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ABSTRAKT

Cilem prace byla optimalizace a validace HPLC metody pro stanoveni obsahu
mikonazolu ve vzorcich. Tyto vzorky byly pfipraveny na Katedie farmaceutické
technologie a bylo zde sledovano postupné uvoliiovani mikonazolu z matrice v

zavislosti na pouzitém kopolymeru kyseliny glykolové a kyseliny mlécné.

Pti HPLC analyze byla vyuzita moderni core-shell kolona Ascentis Express RP-Amide,
10cm x 3,0 mm; 2,7 um. Optimalizované analytické podminky byly: mobilni faze
methanol:voda 70:30, pratok 0,8 ml/min, teplota 45 °C, nastiik 5 ul a UV detekce

220 nm. Retenc¢ni ¢as mikonazolu byl 5,65 min. Cela analyza probéhla do 7 minut.

Kdyz byly stanoveny optimalni podminky analyzy, metoda mohla byt validovana. Pii
validaci byly sledovany tyto parametry: linearita, selektivita, u¢innost, LOD, LOQ,
opakovatelnost a faktor symetrie. VSechny sledované parametry odpovidaly

pozadavkiim Ceského lékopisu.



ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was the optimization and validation of a HPLC method
for miconazole determination in samples supplied by the Department of Pharmaceutical
Technology. A gradual miconazole release dependent on the composition of the

copolymere of glycolic and lactic acid was studied.

HPLC analysis was performed using a modern core-shell Column Ascentis Express RP-
Amide, 10 cm x 3.0 mm; 2.7 um. Optimized analytical conditions were: mobile phase
methanol:water 70:30, flow rate 0.8 ml/min, temperature 45 °C, injection 5 ul and UV
detection at 220 nm. Miconazole retention time was 5.65 min. The entire analysis was

carried out in 7 minutes.

When the optimal conditions of analysis were determined, the method could be
validated. The following parameters were monitored during validation: linearity,
selectivity, efficiency, LOD, LOQ, repeatability and tailing factor. All of the monitored
parameters met the requirements of the Czech Pharmacopoeia.
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1. UvoD

V soucasné dobé je v populaci zvysen vyskyt plisiovych onemocnéni piedevs§im
z davodu uzivani Sirokospektrych antibiotik, ktera se podileji na hubeni lidskych
saprofytll a jejich schopnosti piredchazet plisniovym onemocnénim. Antimykotika lze
rozdelit na dvé tridy, podle rozsahu ptsobeni — lokélni a systémova. Mezi systémova
antimykotika patfi azoly, triazoly a echinokandiny. Azoly a triazoly, mezi néz patii

pravé mikonazol, plisobi inhibici enzymt ergosterolu v membrang citlivych hub.

Mikonazol ma ucinek fungicidni az fungistaticky. Jsou u n¢j prokdzany casté vedlejsi
ucinky, jeZ mohou vyustit az v anafylaktickou reakci, proto byva upiednostiiovano jiné
antimykotikum podobnych vlastnosti. Nyni je jeho pouziti pfevazné soustfedéno na
lokalni 1é¢bu koznich a slizni¢nich mykéz a v Ceské republice se podava pouze
v kombinaci s metronidazolem. Jeho uc¢inky jsou prokazany na dermatofyty, kvasinky,

dimorfni houby, aktinomycety a rizné plisné. Pouziva se pak pievazné k terapii koznich

mykodz, akné, seboroické dermatitidy a orofaringealnich kandidoz.

Ke stanoveni mikonazolu je mozné vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie —
HPLC. Tato metoda je v soucasnosti jedna z nejéastéji vyuzivanych separa¢nich metod,
pro svou vyhodu ve vysoké citlivosti, u¢innosti, dobré opakovatelnosti, robustnosti a
rychlosti. Dalsi velkou vyhodou je vyuziti malého mnoZstvi vzorku pii zpracovani.
Vyuziti této metody je prevazné pii urovani Cistoty, totoZnosti latek, stanoveni obsahu

hledanych latek a k monitorovani metabolitii a 1€Civ v télnich tekutinéach.



2. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bude vyvinout, optimalizovat a validovat metodu HPLC
pro stanoveni obsahu mikonazolu ve vzorcich. Bude vyuzita tzv. core-shell kolona.
Metoda bude optimalizovana a to pomoci vybéru spravné mobilni faze, optimalniho
pritoku, nastiiku, teploty a tlaku. Poté bude nasledovat validace metody a jeji aplikace
na realné vzorky, které budou piipraveny na Katedie farmaceutické technologie disoluci

matric, jez jsou tvoieny kopolymery kyseliny glykolové a mlécné.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Antimykotika

Léc¢iva hraji vyznamnou roli v lidském zivoté, jak pfi terapii, tak pii prevenci
onemocnéni. VEtSina piipravkl je vyrabéna synteticky a v riznych 1é¢ivych formach.
Diky témto rGznorodym Iékovym formam je zamezeno toxicité¢ v dasledku silnych
vedlejSich ucinkl, dochazi ke zvySeni stability a 1€k se stava pfijatelnym pro télo. Dale
pak muize byt 1€k klasifikovan pravé podle G¢inné chemické latky, jez obsahuje, jako

jsou prave 1é¢iva ucinna proti plisnim a houbam — antimykotika.

V dnesni dobé je vyskyt plisiovych onemocnéni velmi casty a 1iSi se stupném
zédvaznosti. Castéjsi vyskyt je v soutasnosti predeviim kvili uzivani Sirokospektrych
antibiotik, kterd nici saprofyty, a dale Casto u 1é¢by cytostatiky a imunosupresivy. I pfi
1é¢bé pomoci antimykotik se miize rozvinout resistence. Antimykotika mizeme rozdélit
podle jejich vyuziti na antimykotika podavajici se na celkovou (systémovou) 1éEbu nebo

na lokalni 1é¢bu. (1)

Antimykotika pro systémovou lé¢bu se pouzivaji k celkové terapii, ne pouze lokalni.
Mezi tato antimykotika patii amfotericin B, azoly, triazoly a dale echinokandiny, jez
jsou nekompetitivni inhibitory glukansyntazy. Uginek azold a triazold je fungistaticky
az fungicidni, mechanizmem uc¢inku je inhibice enzymi konecné faze syntézy
ergosterolu v membrané mikromycetll. Kli¢ovou roli zde hraje cytochrom P450
(CYP450). Vyskytuji se zde mozné nezadouci ucinky i ptesto, Ze afinita azoll a triazolt
k houbovému CYP450 je vyssi nez afinita k lidskému CYP450. Mezi nezadouci ucinky
patii zvraceni, bolest bficha, prijmy a mohou se vyskytnout i alergické reakce.
Antimykotika se  mohou podavat peroraln¢ i parenteralné.  Absorpci
z gastrointestinalniho traktu zvy3uje podani tuéné stravy. Uginek echinokandinti spo¢iva
v inhibici polymerace glykanu. Glykan je hlavni slozka bunééné stény vétSiny
patogennich hub. Jejich vyhodou je, Zze dok4zou brénit kandidam v tvorb¢ biofilmu na
umélém povrchu, jako jsou napiiklad katétry a maji vyrazny postantifungalni ucinek.

1)
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3.1.1 Mikonazol

Mezi nejzndméjsi azoly a triazoly patii ketokonazol, itrakonazol, flukonazol a
mikonazol. Mikonazol patii mezi Sirokospektra antimykotika a jeho ucinky jsou
fungicidni az fungistatické, plsobi 1 na grampozitivni bakterie. Na gramnegativni
bakterie neuéinkuje. Vzhledem Kk jeho castéjSim a vyraznym nezadoucim projevim,
K nimz patfi naptiklad Casté gastrointestinalni obtize, rizné alergické reakce, které
mohou vyustit az v anafylakticky Sok, je pro 1écbu upfednostiiovan flukonazol a
itrakonazol. Nyni se fes$i, jestli nedochazi i k interakcim mezi mikonazolem a léky
pouzivanymi na fedéni krve, jako je naptiklad warfarin a jind antikoagulancia. Je
podezieni, Ze pii souasném uzivani mize dochazet k vétsi slizni¢ni krvacivosti a

tvorbé modtin. (2), (3)

V soucasné dobé¢ je jeho pouziti specializovano vyhradné na lokalni 1é¢bu koznich a
slizniénich mykoz. V Ceské republice je jeho vyskyt omezen pouze na kombinaci
s metronidazolem, zatimco v zahrani¢i se vyskytuje i ve formé& gelu (oralniho),
bukalnich tablet, koznich roztokli, krémi nebo i ve formé monokomponentnich

vaginalnich ¢ipka. (4)

e Struktura mikonazolu

Sumarni vzorec mikonazolu je CygH14CI4N2O a jeho systematicky nazev 1-{(2RS)-2-
[(2,4-dichlorbenzyl)oxy]-2-(2,4-dichlorfenyl)ethyl}-1H-imidazol.

Pii vyrobé mohou vznikat specifikované necistoty A, B, C, D, E, F a G, jez je poticba
dle 1ékopisu identifikovat k prokazani shody. (5)

BIP

Cl

Cl

Obr. 1: Vzorec mikonazolu (6)
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e Mechanizmus G¢inku a spektrum uc¢inku mikonazolu

Jeho fungistatické ucCinky jsou v inhibici biosyntézy ergosterolu, ktery je obsazen
V bunééné membrané¢ hub. Azolova antimykotika inhibuji aktivitu enzymu fungalniho
cytochromu P450-dependentni-C-14a-demethylazy a to znemoziuje biosyntézu
ergosterolu. Diky methylovanym sterolim, jez se hromadi v cytoplazmé, dochazi
k poruSe tvorby membrany a k zastaveni rastu. Mikonazol také inhibuje katalazu a
peroxidazu, ¢imz dochazi k hromadéni reaktivnich forem kysliku a dochéazi tim padem

k poskozeni intracelularnich organel a nekroze bunky. (4), (7)

e Vlastnosti mikonazolu a jeho stabilita

Mikonazol a mikonazol-nitrat ma podobu bilého nebo téméf bilého prasku a jeho
disociacni konstanta pKa = 6,7. Mikonazol je velmi téZce rozpustny ve vod¢, dobie
rozpustny v organickych rozpoustédlech, napiiklad v ethanolu (96%), propylenglykolu
nebo methanolu. Naproti tomu se mikonazol-nitrat v organickych rozpoustédlech

nerozpousti lehce. (4), (8)

Mikonazol patii k relativné stabilnim sloucenindm. Je stabilni v rozmezi pH 3-10. Diky
tomuto Sirokému pH je stabilngj$i neZ klotrimazol. K jeho ztraté¢ nedochazi pti zahtivani

po dobu 90 min pii 180 °C Vv ricinovém nebo v podzemnicovém oleji. (4)

e Pouziti mikonazolu

Spektrum ¢inku u imidazolovych antimykotik je velice Siroké. Maji jak ucinky na
celou fadu patogennich hub, tak pisobi antibakterialné na grampozitivni bakterie. Jeho
pouziti je v terapii koznich mykéz, orofaringedlnich kandidéz, akné a seboroické
dermatitidé. Pti 1é€bé orofaryngedlnich kandidéz se pouziva ordlni gel, jenz vykazuje
lepsi G¢innost neZz nystatin. M4 ucinek na vSechny typy ordlnich kandidoz i1 chronické
mukokutanni kandidozy. Pokud dochazi k vyskytu tzv. uGstnich koutki — chelitis
angularis, 1ze vyuzit téz mikonazol a to pro jeho vyborné antibakterialni ucinky, jelikoz
jde o smiSené infekce jak bakterialniho, tak mykotického charakteru. D4 se pouzit ve

formé¢ injekci, tablet, oralnich gelt, krémi, masti, pudrd a vaginalnich ¢ipka. (4)
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U koznich mykoéz je mikonazol pouzivan ve formé roztoku, krému nebo masti. Masti
jsou vhodnéjsi pti hloubkovych mykézach. Piipravek se miize pouzivat maximalngé 10—

14 dni. (4)

Pii 1é¢bé vaginalnich mykoz se k terapii vyuzivaji krémy s obsahem 10 mg mikonazolu.
Mohou byt pfedepsany i vaginalni ¢ipky s obsahem 200 mg, které se pouzivaji v délce

tfi dnu.

U seboroické dermatitidy dochazi diky davkam mikonazolu ke sniZeni osidleni
kvasinky rodu Malassezia a pouziva se nejcastéji v kombinaci s hydrokortisonem. Akné
je 1lé¢eno mikonazolem v mensi mite, avSak nékdy je pfesto pouzit pro své antiseptické

ucinky a zmirnéni zanétlivé reakce. (4)

Utinky mikonazolu jsou pozorovany na dermatofyty (rodu Trychophyton,
Epidermophyton, Microsporum a Legoronia soudanensis). Dale na kvasinky (rodu
Candida), na dimorfni houby (Histoplasma capsulatum, Blastomyces brasiliensis),
fykomycety, aktinomycety a rtizné plisné. Antibakterialné¢ ptisobi na Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes a Erysipelothrix insidiosa. Mikonazol se pouziva i
ve veterinarni praxi k 1é¢bé infekci dermatofyty u velkych zvifat, jako napiiklad u
plisnovych onemocnéni, pneumonii a keratitidach u koni, kvasinkové infekci odolné na

nystatin u ptaka a aspergil6zy u dravca. (4), (9)

e Zpracovani lécivych ptipravki

Lécivé pripravky mohou byt bud jednofazové, nebo dvoufazové. Jednofdzové
ptipravky jsou vyrabény rozpusténim mikonazolu nebo mikonazol-nitratu v pfislusném
rozpoustédlu. Je zde tedy dulezité, aby byla zajiSténa dostateCnd rozpustnost
mikonazolu. V lécebnych davkach je dobfe rozpustny v makrogolech nebo
v propylenglykolu. Jsou znamy vodné nebo vodné alkoholové roztoky s vyuzitim

solubilizatorti. Existuje i vodny pfipravek, ve kterém je mikonazol v 0,5% mnozstvi.

Vicefazové ptipravky jsou nejcastéji ve formé hydrofilnich gelti a masti, oleomasti a
vagindlnich ¢ipkd. Jednda se o suspendované roztoky mikonazolu a mikonazol—nitratu a
nejlépe v mikronizované formé. U krémiu dochazi nejéastéji k rozetfeni substance

v ur¢itétm mnozstvi rozpousStédla, kdy musi byt zajistetno dikladné michani.
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Hydrokrémy se piipravuji pomoci krémd, jez jsou bézné k sehnani. Tvoii zadklad, do
kterého je ptidana 1é¢iva slozka mikonazolu. U hydrofilnich geli dochazi ke smiseni
napt. s glycerolem. U ¢ipkti a globuli se nejcastéji vyuziva jako zaklad ztuzeny tuk.
Slozitéjsi je vyroba oleomasti, kdy je dilezité smiseni substance a kapalné slozky, ktera

je misitelngjsi napft. s parafinem. (4)

3.2 HPLC

Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie je v soucasné dobé jedna znejCasteji
pouzivanych separa¢nich metod. Vyhodou je vysoka ucinnost, dobra opakovatelnost a
robustnost. Tato metoda je vyuzivana pro déleni méné tékavych organickych latek a
tuhych latek rozpustnych v organickych rozpoustédlech, vodé¢ nebo ziedénych
rozpoustédlech. Je vyuzivana v analyze 1éCiv napf. pii urCovani Cistoty a totoznosti

latek, monitorovani metabolita a 1é¢iv v télnich tekutinach, stanoveni obsahu latek.

Metoda je zalozena na separaci sloucenin mezi stacionarni a mobilni fazi. Stacionarni
faze je pevné zakotvena v chromatografické koloné a mobilni faze je vzdy kapalného

charakteru a prochazi skrze stacionarni fazi, kde dochazi k separaci.

HPLC patii mezi nejvice rozvijejici se analytické metody Vv soucasné dob€. Vyvoj jde
vpied pievazn€ ve vyrobé stacionarnich fazi, i€innéjSich Cerpacich systému a zlepSeni
detekce. Tvoti analytickou patef pii vyvoji novych 1é¢iv. HPLC technika je vysoce
flexibilni. A diky této metodé¢ mizeme zajistit analytické podminky pro kazdé 1écivo.

(10), (11)

(0 Pime . .
i e Imjeet
. Filter ar
Sample
0 0 Loog Pre-c ol wmr
Solvent Waste
i Column
Hetlum [
Yanable
Wavelenglh
Dretector

Obr. 1: HLPC chromatograf (12)
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3.2.1 Chromatografické kolony

Chromatografické kolony mtizeme rozd¢lit na nékolik typi podle stacionarni faze, ktera
je v nich ukotvena. V soucasné dobé¢ je nejvice vyuzivano malych rigidnich ¢astic nebo
monolitd, a to pro jejich velkou plochu povrchu. Nejvice se pouzivaji stacionarni faze
na bazi silikagelu, ale mizeme se setkat i S jinymi stacionarnimi fazemi napi. na bazi

oxidu zirkonicitého, hlinitého a jiné.

Silikagel vyuzivany pro HPLC je amorfni a ma slozeni SiO, - X H,O. Voda je v této
formé vazéana v nestechiometrickém mnozstvi a dava vzniknout silanolovym skupindm.
V soucasné dobé¢ se nejvice vyuzivaji porézni Castice o velikosti v rozmezi 3—5 pum.
Vyhodné se ukazalo i pouziti Castic pod 2 pm, tzv. sub-2-microne. Koncentrace
silanolovych skupin se pohybuje obvykle okolo 9,0 mol/m?. Hlavnim omezeni pi praci
se silikagelem v kapalinové chromatografii je jeho rozpustnost nad pH 89, kdy dochazi
Kk rozpusténi silikagelové matrice, a také pii pH niz$im nez 3, kdy dochazi ke kysele

katalyzované hydrolyze silaxolové vazby mezi silikagelem a organosilanem. (13), (14)

Daéle dochazi k jeho degradaci pti vyssi teploté. V pribéhu separace je kolona umisténa
nejcastéji v termostatu, kdy je udrZovana konstantni teplota. Pouziva se teplota o néco
vyssi, nez je laboratorni teplota, kvili zlepSeni G¢innosti. Teplota se pohybuje v rozmezi
od 5 °C do 100 °C, pti¢emz plati, ze ¢im je vyssi, tim rychleji se degraduje sorbent, coz

se projevi ptfedevsim pii extrémnich hodnotach pH.

Stacionarni faze miizeme délit podle typu navazaného ligandu:

polarni charakter stacionarni faze

e nepolarni charakter stacionarni faze

e stfedn¢ polarni charakter stacionarni faze
e iontovy charakter

e chiralni charakter

3.2.1.1 Polarni charakter — staciondrni faze pro normdlni chromatografii

O normalni chromatografii mluvime v ptipad¢, Ze je stacionarni faze polarnéjsi nez

mobilni. Vyuzivani staciondrnich fazi pro normalni chromatografii ustupuje v disledku
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vyuziti spiSe chromatografie na reverznich fazich a to ptedevsim kviili vétsi robustnosti
reverznich fazi a jejich vyuziti. Kvuli vysoké povrchové aktivité a kyselosti silikagelu
byla pozorovana zvySena vlhkost a v dusledku toho dochazelo k deaktivaci povrchu a
k nevratnym interakcim se silné bazickymi analyty. Na silikagel jsou navazany urcité
skupiny, které ho chrani, aby faze ziistala polarni a nedoSlo k poruseni silanolovych
skupin. Tyto skupiny, které jsou navazané na siligakel, mohou byt kyano, amino,
hydroxyl, nitro a propylenglykol faze. V soucasnosti jsou uzivany i v reverzni

chromatografii.

3.2.1.2 Staciondrni fize pro reverzni chromatografii

Nejcasteji vyuzivané reverzni faze na bazi silikagelu jsou ziskavany reakci
monofunkéniho organosilanu se silikagelem. Je zde navazan postranni alifaticky fetézec
0 1-30 uhlicich, nejéastéji se jedna o oktylovou skupinu nebo o oktadecylovou skupinu
— oktadecylsilikagel — OSD o 18 uhlicich. Delsi fetézce zlepsuji stabilitu a
reprodukovatelnost. Je dokazano, ze v urcitych situacich se mize stat, ze se zbytkové
silanoly mohou spolupodilet na retenci analytii. To se projevuje chvostovanim pikl a
snizenim separacni ucinnosti. MiZzeme tomu piredchdzet tzv. endcappingem, coz

znamena kryti silanolovych skupin. (14)

Aby se predeslo témto jevim a zlepSila se kvalita silikagelu, zacaly se pouzivat velmi
Cisté silikagely s homogenni distribuci asociovanych silanolovych skupin a tim se
piedeslo problémum zpusobenym interakci zbytkovych kovi. Tyto silikagely

oznaujeme jako ,,base deactivated silica” nebo ,,type B silica”. (14)

Jak uZ bylo zminéno, nejvic se vyuzivaji kolony s postrannim fetézcem o 8 nebo 18
uhlicich. Diky neustalému vyvoji technologie vyroby kolon jsou k dispozici sorbenty
s fenylovou skupinou, s fluorovanym alkylovym fetézcem, které maji jinou selektivitu
nez C18 modifikované stacionarni faze. Nékteré stacionarni faze se vyuzivaji jak pro
normalni, tak pro reverzni chromatografii a patfi mezi né¢ naptiklad kyano a amino

modifikované faze.

3.2.1.3 Monolitické kolony

Monolitické kolony jsou Vv nynéjsi dobé velmi vyuzivany z davodu umoznéni vétSiho

prutoku kolonou, pfitom tlaky jsou srovnatelné s kolonami na bazi silikagelu. Jedna se o
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média, jez nemaji interpartikularni prostory. Uvniti monolitickych kolon je napln, ktera
se lisi od klasickych kolon v tom, Ze obsahuje pouze jeden blok zhotoveny z porézni
hmoty. U partikularnich sorbentii je kolona naplnéna velkym mnozstvim jednotlivych
zrn vhodného materialu. Monolity nemohou byt pfipraveny piimo v chromatografické
koloné, ale musi byt nejprve pfipravena samostatné¢ hmota, jez je nasledné vlozena do
kolony, vytvarovana a chemicky modifikovana podle u¢elu chromatografické kolony.
Monolitické kolony podle napln€¢ miazeme rozd€lit na anorganické a organické. Hmota
uvniti monolitickych kolon obsahuje mnozstvi makropor, coz jsou velké pory o
velikosti 1 pm a umoznuji plynuly tok mobilni faze a dale velké mnozstvi malych
mezop6r, 0 velikosti 12 nm. Diky makroporim a mezoporum je povrch monolitu
znaén¢ zvétSeny a diky tomu je 1 snadngj$i izokratickd separace V reverzni

chromatografii. (14), (15)

3.2.2 Detektory v HPLC

Detektorem rozumime zafizeni, jez monitoruje a vyhodnocuje zmény slozeni mobilni
faze. A to bud’ méfenim fyzikalnich veli¢in, nebo chemickych veli¢in. Volba detektoru,
ktery bude pfi méfeni pouzit, zavisi na nékolika faktorech. Jak na chemickych
vlastnostech analytu, pozadovaném rozsahu koncentraci, sloZitosti matrice, tak i na
chromatografickém systému, ktery pro dany analyt pouZijeme. Detektory miizeme
rozdélit na vice ¢i méné selektivni nebo univerzalni detektory, podle toho, na které
analyty detektor reaguje. Detektor univerzalni reaguje na vSechny analyty, zatimco
detektor selektivni pouze na urcitou skupinu latek podobnych vlastnosti. V soucasné
dob¢ patifi mezi hlavni poZadavky, jez jsou kladeny na detektory ve vysokouc¢inné
kapalinové chromatografii, stabilita a reprodukovatelnost odezvy. To zajistuje nizka
hladina Sumu a driftu, citlivost detektoru, Siroky linedrni rozsah, rychla odezva,
robustnost vi¢i zménam tlaku, teploty a pritoku mobilni faze a minimalni rozmyvani

chromatografickych zon v disledku a minimalniho objemu detekéni cely.

Nejvice vyuzivany detektor ve vysokouc¢inné kapalinové chromatografii je UV/VIS
spektrofotometricky detektor. Spektrofotometricky detektor je zalozen na interakci latek
s elektromagnetickym zafenim. Paprsek prochazi skrze pratokovou celu, kde dochazi ke
zméné jeho intenzity, a ta je potom zaznamenavana. V oblasti UV absorbuje vétSina
organickych latek. Jako zdroj se pouziva nizkotlaka rtutova, kadmiova nebo zinkova

vybojka. Vzhledem ktomu, ze ani jedna ztéchto vybojek neposkytuje absolutné
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monochromatické zateni, je nutné pouzit filtr. Pokud maji detektory nastavitelnou

vinovou délku, je mozny vybér z nékolika vinovych délek. (16)

Pomoci tohoto detektoru je méfena absorbance mobilni faze v rozmezi od 190—400 nm
(UV) a 400-800 nm (VIS) a velikost absorbance je dana pomoci Lambert-Beerova

zakona
A=¢cl

kde A je absorbance, ¢ molarni absorp¢ni koeficient, ¢ koncentrace absorbujici slozky a

| je tloust’ka absorbujici vrstvy.

Mezi dalsi Casto vyuzivané spektrofotometrické detektory v HPLC patii DAD —
detektor s diodovym polem, dale FD — fluorescencni detektor a stale Castéji se pouziva
MS — hmotnostni detektor. MS detektor ma oproti jinym detektordm vyssi cenu, ale i
ptresto je v dne$ni dobé stale vice vyuzivan pro svou vysokou detek¢ni Géinnost.
Hmotnostni spektrometr pracuje za vysokého vakua, naproti tomu u HPLC jsou
analyzované latky unaseny v proudu kapaliny pfi tlaku o velikosti jednotek az desitek
MPa. Hlavnim problémem ve spojeni HPLC/MS bylo ptfevedeni analytu do plynné
formy a odstranéni nadbytku mobilni faze. V pocatcich meétfeni byla u spojeni
HPLC/MS vyuzivana elektronova ionizace (EI), Vv nékterych piipadech chemicka
ionizace (CI). Velké mnozstvi vnitini energie ziskané pii elektronové ionizaci a
chemické ionizaci mize vést k rozsahlé fragmentaci a znemoznuje urceni molekulové
hmotnosti u nékterych typt latek, které jsou bézné analyzovany kapalinovou
chromatografii. Oproti tomu ma elektronova ionizace vyhodu dostupnosti rozsahlych
knihoven hmotnostnich spekter a jsou u ni dopodrobna popsana pravidla fragmentace
jednotlivych tfid latek. V soucasnosti je upfednostinovana metoda mekkych ioniza¢nich
technik, jako je napf. ionizace elektrosprejem, chemickd ionizace za atmosférického
tlaku a dal$i. Nedochazi zde k tak rozsihlé fragmentaci a mizeme tedy lépe urcit
molekulovou hmotnost. Nevyhodou je, kvtli malému mnozstvi fragmentovanych iontd,
znesnadnéni odvozeni struktury, c¢emuz se Ize vyhnout v pouziti tandemu
HPLC/MS/MS. Elektrochemicky a amperometricky detektor se pouziva pouze v HPLC
sreverzni fazi a vodivostni detektory jsou vyuzity pfi iontovyménné chromatografii.
17)
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Pravé detektor je druhy nejdilezitéjsi clanek vysokoucinného kapalinového
chromatografického systému, hned za kolonou. Reaguje na zmény a pievadi je na
elektricky signal, jenz je zaznamenan a zpracovan a diky némuz jsou nam podavany
informace o daném vzorku. Aby dané informace odpovidaly skute¢nosti, musi systém

vykazovat urCité parametry a metoda musi byt validovana. (18)

3.2.3 Parametry v HPLC

Pti detekci analytu mtize za ur¢itych podminek dochdzet k tzv. rozmyvani piku. Toto
rozmyvani je nezadouci jev, ktery negativné ovliviiuje reprodukovatelnost integrace
piku a mtze byt kvantifikovano faktorem symetrie. Pokud je hodnota faktoru symetrie
mensi nez 1, dochazi k tzv. frontingu — pik je rozmyvan vpted a pokud je jeho hodnota
vyssi nez 1, dochazi k tailingu — chvostovani piku. V idealnim pftipadé, kdy se pik

nerozmyva, je hodnota faktoru symetrie praveé rovna 1.

DalSim parametrem pii méfeni HPLC je linearita, kterou rozumime linearni odezvu
Vv rozmezi testovanych koncentraci. PFesnost méteni mizeme interpretovat jako té€snost
shody naméfenych veli¢in pti opakovaném ziskavani vysledki. Je zatizena pouze malou
smérodatnou odchylkou pii méteni. Je dilezité neplést si tento parametr se spravnosti,
nékdy dochazi k chybé, kdy se tyto dva parametry povazuji za synonyma. Spravnost
vyjadiuje shodu mezi aritmetickym primérem nekonec¢ného poctu opakovanych hodnot
a referen¢ni hodnoty veli¢iny. Dulezitymi parametry v detekci HPLC systému je
citlivost, mez detekce a mez stanovitelnosti. Citlivosti rozumime vySku piku délenou
koncentraci analytu. Detektory snimaji signadl bud’ pfi hmotnostnim toku analytu
v detektoru (mol/s), coz je napiiklad detektor hmotnostni, nebo detekuji koncentraci
analytu v detektorové cele (mol/l) — optické detektory. Mez detekce (LOD, limit of
detection) je minimalni hranice detekovatelnosti analytu. Je to takova koncentrace
analytu, pro kterou poskytne detektor signal trojnasobny oproti trovni Sumu. LOD je

definovan vztahem
LOD = 3.h,/m

kde h, je Sum zéakladni linie a m je smérnice kalibra¢ni kiivky.
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Mez stanovitelnosti (LOQ, limit of quantification) je interpretovana jako nejmensi
mnozstvi analytu, jez Ize stanovit. Niz§i hodnoty LOD a LOQ lze ziskat tim, ze bude

cv w7

fluktuaci méfeného signalu bez piitomnosti analytu. (16), (18), (19), (20)

Dalsimi sledovanymi/vyhodnocovanymi parametry u HPLC jsou opakovatelnost,
reprodukovatelnost a selektivita, pficemz selektivita nam umoziuje urceni spravného
analytu v ptitomnosti interferujicich latek. Zjednodusené feceno nas informuje o tom,
jestli se na méfeném signalu miize podilet 1 jiny faktor, nebo pouze méteny analyt.
Pokud je u metody zjisténa mald selektivita, zvySuje se moznost ziskani fale$né
pozitivniho vysledku. Toho Ize doséhnout v méfeni i hysterezi, coz je vliv minulych
meéfeni na soucasna méteni. Je tedy dulezité, aby hodnota selektivity byla vysoka.
Opakovatelnost nepiimo vyjadiuje chybu, ktera byla provedena tou samou osobu, pfi
stejném méteni, na stejném misté, kdy byl pouzit stejny vzorek, pouze s asovym
odstupem. Naproti tomu reprodukovatelnost nas informuje o chybé, jez vznikla pfi

praci se stejnym vzorkem a stejnou metodou analyzy, ale v jiné laboratofi. (20)

3.3 Core-shell kolony

Vyvoj kolon pro HPLC jde stale vpied. Byly vyvinuty ¢astice o velikosti <3um, které
maji podobné vyhody, jako ¢astice mensi <2 pum, ale je u nich dosaZeno nizSiho tlaku
pfi analyze, coZ umoziuje provadét rychlé a efektivni separace s vys$§Sim rozliSenim.

(21)

3.3.1 Core-shell kolony — struktura

Core-shell kolony jsou plnéné ¢asticemi o piiblizné velikosti 3 pum, jez jsou tvoieny
pevnym jadrem a poréznim obalem (Obr. 2). Jsou slozeny ze sférickych
polystyrenovych  ¢astic  pokrytych  elektricky  vodivym  polymerem  [3,4-
(ethylendioxy)thiofen] tzv. PEDOT. Velikost jadra se pohybuje okolo 1,7 um a hloubka
plasté okolo 0,3—0,5 um. Core-shell ¢astice maji oproti plné poréznim ¢asticim vyhodu
Vv tom, ze analyty maji v téchto ¢asticich kratsi difuzni drahu, pravé z divodu pevného
jadra. Diky c¢éastecné porovitosti je sniZzena axialni disperze analytl a minimalizovano
rozmyvani piku. Dalsi vyhodou je vétsi velikost castic, diky ¢emuz je mozny cca 0
polovinu nizsi tlak pfi stejné velikosti kolony i za stejnych podminek. U¢innost t&chto

kolon obsahujicich core-shell ¢astice je téméf dvakrat vétsi nez u kolon plnénych
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casticemi 0 velikosti 3 um a srovnatelna s kolonami o velikosti ¢astic pod 2 pm. (22),
(23)

Solid Core Jpm 27 um

Obr. 2: Core-shell cdstice (24)

Core-shell kolony jsou pouzivany piedev§im v soucCasné dobé, ale zajem o jejich
strukturu byl uz v 60. letech. Nejprve byly vyrobeny sférické sklenéné Castice, jez byly
potazeny styren-divinylbenzenovou vrstvou a chovaly se jako iontoméni¢e. Mezi prvni
takové kolony pattily napt. Zipax a Corosil, jejich pouziti vSak nebylo moc uspésné,

navic byl problém s dostupnosti materialu, a tak zmizely brzy z trhu.

Béhem osmdesatych let byly vyvinuty ¢astice o velikosti 50 um se strukturou zndmou
jako porézni material. Tento material byl dobfe dostupny, ale bohuzel u n¢j byla nizka
kapacita vzorkd. Castice tedy byly dale zmensovany na velikost okolo 35 pm a byla u
nich pozorovana snizena doba separace oproti ¢asticim z plné poréznich materialu. (21),

(25)

Na trh byly v dalsim desetileti uvedeny Castice o velikosti 5 um, ale opét byly stazeny
z prodeje proto, ze jejich vyuziti bylo pfedevsim pro analyzu peptida a proteint, ale pro

analyzu biomolekul byly vyuzivany jiné metody.

V soucasnosti jsou vyuzivany castice o velikosti okolo 3 pm. Mezi nejvyuzivané;si
druhy patii kolony Halo v provedeni C18, C8, Hilic a Amide, dale kolony Kinetex —
C18, C8, RP-Amide, fenylhexyl, F15 a peptide ES-C18. Mezi kolony s casticemi
men$imi nez 3 um muzeme zatadit napt. SunShell, Acucorre nebo Eiroshell. Kolony

rozliSujeme podle tloustky vnéjsi vrstvy, priméru jadra, celkovym primérem castice,
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stupném nerovnosti povrchu, primérnym objemem a standardnimi odchylkami téchto

hodnot. (21), (26), (27)

Nejcéastéji vyuzivané core-shell kolony jsou plnény casticemi o celkovém priméru
2,7 um a o velikosti pori 90 A a specifickym povrchem 150 m2/g. Pro jejich vyrobu je
nejcastéji vyuzito ultra Cistého oxidu kiemicitého typu B. Jsou stabilni pifi pH 2-9 a
maximalni pfipustny tlak je okolo 60 MPa. Kolony se mohou lisit podle vyrobci svou
ucinnosti. Materialy pro vyrobu sorbentii nejsou zcela stejné. Obtizné je i vyrobit
kolony, jez by mély identické rozméry. Tim padem se mohou liSit sorbenty svoji
kvalitou a rozméry a t¢innost jednotlivych kolon mize byt jina. Proto je dulezité, aby
byla ziskana data interpretovana s rezervou. U core-shell ¢astic je pozorovana nizsi
schopnost retence, vzhledem komezeni difuzni drahy pro zkoumany analyt
V porovnani s kolonami, jenz obsahuji Castice mens$i jak 2 um je velikost hodnot
piiblizné o 15 % niz8i. Retentivita se mize také liSit v zavislosti na priméru pora,
hustoté ligandti na povrchu, na obsahu uhliku, kvalité endcappingu a procesem pii

vyrobé kolon. (25), (26), (27), (28)

Byla provedena studie na core-shell kolonach, kdy na nich byly analyzovany
farmaceutické slouCeniny s neutralnimi a kyselymi mobilnimi fazemi. Pii kyselém pH
zUstavaji silanoly neutralni a separace je provadéna s reverzni fazi, naproti tomu pokud
je pH neutralni, vétSina silanold je Vv deprotonované formé. Tim dochazi k retenci
bazickych sloucenin s nezménénou silanolovou aktivitou. Proto byl u core-shell

proveden endcapping, aby bylo zabranéno reakci silanolovych skupin s analytem. (28)

Pokud jsou pfi analyze neutrdlnich nebo bazickych latek ziskavany na kolonach C18
nebo C8 neostré piky, vyuziva se RP-Amide kolony. RP-Amide kolony se hodi téz pro
latky velmi dobfe rozpustné ve vodé, jez potfebuji mobilni fazi s velkym podilem vody.
Jejich pouziti je vhodné i u polarngjsich analytd, které tvori vodikové vazby, pro vyssi
selektivitu. Amidova skupina téchto kolon vytvaii vétsi selektivitu pro analyty tvofici
vodikoveé vazby s heteroatomy. Oproti neutrdlnim latkdm maji aminy, karboxylové
kyseliny, fenoly a alkoholy zvySenou retenci na RP-Amide kolonach. Jako mobilni faze
se nejCastéji vyuziva voda ve smési s methanolem nebo acetonitrilem. Lze pouzit i
stoprocentn¢ vodnou fazi, ale je doporuceno, aby bylo pifidano alespoii minimalni
mnozstvi organického rozpoustédla. Aby byly zachovany optimalni vlastnosti kolony co

nejdéle, neméla by pracovni teplota piesahnout 60 °C a pracovni pH by mélo byt
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udrzovéano v rozmezi pH 2—9. Pro maximalni stabilitu sloupce by mél byt pracovni tlak

udrzovan maximaln¢ do 60 MPa. (22), (26), (29)

Ascentis C1B
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Obr. 3: Porovnani selektivity RP-Amide kolony a C18 kolony (22)

3.3.2 Core-shell kolony - rychlost

Hlavni vyhodou pfi separaci pomoci core-shell je zvysSeni rychlosti. Oproti ¢asticim
menSim nez 2 um vytvari core-shell ¢astice tlak o cca polovinu nizsi a je tedy mozné
pouziti delsich kolon i rychlejsiho pratoku. To lze i za ptedpokladu, Ze jsou core-shell
Castice vetSi neZ typické porézni Castice. Rychlost separace je tedy nékolikandsobné

zvysena diky vEétSimu pritoku pii stejném tlaku bez ztraty ucinnosti (Obr. 4). (22)
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columns: Ascentls Express C18, 10 cmx 2.1 mm LD, 2.7 pm partices
{528:23-U) and 5ub-2 im perScle column (same dmesions)
mihlle phase: 45:51 or 55:45, walar-acaiontrile
flow rate: 0.4 or 0.2 mLimin.
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Obr. 4: Rychlost separace (22)

3.3.3 Core-shell kolony — citlivost

Mezi dalsi vyhody core-shell ¢éstic patii vysoka citlivost. Piky vykazuji vyssi pomér
S/N oproti plné poréznim ¢asticim a jsou vyssi. Vyhodou je velka odolnost, ktera je
zajiSténa pomoci Castic, jez maji vyssi hustotu nez plné porézni ¢astice. Diky tomu
nedochazi k vytvaieni cesticek v lizku (channeling) a analyty mohou bez problému

interagovat se stacionarni fazi (Obr. 5). (22)
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cHumns: & IndicaE=d; 90 cm ¥ 4.6 mm LD
mabde phase : eoelnniria-waker
fow rade. 1.8 mL‘mn

femp.: 35°C
dal.: 254 nm
Injaction: & piL BETTER
e SENSITIVITY
2. Acetophenone THAN REGULAR
3. Benzene
HE— COLUMNS

Ascantis Express
Traditional 2 pm
Traditional 5 pm

Sensklvity Gap

=

Obr. 5: Porovnani citlivosti kolony (22)

3.3.4 Core-shell kolony — rozliSovaci schopnost

Dobrou vlastnosti je 1 vysoka rozliSovaci schopnost. Oproti ¢asticim o velikosti 3 um a
5 wm vykazuji core-shell ¢astice ostiejsi pik. Diky vétsi propustnosti ¢astic a niz§imu

tlaku je mozné pro lepsi rozliseni vyuziti i delSich kolon. (22)
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pristrojové vybaveni
e Pumpa: Shimadzu LC-10AD VP
e Degaser: Shimadzu GT-154
e SmeéSovaci jednotka: Shimadzu FCV-10AL VP
e Termostat: Shimadzu CTO-10ACVP
e Kolona: Ascentis Express RP-Amide; 10 cm x 3,0 mm; 2,7 pm
e UV/VIS detektor: Shimadzu SPD-20A
e Software: Clarity Lite version 3.0.5.505
e Laboratorni vahy: Sartorius GMBH — typ: A200S (Némecko)
e Magnetickd michacka: MrHei-Mix S (Némecko)
e Vakuové ¢erpadlo: Vace-space 20 (Slovensko)
e Sonifikator: Bandelin Sonorex
e Stiikackovy filtr, MS Nylon, 0,22 um

e pH konduktometr: InoLab pH / Cond 720

4.2 Pouzité chemikadalie

e Purifikovana voda, ultracista (MiliQ H,O Milipore)
e Methanol (Sigma Aldrich)

e Mikonazolum (Fagron a.s.)

e Kiyselina citronova 0,1 mol/l (Sigma Aldrich)

e Hydrogenuhli¢itan sodny 0,2 mol/l (Sigma Aldrich)
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e Vzorky:
o 3T +30% TEC — PLAC 5h
o 3D +30% TEC + 5% MIC 5h
o PLGA A 1h, 3h, 24h, 48h, 3d, 7d
o PLGA B 1h, 3h, 24h,48h, 3d, 7d
o 3T-A 1h, 3h, 24h, 48h, 3d, 7d

o 3T-B 1h, 3h, 24h, 48h, 3d, 7d

4.3 Priprava roztokii

4.3.1 Priprava roztoku standardu mikonazolu

Zasobni roztok mikonazolu o koncentraci 5 g/l byl pripraven tak, Ze navazka 0,0500 g
mikonazolu byla kvantitativné pievedena do 10 ml odmérné banky a doplnéna
methanolem po rysku. Tento roztok byl nasledné pouzit jako standard mikonazolu a

pracovalo se s nim pfi fedéni u kalibra¢ni fady mikonazolu.

4.3.2 Pripravakalibra¢nich roztoki mikonazolu

Pii pripravé kalibra¢nich roztoki byl pouzit zasobni roztok mikonazolu o koncentraci
5g/l. Ten byl 10x zfedén methanolem na koncentraci 500 mg/l a z tohoto roztoku se
vychazelo pii tvorbé kalibraéni fady o zaokrouhlenych koncentracich 70 mg/l, 50 mg/I,
25 mg/l, 20 mg/l, 15 mg/l, 10 mg/l, 5 mg/l, 1 mg/l. Kalibra¢ni roztoky byly fedény

smési methanol:pufr 70:30.

4.3.3 Priprava citrat fosfatového pufru o pH 7,4

Pro piipravu citrat fosfatového pufru byla pouzita kyselina citronovd o koncentraci
0,01 mol/l a hydrogenfosfore¢nan sodny o koncentraci 0,02 mol/l podle tabulek dle
Merck. Pti piipravé roztoku kyseliny citronové byla velikost navazky 53 mg na 25 ml
vody a pii pripravé roztoku hydrogenfosfore¢nanu sodného 712 mg soli na 100ml vody.

Tyto dva roztoky byly smichany v poméru 1:9,2. U vysledného roztoku bylo méfeno

27



pH, které by mélo odpovidat pH 7,4. Odchylky od pozadované¢ho pH byly upraveny

pridanim roztoku kyseliny nebo soli.

4.3.4 Priprava vzorku

Vzorky byly piipraveny na Katedie farmaceutické technologie. Ziskany byly pomoci
disolu¢niho testu vétveného PLGA (nosnd matrice) s obsahem mikonazolu. Dodané
vzorky obsahovaly disoluéni pufr a v ném rozpusténou degradovanou matrici a
mikonazol. VVzorky byly odebirany v pravidelnych ¢asovych intervalech: 1 hodina, 3
hodiny, 24 hodin, 48 hodin, 3 dny a 7 dni. Tyto vzorky bylo nutno zpracovat pted
HPLC analyzou. Od odebrani az po piedseparaéni upravu byly vzorky uchovavany
v lednici pii teploté okolo 4 °C. Bylo nutné je nejprve ziedit nadbytkem methanolu,
z divodu vysrazeni soli, prefiltrovat a dale nafedit vodou ke konecnému poméru
MeOH:vodna ¢ast 70:30. Kazdy vzorek byl méfen dvakrat. Nejprve bylo odebrano
ur€ité mnozstvi roztoku z vialky, zpracovano a nasledné byla provedena druha piiprava

ze stény vialky, protoZe se na ni ¢ast mikonazolu vysrazela.

Priprava roztoku odebraného ze vzorku

Mnozstvi disoluéniho média ve vialce bylo 15 ml. Nejprve bylo pracovano s nadbytkem
methanolu v poméru 75:25, aby doslo k vysrazeni soli, ktera byla nasledné odfiltrovana.
Pokud by se nepfidal nadbytek methanolu, mohlo by dojit k vysrazeni soli na koloné.
Z vialky bylo tedy odebrano 500 pl vzorku a doplnéno 1500 pl methanolu na celkovy
objem 2 ml. Takto ziskany zakaleny roztok byl piefiltrovan pres stiikackovy filtr
MS Nylon (0,22 um). Aby bylo dosazeno kone¢ného poméru 70:30, muselo byt
odebrano 930 ul prefiltrovaného vzorku (v ptivodnim poméru MeOH:H,O 75:25) a
doplnéno 70 ul vody na celkovy objem 1 ml.

Priprava roztoku omytim stény vialky, kde by mohl byt vysrazen mikonazol

V prvni fadé byl zbytek vzorku (14,5 ml) pielit do jiné, Cisté vialky. Opét se zde
pracovalo s nadbytkem methanolu v poméru MeOH:H,0 75:25, aby byla sil primarné
vysrazena a odfiltrovana a zabranilo se tak vysrazeni soli na kolon&. Do vialky bylo

vraceno 500 pl roztoku vzorku a doplnéno 1500 pl methanolu. Byl nutny fadny oplach
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stén pomoci methanolu a disledné promichani na vortexu, aby byl na sténach vysrazeny
mikonazol pfeveden do roztoku. Postup byl dale stejny jako u piedchoziho vzorku. Byla
provedena filtrace zakaleného roztoku a nasledné bylo odebrano 930 pl piefiltrovaného
vzorku (v ptvodnim poméru MeOH:H,0 75:25) a doplnéno 70 ul vody, aby vysledny
pomér odpovidal 70:30.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vyvoj chromatografické metody

5.1.1 SloZeni a optimalizace mobilni faze

Jako mobilni faze byl pouzit methanol s vodou v riznych pomérech, aby bylo mozné
zajistit co nejlepsi podminky, jako je dostateéné oddéleni piku a rychlost analyzy.

Nejprve byla pouzita mobilni faze o poméru methanol — voda 90:10 (Obr. 6).
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Obr. 6: Chromatogram vzorku mikonazolu, methanol:voda (90:10)

Dalsi pouzitd mobilni faze byla opét methanol:voda, tentokrat v poméru 80:20.
Podminky se oproti pfedchozi analyze neliSily, pouze se li§il pomér vodné a

methanolové slozky (Obr. 7).
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Obr. 7: Chromatogram vzorku mikonazolu, methanol:voda (80:20)

Z chromatogramu je patrné, zZe sniZenim obsahu organické faze se prodluzuje retencni
¢as mikonazolu. Nicmén¢ stale nedoslo k dostate¢nému oddéleni nejdiive vymyvanych
necistot od mikonazolu. Proto se zkouselo dale zvysit obsah vody v mobilni fazi. Dalsi
analyza probihala opét za stejnych podminek, pouze pifi jiném poméru methanolu a
vody — 75:25 (Obr. 8).
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Obr. 8: Chromatogram vzorku mikonazolu, methanol:voda (75:25)

Doslo k jiz dostate¢nému rozdéleni necistot od analytu, bylo vsak zadouci celou analyzu

zrychlit. Toho bylo dosazeno zvySenim prutoku pii zachovani poméru mobilni faze
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75:25. Aby pii vyssim pratoku nebyl tlak piili§ vysoky, musela byt zvySena teplota

z 35 °C na 40 °C. Pii této analyze nedoslo k navratu na baseline.

Obdobné tomu bylo i pfi stejném poméru mobilni faze, ale dal§im zvySenim teploty na
45 °C a zvySeném pratoku 0,7 ml/min. Tato analyza byla sice rychla, ale nedoslo

k dostate¢nému rozd¢leni piku mikonazolu od necistot (Obr. 9).
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Obr. 9: Chromatogram vzorku mikonazolu, methanol:voda (75:25)

Pratok byl tedy snizen na 0,600 ml/min, pomér fazi byl zachovan, nedoslo vsak
K navratu na baseline, nedoslo k déleni. Proto bylo nutné sniZzeni poméru mobilni faze
na 60:40, pii prutoku 0,5 ml/min, teplota zlstala stejna 45 °C. Pfi tomto méfeni vsak

nedoSlo ani ve 32. minuté k vymyti mikonazolu a méteni bylo zastaveno.

Byly vyzkouseny i jiné poméry mobilni faze a to pomér methanol:voda 65:35 a 68:32,
pfesto byl nejvhodnéjsi pomér mobilni faze 70:30, protoze u predchozich pomért byl
tvar piku moc §iroky, reten¢ni ¢as byl velmi dlouhy a piky byly obtizné integrovatelné

(Obr. 10).
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Obr. 10: Chromatogram vzorku mikonazolu, methanol:voda (65:35)

Jako vychozi pomér mobilni faze byl zvolen tedy pomér methanol:voda 70:30. Aby
byla analyza rychlejsi, byl zvySovan pratok mobilni fdze a aby nedochéazelo ke
zvySovani zpétného tlaku, byla zvysena i teplota z piivodnich 35 °C na 45 °C. Velikost
pratoku musela byt kontrolovana, aby tlak nepterostl 25 MPa. Pti prutoku 0,8 ml/min a
teploté 45 °C dosahoval zpétny tlak velikosti okolo 23 MPa (Obr. 11).
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Obr. 11: Chromatogram vzorku mikonazolu, methanol:voda (70:30)
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Optimalni podminky tedy byly methanol:voda 70:30, 45 °C, pratok 0,8 ml/min, nastiik
5 ul (Obr. 11).

Na zaklad¢ literarni reSerSe probihala vSechna méfeni pod detekci 254 nm. (30), (31)
Tyto podminky se zdaly jako optimalni, avSak pti detekci 254 nm pik mikonazolu
vykazoval o dva fady nizs8i absorbanci, nez pii 220 nm (Obr. 12). Proto byly podminky

detekce upraveny na 220 nm.

Absorbance (AU)

1,2
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Obr. 12: Absorpcni spektrum mikonazolu

5.1.2 Optimalni podminky pro HPLC analyzu

Pomoci zna¢né fady méteni byly zjiStény optimalni podminky pro analyzu mikonazolu

pomoci HPLC. Byla pouzita core-shell kolona Ascentis Express RP-Amide; 10 cm X

3,0 mm; 2,7 pm.

Podminky:

Mobilni faze: Methanol: voda 70:30
Nasttik: 5ul

Pritok: 0,800 ml/min
Teplota: 45 °C

Vinova délka: 220 nm
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Tlak: 22,8 MPa
Retenéni ¢as mikonazolu: 5,65 min

Cas kompletni analyzy: 7 min

5.1.3 Ovéieni spravné eluce mikonazolu

Pred vytvofenim kalibracni fady roztokti bylo nutné pfipravit n€kolik vzorkd, pomoci
nichz bylo mozno ovéfit, zda se v ¢ase mikonazolu neeuluje jina latka, ktera by mohla
zkreslit vysledky analyzy. Kromé eluce jiné latky bylo nutné ovéfit, zda neni mikonazol
zadrZzovan na filtru a nejsou eluovany dalsi latky z pufru ¢i filtru, které by analyzu
mikonazolu mohly negativné ovlivnit. Vzorky obsahovaly vysokou koncentraci soli,
kterd se po smiseni s mobilni fazi v poméru 70:30 (MeOH:voda) vysrdzela a vzorky
nemohly byt nastfiknuty pfimo na kolonu. Stl musela byt vysraZena pfedem a vysledny
roztok pfrefiltrovan. Vysrazeni soli pfed nastfikem na kolonu bylo docileno pomoci
ziedéni v nadbytku methanolu. Nadbytek methanolu byl v poméru methanol:voda
80:20. Filtraci pres 0,22 pum stiikackovy filtr byla odstranéna vysrazena stl a doplnénim

prefiltrovaného roztoku vodou bylo dosazeno kone¢ného poméru methanol:voda 70:30.

Prvni vzorek byl pfipraven v poméru methanol:voda 70:30, kdy bylo pouzito 1400 pl
methanolu a 600 pl vody. Nebylo zde nutné pracovat s nadbytkem methanolu, protoze
nebyl pfidavan pufr a nemélo se tedy co vysrdzet a filtrovat. Pfi tomto méfeni vysla

rovna baseline pfimka, jelikoz ve vzorku nebyl mikonazol, ani necistoty z pufru.

Dalsi vzorek byl opét methanol s vodou v poméru 70:30, ale po piipravé byl vzorek
prefiltrovan, aby se zjistilo, jestli se z filtru uvoliiuji necistoty. Opét zde nebylo nutné
pouzit nadbytek methanolu, jelikoz zde Slo pouze o zjisténi uvoliiovani necistot z filtru
a nepridaval se pufr. Bylo pozorovano jen malé mnozstvi uvolnénych necistot mimo

reten¢ni ¢as mikonazolu.

Treti vzorek obsahoval methanol a pufr v poméru 70:30. Zde vsak uz byl nejprve
ptipraven roztok s nadbytkem methanolu 80:20, aby se vyloucila moznost, Ze by po
nastiiku vzorku na kolonu doSlo K vysrazeni soli. Bylo odebrano 2400 pl cistého
methanolu a 600 ul pufru a prefiltrovano pomoci stiikackového filtru. Aby byl vysledny
pomér 70:30, muselo byt odebrano 1750 pl z prefiltrovaného roztoku (z ptivodniho

roztoku s nadbytkem methanolu v poméru 80:20) a doplnéno 250 ul H,O. Toto méfeni
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bylo provedeno proto, aby se zjistilo, Ze v retenénim ¢ase mikonazolu se neeluuje zadna

dalsi latka z pufru, coz bylo potvrzeno.

U piedposledniho vzorku byl opét pomér methanolu a vody 70:30, ale stejné¢ jako u
ptedchoziho vzorku bylo pouzito nadbytku methanolu v poméru 80:20. Oproti
pfedchozimu vzorku bylo pracovano s vodou misto pufru. Roztok vzorku, jenz byl
pouzit, byl vytvoien ze 160 ul zasobniho roztoku mikonazolu o koncentraci 500 mg/l a
3840 pl cistého methanolu. Poté byl doplnén 1000 pl H,O, pro zachovani poméru
methanol:voda 80:20. Tento roztok byl piefiltrovan. Dale byl pifeveden na roztok o
poméru 70:30 smichanim 2630 pl prefiltrovaného roztoku a 370 pl H,O. Bylo
provedeno viceCetné méteni. Nejprve byl roztok méten 4krat filtrovany a pozdé€ji 4krat
nefiltrovany z divodu porovnani necistot, které se pii filtraci uvolnuji. Nefiltrovany
roztok byl vytvoien z 875 pl methanolu (odebrano z roztoku s nadbytkem methanolu
v poméru 80:20, ptipraveného pii tvorbé filtrovaného vzorku) a 125 ul vody. Pramér
ploch mikonazolu u nefiltrovaného vzorku byl 3601 a u filtrovaného vzorku 3579, lisily
se od sebe tedy pouze o 0,61 %, z ¢ehoz bylo usouzeno, Zze k sorbci mikonazolu
v néjaké relevantni mife nedochazi. U tohoto piedposledniho vzorku byl na konci
analyzy vidét pik Vretenénim case mikonazolu, ale nebyly zde zadné necistoty

zpusobené pufrem. Pik mikonazolu byl vsak kvuli nepfitomnosti pufru rozpity.

U posledniho vzorku byla ptiprava obdobna jako u piedchoziho vzorku, jen byl misto
vody pouzit pufr. Na chromatogramu z tohoto méfeni byl pozorovan pik mikonazolu i
necistoty zpusobené pridanim pufru. Tento posledni vzorek byl ptipraven jesté jednou,
také v nadbytku methanolu, ale v jiné koncentraci. Misto pivodniho poméru 80:20 byl
pouzit pomé&r 75:25. Na konci méfeni musela byt spocitana a ovéfena koncentrace, je-li
stejna jak u vzorku s nadbytkem methanolu pii poméru MeOH:H,0 80:20, tak u vzorku
s niz§im nadbytkem methanolu v poméru MeOH: H,O 75:25. Plochy piki mikonazolu
byly u obou vzorka prakticky stejné. Témito pokusy bylo ovéteno, Ze je mozné takto

pfipravit roztoky pro body kalibra¢ni pfimky.

5.2 Validace

Validaci zjiStujeme spravnou funkénost systému a ovéfujeme chromatografickou
metodu. Pro tato ovéfeni byl pouzit roztok mikonazolu o koncentraci 10 mg/l, ktery byl

pfipraven ze zasobniho roztoku.
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5.2.1 Linearita

Zasobni roztok mikonazolu byl nafedén a bylo tfeba zjistit odezvu detektoru u téchto
nafedénych vzorki. Nasledovalo vytvoteni kalibraéni ptimky. Diky kalibra¢ni pfimce je

mozné zjistit obsah mikonazolu v neznamych vzorcich.

Kalibra¢ni pfimka byla vytvofena z roztoku standardu mikonazolu o koncentracich:
70 mg/l, 50 mg/l, 25 mg/l, 20 mg/l, 15 mg/l, 10 mg/l, 5 mg/l, 1 mg/l. VSechny kalibra¢ni
roztoky byly zméteny 3krat.

c(mg/l)| O A
70 1146,9
50 729,9
25 370,9
20 277,7
15 207,4
10 138,9

5 74,1
1 13,2

Tabulka 1: Plocha pod pikem v zavislosti na koncentraci

Kalibracni primka
1400
1200
®
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2
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Obr. 13: Plochy pikii v zavislosti na koncentraci
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y = 16,103 — 24,659
R% =0,9943

Pozadavek kladen na koeficient determinace je takovy, aby jeho hodnoty byly blizké 1,
coz dany koeficient s hodnotou R? = 0,9943 splituje.

5.2.2 Selektivita

Aby mohla byt ovéfena selektivita, musi byt pouzit vzorek, jenz neobsahuje zadny
mikonazol — tedy placebo. Pomoci selektivity je zjiStovano, jestli se v retenénim ¢ase
mikonazolu neeluuje jesté n¢jaka jina latka nez mikonazol. Pokud by tomu tak bylo,
mohlo by dojit k ovlivnéni plochy piku v retenénim ¢ase mikonazolu a ke zkresleni

vysledkd.

Na Obr. 14 je tedy vidét, ze v reten¢nim ¢ase mikonazolu u vzorku placeba neni eluce

zadné jiné latky, kvuli které by mohlo dojit ke zkresleni vysledkii.
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= K{ivka vzorku placeba

20 4 e Kivka vzorku mikonazolu
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Obr. 14: Chromatogram porovndni vzorku mikonazolu a placeba

5.2.3 Faktor symetrie

Faktor symetrie (As), jinak také faktor chvostovani piku, se vypocitava podle vzorce:
As = Wo,05 / 2d
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kde wp o5 — $itka piku v jedné dvacetiné jeho vysky, d — vzdalenost mezi kolmici, ktera

je spusténa z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvaceting€ jeho vysky.

Idealni symetrie piku je pii hodnoté 1. Podle Ceského lékopisu je uznavana hodnota v

rozmezi 0,8-1,5. (5)

Pocet méfeni Ag
1 1,160
2 1,170
3 1,196
4 1,170
5 1,181
6 1,181

Tabulka 2: Hodnota faktoru symetrie piku - As
OA;=1176

Z priméru A, zjistime hodnotu, ktera musi odpovidat normam Ceského lékopisu, které

se pohybuji v rozmezi 0,8-1,5 a to hodnota 1,176 spliuje.

5.2.4 Opakovatelnost

Opakovatelnost odezvy je vyjadiend jako odhad relativni smérodatné odchylky (RSD)

Vv procentech pro fadu naslednych meéfeni porovnavaciho roztoku. Vzorec pro jeji

100/ ;= §)?
RsDy, = =2 Z(};ll_ly)

kde y — znaci jednotlivé hodnoty vyjadifené jako plocha piku, ¥ — zna¢i prumér

vypocet:

jednotlivych ploch, n — pocet jednotlivych hodnot. (5)
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n As T, (Min)
1 142,1 5,39
2 143,0 5,40
3 143,4 5,39
4 143,1 5,40
5 143,5 5,38
6 143,1 5,38

Tabulka 3: Opakovatelnost

Pocet méfeni: n =6
O As = 143,03

SD =0,497

RSDy, =0,35 %

Vypodet dovolené relativni standardni odchylky se vypo¢ita podle Ceského lékopisu dle

nasledujiciho vzorce:

KBvVn

RSD =
T oo n—1

kde K — konstanta (0,349), jenz je ziskana ze vztahu:

_ 0.6 togy,s

V2 V6
V némz:

0.6

vz
pfestavuje pozadovanou RSD pro 6 nésttiki a pro B = 1; B — horni limit, jez je uvedeny
Vv jednotlivych 1ékopisnych c¢lancich minus 100 %; n — pocet opakovanych nastiikl
porovnavaciho roztoku (3< n< 6); tgw n1 — Studentiv parametr t pii 90 %
pravdépodobnosti pro n-1stupnu volnosti. Hodnota relativni smérodatné odchylky pro 6
meéftenti, pii B =1 se rovna RSDyax = 0,42 %. (5)

Relativni smérodatnd odchylka RSDy = 0,35 % nepfevySuje maximalni dovolenou

relativni odchylku dle Ceského 1ékopisu RSDmax = 0,42 %.
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5.2.5 Zdanlivy pocet teoretickych pater
K vypocitani acinnosti kolony je mozné pouzit zdanlivy vypocet teoretickych pater (N):
2

t
N = 5,54 (—R)
Wp

tgr — znaci reten¢ni Cas nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastiiku ke kolmici
spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce; w;, — odpovidd Sifce piku

V poloving jeho vysky

Utinnost kolony roste s poétem teoretickych pater. Zdanlivy pocet teoretickych pater se

méni s retenénim ¢asem, dale s kolonou a se stanovovanou slozkou. (5)

T, Wh N
5,39 0,17 5569
5,40 0,17 5590
5,39 0,17 5569
5,41 0,17 5611
5,38 0,17 5549
6 5,38 0,17 5549

gl wW[IN|F—|>S

Tabulka 4: Zdanlivy pocet teoretickych pater
O N=5573

Tato hodnota odpovidéa poZzadavkim na ucinnost kolony, jeZ maji byt N > 1500.

5.2.6 Limit of detection (LOD), Limit of quantification (LOQ)
e LOD=3.hy/m
e LOQ=10. hym

h,, — $um zakladni linie

m — smérnice kalibra¢ni kiivky
LOD = 0,045 mg/L

LOQ = 0,150 mg/L
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5.3 Méieni vzorku

Vzorky ptipravené na Katedfe farmaceutické technologie byly po vyjmuti z chladni¢ky
vytemperovany na laboratorni teplotu a déle byly pfipraveny podle vyse popsaného
postupu (viz 4.3.4 Ptiprava vzorki). Hotové vzorky, pfipravené k méteni, byly po 1 ml
odebrany do vialek a 5 pl bylo nastiiknuto na kolonu. S pouzitim softwaru Clarity byly
integraci zjistény plochy piki mikonazolu. Kazdy vzorek byl méfen tiikrat a nasledné
byl spocitan primér téchto hodnot. Hodnoty byly piepocitany podle rovnice kalibracni
ptimky na koncentraci a nasledné¢ byla spocitana hmotnost mikonazolu v kazdém

vzorku.

Nejprve byla spocitana koncentrace jednotlivych vzorkli pomoci kalibra¢ni piimky.

P\I/_Z(gf-l,(A (r:irn) A |c(mgl)
1h 603 | 325 | 386
Ih(sténa) | 601 | 407 | 4,09
3h 605 | 208 | 353
Sh(sténa) | 6,05 | 1,74 | 3.46
24h 606 | 034 | 304
24h(stena) | 6,07 | 9,66 | 566
a8h 606 | 1535 | 7.26
ASh(sténa) | 6,07 | 699,61 | 199,52
3D 531 | 323 | 386
3D(stena) | 531 | 108973 | 309,13
7D 530 | 11,02 | 6,04
TD(sténa) | 531 | 5647 | 1881

Tabulka 5: Zjistend koncentrace u vzorku PLGA-A
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P\fgrAe_‘E Trmin)| A | c(mgh)
1h _ 000 | 000
Ih(sténa) | 523 070 | 314
3h - 000 | 000
3h(sténa) 5,19 1,02 3,23
24h 5.16 098 | 322
24h(sténa) | 517 675 | 484
48h 512 | 2053 | 872
48h(sténa) | 5,13 9.35 5,58
3D 5.28 374 | 400
3D(stena) | 527 | 1918 | 834
D 5.29 2.80 373
TD(stena) | 527 | 31,88 | 1191

Tabulka 6. Zjistend koncentrace u vzorku PLGA-B

Vzorek 3T-A | Tr (min) A ¢ (mg/l)
1h 5,7 1,89 3,48
1h(s) 5,7 0,73 3,15
3h 0,00 0,00 0,00
3h(s) 5,63 0,93 3,21
24h - 0,00 0,00
24h(s) 5,6 1,76 3,44
48h - 0,00 0,00
48h(s) 5,58 1,02 3,23
3D 5,28 0,47 3,08
3D(sténa) 5,30 7,97 5,17
7D 5,28 0,84 3,18
7D(sténa) 5,29 5,97 4,63

Tabulka 7: Zjistena koncentrace u vzorku 3T-A
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vzorek 3T-B | Tr (min) A ¢ (mg/l)
1h 4,75 0,30 3,03
1h(s) 4,73 1,56 3,39
3h 4,74 21,61 9,02
3h(s) 4,75 36,27 13,14
24h 4,76 21,37 8,95
24h(s) 4,76 14,01 6,88
48h 4,75 3,16 3,84
48h(s) 4,74 67,06 | 21,79
3D 5,29 1,65 3,41
3D(sténa) 5,27 4,86 4,31
7D 5,27 18,96 8,28
7D(sténa) 5,27 10,58 5,92

Tabulka 8: Zjistena koncentrace u vzorku 3T-B

Diky zjisténé koncentraci a znalosti odebiraného objemu byla spocitina hmotnost
mikonazolu v kazdém vzorku. Z naméfenych vysledkti je patrné, ze uvolnovani
mikonazolu je u kazdého typu matrice zna¢né rozdilné. Z matrice PLGA-A a PLGA-B
je nejvyssi piiblizné po 2 az 3 dnech. Zatimco u vzorku s matrici 3T-A a 3T-B je

uvolnovani mikonazolu nejrychlejsi v prvnich hodinéch.

MnoZstvi uvolnéného mikonazolu (mg)

PLGA-A PLGA-B 3T-A 3T-B

1h 0,058 0,003 0,052 0,045
3h 0,051 0,003 0,003 0,139
24h 0,049 0,005 0,003 0,132
48h 0,300 0,128 0,003 0,076
3D 0,363 0,064 0,048 0,052
7D 0,103 0,064 0,049 0,122
Soucet 0,924 0,331 0,159 0,566

Tabulka 9: Obsah mikonazolu ve vzorcich
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6. ZAVER

Cilem byla optimalizace a validace metody HPLC pro stanoveni mikonazolu. Vyvinuta
metoda probihala za téchto optimalnich podminek, jez bylo tieba pied méfenim zjistit.

Mobilni faze: Methanol:voda 70:30
Nastiik: 5l

Prtok: 0,800 ml/min
Teplota: 45 °C

Vinova délka: 220 nm

Tlak: 22,8 MPa

Retenéni ¢as mikonazolu: 5,65 min
Cas kompletni analyzy: 7 min

Pti validaci byly splnény podminky dané pro chromatograficky systém. Pomoci ovéfeni
selektivity bylo zjisténo, ze v dany okamzik eluce mikonazolu se neeuluje zadna jina
latka. Hodnota faktoru symetrie byla 1,176, coz odpovida rozmezi v Ceském lékopise.
Relativni smérodatnd odchylka RSDy, = 0,35 % neni vyS$i nez maximalni dovolena
relativni odchylka pozadovana Ceskym lékopisem. Zdanlivy podet teoretickych pater,
&imz je vyjadiena Gi¢innost, musi byt podle pravidel Ceského 1ékopisu vétsi nez 1500 a
naméfena hodnota je 5573. Metoda tedy vyhovuje pozadavkim Ceského lékopisu.
Z namétenych vysledkd je patrné, Ze uvoliovani mikonazolu z matrice PLGA-A a
PLGA-B je nejvyssi pfiblizn€ po 2 az 3 dnech. Zatimco u vzorka s matrici 3T-A a 3T-B
je rychlost uvoliiovani nejvyssi v prvnich hodinach.
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7. POUZITE ZKRATKY
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