innost kolony se mZe vypoéitat jako zdanlivy pocet teoretickych pater (N), dle

2
N = 5,54(t—RJ ,
Wh

nasledujiciho vzorce: (16)

kde:

tr retencni ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu
nastfiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku v poloviné jeho vysky

Wh Sitka piku v poloviné jeho vysky
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Zdanlivy pocet teoretickych pater se méni se stanovovanou slozkou, kolonou a

retenénim ¢asem. U&innost kolony roste s poctem teoretickych pater. (16)

¢islo pocet pater
méreni N
1 3564
2 3564
3 3790
4 3555
5 3790
6 3790

Tabulka 5 Zdanlivy pocet teoretickych pater

@ N =3676

Namérend hodnota odpovidd pozadavku N > 1500.

6.2.6 LOD/LOQ

Limit detekce se vypocita dle vzorce: LOD =3*sum/b,
Limit kvantifikace se vypocte dle vzorce: LOQ=10*sum/b,
LOD = 0,11 mg/L

LOQ =0,38 mg/L

6.3 Meéreni vzorki

Vzorky skladované v chladu se nechaly vytemperovat na laboratorni teplotu. Do
mikrozkumavky byly odebrany 2 ml vzorku a zkumavka byla vloZena do centrifugy
zdlvodu oddéleni kusl uvolnéné matrice. Nasledoval nastfik vzorkd na kolonu
v objemu 5 pl. Vzorky byly méreny tfikrat. Namérené hodnoty ploch (Tabulka 6) byly
pomoci rovnice kalibraéni pfimky pfepocitany na koncentraci a nasledné byla ze
znalosti odebiraného objemu stanovena hmotnost flukonazolu v jednotlivych vzorcich

(Tabulka 7).

y = 867,34x
R? = 0,9997
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m::)r(ijce Odezva detektoru
5 hodin | 22 hodin | 48 hodin | 4dny | 6dni | 11 dni | Soucet
1P 262,00 55,60 114,00 96,00 | 18,53 | 17,90 | 564,03
3P 67,30 | 81,10 | 200,00 | 137,70 | 59,60 | 50,80 | 596,50
5p 80,40 57,00 264,00 138,70 | 57,80 | 43,70 | 641,60
iT 471,00 92,90 16,26 102,00 | 28,83 | 25,20 | 736,19
37 207,00 0,00 68,10 41,30 | 85,10 | 116,00 | 517,50
5T 71,80 0,00 78,20 159,00 | 90,20 | 114,00 | 513,20
Tabulka 6 Odezva detektoru mérenych vzorkii
Kod e .
. Mnoistvi flukonazolu ve vzorcich (mg)
matrice
5hod | 22hod | 48hod | 4dny 6 dni 11dni | Soucet
P 4,53 0,96 1,97 1,66 0,33 0,32 9,77
3P 1,16 1,40 3,45 2,38 1,03 0,88 10,30
5p 1,39 0,99 4,57 2,39 1,00 0,76 11,10
T 8,15 1,61 0,28 1,76 0,50 0,44 12,74
3T 3,58 0,00 1,18 0,71 1,47 2,00 8,94
5T 1,24 0,00 1,35 2,75 1,56 1,97 8,87

Nasledné byl porovnan obsah flukonazolu stanoveny pomoci vyvinuté HPLC metody se

Tabulka 7 Obsah flukonazolu ve vzorcich

skutec¢nou navazkou.

K6d Navazka Namérené
. flukonazolu mnozstvi Vytéiek (%)
matrice
(mg) flukonazolu (mg)

1P 10,34 9,77 94

3P 10,18 10,30 101

5P 10,33 11,10 107

1T 10,32 12,74 123

3T 10,42 8,94 86

5T 10,41 8,87 85

Namérené hodnoty se lisi od skutecné navazky flukonazolu (Tabulka 8). Divodem
muzZe byt celd fada faktor(, napf. chyba v navazice flukonazolu, v odbéru vzorkl pfi

disoluci, nastfiku vzork(i na kolonu nebo odtrzeni ¢asti matrice s inkorporovanym

Tabulka 8 Porovndni navdazky a naméreného mnoZstvi flukonazolu
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flukonazolem, ktery se pak nasledné nemohl uvolnit v dalsi fazi disolucniho testu.
Chyba v odbéru vzorkli nebo zdména s placebem béhem méreni pravdépodobné byla
dlvodem nulové koncentrace flukonazolu ve vzorku 3T — 22 hod a 5T — 22hod (Tabulka

7).

Kinetiky uvolfiované latky inkorporované do matric, které se od sebe navzajem lisi, jsou

znazornény v Grafech 2-7.

Kéd Kumulativni hmotnost uvolnéné latky [%]
matrice | 5 hod | 22 hod | 48hod | 4 dny 6dni | 11dni
1P 43,81 | 53,09 72,15 88,2 91,39 94,49
3P 11,39 | 25,15 59,04 | 82,42 92,53 | 101,18
5P 13,46 23,04 67,28 90,42 100,1 107,45
1T 78,97 94,57 97,29 | 114,34 | 119,19 | 123,45
3T 34,36 34,36 45,68 52,5 66,6 85,8
5T 11,91 11,91 24,88 51,3 66,28 85,21
Tabulka 9 Kumulativni hmotnosti uvolnéného léciva
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Graf 2 Uvolnovdni inkorporovaného léciva — matrice 1P
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Graf 3 Uvolnovdni inkorporovaného Iéciva — matrice 3P
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Graf 4 Uvolnovadni inkorporovaného léciva — matrice 5P
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Graf 6 Uvolnovdni inkorporovaného léciva — matrice 3T
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Graf 7 Uvolnovadni inkorporovaného léciva — matrice 5T

Z predchozich grafll je vidét rozdilné uvolfiovani inkorporovaného lécdiva. To je
zpusobeno rozdilnosti ve vétveni jednotlivych kopolymer(. Je vidét, Ze zdlezi jak na
mnozstvi pouZitého vétviciho Cinidla, tak i na jeho druhu. Této vlastnosti se dd vyuzit
v systémech s fizenym uvolfiovanim l|éciva. Na Grafu 5 je zndzornén pfipad, kdy
chceme dosdhnout co nejdiive vysoké koncentrace uvolnéného léciva v téle (burst
effect). Opacny ptipad je v Grafu 7, kde dochdzi k postupnému uvolfiovani |éCiva témér

konstantni rychlosti.
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Graf 8 Porovndni uvolfiovdni inkorporovanych Iéciv (matrice 1T — ¢erné, matrice 5T -
cervené)
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7. ZAVER
Byla optimalizovdna a ¢astecné zvalidovana HPLC metoda pro stanoveni flukonazolu

uvolnéného pfi disoluci matric tvorenych vétvenymi kopolymery kyseliny mlééné a

glykolové. Vyvinutd HPLC metoda probihala za téchto chromatografickych podminek:

Kolona: Ascentis Express RP-Amide, 10 cm x 3,0 mm; 2,7 um
Mobilni faze: Acetatovy pufr o pH 5,0:methanol (80:20)

Pratok: 0,70 ml/min

Teplota: 50 °C

Vinovd délka: 260 nm

Tlak: 16,7 MPa

Ddvkovani: 5 ul

Retencni ¢as flukonazolu: 3,3 min.
Celkovy c¢as analyzy: 4 min.

Byly splnény nékteré podminky vhodnosti chromatografického systému. Faktor
symetrie piku flukonazolu odpovidal rozmezi, které poZzaduje Cesky lékopis (A
flukonazolu je 1,389). U¢innost kolony vyjadiena jako zdanlivy pocet teoretickych pater
také spliiuje predepsané pozadavky (namérfend hodnota je 3676). Relativni
smérodatnd odchylka pro vyjadreni opakovatelnosti odezvy je 1,42 %, coz neodpovida
[ékopisnému poZadavku, ale vzhledem k nepresnostem vyskytujicim se pfi pfiprave
vzorkd, byla dosaZena opakovatelnost vyhodnocena jako dostatecna. Z vysledki
analyzy je patrné, Ze uvolfovani léCiva z matrice je zavislé na mnoistvi a druhu
pridaného vétviciho Cinidla. Nosice |éCiv obsahujici malo vétvené polymery (1 % vétvici
latky) uvolnuji 1écivo v fadu hodin. Naproti tomu matrice slozené z vice vétveného
polymeru (3 —5 % vétvici latky) uvolnuji inkorporované Iéc¢ivo po dobu nékolika dnd.

Této vlastnosti lze vyuzit v systémech s fizenym uvolfiovanim léciva.
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8. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biofyziky a fyzikdlni chemie
Kandidat: Katefina BrokeSova

Vedouci prace: Ing. Martin Drastik, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyuziti core-shell kolon pro stanoveni flukonazolu

Byla vyvinuta HPLC metoda pro stanoveni obsahu flukonazolu uvolnéného pfi disoluci
matric tvofenych polymery kyseliny mlééné a glykolové, kde dochazelo k postupnému
uvolfiovani inkorporovaného flukonazolu v zavislosti na sloZzeni pouZzitych kopolymeru.
Metoda vyuzivd kolonu Ascentis Express RP-Amide, 10cm x 3,0 mm; 2,7 um a UV
detekce pfi 260 nm. Byla pouZita mobilni faze sloZzena z acetatového pufru o
pH 5,0:methanol (80:20), pratokova rychlost byla 0,70 ml/min. Optimalni teplota
analyzy byla 50 °C. Retencni ¢as flukonazolu byl 3,3 min a celkovy ¢as analyzy pak

4 min.

Klicova slova: flukonazol, core-shell kolona, HPLC, PLGA
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9. ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biophysics and Physical Chemistry
Candidate: Katefina BrokeSova

Supervisor: Ing. Martin Drastik, Ph. D.

Thesis title: The use of core-shell columns for fluconazole determination

A novel HPLC method for determination of fluconazole in dissolution test samples was
developed and partly validated. A matrix formed by lactic and glycolic acid copolymer
branched by different compounds was used as a drug carrier. Fluconazol was
incorporated as the model drug. The concentration profile of fluconazole was studied
by developed HPLC method during the dissolution test. A modern core-shell column
Ascentis Express RP-Amide, 10 cm x 3.0 mm; 2.7 um was employed. A mixture of
acetate buffer pH 5.0:methanol (80:20) served as the mobile phase. The flow rate was
0.70 ml/min and the detection wavelength was 260 nm. The temperature of analysis
was 50 °C. The retention time of fluconazole was 3.3 min and the whole analysis took

just 4 min.

Keywords: fluconazole, core-shell column, HPLC, PLGA
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10. POUZITE ZKRATKY

AIDS syndrom ziskaného selhani imunity

-CN skupina nitrilova skupina

w

C Cerpadlo

D detektor

Dz davkovaci zafizeni

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
K kolona

-NH, skupina amidova skupina

-OH skupina hydroxylova skupina

PC pocitac

PG programovaci jednotka

PLGA poly(laktidy-co-glykolidy)

RP reverzni faze

uv/Vvis ultrafialova/viditelna oblast svétla
Z133 zasobniky mobilni faze
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