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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Monitorovani libera¢nich test.

Diplomova prace je zaméfena na vyvoj automatizované metody pro monitorovani
disolu¢niho profilu klotrimazolu z topickych I€ékovych forem. Je zde porovnavan disolu¢ni
profil ptipravkl obsahujicich antimykotikum klotrimazol. A to komer¢né dostupnych 1é€ivych
ptipravkll Canesten a Clotrimazol AL ve formé krémi, které jsou porovndvany s novou

formulaci od firmy Contipro a.s. zvanou Delcore, obsahujici komplexni matrici.

V teoretické Casti prace je pojednano o mykotickych infekcich se zaméfenim na
povrchové mykozy a o piipraveich, dostupnych na Ceském trhu, uréenych pro 1é¢bu téchto
infekci. Déle se v praci nachazi popis vybranych neseparacnich priatokovych analytickych

metod.

Analyza probihala v systému sekvencni injekéni analyzy, se tfemi pifipojenymi
Franzovymi disolu¢nimi celami s membranou, na niz byla nanesena latka, u které byl sledovan
disoluc¢ni profil. Franzovy cely byly umistény do vodni lazné o teploté 32 °C. Jako disolu¢ni
prostiedi byl zvolen fosfatovy pufr s pH 7,4 pro ¢aste€nou imitaci lidského prostiedi. Detekce
byla provedena UV detektorem pii vlnové délce 210 nm. Dale prace obsahuje Gpravu systému
pfidanim monolitické kolony a mozny zpusob separace tokoferolu a klotrimazolu obsazené

v ptipravku Delcore piimo v systému.

Disoluce byla u kazdého z pfipravkl sledovana nejdiive z jedné cely pro ziskdni
piesného profilu a ndsledné ze 3 paralelnich cel pro zjisténi opakovatelnosti disolu¢niho profilu.
Komer¢éné dostupné krémy byly na membranu naneseny bez Gpravy ve formé krémi, formulace
Delcore byla pfed nanesenim na membranu rozpusténa v definovaném mnozstvi pufru pred
nanesenim na membranu. Metoda se ukazala jako vhodna pro HVLP krémy, méné vSak pro

ptipravek Delcore s komplexni matrici ve formé roztoku s nizkou viskozitou.



Abstract
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Title of Diploma Thesis: Monitoring of liberation tests

The diploma thesis is focused on the development of an automated method for the
monitoring of the dissolution profile of clotrimazole from topical dosage forms. The dissolution
profile of formulations containing the antifungal agent clotrimazole are compared.
Commercially available formulations Canesten and Clotrimazol AL in the form of creams, are
compared with a new formulation called Delcore from Contipro a.s., which contains a complex

matrix.

Theoretical part addresses mycotic infections with focus on superficial mycoses and
products available on the Czech market for the treatment of those infections. Furthermore, there

is a description of selected non-separation flow methods.

The analysis was carried out in a sequential injection analysis system coupled with three
attached Franz dissolution cells with a membrane on which the sample was applied. The Franz
cells were placed in a water bath at 32 °C. Phosphate buffer with pH 7.4 was chosen as the
dissolution medium as it partially imitates the conditions of the human environment. Detection
was performed with a UV detector at wavelength of 210 nm. Furthermore, the thesis contains
a modification of the system with added monolithic column for a possible separation of

tocopherol and clotrimazole present in Delcore formulation directly in the system.

Dissolution was monitored for each of the formulations, first from one cell only to obtain
an accurate profile and then from 3 parallel cells to determine the repeatability of the dissolution
profile. The commercially available creams were applied directly on the membrane, the Delcore
formulation was dissolved in a defined amount of phosphate buffer before being applied on the
membrane. This method has been found to be suitable for mass produced creams, but less

applicable for Delcore solution with its low viscosity and complex matrix.
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1 Pouzité zkratky

API - 1€civa latka piipravku (Active Pharmaceutical Ingredient)

CFA - kontinualni priitokova analyza (Continuous Flow Analysis).
FEP - fluorovany Ethylen Propylenu (Fluorinated Ethylene Propylene)
FI - pritokové metody (Flow Injection)

FIA - prutokova injek¢ni analyza (Flow Injection Analysis).

HVLP - hromadné vyrabény 1éCivy piipravek

LOD - limit detekce (Limit of Detectionu

LOQ - limit kvantifikace (Limit of Quantification)

LP — 1&Civy ptipravek

HPLC - wvysoko u¢innd kapalinovd chromatografie (High Performance Liquid

Chromatography)

PBS - fostatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PTFE — Teflon® (Polytetrafluoroethylene)

RP - chromatografie na reverzni fazi (Reverse Phase chromatography)
SFA — segmentovana pritokova analyza (Segmented Flow Analysis)
SIA - sekvencni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis)

SIC - sekven¢ni injekéni chromatografie (Sequential Injection Chromatography),



2 Uvod

Mikroskopické houby jsou rozsifené organismy, které v urcitych piipadech mohou
zpisobit infekéni onemocnéni Clovéka - mykoézy. Tato onemocnéni se nejCastéji projevuji
u oslabenych pacientli, u kterych mohou nastat vazné komplikace spojené se systémovym

mykotickym onemocnénim (1).

Pro 1é¢bu mykotickych onemocnéni jsou uzivana antimykotika. Tato terapie je Casto
dlouhodobd a to ptfedevsim pii 1écbé povrchovych mykéz, kde je nutny dostatecné dlouhy
kontakt topicky podaného léCiva s nakazenou kizi, coz klade velké naroky na trpélivost

a svédomitost pacienta pfi aplikaci 1éCiv (2).

Cesky lékopis u disoluce 1é¢ivych piipravki vyzaduje pouze nékolik bodii, které nam
napomahaji zjistit pouze pocatecni a koncovy stav disoluce. Pro podrobné&jsi monitorovani
a ziskani detailniho profilu koncentrace 1é¢ivé latky v Case je zapotiebi ¢astéjsi méfeni. V tomto
pfipad¢ je zadouci cely proces automatizovat nebot’ ru¢ni odbér vzorka by byl neimérné

narocny a hrozilo by zde velké riziko lidské chyby (2) (1).

Monitorovani disoluce topickych 1é¢ivych piipravki neni pfili§ dobfe popsano.
Polotuhé topické 16&ivé piipravky naptiklad v platném lékopise C1 2017 nemaji vlastni ¢lanek

pro disoluci 1écivé latky (3).



3 Cila zadani prace

Cilem experimentalni ¢asti této prace je vyvoj automatizované analytické¢ metody pro
sledovani liberace imidazolového antimykotika klotrimazolu a vytvotfeni podrobného profilu
liberace ucinné latky u komercné dostupnych 1é¢ivych ptipravki Canesten a Clotrimazol AL
a jeho porovnani s profilem uvoliiovani klotrimazolu z nové vyvijené formulace navrzené

firmou Contipro a. s.

Liberace probéhne v termostatovanych Franzovych celach, odebirani vzorka
a stanoveni klotrimazolu bude automatizovano pomoci jedné z neseparacnich prutokovych
metod - systému sekvencni injekéni analyzy a koncentrace klotrimazolu bude stanovena
spektrofotometricky v UV oblasti. Analyza probéhne za pouziti fosfatového (PBS) pufru jako

disperzniho prostredi.
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4 Teoretickd ¢ast

4.1 Mykotické infekce a jejich terapie

Mykotick¢ kozni infekce jsou spolu s akné nejcastéjSimi davody navstévy
u dermatovenerologa. LéCebnou metodou prvni volby je, u nekomplikovanych povrchovych
mykoz, aplikace lokalnich antifungalnich 1é¢iv, nebot’ jsou vysoce uU¢innd a nevedou
k systtmovym nezadoucim reakcim. Systémova 1écba v dermatologii je indikovana
u zavaznych hlubokych ¢i recidivujicich infekei. Je zde nutny laboratorni prikaz etiologického

agens (2).

4.1.1 Povrchové Mykdzy
Povrchové mykodzy délime podle vyvolavajiciho €initele na dermatofytdzy, kandidozy

a infekce vyvolané rodem kvasinek Malassezia (4).

Dermatofytozy (neboli tinea) se tiidi podle lokalizace na T. capitis, T. corporis, T.
Cruris, T. Manus, T. pedis, T. unguium. Nejcastéjsi z téchto mykoz je Tinea pedis, postihujici
plosku a meziprsti dolnich koncéetin a Tinea unguinum (téz zndma jako Onychomykodza),
postihujici nehty, ¢asto je vSak spojena s jiz probihajici Tineou pedis, pfima infekce nehtu je
vzacna. V jejich etiologii dominuje Trichophyton rubrum, dale také Epidermophyton
a Microsporum Tyto mykdzy se vyznacuji patologickymi zménami keratinovych struktur
(vlast, nehtti, epidermis) a jejich poskozenim, které mize byt nevratné. Tento patologicky
proces pak muze byt dale komplikovan bakterialni superinfekei ¢i ekzematizaci. Interdigitalni
mykoza dale predstavuje vstupni branu pro erysipel dolni koncetiny, ktery muze vést az
k nekroze €i sepsi (5). Lécba téchto mykoz je dlouhodobd a obtizna. Lokalni ptipravky maji
problém proniknout k mycelliu, celkova 1écba je pak nakladna s rizikem vyskytu zavaznych

nezadoucich tginkd (1) (6) (7).

Kandido6zy jsou nej€astéji vyvolané kvasinkou Candida albicans (7), béZné kolonizujici
travici €1 pohlavni trakt, aniZ by vyvolavala patologické projevy. K jejimu pomnoZeni a vzniku
zanétu zpravidla dochézi pii oslabeni obranyschopnosti hostitele (4). Mezi faktory podporujici
vznik kandidozy patii endokrinopatie (diabetes mellitus, Addisonova choroba, poruchy §titné
zlazy), 1écba antibiotiky, kortikoidy a cytostatiky, té€hotenstvi a uzivani hormondlni
antikoncepce. Ke vzniku kandidézy jsou nejvice nachylné oblasti klize se zvySenou vlhkosti
zejména pak orificidlni sliznice (1). U osob s normalni imunitou se kozni kandidéza obvykle

1é¢i lokalné. Rezistentni nebo rozsahlé ptipady vyzaduji 1écbu celkovou (7).



Pityriasis versicolor (Tinea versicolor) vyvolavaji rody kvasinek Malassezia -
Malassezia globosa, a Malassezia furfur (8). Postihuji pfedevsim dosp€lé osoby, a to
v oblastech s nejvyssim vyskytem mazovych zlaz — hrud’ a zada. Pfedpokladem vzniku
onemocnéni je napi. silné poceni (hyperhidroza), zvysena tvorba kozniho mazu a nedostatecné
odparovani kiize zplisobené nosenim odévi ze syntetickych vldken. Vzhled infekce se muze
meénit, proto versicolor — riznobarevny (9), na nepigmentované kiizi jde o svétle hnédé makuly,
na pigmentované kiizi naopak o bilé¢ makuly. Pravdépodobné tato kvasinka interferuje s tvorbou
melaninu (7). Jde o nemoc casto recidivujici, nutnad je celotélova léCba, nebot” jednim

z rezervoara téchto kvasinek je kstice (pytiriasis capitis).

4.1.2 Terapie mykodz

Antimykotika Ize délit podle mechanizmu u¢inku, a to na specificka, zasahujici na
definovaném misté metabolismu houby, a nespecifickd s obecnym toxickym ucinkem na
mikromycety (denaturace bilkovin, permeabilita membrany buné¢k). Specifickd antimykotika
se dle struktury déli na polyenova, azolova (mezi néz patii i klotrimazol), allylaminova a dalsi,
svou strukturou nezataditelné. Do nespecifickych antimykotik se fadi latky rozlicnych
chemickych struktur. V magistraliter piiprave se ¢asto uplatiiuji napi: keratolytickd Unguentum
Whitfield obsahujici kyseliny salicylovou a benzoovou ¢i masti s Pix Lithantracis
(Kamenouhelnym dehtem) casto opomijenym antimykotikem, ktery ma vSak ucinnost

srovnatelnou s ketokonazolem (10) (11).

4.1.2.1 Polyenovd antimykotika

Polyenova antimykotika inhibuji tvorbu bunééné membrany vazbou na ergosterol, ¢imz
dochazi ke vzniku port v této membrané a zvyseni jeji permeability pro monovalentni kationty.
Jejich u¢inek je fungistaticky, az fungicidni. V Cesku jsou v souasnosti registrovany p¥ipravky

s natamycinem a s nystatinem.

Natamycin, izolovany ze Streptomyces natalensis a nystatin, izolovany ze Streptomyces
noursei se vyuzivaji pii 1é¢bé koznich a vulvovagindznich kandidéz. Natamycin je k dispozici
ve formé& krému samostatné (Pimafucin®), piipadné v kombinaci s hydrokortizonem

(Pimafucort®). Oba piipravky jsou vazany na lékaisky predpis.

Nystatin je k dispozici jako voln& prodejny krém (Fungicidin®), ptipadné ho lze uzit
v magistraliter piipravé (zde je ale nutny lékaisky pfedpis). Davkovani téchto piipravki je
nejcastéji dvakrat denné€ na postizené misto s piesahem cca. 2 centimetry do okolni ktize. Délka

terapie by méla byt nejméné 14 dna (10) (11) (12).



4.1.2.2 Allylaminovd antimykotika

Allylaminova antimykotika inhibuji skvalenepoxiddzu. Dusledkem inhibice tohoto
enzymu dochazi k hromadéni skvalenu, naruseni syntézy ergosterolu, coz vede k poruSeni
funkce bunécné stény a naslednému odumfeni bunky. Jsou nejucinnéj$i na dermatofyty
a aspergily (2), na které ptsobi fungicidné. Na ostatni druhy parazitickych mikromycet ptsobi

spiSe fungistaticky. Plsobi i na n€které aerobni bakterie.

Naftifin je indikovan na dermatomykozy (dermatofytézy, pityriasis versicolor
i kandioddzy) a smiSené (mykotické a bakteridlni) infekce kiize. U zdvazné onychomykdzy je
podavan jako dopln€¢k systémové terapie. Aplikuje se 1x denné¢ po dobu jednoho tydne
u dermatofytéz, po dobu 2-4 tydni pii 1é€bé pityriasis versicolor ¢i kandioddéz. Lécba
onychomykoz je pak dlouhodoba (13). Ptipravky s naftifinem jsou volné prodejné pod znackou

Exoderil® jako 1% krém a kozni roztok o stejné koncentraci.

Terbinafin je indikovan pfi 1écbé dermatofytéz (ne vSak onychomykodz), Pytiriasis
versicolor a kandidéz dospélych a déti od 12 let. Aplikuje se x denné po dubu 1 tydne, pfi 1écbé
Pytiriasis versicolor a kandid6z po dobu 1-2 tydnd. V CR jsou na trhu volné prodejné piipravky
obsahujici 1% terbinafinu a to krém Terbistad® a Lamisil®, ten je ve formé krému, kozniho
spreje a roztoku v akrylamidovém kopolymeru, tvofici na postizeném misté okluzni vodou

smyvatelny film (indikovan na Tineu pedis) (2).

4.1.2.3 Azolovad antimykotika

Azolova antimykotika inhibuji 14a-demethylazu. Tento enzym je zavisly na
cytochromu P450. Azolové antimykotika jsou inhibitory tohoto enzymu, coz vede k moznym
Iékovym interakcim. Azolova antimykotika maji v§ak vétsi afinitu k mykotické varianté tohoto
cytochromu, nez k sav¢i varianté. To predurcuje jejich selektivni toxicitu k mykotickym
bunkdm (14). Tim dojde k naruSeni syntézy ergosterolu, ke vzniku toxickych sterolt
v membrané a lyze bunky. Maji Siroké antifungalni spektrum, avsak ptisobi vétSinou jen
fungistaticky. Dale jsou u¢inné proti nékterym stafylokoklim, streptokoklim a dal§im bakteriim.
D¢li se dle struktury na imidazolova a triazolova. Triazolovd antimykotika jsou urcena
predeviim k systémové terapii, v CR jiZz nejsou dostupné piipravky obsahujici triazolova

antimykotika pro lokalni pouziti (2) (13) (15).
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Obr. ¢ 1 vzorec klotrimazolu (16)

Klotrimazol (vzorec viz obr. 1) je indikovan k 1é¢bé mykdz zahrnujici dermatofytdozy
(u t€Zzké onychomykozy jako doplitkova 1écba), kandidozy, Pityriasis versicolor. Déle je
indikovan na seboroickou dermatitidu, acne vulgaris, rosaceu, smiSené kozni infekce, peroralni
dermatitidu a erytrazmu. Pasty se davkuji 2x denné po dobu 2-6 tydnd, pfi 1é¢b¢ akné, rosacey
a perioralni dermatitidy dlouhodobé¢. Ostatni 1ékové formy se davkuji 2-3x denné po dobu 2-6
tydnl, u onychomykoz je podavani dlouhodobéjsi a je doporu¢ovano kratké stiithani nehtu
ajeho zdrsnéni pilni¢kem. V Cesku je registrovano velké mnozstvi volné prodejnych piipravki
obsahujici 1% klotrimazolu, a to krémy: Candibene®, Canesten®, Clotrimazol AL®,
Clotrimazol HBF®; pasty: Aknecolor®, Aknecolor light (obarvené z estetickych diivod —
Vhodny k dlouhodobé aplikaci do oblasti obliceje, avSak k datu 1. 5. 2019 nejsou na ¢eském
trhu obchodovany ), Imazol®; kozni roztoky: Candibene spray®, Canifug-Losung®, Clotrimazol
AL Spray®. Dale jsou k dispozici kombinované piipravky ve formé krém, a to: Imacort®
s prednizolonem, vazany na lékaisky predpis a volné prodejny Imazol plus® s hexamidinem (2)

(13).

Bifonazol je imidazolové antimykotikum s podobnymi indikacemi a vlastnostmi jako
klotrimazol. Lisi se od n&j schopnosti pronikat hloubé&ji do epidermis, kde vytvaii depa, schopna
pretrvat 1 déle nez den po aplikaci (2). Diky tomu ho postaci davkovat jen 1x denné. Délka
terapie ptipravkl s bifonazolem je obvykle 2-3 tydny, u kandidéz do 4 tydnii. Pii terapii
onychomykoézy je 1é¢ba delsi, minimalng& 4-tydenni. V Cesku jsou na trhu volng& prodejné 1é¢ivé
piipravky registrované pod nazvem Canespor® obsahujici 1% bifonazolu a to ve formé krému
a kozniho roztoku. Dale je k dispozici 1é€ivy piipravek Canespor 1x denné sada na nehty® téz
voln¢ prodejny. Tento piipravek kromé bifonazolu obsahuje 40% urey. Je indikovan k terapii

onychomyko6zy, béhem terapie se pred kazdym naneseni piipravku odstrani predchozi
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piipravek spolu s nehtem rozvolnénym keratolytickym ptsobenim mocoviny pomoci specialni
Skrabky. Nehet se prekryje okluzni néplasti a tento cyklus se opakuje, dokud neni nehet

odstranén. Poté se pokracuje v terapii monokomponentnimi piipravky (13).

Ekonazol je imidazolové antimykotikum se Sirokym antifungalnim ptisobenim podobné
jako klotrimazol, dale je uc¢inny na nokardie. Indikace jsou obdobné jako u klotrimazolu.
Déavkuje se 2x denné po dobu 2-6 tydni, u onychomykézy 3-6 mésici. V CR je registrovan
jediny ptipravek s obsahem ekonazolu a to volné& prodejny krém Pevaryl® obsahujici 1% Ié&ivé

latky (13).

Flutrimazol je indikovan k lé€bé kandidoz, pytiriasis versicolor, dermatofytiim
a nékterym vldknitym houbam. Podéni je kontraindikované pacientim ve v€ku do 10 let.
V &eské republice je registrovan pod znackou Micetal® a to ve formé& voln& prodejného gelu,

uréeném pro podani do vlast, krému a spreje. Jejich vydani je vazano na lékatsky predpis (2).

Ketokonazol je dalsi z imidazolovych antimykotik s G¢innosti viici kvasinkam (vcetné
M. furfur), dermatofytim a aspergilum. Indikovan je k 1é¢bé pityriasis versicolor, pytiriasis
capitis a seboroické dermatitidy. P¥ipravky v CR obchodované jsou ve formé samponu uréeny
k podani do vlasti a to 2x tydn€ po dobu 2-4 tydnl. Registrovana léciva obsahujici 2%

ketokonazolu, Ketokonazol Dr.Max® a Nizoral® jsou volné prodejna (13).

Oxikonazol mé velmi Siroké spektrum Uc¢inku, kromé& dermatofyt zahrnuje 1 aspergily,
streptokoky a stafylokoky. Indikovan je v podobnych piipadech jako klotrimazol ¢i bifonazol.
Déavkuje se 1x denné, nejlépe vecer po dobu 2-6 tydnd, pfi 1écbé onychomykdzy dlouhodobé.

V Cesku je volné dostupny jako 1% baze v krému Myfungar® (13).

4.1.2.4 Ostatni antimykotika se specifickym ucinkem

Amorolfin je morfolinové fungistatické az fungicidni antimykotikum. Brani tvorbé
ergosterolu inhibici enzym@ A'“-reduktazy a A’S-izomerazy. Jeho spektrum uginnosti je
pomérné Siroké, zahrnuje téméf vSechny dermatofyty. Velmi dobfe pronikd nehtovou
ploténkou, proto je indikovan k 1é¢bé onychomykézy. V CR je registrovan jediny piipravek
obsahujici amorolfin, a to Loceryl® lak na nehty, obsahujici 5% amorolfinu. Jeho vydani je

vazané na lékatsky predpis (13) (17).

Ciklopirox je pyridinové antimykotikum s fungistatickym az fungicidnim U¢inkem.
Ciklopirox ve formé solaminu (ethanolaminu) mé Siroké antifungalni spektrum, plsobi na

kvasinky i dermatofyty, nékteré streptokoky a stafylokoky. V CR jsou dostupné piipravky



Batrafen®, obsahujici 1% cicklopiroxolaminu a to ve form¢ krému a roztoku. Tyto pfipravky
jsou vazany na lékatsky predpis. Davkuji se 2x denné po dobu 2-4 tydnt. Dale je dostupny
ciklopirox registrovany pod znackou Polinail® jako 8% lak na nehty uréeny pro 1é¢bu
onychomykozy. Tento, na recept vazany ptipravek, se aplikuje 1x denné po dobu 9-12 mésict.

V nékterych studiich je vSak rozporovana jeho redlné ti¢innost v porovnani s amorolfinem (13)

(18).

4.1.2.5 Antimykotika s nespecifickym ucinkem

Nespecifickd antimykotika maji fungistaticky ucinek dany obecnym toxickym
pusobenim na mikromycety. Mezi nespecificka antimykotika patii kyseliny (kyselina
salicylova, kys. benzoova, kys. undecylenovd), jejich derivaty (tridecanamini undecylenas),
aldehydy (formaldehydum), organicka barviva (Brilantova zelen - viride nitrens, gencidnova
violet- methylrosanili chloridum, Castellaniv roztok), derivaty fenolu (resorcinol,
hexachlorofen), derivaty 8-chinolu (kloroxin), slouceniny jodu, slou€eniny siry. Déle jsou
ucinné jiz zminované dehty a dalsi ptibuzné latky (chrysaromin, dithranol). Na dermatomykozy
je indikovana voln& prodejna mast Mykoseptin® obsahujici kyselinu undecylenovou. Mnoho
voln¢ prodejnych Sirokospektrych antiseptik lze téz vyuzit k 1écbé mykoéz kiaze naptiklad
Betadine® obsahujici jod-povidon (4).

4.2 Lékopisné stanoveni uvolfiovani léCivych latek z transdermalnich pripravk
Lékopisna zkouska disoluce z transdermalnich piipravki uvedena v Ceském lékopise je

uréena predevsim pro disoluce u¢inné latky z transdermalnich naplasti, nikoli z topickych

pripravkii, na ktera je viak preveditelna. Cesky lékopis pfipousti 3 metody: Diskovou metodu,

Metodu s extrakéni celou a Metodu rotujiciho valce (3).

Ptipravek vyhovuje, jestlize mnoZstvi 1é¢ivé latky (latek) uvolnéné z naplasti v uréeném
Case, vyjadiené jako mnoZstvi na jednotku plochy povrchu néplasti za jednotku casu, je v

poZadovaném rozmezi (3).

4.2.1.1 Diskova metoda

V diskové metodé€ se vyuziva zatizeni obdobné zkouSce na disoluci pevnych peroralnich
ptipravkd, skladajici se z nadoby ze skla nebo z jiného inertniho prihledného materialu, ktera
ma byt zakrytd vikem pro omezeni odpafovani, motoru, a hiideli s lopatkovym michadlem.
Néadoba je poté naplnéna disoluénim médiem. Lékopis poté uvadi dalsi parametry pro tento
ptistroj, jak jsou jeho pfesné rozméry a dalsi vlastnosti, jako je maximalni odstediva vychylka

hiidele v provozu, pfesnost nastaveni rychlosti otaceni a dalsi. Oproti zkouSce na disoluci
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pevnych perordlnich pifipravkd je v nddobé navic disk znerezové oceli ptidrzujici u dna
zkousSeny piipravek. Teplota aparatury je udrZzovana na 32 +0,5°C. Muze byt vhodné néplast
zmens$it v pfipadé homogenity obsazené latky. Toto je vhodné zejména k zamezeni rizika
nasyceni roztoku lécivy a tim falesné podhodnoceni vysledku. Z média je odebiran vzorek

v danych intervalech a je v ném vhodnou analytickou metodou stanoven obsah u¢inné latky (3).

4.2.2 Metoda s extrakcni celou

Je zde pouzit stejny pfistroj s michadlem jako v predchozi metod¢ obohaceny navic
o extrakéni celu. Extrakéni cela se sklada z nosice, vika a ptipadné membrany. Extrakéni cela
ma 1ékopisem pevné dané rozmeéry. Existuji extrakéni cely s odliSnymi plochami vnitinich
otvortl pro rizné velikosti naplasti. Povrch uvoliiovani 1é¢ivého piipravku je umistén smérem

nahoru.

Z média je odebiran vzorek v danych intervalech a je v ném vhodnou analytickou
metodou stanoven obsah Uc¢inné latky. Vzorek je odebirdn z oblasti mezi hladinou disolu¢niho

média a horni hranou michadla (3).

4.2.3 Metoda rotujiciho valce

Je zde pouzit podobny pfistroj jako v pfedchozi metodach. List michadla a htidel jsou
zde nahrazeny rotujicim valcem z nerezové oceli. Naplast je pfilepena na adhezivni porézni
membranu a pfilepena na vnéjsi povrch valce neadhezivni stranou. Povrch, ze kterého se

uvoliiuje ptipravek je tedy obracen smeérem do disolu¢niho média.

Z média je odebirdn vzorek v danych intervalech a je v ném vhodnou analytickou
metodou stanoven obsah Uc¢inné latky. Vzorek je odebiran z oblasti mezi hladinou disolu¢niho

média a horni ¢asti rotujiciho valce (3).

4.2.4  Japonsky lékopis
Naproti tomu napiiklad japonsky lékopis JP XVI ptimo specifikuje Test disoluce
z ptipravki urcenych pro aplikaci na kizi. Zminuje té€Z 3 metody, a to metodu michadla nad

diskem, valcovou metodu a metodu vertikalni difuze.

Jako vhodné disolu¢ni médium je uveden pufr o pH 5-7 které vSak v ptipad€ nutnosti
muiZe byt zménéno. Mize byt piidan vhodny surfaktant, ethanol, organicka rozpoustédla atd.,

pokud neovlivni uvoliiovani aktivni latky ze vzorku.

Kritéria ptijatelnosti jsou zde specifikovana. Specifikace je ve 3 Grovnich L;-L3. Za¢ina

se na urovni L; ve které se méti 6 vzork, stejné jako v Ceském Iékopise 6 vzorkdl, které musi
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vyhovovat specifikaci. Pokud tomu tak neni, pouzije se troven Lo ve které se zméii dalSich 6
ptipravkl. Ze vSech 12 vysledk (Li1+L2) se vypocita pramér, ktery musi vyhovovat specifikaci
a zadny vysledek nesmi vykazovat odchylku vétsi nez 10%. Pokud nevyhovuje ani L, ptejde
se k posledni urovni L3 kde je zméfeno dalSich 12 vzorka. Primér vSech 24 vysledki musi
odpovidat specifikaci a nejvice 2 vzorky smi vykazovat odchylku vétsi nez 10%. Zadny ze

vzorki nesmi vykazovat odchylku vétsi nez 20% (3) (19).

Metoda michadla nad diskem je obdobou diskové metody z Cl. Kromé disku viak
piipousti 1 jiné metody pro potopeni pfipravku ke dnu za ptredpokladu, ze bude v protokolu

uvedena specifikace tohoto zafizeni.

Vialcova metoda je obdobna valcové metod€ z Ceského lékopisu vcetné témet

identickych rozméri valce.

Metoda vertikalni difuze je nejvice odlisna od metod uvedenych v Cl. Piistroj se sklada
ze 2 kompartmenti — donorového a receptorového. Do receptorového kompartmentu je
napustén dany objem disolu¢niho média (obvykle 7 ml). Maze byt pouzita porézni membrana,
jejiz specifikace musi byt uvedeny v protokolu. Do donorového kompartmentu je rovhoméerné
umistén vzorek. Do receptorového kompartmentu se béhem analyzy nesmi dostat vzduchové

bubliny (3) (20).

4.3 Neseparacni prutokové metody

Moderni analytickd chemie vyZaduje analyzu velkého mnozstvi farmaceutickych,
ptirodnich, chemickych ¢i potravinovych vzorki. K tomuto je vhodné proces analyzy
automatizovat. Dal§im soucasnym trendem je miniaturizace analytickych systému z divodu
sniZzeni spotieby vzorku, reagencii a mnoZstvi tvofeného odpadu. Snaha tyto pozadavky splnit
vedla k vyvoji pritokovych metod, (flow injection) (21), nebot’ pritokové metody vSechny vyse
uvedené pozadavky spliiuji (22). Mimoto také pritokové metody vykazuji dal$i Zadouci
vlastnosti, jako je kratky ¢as nutny pro analyzu, on-line separace matrice, zakoncentrovani
analytu, ¢i moznost provedeni derivatizaCnich reakci pro pfeménu analyti na produkty

stanovitelné zvolenym detektorem (23).

4.3.1 Princip pratokovych metod

Pritokové metody (FI) zabrafuji kontaminaci vzorku béhem jeho manipulace. Diky nim
je mozné docilit reprodukovatelné (RSD obvykle mezi 1% a 5%) miseni vzorku a pfipadnych
reagencii ptred prichodem detektorem. FI metody jsou v principu robustni, kompaktni
a spolehlivé. Zatizeni pro FI se sklada z PTFE hadicek a spojovacich €asti o izkém priameéru
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(0,5 — 0,8 mm), peristaltického Cerpadla, ventilu pro davkovani vzorku, prutokové cely

a vhodného detektoru.

Pritokové metody jsou tedy pln¢ automatizovatelné a umoznuji on-line Gpravy vzorku
(naptiklad zapojeni kratké extrakéni kolony pro prekoncentraci analytu a odstranéni matrice).
Davkovani presné definovaného objemu vzorku do laminarniho nosného proudu umoznuje
reprodukovatelnou disperzi vzorku. Pro zékladni FI je typickd detekce produktu reakce, jehoz
mnozstvi neni v rovnovaze kvili jeho kratkému kontaktu s ¢inidlem. Disperze vznikd nejvice
konvekei, dale pak vlivem molekularni difuze. Disperze mize byt ovlivnéna rychlosti pritoku,
geometrii pfistroje a nejvice objemem vzorku. Disperzi popisuje takzvany disperzni koeficient
D. Pii pouziti FI metod je spotiebovano malé mnozstvi vzorku, obvykle v objemech 5 — 500 pl.
Tato nizkd spotteba je velmi vyhodné v analyzach, které jsou limitovany malym mnoZzstvim

vzorku.

Jedna z cest vyvoje pritokovych metod se od 80. let 20. stoleti zamétuje na Upravu
systému tak, aby byl pouzitelny pro analyzu vice riznych vzorki bez nutnosti radikélni
prestavby systému pro kazdy jednotlivy analyt, jako je tomu u prvnich FI metod. Byl zde ptidan
vicecestny ventil umoziujici postupné nasati danych objemii vzorku a ¢inidel do misici civky.
Po jejich naséati je tok obracen a smés analytu a produktu je odeslana do detektoru. Tohoto
vyuziva naptiklad systém sekvencni injekcéni analyzy (SIA), jak bude niZe uvedeno. Pro
kontrolu vicecestného ventilu byly vyvinuty sofistikované programy umoZiujici dalsi
automatizaci a optimalizaci. Pfi zméné méfen¢ho vzorku tedy neni nutné vyrazné upravovat
,.hardware* ptistroje. Optimalizace stanoveni pro dany analyt a danou metodu probiha primarné

zménou softwaru — programu fidiciho dany pfistroj (23).

4.3.2 Charakterizace jednotlivych pritokovych metod

Prvni vyvinutou pritokovou metodou je kontinudlni pratokova analyza, CFA
(continuous flow analysis). V CFA jsou do syt¢ému kontinudln€ nasavany vzorky v kapalném
skupenstvi. Vzorky jsou v CFA miseny s €inidly v takzvané misici civce pomoci konvekce
a difuze. Tato smés je kontinudlné posildna do detektoru. Hlavni nevyhody této metody
spoCivaji ve vétsi spotiebé Cinidel (a vEétsim mnozstvi nasledného odpadu), a v relativné
dlouhém ¢asu nutném pro analyzu, protoze produkt pouzité chemické reakce je detekovan az

v rovnovazném stavu reakce (22).
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Obr. ¢. 2 schema CFA systemu (22), prelozeno

Odlisnou moznost piistupu k pritokovym metodam je zabranéni disperze zon, ke které¢ dochazi
ve vyse zminovanych pratokovych metodach. Prvni z téchto metod se nazyva SFA (segmented
flow analysis). V této metodé je vzorek rozdélen pomoci bublinek plynu (vzduchu ¢i dusiku),
anasledné smiSen s ¢inidly v misici civce. Poté jsou analyty odeslany do detektoru, pied kterym
je jesté smés odplynéna. Bubliny ve smési tvofi turbulentni proudéni, diky némuz dochézi
k lepsi homogenizaci smési. Timto je také Castecné eliminovana disperze, diky cemuz je odezva
analytu na detektoru osti'ej$i, a maximalni odezva je pak dosazena po dels§i dobu. Méteni reakéni
smesi zde obvykle probiha v rovnovéaze (pokud je reakce pomala, je mozno proud zpomalit ¢i

zahtat) (22) (24).

Odplyhoval
Mosny proud T, [-
— Ul b — « Odpad
' i . p
1 Misici civka Detektor
Vzorek 1

Peristaltické
terpadlo

Obr. ¢ 3 Schéma SFA systéemu (22), preloZeno

Dalsi pratokovou metodou je pratokova injekéni analyza, FIA (flow injection analysis).
Jedna z prvnich odbornych praci, zabyvajici se FIA pritokovymi metodami byla publikovana
v roce 1975 Razickou a Hansenem (21). FIA spoc¢iva v prubézném davkovani uréené¢ho objemu
vzorku do laminarniho kontinudlniho nosného proudu pomoci injekéniho ventilu. Miseni
vzorku a c¢inidel probihd v misici cele difuzi a konvekci. Méfeni obvykle neprobiha
v rovnovaze, ¢imz miiZze byt sniZena citlivost metody, ale je vyrazné zvySena rychlost analyzy.

Ve vhodnych ptipadech mize byt pro zvyseni citlivosti metody vyuzit rezim ,,stop—flow*, kde
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je Cerpadlo pohanéjici nosny proud po aspiraci vzorku na danou dobu zastaveno a je ponechan
delsi ¢as pro probéhnuti reakce (25). Dalsi upravou FIA systému, kde jsou ¢inidla pfidavana
v daném objemu k nosnému proudu obsahujici analyt, je docileno vyznamného sniZeni

spotfeby téchto Cinidel (22).

4

Ventil
Nosny proud . e -'F!"f-”.”ﬁ"-l:. = Odpad

[ALTTRTRAAS)
Misici civka Detektor

Vzorek Ot
Cinidla t
Peristaltické
cerpadlo

Obr. & 4 Schéma FIA systéemu (22), prelozeno

Dalsi pratokova metoda umozilujici snizeni spotfeby cinidel se nazyva AIA (all
injection analysis). V AIA jsou vSechny ¢inidla a vzorek odeslany do uzaviené misici civky,
kde cirkuluji po uréeny ¢as. Po uplynuti tohoto ¢asu jsou odeslany do detektoru. Diky spotiebé
chemikalii jen béhem odeslani vzorku do detektoru je mnozstvi vytvoieného odpadu velmi

nizké (22) (26).

Dalsi sniZeni spottfeby cinidel mizZe byt docileno jejich regeneraci a nasledovnym
opétovnym pouzitim (27). VSechny tyto metody (CFA, FIA i AIA) maji ovSem nevyhodu
v nutnosti prestavét cely systém pro odliSné analyty a jednotlivda méteni (22). Jak jiz bylo
uvedeno v uvodu do problematiky pratokovych metod, nastal z divodu neflexibility vyse
vyjmenovanych metod pfi analyze rozdilnych vzorkidi vyvoj univerzalnéjSiho systému pro

analyzu rznych vzorkili na jednom pfistroji (23) (22) (28).

Jako prvni ztéchto univerzalnich metod byla vyvinuta SIA (sequential injection
analysis) (22). SIA systém obsahuje vicecestny ventil, misici celu, pistové Cerpadlo. V SIA je
postupné (sekvenén€) nasat presny objem vzorku, nosného proudu a ¢inidel do misici civky.
Poté je proud obracen a smés analytl je odeslana do detektoru. Timto je vytvofen koncentracni
gradient a dochdzi k ¢astenému miseni zon vzorku a cCinidel [obr €. 5]. Zona piekryvu
ovliviluje signal analytu v detektoru a je zavisla na geometrii systému (objem analyti, rychlost
pratoku, délka a primér hadicek, stavba detektoru) a vlastnostech nosného proudu (viskozita,

difuzni koeficient). V SIA je opét, v porovnani s FIA ¢i CFA, snizena spotieba ¢inidel a tim
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1 tvorba odpadu. Nejpokrocilejsi forma SIA v tomto ohledu je SIA-LOV (SIA lab-on-valve).
V SIA-LOV je cely systém miniaturizovan a kanaly integrovany na vicecestny ventil, ¢imz je
op€t snizena spotieba vSech pouzitych roztokl. Kromé SIA-LOV vznikly dal$i systémy snazici

se 0 miniaturizaci, napiiklad SIA-LAV (SIA Lab at valve) (23) (22) (29) (30).

Cinidla

Pistové Cinidla
cerpadlo Cinidla
=y WL Vicecestny ventil
Misici civka
MNosny proud Vzorek

Eh Detektor

L
Odpad

Obr. & 5 Schéma SIA systéemu (22), preloZeno

Dal$i moznosti upravy SIA systému je sekvencni injekéni chromatografie SIC
(sequential injection chromatography), ve které je do systému pifiddna chromatograficka
kolona. Kolony uzivané v SIC jsou kratké monolitické s vysokou porozitou. Tento typ kolon
poskytuje kvalitni separaci analytll v systému, kde je nutny nizky zpétny tlak. SIC mulZe byt
provedena v uspofadani: chromatografie na reverzni fazi (nejCastéji), iontové vymeénna
chromatografie ¢i afinitni chromatografie (31). V porovnani s HPLC je zde vyhoda nizsi
spotieby chemikalii a moznost on-line derivatizace analytu nebo Upravy vzorku v rdmci jedné
analyzy (22) (32).

Vicecestny
ventil Chromatograficka

Misici civka /’Fa\ kolona
i} ~
v M Detektor

Mobilni fize = | Odpad Vzorek

| Pistové
cerpadlo

Obr. ¢. 6 Schéma SIC systemu (22), preloZeno
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Existuje velké mnozstvi dalSich priitokovych metod, které vSak ptesahuji ramec tohoto

kratkého pojednani (22) (33) (34).

4.3.3 Trendy ve vyvoji automatizovanych pritokovych technik

Snaha o takzvanou ,,zelenou chemii* podporuje metody s nizkou spotiebou Cinidel,
probihajici v uzavieném systému a tvofici minimum odpadu. Mezi metody spliujici tyto
podminky patii i pratokova analyza. Diky zvySenému povédomi o dopadech chemikalii na
zivotni prostiedi a stale se zpftisiujici legislativé zabyvajici se ochranou ptirody je zde impulz
ke zvySenému vyuzivani FI metod a metod na FI zalozenych v monitorovani primyslovych

procest a minimalizovani Uiniku potencidlné Skodlivych latek do zivotniho prostredi.

Vyvoj v analytickych metodach se také ubira smérem plné automatizovatelnosti vSech
analytickych procesti. Modularita pratokovych systému tuto automatizovatelnost umoznuje.
Predevs§im pak jde o pfipravu a upravu vzorku pied samotnou analyzou. Jsou vyvijeny rizné
metody pro extrakci, separaci a prekoncentraci analytu. Jsou také kombinovany rizné metody

pratokové analyzy s rozli¢énymi separacnimi technikami (35).

Do budoucna se pfedpokladéd pouziti detektorii s nizkymi ndroky na spotfebu energie.
Probiha vyvoj stale sofistikovanéjSich a pro uzivatele pfizplsobitelnéjSich programi pro
ovladani systému. Toto spolu s miniaturizaci ptistroji umoznuje, aby byly FI metody pouzity
pro in-situ monitorovani diky své pfenosnosti. Monitorovani in-situ pak umozni dalsi sniZzeni

nakladl zjednodusenim a vyssi efektivitou logistiky.

Priitokové metody jsou tedy vhodné pro analyzu velké Skaly vzorkd diky moZnosti
upravit metodu pro dany analyt/vzorek. Jsou ekonomické v porovnani s jinymi analytickymi
metodami vzhledem k nizké spotiebé chemikdlii a niz$i cené pfistroji. Manipulace
s chemikaliemi probihd v uzavieném systému, coZ je vyhodné piedevSim pro analyzy
s pouzitim toxickych latek, kde tento systém snizuje riziko kontaktu obsluhy s t€émito latkami.
Dalsi vyhodou téchto systémii je pak moznost plné automatizace rozli¢nych analytickych
procesti, dosud provadénych manudlné ¢i poloautomaticky, ¢imz se lze vyvarovat lidskych
chyb pii jednotlivych méfenich a je tak zvySena reprodukovatelnost a opakovatelnost analytické

metody.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Pfistroje, zafizeni a pomuUcky

Ke stanoveni mnozstvi klotrimazolu uvoliiovaného z matrice byla vybrana metoda SIA
a sestaven vhodny systém (viz nasledujici obrazek). Pro porovnani liberace ucinné latky
klotrimazolu z nové vyvijeného piipravku Delcore od spolecnosti Contipro byly pouzity

2 voln¢ prodejné krémy sobsahem Klotrimazolu — Canesten a Klotrimazol AL.

Odpad

Detektor
Misici cela

Doplnéni

Vzorek
Membrdina

Pistovd pumpa

v?’erm ostat

Peristaltické
terpadio

Nasny proud

Akceptorovy

kompartment
Michadig

Obr. ¢. 7 SIA systéem pro automatizaci odebirani vzorkii a on-line stanoveni klotrimazolu: (36)

upraveno a prelozeno

Systém pro automatizaci odbéru a on-line stanoveni klotrimazolu byl zalozen na
sestavé: MicroSIA, FIAlab® instruments, USA, s pouzitim 5 ml pistového &erpadla a 6-
cestného selekéniho ventilu. Hadi¢ky propojujici jednotlivé ¢asti systému jsou z PTFE
o primé&ru 0,75 mm. Do systému je zapojeno 8-kandlové peristaltické ¢erpadlo Gilson pro
miseni obsahu jednotlivych davkovacich smycek. Detekce probihd UV detektorem, jehoz

parametry jsou uvedeny v Tabulce €. 1.
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Tabulka €. 1 Parametry detektoru

UV detektor USB4000, FIAlab® instruments, USA
vlnova délka 210 nm 210 nm
integracni Cas 50 ms
zdroj UV zéfeni D-2000, (Ocean Optics, USA)
detekeni cela 10 mm PTFE prttokova Z-cela
opticka vlakna pramér 600 um (Ocean Optics, USA)

Objem davkovaného vzorku byl experimentalné optimalizovan na 50 pl a rychlost jeho

pratoku detektorem na 10 pl/s.

Frekvence odebirani vzorkil z libera¢niho testu byla pfi pouziti jedné cely 4 minuty a pfi
pouziti 3 tii paralelnich cel 12 minut. Tyto doby byly zvoleny s pfihlédnutim k ¢asiim analyzy.
Nasledné bylo ¢asovani analyzy upraveno pridanim kratké pauzy tak, aby méfeni trvalo presné
definovanou dobu v min. Za jednu hodinu tak probéhne 15 méfeni z jedné cely, respektive

5 méteni ze 3 paralelnich cel. Stanoveni prob¢hlo v duplikdtu s vyhodnocenim priamérné

hodnoty vysky signalu.
Teplota vodni 14zné€ byla nastavena na 32°C, cozZ je teplota kiize zdravého ¢loveka (37).
Franzova cela, parametry viz tabulka ¢. 2

Pouzitd membrana pro meéfeni separace je hydrofilni polykarbonitovd membrana

o parametrech uvedenych Tabulce ¢islo 2 (38).

Tabulka ¢. 2 Parametry membrany

nazev Isopore HTTP03700
material hydrofilni polykarbonatovd membrana

porovitost 10-20%

velikost port 0,4 um

pramér filtru 37 mm

tloustka filtru 10 um
maximalni operacni teplota 140 °C

pratok vody (pti 10 psi = 1333,2 Pa) > 50 mL/min/cm?
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Dale byl ptidanim kratké separacni kolony pted detektor systém upraven na SIC
(Sekvenc¢ni Injekéni Chromatografie) a na tomto systému byla vyvinuta jednoducha metoda pro
separaci klotrimazolu a tokoferolu obsazenych v piipravku Delcore. Tyto latky byly v systému

separovany pomoci 5 mm monolitni C18 kolony.

Pro piipravu vzorkti byly pouzity analytické vahy, mikropipety s nastavitelnym

objemem, laboratorni centrifuga a stiikackové filtry PTFE 0,45 pum.

5.2 Chemikalie
PBS tlumivy roztok (Phosphate-buffered saline) o pH 7,4

presné slozeni v 1 litru: 0,2 g KCI, 8 g NaCl, 2,85 g Na,HPO4 12H-0, 0,2 g KH2PO4,

doplnéno vodou v odmérné batice do 1 litru, roztok byl odplynén v ultrazvukové lazni
Acetonitril > 99,95%, VWR International s.r.o., Stiibrna Skalice, CR
Ethanol Sigma-Aldrich — Praha, CR
Dihydrogenfosforeénan draselny > 99,0%, Sigma-Aldrich, Praha, CR
Hydrogenfosfore¢nan sodny 99-101%, Fluka —Honeywell, Bukurest, Rumunsko
Chlorid draselny > 99,0%, Sigma-Aldrich, Praha, CR
Chlorid sodny ¢isty, Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0., Praha, CR
Superdista voda piipravena systémem Millipore, Merck, CR
Klotrimazol 99-101%, Sigma-Aldrich, Praha, CR
Tokoferol a-acetat, Sigma-Aldrich, Praha, CR

5.3 Analyzované vzorky

Analyzované HVLP

CANESTEN 10MG/G CRM 20G (Kern Pharma S.L., SPA) (39)
CLOTRIMAZOL AL 1% 0,01G/G CRM 20G (ALIUD PHARMA GmbH, GER) (40)
Analyzované vzorky Delcore dodané firmou Contipro a. s. Dolni Dobrou¢ CZE (41)

Vzorek Delcore s klotrimazolem a tokoferolem, s obsahem klotrimazolu 7,7%

a tokoferolu 11,3%
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Vzorek Delcore o s obsahem 3,3% klotrimazolu

Vzorek Delcore matrice

5.4 Pracovni postup

5.4.1 Priprava systému pro méreni

Po kazdém restartovani systému byl pfeméien vzorek o koncentraci 0,0050 mg/ml pro
ovéieni reprodukovatelnosti vysledkl systému. Pokud byl dosazen vysledek ve stanovené mezi:
95,0% - 105,0%, méfeni probihalo bez dalSich uprav. Kdyz byla odchylka v¢étsi, byl systém
opét restartovan a stejny kalibra¢ni vzorek pfeméien jesté dvakrat. Pokud v tomto ptipadé
primér téchto 3 odchylek vesel do meze 95,0% - 105,0%, méfeni probihalo bez dalSich tprav.
Pokud se vSak ani tentokrat odchylka nevesla do stanoveného rozmezi, byl zmétfen dalsi vzorek
o jiné koncentraci. Pokud 1 ten vykazoval stejnou odchylku, byl vysledek relativné upraven.
Mimo reprodukovatelnosti systému byla timto také ovéfena funkénost systému — neptitomnost
vzduchovych bublin v systému, ¢i odstranéni mechanickych zavad (netésnost, poskozené
hadicky...). Tyto potize se projevovaly vysokou odchylkou v hodnoté absorbance
klotrimazolu, ¢i vysokym Sumem a nemoznosti odecist signal detektoru. V pfipadé, ze
k nékteré ztéchto situaci doslo, byl systém procistén ethanolem a bubliny ze systému
mechanicky odstranény. Po procisténi bylo toto ethanolové prostfedi odstranéno a do systému

byl opét zaveden PBS a vzorek o koncentraci 0,0050 mg/ml byl opét pfeméten.

5.4.2  Pfiprava standardu klotrimazolu

Pevny klotrimazol o hmotnosti 400 mg byl rozpustén v ethanolu a kvantitativné
pieveden do odmérné baiikky o objemu 20 ml. Nasledn¢ byl ethanolem doplnén po rysku za
vzniku zasobniho roztoku o koncentraci 20 mg/ml. Tento roztok byl v ptipad¢ potieby pro
snazsi manipulaci nafedén v poméru 1:10 ethanolem na koncentraci 2 mg/ml. Redénim tohoto
roztoku PBS v odmérnych banikach byly nasledné pfipraveny roztoky pro kalibra¢ni kiivku

a standardni roztoky.

5.4.3  Pfiprava vzorku HVLP krému

Na polykarbonatovou membranu byl nanesen vzorek krému o hmotnosti piiblizné 50
mg, ne vSak vice nez pravé 50 mg. Pokud by tato hmotnost byla vyraznéji prekrocena, dojde
k nasyceni liberaniho média a tim k faleSnému snizeni ziskanych vysledkda.
Krém s klotrimazolem byl v tenké vrstvé rozetfen co nejrovnomérnéji po povrchu membrany
v tenké vrstvé simulujici naneseni krému na pokozku tak, aby se nedostal do zdbrusu ve

Franzové cele. (Analyt ze vzorku v zédbrusu by nebyl schopny prostoupit do akceptorového
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kompartmentu a mnozstvi uvolnéného klotrimazolu by tedy bylo nespravné nizsi.) Membréana
s nanesenym vzorkem byla pak umisténa do Franzovy cely. Umisténi membrany do Franzovy
cely bylo nacasovano tak, aby pfi rychlosti priitoku liberaéniho média peristaltickym ¢erpadlem
1,3 ml/min doséhlo ¢elo média se vzorkem detek¢ni celu praveé v Case, kdy je poprvé odeslan
vzorek do detektoru a stanoven obsah klotrimazolu. Tento ¢as byl stanoven vypoctem

a experimentaln¢.

5.4.4  Pfiprava vzorku DELCORE

Vzorek ve formé lyofilizatu obsahujici klotrimazol byl navdZen na analytickych vahach
a rozpustén v odpovidajicim objemu roztoku PBS (5 mg vzorku bylo rozpusténo 1 ml PBS
v mikrozkumavce lehkym manualnim zatfepdnim, bez pouziti tfepacky ¢i jinych metod
urychlujici rozpousténi (pozadavek vyrobce). Tento vzorek byl pak davkovan mikropipetou
v objemu 300 pl na membranu. Davkovani bylo provedeno ve stejné fazi méfeni, jako u vzorku

ve formé krému.

5.4.5 Korekce koncentrace pro nafedéni nosného proudu

Pti kazdém méfeni je ¢ast liberacniho média odeslana do odpadu. Tento objem je nutny
po kazdém meéteni nahradit novym médiem ze zasobniho roztoku PBS. Jinak by hrozil pokles
hladiny kapaliny v akceptorovém kompartmentu Franzovy cely a tim oddéleni akceptorové
kapaliny od membrany. Tim by byla disoluce API pfes membranu zastavena, ¢imz by
doSlo k faleSnému sniZzeni celkové koncentrace uvolnéného klotrimazolu. Doplnény objem
nesmi byt ani vys$$i, nez redlny ubytek média, nebot’ pokud by objem kapaliny v akceptorovém
kompartmentu rostl, dochazelo by ke zméné geometrie membrany a také k uniku média
raménkem Franzovy cely, coZ by opét ovlivnilo vyslednou koncentraci klotrimazolu. Objem,
nutny po kazdém méteni doplnit do jednotlivych cel byl experimentalné urcen jako 320 pl. Po
doplnéni tohoto objemu nedochdzi k vyraznym zméndm objemu kapaliny v akceptorovém

kompartmentu ani pi1 dlouhodobé;j$im méteni.

Jelikoz je do odpadu odesilano médium obsahujici analyty a nahrazovano novym
médiem ze zasobniho roztoku, dochazi pifi kazdém méfeni k nafedéni systému a
tedy k postupnému poklesu koncentrace analytu. Tento pokles koncentrace je nutny do

vysledku zohlednit a realnou koncentraci dopocitat dle nasledujiciho vzorce.

objem vzorku

Cn,korigované Cn,naméf"ené X {Cl +Cpt+ -+ Cn—l}

objem systému
Obr. ¢. 8 Vzorec pro vypocet korigované koncentrace (42)
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Kalibrac¢ni krivka roztoku klotrimazolu

Linearitu metody popisuje kalibra¢ni kiivka klotrimazolu v PBS (viz. Obr. €. 9). Pro jeji

zméieni byly pouzity roztoky klotrimazolu v PBS o koncentracnim rozmezi 0,0025-0,01

mg/ml. Pfi méfeni vysSich koncentraci klotrimazolu jiz nebyly vysledky linearni.

U koncentrace 0,02 mg/ml a vyssich bylo zpozorovan bily zékal a tedy vysrazeni klotrimazolu

v hydrofilnim prostfeni pufru (43). Tyto kalibracni roztoky byly piipraveny ziedénim

zéasobniho ethanolického roztoku klotrimazolu o koncentraci 2 mg/ml PBS. Kazdy vzorek byl

méfen tiikrat a do grafu byl vnesen prumér téchto tii méteni. Méfeni probihalo pii vinové délce

210 nm. Objem davkovaného vzorku byl 50 ul. Davkovan byl spolu s 400 pl nosného proudu

(ultracista voda) a do detektoru byl odeslan rychlosti 10 ul/s.

Linearitu nam urcuje korelacni koeficient kifivky. V tomto piipadé ma pro rovnici

pfimky y = 28,947x — 0,005 hodnotu 0,9976 coz je pro dané méteni dostacujici. (viz tabulka €.

4)

Tabulka €. 3 data pro kalibraci

Koncentrace Smérodatna
1. méfeni | 2. méfeni | 3. méreni O méfeni 1-3
[mg/1] odchylka
2,50 0,060 0,069 0,060 0,063 0,002
4,00 0,116 0,119 0,099 0,111 0,005
5,00 0,156 0,165 0,109 0,143 0,012
7,50 0,198 0,219 0,233 0,217 0,007
10,00 0,266 0,281 0,294 0,280 0,006
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Obr. & 9 Kalibracni kiivka klotrimazolu

Tabulka ¢&. 4 Statistické parametry kalibra¢ni kiivky

Statistické parametry pro regresi: Y =kx + q

Pocet bodu (n) 5
Smérnice (k) 28,947
Absolutni ¢len (q) -0,005
Korelaéni koeficient (r) 0,9976
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6.2 Stanoveni limitu detekce a kvantifikace

Ke stanoveni limitu detekce byl pouzit roztok klotrimazolu o koncentraci 0,0050 mg/ml
u kterého byl zméfen Sum zdkladni linie. Limit detekce (LOD) odpovida koncentraci,
predstavujici trojnasobek absorbance Sumu =zakladni linie, limit kvantifikace poté
desetinasobku tohoto Sumu. Tyto limity byly vypocitany za pouziti rovnice ptimky y = 28,947x
— 0,005. Vsechny body kalibra¢ni kiivky jsou tedy vyssi, nez je limit detekce i limit

kvantifikace.

Tabulka €. 5 Parametry LOD a LOQ

absorbance Koncentrace [pg/ml]
Sum zékl. linie 0,006
LOD 0,018 0,795
LOQ 0,060 2,245

6.3 Separace tokoferolu a klotrimazolu

Tabulka €. 7 Podminky separace tokoferolu a klotrimazolu

Pouzité vinové délky 254 nm, 278 nm
Rychlost priitoku 10 ul/s
Koncentrace klotrimazolu (v acetonitrilu) 0,01 mg/ml
Koncentrace tokoferolu (v acetonitrilu) 0,01 mg/ml
Objem vzorku 50 ul
Separaéni kolona 5 x 4,6 mm Chromolith
Stacionarni faze C18
Mobilni faze 90% acetonitril a 10% voda pro HPLC
Usporadani systému RP, Izokraticka eluce
Rychlost pritoku 10 ul/s
Délka separace 200 s (s nutnym promytim systému 420 s)
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Obr. & 10 Nameérené absorpcni spektrum tokoferolu
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Obr. ¢. 11 Absorpcni spektrum tokoferolu (44)

Pro separaci byly zvoleny vinové délky 254 nm a 278 nm. VInova délka 254 nm byla
vybréna z literatury zabyvajici se stanovenim klotrimazolu ve zdravotnickém materialu (45).

S vyhodou Ize tuto vlnovou délku pouzit 1 z divodu, Ze a-tokoferol acetat vykazuje pfi této
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vlnové délce absorpcni minimum (obr. €. 11). Absorp¢ni spektrum roztoku a-tokoferol acetatu
v acetonitrilu o koncentraci 0,01 mg/ml bylo poté preméteno spektrometrem v oblasti vinovych
délek 270-290 nm (viz. obr. €. 10). Jako vhodna vinovéa délka pro separaci byla zvolena 278 nm

(44). Pti této vinové délce poté klotrimazol vykazuje jiz vyrazné nizsi absorbanci (19).

Je zde predpoklad, ze tokoferol, diky své vyssi lipofilité (XLogP=10,8) bude zadrzovan
na kolon¢ déle nez méné lipofilni klotrimazol (XLogP=5) (43).

Separace Klotrimazolu v 90% ACN

8,00E-02
7,00E-02
6,00E-02
5,00E-02

4,00E-02

3,00E-02 S

Absorbance

2,00E-02 %)

1,00E-02 B
0,00E+00 X
200 J025 250 FTSERNBOOEINEREAOT 350 375 RPN, 425

-1,00E-02

-2,00E-02 o . o
retencni ¢as od pocatku méreni [s]

=>=254 nm ==278 nm
Obr. ¢. 12 Separace tokoferolu a klotrimazolu[tok2]

Jak je vidét z chromatogramu, lze za pouziti jednoduché monolitické predkolony tyto
dvé latky separovat na zakladni linii. Je mozné tedy touto metodou monitorovat disolu¢ni profil
ptipravku obsahujici obé tyto API, a to za ptfedpokladu, Ze ostatni pfitomné latky nebudou
s touto analyzou interferovat. Vyhoda je moZnost zapojeni této kolony do jiz zminovaného SIA
systému pro automatizaci méfeni této disoluce do jednoho systému, ¢imz je redukovana lidska
chyba pfi prenosu vzorki, dojde také k uSetfeni prostoru nutného pro provedeni analyzy

a v neposledni fad¢ je také vyhodou tohoto systému nizsi ekonomicka a ekologicka zatéz.

Je zde vSak nutné zohlednit ¢as potiebny pro separaci. Plivodni interval mezi méfenimi

z jedné Franzovy cely se prodlouZi ze 4 na minimaln€ 7 minut, pokud vSak zapocitdme 1 ¢as na
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ukony jako je doplnéni rozpoustédla do Franzovy cely, bude Cas jednoho cyklu jesté delsi. Kviili
tomuto nebudeme schopni v nasem systému ziskat tak detailni libera¢ni profil, jako v ptipadé
meéteni bez separace. Pfi méfeni ze 3 paralelnich cel by analyza byla v tomto systému jiz velmi

naro¢na a prili§ zdlouhavéa pro ziskéni podrobnéjSiho profilu (pfes 25 minut).
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6.4 Profil uvolnovani klotrimazolu z HVLP krém(

6.4.1 Profil uvolfiovani klotrimazolu z pfipravku Canesten®
Tabulka &. 7: Monitorovani uvolnéni klotrimazolu z ptipravku Canesten®, davkovani po 4 min,

1. méteni, navazka 0,0476g, absorbance métena pii vinové délce 210 nm

Doba Konc. Suma KorTc. KorTc.
méfeni  Abs! Abs? Abs- - Kotrve  odchozich <OnBC - korig na
il prumer vzorku m&tent® nafedéni  navazku
[mg/l] [mg/I]? [mg/1]
0 0,003 0,002 0,003 0,26 0,00 0,26 0,24
4 0,220 0,302 0,261 9,19 0,26 9,19 8,46
8 0,464 0,510 0,487 17,00 9,45 17,19 15,81
12 0,549 0,590 0,570 19,85 26,44 20,38 18,75
16 0,566 0,669 0,618 21,50 46,29 22,43 20,64
20 0,622 0,664 0,643 22,39 67,80 23,74 21,85
24 0,639 0,686 0,663 23,06 90,18 24,86 22,88
28 0,652 0,682 0,667 23,21 113,24 25,48 23,45
32 0,662 0,704 0,683 23,77 136,46 26,50 24,38
36 0,648 0,692 0,670 23,32 160,22 26,52 24,41
40 0,641 0,683 0,662 23,04 183,54 26,71 24,58
44 0,626 0,673 0,650 22,61 206,58 26,74 24,61
48 0,617 0,660 0,639 22,23 229,19 26,81 24,67
52 0,619 0,665 0,642 22,35 251,43 27,38 25,19

1: Absorbance pfi prvni prichodu detektorem
2: Absorbance pfi druhém prichodu detektorem
3: Vypocet viz obr. 8
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Tabulka ¢&. 8: Monitorovani uvolnéni klotrimazolu z p¥ipravku Canesten®, davkovani po 4 min,

2. méfeni, navazka 0,0400g, absorbance métena pii vinové délce 210 nm

Doba Konc. Suma Kon.c. Kon.c.

méreni Abs? Abs? Abos-v G pfedchozich kotlg? , korllg; na

il primeér vzorku matent nafedéni  navazku
[mg/I] [mg/I]? [mg/I]

0 0,019 0,020 0,020 0,85 0,00 0,85

4 0,285 0,332 0,309 10,83 0,85 10,85

8 0,450 0,476 0,463 16,17 11,68 16,40

12 0,504 0,545 0,525 18,29 27,84 18,85

16 0,548 0,594 0,571 19,90 46,14 20,82

20 0,566 0,625 0,596 20,74 66,03 22,07

24 0,546 0,595 0,571 19,88 86,78 21,62

28 0,608 0,649 0,629 21,88 106,66 24,02

32 0,579 0,636 0,608 21,16 128,55 23,73

36 0,548 0,594 0,571 19,90 149,70 22,89

1: Absorbance pfi prvni prichodu detektorem
2: Absorbance pfi druhém prichodu detektorem
3: Vypocet viz obr. 8

30,00 Profil Uvolnovani klotrimazolu z Canestenu® (1 cela)
25,00
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Obr. & 13 Profil uvoliiovani klotrimazolu z pripravku Canesten®, davkovani po 4 minutdch.

Jak je vidét z tohoto grafu, profil klotrimazolu uvolnéného z lé¢ivého piipravku
Canesten® je pomérné pozvolny, a dobfe reprodukovatelny. Nedochazi zde k vyraznému
nartstu koncentrace na pocatku métfeni. Pfiblizn€ po 25 min nastava plato, kdy je uvolnéno vice
nez 90% ptitomné ucinné latky. Nasledna méteni v delSim casovém intervalu jiz nevykazuji

vyrazné zvysujici se koncentraci uvolnéné API. Doba testu je relativné kratkd, nicméné staci
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pro uvolnéni ucinné latky z mastového zakladu a dobie odpovida kinetice jeji liberace do

ptislusného média.

Tabulka €. 9: Monitorovani uvolnéni klotrimazolu z p¥ipravku Canesten®, davkovani po 12

min, 2 méfeni, v kazdém méfeny paralelné 3 cely. absorbance métena pii vinové délce 210 nm

koncentrace [mg/I]

cas méFeni ateni 1 &feni 2 smérodatna
[min] prameér odchylka
celal cela 2 cela3 celal cela 2 cela3
0 2,01 2,04 3,49 0,96 1,18 1,65 1,89 0,409
12 10,09 9,71 8,82 21,59 22,30 22,83 15,89 3,185
24 25,78 25,46 25,98 24,96 25,38 26,73 25,71 0,277
36 27,12 26,45 27,89 26,92 26,88 27,93 27,20 0,271
48 28,84 28,13 29,48 26,70 27,42 28,80 28,23 0,469
60 28,85 30,54 29,31 28,53 28,24 30,41 29,31 0,442
72 30,30 30,45 28,11 29,62 0,536
84 27,40 28,30 28,62 28,11 0,258
96 28,17 29,59 30,69 29,48 0,515

1-6: Jednotlivé navazky [g],(v tomto poradi): 0,046; 0,045; 0,038; 0,045; 0,043; 0,046

Profil uvolfiovani klotrimazolu z Canestenu® (3 cely)
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Obr. & 14: Profil uvolitovani klotrimazolu z pripravku Canesten®, ze 3 paralelnich cel,

davkovani po 12 minutach.

Jak je vidét z tohoto grafu, profil uvolnéného klotrimazolu, méfeného ze 3 cel, je
obdobny profilu naméfenému z 1 cely. Plato zde nastava v priblizné€ ve stejnou dobu, a to mezi
dvacatou a tficatou minutou od pocatku meteni. Bylo provedeno 2x3, celkem tedy 6 méteni.
Toto mnozstvi bylo zvoleno z diivodu, Ze platny Cesky 1ékopis u stanoveni liberace (disoluce)

vyzaduje pravé 6 méteni (3) Z hodnot smérodatné odchylky lze vy¢€ist, Ze nejvétsi variabilita
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mezi vysledky je na pocatku liberace, v dob¢, kdy koncentrace klotrimazolu v médiu rychle
nartistd. Jakmile koncentrace dosédhne ustalenych hodnot, opakovatelnost liberace se vyrazné
ZVySi.

6.4.2 Profil uvolfiovani klotrimazolu z pfipravku Clotrimazol AL®

Tabulka ¢&. 10: Monitorovani uvolnéni klotrimazolu z piipravku Clotrimazol AL®, ddvkovani

po 4 min, 1. méfeni, navazka 0,0465g, absorbance métena pii vinové délce 210 nm

Doba Konc. Suma KorTc. KorTc.
méreni Abs! Abs? Abf . A5 U predchozic kotlg ° korllg; na
[min] pramér vzorku h marens? nafedéni  navaiku
[me/1] [me/l* [mg/l]
0 0,056 0,049 0,053 1,99 0,00 1,99 1,91
4 0,218 0,274 0,246 8,67 1,99 8,71 8,38
8 0,344 0,395 0,370 12,94 10,66 13,15 12,66
12 0,409 0,444 0,427 14,91 23,59 15,38 14,80
16 0,445 0,465 0,455 15,89 38,50 16,66 16,03
20 0,457 0,481 0,469 16,37 54,39 17,46 16,81
24 0,432 0,456 0,444 15,51 70,77 16,93 16,29
28 0,437 0,470 0,454 15,84 86,28 17,56 16,90
32 0,451 0,480 0,466 16,25 102,12 18,30 17,61
36 0,430 0,468 0,449 15,68 118,37 18,05 17,37
40 0,447 0,481 0,464 16,20 134,06 18,88 18,17
44 0,416 0,481 0,449 15,67 150,26 18,67 17,97

N

: Absorbance pfi prvni prichodu detektorem
: Absorbance pfi druhém priichodu detektorem
: Vypocet viz obr. 8
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Tabulka &. 11: Monitorovani uvolnéni klotrimazolu z p¥ipravku Clotrimazol AL®, davkovani

po 4 min, 2. méfeni, navazka 0,0430g, absorbance méiena piti vinové délce 210 nm

Doba Konc. Suma Kor!c. Kor!c.
méreni Abs! Abs? Abf i At v pfedchozich kotlg? , korllg; na
[min] pramér vzorku maten nafedéni  navaiku
[mg/I] [mg/I]? [mg/I]
0 0,014 0,015 0,015 0,67 0,00 0,67 0,70
4 0,165 0,208 0,187 6,62 0,67 6,63 6,90
8 0,263 0,285 0,274 9,64 7,29 9,78 10,18
12 0,301 0,329 0,315 11,05 16,93 11,39 11,86
16 0,320 0,356 0,338 11,85 27,98 12,41 12,91
20 0,323 0,366 0,345 12,07 39,83 12,87 13,39
24 0,327 0,376 0,352 12,32 51,91 13,35 13,90
28 0,348 0,375 0,362 12,66 64,22 13,95 14,51
32 0,364 0,402 0,383 13,40 76,88 14,94 15,55
36 0,389 0,415 0,402 14,06 90,29 15,87 16,51
40 0,359 0,417 0,388 13,58 104,35 15,66 16,30
44 0,370 0,417 0,394 13,77 117,92 16,12 16,78
48 0,362 0,407 0,385 13,46 131,02 16,08 16,73
52 0,389 0,410 0,400 13,97 137,86 16,73 17,41

1: Absorbance pfi prvni prlichodu detektorem
2: Absorbance pfi druhém prichodu detektorem
3: Vypocet viz obr. 8

Profil Uvolhovani klotrimazolu z Clotrimazolu AL® (1 cela)
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Obr. & 15: Profil uvolitovani klotrimazolu z piipravku Clotrimazol AL®, davkovani po 4

minutach.
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Profil uvoliovani klotrimazolu z lécivého piipravku Clotrimazol AL vykazuje

v porovnani s profilem Canestenu® (obr. 13) pomalejsi uvoliiovani 1é¢ivé latky. Platd zde

nastava az po 30 minuté od pocatku uvoliiovani. Naslednd méfeni jiz nevykazuji zvysujici se

koncentraci uvolnéné API. Mirngjsi profil liberace tohoto LP (obr. 16) je pozorovany i pii

liberaci ze 3 paralelnich cel.

Tabulka &. 12: Monitorovani uvolnéni klotrimazolu z ptipravku Clotrimazol AL®, davkovani

po 12 min, 2 méfeni, v kazdém méieny paraleln¢ 3 cely, absorbance métena pii vinové délce

210 nm
¢as koncentrace [mg/I] y )
. . . smérodatna
mereni mereni 1 mereni 2 . .
. pramér  odchylka
[min]  cela1 cela 2 cela3 celal cela2 cela3
0 0,95 1,08 1,04 1,71 4,78 1,41 1,83 0,67
12 15,49 15,38 13,34 10,70 10,52 13,25 13,11 0,99
24 17,38 17,95 16,57 13,91 12,93 16,24 15,83 0,91
36 18,46 18,42 17,37 15,11 14,99 17,14 16,92 0,70
48 19,05 19,34 17,13 15,94 17,41 19,29 18,03 0,64
60 21,63 20,01 18,26 21,17 21,54 22,79 20,90 0,72
72 20,38 20,55 18,14 20,89 22,38 22,48 19,69 0,55
84 21,06 20,37 18,51 20,67 22,56 23,00 19,98 0,54
96 20,87 20,57 18,49 21,55 23,70 23,77 19,98 0,53
1-6: Jednotlivé navazky [g],(v tomto poradi): 0,0467; 0,0472; 0,0453; 0,0446; 0,0474; 0,0452
Profil uvolfiovani klotrimazolu z Clotrimazolu AL® (3 cely)
25,00
-
_ 20,00 2 % X X
~~ T
oo T o
£ 1500 X -
< 15,
g X
£ 10,00
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Obr. & 16: Profil uvolitovani klotrimazolu z piipravku Clotrimazol AL®, ze 3 paralelnich cel,

davkovani po 12 minutach.
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Profil liberace Clotrimazolu AL® vykazuje vyrazné pomalejsi narGst koncentrace
uvolnéného 1é¢iva do disolu¢niho média nez Canesten®. U tohoto méfeni pii pouziti 2x3
paralelnich cel nastava platd az pfiblizné po hodiné od pocatku méteni. Smérodatna odchylka
u tohoto métfeni pomérné stabilné mirné klesé s pribyvajici dobou méieni. S delsi dobou

liberace se tedy jeji opakovatelnost zvySuje.

6.5 Profil uvolfovani klotrimazolu z formulace Delcore®

Tabulka ¢&. 13: Monitorovani uvolnéni klotrimazolu z ptipravku Delcore®, davkovéani po 4 min,

1 méfeni, absorbance méfena pii vinové délce 210 nm

Doba Konc. Suma Kon_c.

méfeni  Abs! Abs? AiBe IR oy NRIEO

il primeér vzorku métent naredéni
[mg/I] [mg/I]?

0 0 0,034 0,017 0,76 0,00 0,76

4 0,093 0,106 0,100 3,61 0,76 3,63

8 0,093 0,104 0,099 3,58 4,37 3,66

12 0,093 0,102 0,098 3,54 7,95 3,70

16 0,088 0,101 0,095 3,44 11,49 3,67

20 0,089 0,101 0,095 3,45 14,92 3,75

24 0,095 0,096 0,096 3,47 18,38 3,84

28 0,084 0,099 0,092 3,33 21,85 3,77

32 0,086 0,096 0,091 3,32 25,18 3,82

36 0,094 0,092 0,093 3,39 28,50 3,96

40 0,099 0,097 0,098 3,56 31,89 4,20

44 0,085 0,092 0,089 3,23 35,44 3,94

1: Absorbance pfi prvnim prichodu detektorem
2: Absorbance pfi druhém prichodu detektorem
3: Vypocet viz obr. 8

Profil Uvolfiovéani klotrimazolu z formulace Delcore® (1 cela)
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Obr. & 17: Profil uvolitovani klotrimazolu z pripravku Delcore®, davkovani po 4 minutdch.
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Profil uvoliiovani klotrimazolu z ptipravku Delcore® vykazuje v porovnani s komercné
dostupnymi piipravky velmi strmy néstup koncentrace APIL. Jiz pfi prvnim méfeni po
4 minutach dosahuje koncentrace API maximalnich hodnot a vyrazné se po celou dobu liberace
nemeéni. Bylo zde provedeno pouze jedno méieni kvili komplikacim danych formou tohoto

piipravku (vice viz diskuze).

Tabulka €. 14: Monitorovani uvolnéni klotrimazolu z p¥ipravku Delcore®, davkovani po 12

min, 2 méfeni, absorbance métena pii vinové délce 210 nm

y Koncentrace [mg/1]
¢as
Smérodatna
méfeni  méfeni 1 méieni 2 pramér
odchylka
[min]
celal cela2 cela3 celal
0 1,38 1,98 1,62 0,78 1,44 0,22
12 3,13 4,08 3,71 4,02 3,74 0,19
24 3,63 4,06 3,53 4,09 3,83 0,12
36 3,66 4,02 3,84 3,63 3,79 0,08
48 3,93 3,75 3,88 4,13 3,92 0,07
60 4,14 3,88 3,59 4,19 3,95 0,12

Profil uvoliiovani klotrimazolu z pfipravku Delcore® (3 cely)

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50 %
1,00
0,50
0,00

|
Bé

]

koncentrace [mg/I]

0 10 20 30 40 50 60

Doba méreni [min]

Obr. & 18: Profil uvolitovani klotrimazolu z pripravku Delcore®, ze 3 paralelnich cel,

davkovani po 12 minutach.
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U ptipravku Delcore® bylo cilem, stejné jako u komeréné dostupnych piipravki
obsahujicich uc¢innou latku klotrimazol, zméfit profil uvoliiovani klotrimazolu ze 3 paralelnich
cel pfi 2 méfenich. Stejné jako pfi métfeni uvoliovani klotrimazolu z této formulace z jedné
cely se toto ovSem ukézalo jako velmi komplikované, jak je niZze popsano v diskuzi. Nicméné
z provedenych méfeni se da usoudit, ze profil uvoliiovani API z ptipravku Delcore pti pouziti
vice paralelnich cel odpovida detailnimu profilu naméteném pii pouziti jedné cely. Nartst
koncentrace zde 1ze pozorovat jiz v ¢ase 0, kdy dosdhne ¢elo nosného proudu poprvé detektor.
Plat6 zde nastane pfi dalSim méfeni, zde vzhledem k ¢asovani jednotlivych méfeni po 12

minutach.

6.6 Celkovy souhrn

Profil uvoliovani klotrimazolu se lisi dle typu méfeného piipravku. U HPLC krémi
vykazuje Clotrimazol AL® mirng&jsi vzestup koncentrace nez Canesten®. Profily obou piipravki

jsou piesto srovnatelné.

Naproti tomu pfipravek Delcore® vykazuje vyrazné strm&j$i nardist koncentrace
uvolnéného klotrimazolu, kde jiz v prvnim méfeni po 4 minutach dosahuje uvolnéné mnozstvi
klotrimazolu maximalnich hodnot v ramci daného méteni. Presny profil uvoliiovani v téchto
4 minutach tedy nemtizeme pozorovat. Bohuzel ¢as na jedno méfeni nelze jiz v rdmci tohoto
systtmu dale zkratit bez ovlivnéni vysledkl. V rdmci prace bylo experimentovano
s vypusténim n&kterych krokli v programu meéfeni, jako je napiiklad promyti systému po
kazdém jednotlivém méfeni, €1 jeho vyrazném zrychleni/zkraceni. Toto vSak ve vSech

ptipadech vedlo k vyraznému ovlivnéni vysledk.

6.7 Diskuze

Experimentalni ¢ast provazely 2 problémy

Prvni z nich bylo pouziti PBS jakoZto disperzniho prostiedi a také jakoZto nosného
proudu. Klotrimazol je lipofilni latka a jako takova se v tomto pufru pii vyssich koncentracich
pomeérn¢ snadno srazi. Zaroven je zde obava, aby byly zachovany tzv. ,,sink‘‘ podminky —
objem disolu¢niho média by mél byt 5-10 nasobné vyssi, nez je objem rozpoustédla nutného
pro rozpusténi daného mnozstvi latky za vzniku nasyceného roztoku. Fosfatovy pufr sice

simuluje hydrofilni lidské prostfedi, zanedbava vSak komplexnost télnich tekutin (46).

Druhy problém je pronikani bublinek vzduchu do systému. Vzhledem k delsi povaze

tohoto stanoveni pfedstavuje kazda vzduchova bublinka problém, nebot’ pokud se dostane do

36



detektoru, je takové méfeni znehodnoceno. Tento problém nebyl tak zjevny pii monitorovani
profilu uvoliovaného klotrimazolu z HVLP, pii méfeni profilu ptipravku Delcore® se vsak
bublinky vzduchu vyskytovaly v systému c¢astéji a bylo velmi obtizné danou analyzu Gspésné
dokoncit. Byl zde nutny staly dozor u aparatury a manualni odstranéni bublinek ze systému,

coz popira puvodni pozadavek na automatizovatelnost systému.

Dal3i problém stanoveni profilu z p¥ipravku Delcore® bylo ¢asté zaneseni detektoru, kde
bylo nutné ukoncit pied¢asné analyzu a detektor promyt ethanolem. Toto zaneseni mohlo byt
zptisobeno napiiklad samotnou komplexni matrici piipravku Delcore® &i jeji interakci

s jednotlivymi slozkami fosfatového pufru.

Aplikace tohoto ptipravku v tekuté form¢ na membranu se téz neobesla bez potizi. Po
rozpus$téni matrice v pufru vznika roztok o nizké viskozité. Je zde nutné, aby Franzova cela
byla umisténa vodorovné a byla naprostém klidu, co se tyce vibraci a pohybu, jinak zde hrozi,
ze kapalina s ucinnou latkou v cele nepokryje membranu rovnomérné, coz muze ovlivnit
ziskany disoluéni profil. Vzhledem k tomu, Ze metoda ma simulovat aplikaci 1éCivého
pripravku na lidskou kizi, je tézké si predstavit, jak by tato formulace méla byt lokalné
aplikovana, aniz by doslo k okamzitému odtoku tohoto roztoku z postizeného mista. Mozna by
zde bylo vhodnéjsi pouzit jinou lékovou formu, napiiklad naplast s 1é¢ivem, ¢i zpracovat
matrici do polotuhé 1é¢ivé formy nebo ponechat tekutou 1ékovou formu, ale vyrazné u ni zvysit

viskozitu.

Z vyse zminénych divodii je proto u stanoveni disoluéniho profilu ptipravku Delcore®
v této praci uvedeno mensi pocet méfeni nez u HVLP piipravkl. VétSina méfeni byla totiz

poznamenana jednim nebo vice téchto problémil.
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7 Zavér

Pomoci SIA metody s UV detekci byly monitorovany liberacni testy topickych piipravki
Canesten® a Clotrimazol AL® obsahujicich antimykotikum klotrimazol. U kazdého z t&chto
piipravki byl nejdiive naméten detailni profil s méfenim po 4 minutach z jedné cely a nasledné

profil, méfeny kazdych 12 minut ze 3 paralelnich cel, pro stanoveni opakovatelnosti liberace.

Tyto profily byly nasledné porovnany s profilem piipravku Delcore®. Zatimco b&zné dostupné
piipravky vykazuji platd kolem 30 minut, U¢innd latka pfipravku Delcore prostupuje
membranou vyrazné rychleji a jiz pfi prvnim meéfeni je vétSina ucinné latky uvolnéna do

disoluéniho média.

U piipravku Delcore® se také ukazalo, Ze po rozpusténi komplexni matrice ve fosfatovém pufru
vznikd nizkoviskozni roztok, ktery neni vhodny pro tento systém. Déle se prostiedi tohoto
hydrofilntho pufru ukazalo jako nepfili§ vhodné pro lipofilni klotrimazol. Pro lepsi
monitorovani disoluce by bylo nutné uzit lipofiln€jsiho disolu¢niho prostiedi nebo vyrazné

zvetsit objem akceptorového kompartmentu.
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