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SEZNAM ZKRATEK

CE — kapilérni elektroforéza (Capillary Eletrophoresis)

CL - clotrimazol

CV — variac¢ni koeficient (coefficient of variation)

CZE - kapilarni zoénova elektroforéza (Capillary Zone Eletrophoresis)

DDQ - 2,3-dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon

HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid

Chromatography)

ICH — International Conference on Harmonization

IR — spektrofotometrie v infracervené oblasti

IS — vnitini standard (internal standard)

lin - linearita

LOD - detekéni limit (Limit of Detection)

LOQ — kvantifikacni limit (Limit of Quantification)

MF — mometason fluorat

NMR — nukle4rni magneticka rezonance

rec — vytéznost (recovery)

RP — reverzni faze ( reversed phase)

RSD — relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)

SD — smérodatna odchylka (standard deviation)

SFC — superkriticka fluidni chromatografie

SST — testovani vhodnosti chromatografického systému (System Suitability
Testing)

TLC — tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography)

USP — United States Pharmacopoeia

UV/VIS — spektrofotometrie v ultrafialové/viditelné oblasti



1. Uvod



1.1. Uvod a cil prace

Jeden ze zakladnich cili farmacie je zajistit pacientovi v pozadovaném case
a mnozstvi kvalitni, u€inny a bezpe¢ny léCivy piipravek. Hodnoceni kvality,
ucinnosti a bezpecnosti je vétsSinou zaloZzeno na riznych analytickych metodach.

Velmi Casto pouzivanou analytickou metodou je vysokoucinnéd kapalinova
chromatografie (High Performance Liquid chromatography, HPLC). Lécivé
piipravky jsou tvofeny rizné slozitymi smésmi chemickych latek, proto pro jejich
hodnoceni je velmi vyhodné vyuziti ptedev§im HPLC, umoziujici separaci
jednotlivych slozek smési se soucasnou identifikaci a kvantifikaci.

Cilem této prace je vyvinout a zvalidovat HPLC metodu pro stanoveni
obsahu clotrimazolu a pfislusnych neéistot (2-chlorfenyl)difenylmethanolu a
imidazolu v ptipravku CLOTRIMAZOL spray 1 %. Metoda bude vyuzivana pii
vystupni kontrole, pii hodnoceni homogenity jednotlivych Sarzi a hodnoceni

stability tohoto 1é¢ivého ptipravku.



2. Teoreticka Cast



2.1. Clotrimazol

2.1.1. Farmakologické charakteristiky

Clotrimazol je lokalni azolové antimykotikum. Jeho mechanismus uc¢inku
spociva v inhibici syntézy ergosterolu vazbou na cytochrom P450 a ovliviuje tak
permeabilitu bunécné stény citlivych mikroorganismu [1]. Pisobi fungistaticky az
fungicidné na kvasinky (Pityrosporum spp.), dermatofyty, Aspergillus spp. a
dimorfni houby, né&které gram pozitivni mikroorganismy (streptokoky,
stafylokoky, nokardie, Propionibacterium acnes) a gram negativni (Bacteroides
spp., Gardenela vaginalis).

Clotrimazol se pouziva na dermatomykozy (kozni kandidézy, tinea corporis,
tinea penis, pityriasis versicolor), seborrhoickou dermatitidu, acne vulgaris, acne
rosacea, periordlni dermatitidu, mykotické infekce zevnich genitélii, erytrasma,
jako dopln€k peroralni terapie onychomykdz a terapie vulvovaginalnich mykoz.
Podéva se lokalné (krémy, vaginalni tablety, globule, roztoky a spreje) vzhledem
k nizké perkutanni absorpci a transformaci v jatrech resorbovaného mnozstvi na
neucinné hydroxyderivaty. [2]

Clotrimazol tvoti v rohové vrstvé depot s koncentraci, ktera mnohonasobné
pfevySuje antifungdlni a antibakteridlni minimalni inhibicni koncentraci
Vv pfitomnosti bilkoviny. V dostate¢né G¢inné davce pronika do nejnizsi vrstvy
epidermis. [1]

Mezi vedlejsi ucinky patfi ojedinéle péleni, svédéni, zarudnuti v misté

aplikace, vzacné alergické kozni reakce. [2]

2.1.2. Chemické a fyzikalné-chemické charakteristiky

Clotrimazol je 1-[(2-chlorfenyl)difenylmethyl]-1H-imidazol. Je to bily nebo
slabé Zluty krystalicky prasek.
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Obr. 1: Chemick4 struktura clotrimazolu
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Obr. 2: Chemicka struktura (2-chlorfenyl)difenylmethanolu
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Obr. 3: Chemicka struktura imidazolu
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Fyzikalné-chemické vlastnosti
Clotrimazol je prakticky nerozpustny ve vodé, dobie rozpustny v lihu 96 %

a v dichlormethanu, téZce rozpustny v etheru. [3]

2.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je analytickd separa¢ni metoda. Slouzi k rozdé€leni analyzovanych
slozek smési a zaroven k jejich kvalitativni a kvantitativni analyze. VeSkeré

technické produkty a vétSina pfirodnich latek jsou slozité smési. Proto maji
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chromatografick¢ metody analyzy prvotfady vyznam, protoze je mozné nalézt
selektivni a ucinny chromatograficky systém k déleni smési prakticky vSech
organickych latek rozpustnych ve vodé, ziedénych kyselinach nebo organickych

rozpoustédlech. [4]

2.2.1. Princip metody

Zakladnim mechanismem chromatografického déleni je mnohonasobné
ustalovani dynamické rovnovahy soucésti analyzované smeési mezi dvéma
vzajemn¢ nemisitelnymi fazemi, to znamend mezi vratnou sorbci na stacionarni
fazi a desorpci do mobilni faze. Stacionarni (nepohyblivd) faze ma schopnost
riznou mérou zadrzovat jednotlivé soucasti analyzované smési, mobilni
(pohybliva) pak eluuje jednotlivé soucasti smési ze staciondrni faze a odnasi je ve
sméru toku riznou rychlosti, ¢imz dojde k jejich odd¢leni.

U HPLC je stacionarni faze ve form¢ malych stejnomérnych ¢astic (fadové
v um) umisténych v kolong. Cim mensi a stejnomé&méjsi jsou jednotlivé ¢astice,
tim veétsi je ucinna plocha a separacni Uc¢innost. Pro dostatecné rychly pritok
mobilni faze je vSak zapotiebi ji protlacit kolonou pomoci cerpadla pod vysokym

tlakem. [4]

2.2.2. Kapalinovy chromatograf

Pti HPLC analyze je mobilni faze cerpana vysokotlakym cerpadlem, které
musi umoZiovat konstantni bezpulzni tok mobilni faze o malé rychlosti
(0,1-10 ml/min) za vysokého tlaku az 40 Mpa [4]. Soucasti Cerpadla je
programovaci jednotka, pomoci které¢ se nastavuje pozadované sloZeni mobilni
faze. [5]

Pti déleni smési latek, jejichz elu¢ni parametry se piili§ nelisi se pouziva
izokratickd eluce jedinou mobilni fazi, jejiZz sloZeni se béhem chromatografie
neméni. U nékterych smési latek, jejichz eluéni parametry se vyznamné lisi,
s vyhodou se k jejich déleni vyuziva gradientové eluce, pii které se k jedné
mobilni fazi pfimichava rostouci mnozstvi druhé mobilni faze s vétSim elu¢nim
ucinkem. Vytvaii se tak plynuly koncentra¢ni gradient mobilni faze. Obdobné 1ze

pro eluci vyuzit gradient pH. [4]
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Davkovaci zaFizeni umoziuje nadavkovat roztok vzorku na kolonu [5]. To
je provadéno bud’ specialni injekéni mikrostiikackou nebo davkovacim kohoutem.
Jehlou sttikacky se probodne septum ze speciadlni pryze a lze davkovat rizné

objemy, kohoutem Ize davkovat pevné¢ dany objem roztoku avSak mnohem

presnéji. [4]

Detektor indikuje prutok separované slozky detekéni celou a pienasi

vhodné upraveny signal do pocitace, ktery ho zpracuje, umozni vystup na

tiskarnu a mimoto fidi chod celého chromatografu. [5]

Na detektory HPLC jsou kladeny mimotadné pozadavky:

e vysoka citlivost — detekce latek v roztoku v koncentracich ng az pg/ml

e reprodukovatelnost a linearita odezvy

e nezavislost odezvy na zmén¢ sloZeni mobilni faze pti gradientové eluci

e univerzalnost — detekce vSech odd€lenych slozek vzorku

Tab. 1: Pfehled nejpouzivanéjsich detektort

Gradientova eluce
Detektor Selektivita Citlivost (g/ml)
mozna
infracerveny selektivni 10°® ano
refraktometricky neselektivni 5.10” ne
konduktometricky selektivni 10°® ne
ultrafialovy selektivni 510" ano
fluorimetricky selektivni 10" ano
amperometricky selektivni 10 -
hmotnostni selektivni 10 -
spektrometrie

Refraktometricky detektor registruje zmény indexu lomu eluatu. Je sice

univerzalni, ale

termostatovani. [4]

malo citlivy

vyzaduje

oproti

ostatnim  peclivé



Vysoce citlivé a selektivni jsou elektrochemické detektory, které
zaznamenavaji déje souvisejici s elektrochemickou reakei probihajici na rozhrani
elektroda-eluent. Proméiuji elektrochemickou veli¢inu, jejiz hodnota je zavisla na
koncentraci analyzovaného 1é¢iva. Schopnosti 1é¢iv se redukovat a oxidovat
vyuziva voltmetricky, amperometricky a polarograficky detektor. Citlivost se
pohybuje 10 — 102 g/m.

Nejvice pouzivané jsou detektory spektrofotometrické registrujici
absorbanci eluatu protékajici celou detektoru. V praxi se nejvice uplatiuji UV

detektory, eventuelné¢ UV-VIS detektory.

e UV detektor s fixni vinovou délkou (nejcastéji 254 nm nebo 280 nm,
pii nichz absorbuje vétsina latek)

e UV-VIS detektor s proménnou vlnovou délkou

e scanning UV detektor (snimajici béhem né¢kolika sekund absorpéni
spektrum v maximu piku hodnocenych latek)

e diode array detektor (fizeny pocitacem, trojrozmérnd projekce, snima
absorp¢ni spektrum, hodnoti 1é¢ivo soucasné pii nékolika vinovych

délkach, porovnava poméry absorbanci) [5]

Na Obr. 4 jsou znazornény jednotlivé ¢asti kapalinového chromatografu.
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Obr. 4: Schéma kapalinového chromatografu

1,2 — zasobniky mobilni faze; 3 — vysokotlaka ¢erpadla; 4 sméSovac;
5 — manometr; 6 — davkovaci zafizeni; 7 - predkolona; 8 — kolona;
9 — detektor; 10 — sbéra¢ frakci, 11 - tiskarna; 12 — pocitac [4]

2.2.2.1. Kolony pro HPLC

Na chromatografické kolon¢ dochdzi k rozdéleni smési na jednotlivé slozky,
které jsou unaSeny mobilni fazi do detektoru. [5]

Kolony jsou ocelové nebo sklenéné trubice 5-30 c¢cm dlouhé o vnitinim
priméru 2-8 mm naplnéné staciondrni fazi. Spoje mezi kolonou, davkovacim
zafizenim jsou kapilarni (vnitini primér 0,5 mm), nejcastéji z nerez oceli.

Naplin kolony hraje dulezitou roli pro ucinné déleni latek, a to kvalita
sorbentu, jeho velikost a stejnomérnost Castic, ale 1 tvar, porozita a struktura.
Népln musi byt naprosto homogenni a rovnomé&rna. PouZzivaji se nemodifikované
¢astice nebo chemicky modifikované mikrocastice silikagelu (velikosti 3,5 nebo
10 pm), kdy na hydroxylové skupiny na povrchu silikagelovych zrnek jsou
vhodnou chemickou reakci (silylaci) navazany rtizné radikaly. Dale se vyuzivaji
Castice oxidu hlinitého [4], titani¢itého, =zirkoni¢itého a Castice na bazi
styren-divinylbenzenovych kopolymera. [6]

e uhlovodikové tetézce obsahujici zpravidla 18 uhlikovych atomt. Jde

0 nepolarni chemicky vazané faze.
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radikal obsahujici tfiuhlikaty fetézec zakonceny skupinami —NH; -CN
aj. Jde o stfedné poléarni faze. [5]

pro déleni latek iontového charakteru rozpustnych ve vodé jsou uréeny
stacionarni faze ve forme iontoménicu.

chiralni staciondrni faze umoziuji separaci a stanoveni optickych
izomerd. [4]

stacionarni faze na bazi oxidu zirkonicitého maji vynikajici stabilitu
pti pH az do 14 a vysokou tlakovou i tepelnou odolnost. Lze je vyuzit
i pro rychlé separace pii vysokych teplotach (i nad 100°C)

Staciondrni faze na bazi styren-divinylbenzenovych kopolymert maji
vynikajici mechanickou, teplotni i chemickou stabilitu. Maji v§ak nizsi

ucinnost (cca 1/3 teoretickych pater) nez kolony na bazi silikagelu. [6]

Piednosti HPLC jsou:

Jednd se oseparacni metodu, kterd umoZznuje kvalitativni a
kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési.

Vyhodna je rychlost analyzy a citlivost stanoveni (v zavislosti na
pouzitém detektoru).

Pro analyzu sta¢i minimalni mnoZzstvi vzorku.

MozZnost automatizace (autosamplery).

Na rozdil od plynové chromatografie ma ve farmacii $ir§i moznosti

vyuZiti, protoze vétSina 1€¢iv neni t€kava. [5]

2.2.3. Vyuziti ve farmaceutické analyze

V soucasné dob& je HPLC jednou z nejprogresivnéjSich analytickych

metodik, ktera nachézi stale vétsi uplatnéni ve vSech oblastech analyzy 1éCiv. Je

Siroce vyuZzivana ve vSech modernich lékopisnych monografiich.

Oblasti vyuziti HPLC v analyze:

kontroln€¢ analytickd problematika smérem k identifikaci 1éCiv,
stanoveni obsahu a Cistoty (je to mozné provést v jediném kroku)

hodnoceni stability 1é¢iv, HPLC tak umoznuje sledovat priibéh
rozkladného procesu a soucasné kvalitativné 1 kvantitativné hodnotit

vznikajici rozkladné produkty
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e analyza pfirodnich 1é¢iv v rostlinném materialu
e terapeutické monitorovani [éCiv a jejich metaboliti v télnich

tekutinach [5]

2.3. Validace a validacni parametry

2.3.1. Problematika validaci

Validace je definovana jako potvrzeni naslednym poskytnutim objektivniho
dikazu o splnéni pozadavkl pro specifikované zamyslené pouziti [7]. Jinymi
slovy je to proces ujisténi, Ze analyticka metoda je vhodnd pro zamysleny ucel
[8] - pravna, specificka, reprodukovatelna a stala v daném rozsahu, ktery pokryva
oblast ocekdvanych koncentraci analytu. [9]

Metodika validaci je zpracovana dvéma vyznamnymi autoritami a to ICH
(International Conference on Harmonization) [10] a USP 28 (United States
Pharmacopoeia) [8], které se snazi o terminologickou a metodologickou
koordinaci.

e ICH uvadi v ¢lanku ,, Text on Validation of Analytical Procedures*
[10] tabulku specifickych charakteristik uzivanych pfi validaci
analytickych metod.

Tab. 2: Typické valida¢ni charakteristiky dle ICH

Spréavnost
Ptesnost
Specifita

Detek¢ni limit
Kvantifika¢ni limit
Linearita
Rozsah

ICH dale upozorfiuje na robustnost, ktera neni uvedena v Tab. 2.
AvsSak méla byt zatazena ve vhodné fazi vyvoje analytické metody.
V ¢lanku ,,Validation of Analytical Procedures: Methodology* [10]
popisuje ICH jednotlivé charakteristiky uvedené v Tab. 2. Dale vsak
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uvadi popis dalSich dvou charakteristik jako robustnost a testovani
vhodnosti systému. V ¢lanku ,,Text on Validation of Analytical
Procedures® [10] se ICH nezminuje o testovani vhodnosti systému.
Takze neni zcela jasné, zda jsou tyto charakteristiky robustnost a
testovani vhodnosti systému soucasti validace nebo zda jde
0 samostatné kroky.

e USP 28 [8] obsahuje stejnou tabulku typickych charakteristik jako
ICH. Podobné¢ jako ICH uvadi popis polozek v tabulce a kromé toho
uvadi popis dalSich charakteristik jako odolnost (Ruggedness),
robustnost a test vhodnosti systému. Stejné¢ jako u ICH neni zcela
jasné, jestli jsou zminované charakteristiky neuvedené v tabulce
soucasti validace nebo jde 0 samostatné kroky.

V této praci je validace pojata jako soubor procedur zahrnujicich testovani
vhodnosti chromatografického systému a testovani vybranych validacnich

charakteristik véetné robustnosti.

2.3.2. Testovani vhodnosti chromatografického systému

Testovani vhodnosti chromatografického systému (System Suitability
Testing, SST) je operace tvotici neoddélitelnou soucast analytickych procedur. Je
zalozeno na konceptu, Ze vybaveni, elektronika, analytické operace a analyzované
vzorky tvoii jednotny systém, ktery by mél byt hodnocen jako celek.

Zékladni parametry sledované béhem SST jsou rozliSeni, Gi€¢innost kolony,
opakovatelnost a symetrie piku [8]. Ne&kdy jsou sledovany dal$i parametry
(kapacitni faktor, pomér signalu k Sumu). [11]

SST by mélo predchéazet analytické proceduie a mélo by byt provadéno
I béhem analyzy. Ovéfeni se provadi pomoci ,,vzorku* pro SST (sm¢s standardu).
V ptipadé, Ze analyza byla provedena v dob¢, kdy systém nespliioval poZadavky

SST, nejsou vysledky analyzy akceptovatelné. [8]
2.3.2.1. U&innost kolony

Vyjadiuje se jako pocet teoretickych pater kolony N. Méfi se ostrost piku,

ktera je dilezitd pro detekci stopovych mnoZstvi latek.
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Vypocet se provadi podle vzorce:

2
N =5,54.( Ly ]
WO,S

tr

retencni Cas (min)

=
1

Sitka piku v poloving vysky (min)

2.3.2.2. Asymetrie chromatografickych piki

Faktor asymetrie (tailing factor, T ) vyjadfuje miru symetrie piku. S rostouci

asymetrii se snizuje vérohodnost integrace, a tudiz i pfesnost.

Vypocet se provadi podle vzorce:

o
o
a

|

Sitka piku v 5% jeho vysky (min)

—h
1

mensi ¢ast useCky Wy gs, kterd vznikne protnutim tusecky kolmici

spusténou z vrcholu piku (min)

2.3.2.3. RozliSeni chromatografickych piki

RozliSeni chromatografickych pikii (resolution, R) je funkci Uc€innosti
kolony. Slouzi k ujisténi, Zze blizko sebe eluované sloueniny jsou navzajem

oddélené. [8]

Pro vypocet se pouziva vzorec:

2ty —ty

R = W, +w,)

tr retenéni Cas slozek (min)

=
I

Sitka piku na zakladné
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2.3.2.4. Opakovatelnost analyzy

Opakovatelnost analyzy vyjadiuje tésnost souhlasu mezi vysledky
nezéavislych meéteni stejného analytu provedenych stejnou metodou, stejnym
experimentatorem, na stejném pristroji, na stejném miste, za stejnych podminek
v kratkém casovém intervalu [7]. Vyjadiuje se jako smeérodatnd odchylka Sg

ziskana z vysledkl Sesti métend. [8]

2.3.3. Valida¢ni parametry

2.3.3.1. Presnost

Presnost je definovédna jako tésnost souhlasu mezi nezavislymi vysledky
zkousky ziskanymi za pfedem dohodnutych podminek. [7]

Ptesnost by méla byt testovana za pouziti homogenniho, autentického
vzorku. V ptipadé, ze takovy vzorek neni k dispozici, je mozné testovat piesnost i
pomoci roztoku standardii. Pfesnost miize byt vyjadiena jako relativni smérodatna
odchylka. [8, 10]

Mezinarodni autority definuji tfi irovné piesnosti:

Opakovatelnost (repeatibility) vyjadifuje piesnost za stejnych podminek
v kratkém Casovém intervalu.

»Intralaboratorni“ presnost (intermediate precision) vyjadiuje variace v ramci
laboratote jako odlisné dny, odliSné vybaveni nebo jiny pracovnik.
Reprodukovatelnost (reproducibility) charakterizuje mezilaboratorni pfesnost
pomoci mezilaboratornich studii. Reprodukovatelnost je vyZadovana pfi

standardizaci analytické procedury, napf. pti zaclefiovani do lékopisu. [10]

2.3.3.2. Spravnost

Spranost vyjadiuje té€snost souhlasu mezi nalezenou hodnotou a hodnotou,
kterd je akceptovana jako dohodnuta pravdiva hodnota, pfipadné akceptovanou
porovnavaci hodnotou.

U lécivych piipravkil je mozno spravnost vyhodnotit pomoci vzorki, ke

kterym bylo pfidano znamé mnozstvi analytu nebo porovnanim vysledki
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s vysledky dosazenymi jinou nezavislou, dobte charakterizovanou metodou, u niz
uz byla spravnost ovefena.
Testovani spravnosti se doporucuje provadét trojnasobnym nastiikem tii
urovni koncentraci pokryvajicich oblast ocekavané koncentrace analytu.
Spravnost je mozno vyjadrit jako procento vytézku nebo jako rozdil mezi

ziskanymi vysledky a akceptovanou pravdivou hodnotou. [10]

2.3.3.3. Rozsah

Rozsah analytické metody je interval mezi horni a dolni koncentraci analytu
ve vzorku, ve kterém jsou ziskany akceptovatelné vysledky piesnosti, spravnosti a
linearity.

Pro 1é¢ivé piipravky je doporu¢ovano testovat rozsah v rozmezi 80 - 120 %

koncentrace analytu [10]. Byva i1 75 - 125 %, zaleZi na zdroji informaci.

2.3.3.4. Linearita

Definuje schopnost metody poskytnout vysledky zkouSky pfimo Umérné
koncentraci (obsahu) analytu. [7]

Testovani linearity by mélo probihat v oblasti koncentraci pokryvajici
rozsah pomoci kalibracnich roztokii. Je doporuovano pouzit minimalné¢ pét
koncentraci doporucované rozmezi je 80 — 120 % koncentrace analytu. [10]

Vysledky mohou byt vyjadieny pomoci korelaéniho koeficientu prolozené

ktivky, priseciku s osou y a smérnici kalibracni kiivky.

2.3.3.5. Selektivita

Selektivita (nazyvana téZ specifita) je schopnost jednoznaéné stanovit analyt
V pfitomnosti komponent, jejichZ pfitomnost Ize ocekavat. [10]

Selektivita mize byt prokazana separaci chemicky ptibuznych latek nebo je
mozno selektivitu prokazat porovnanim vysledku analyzy bez analytu, kterd ma
poskytnout negativni vysledek, s vysledkem analyzy s obsahem analytu, ktera

dava pozitivni vysledek. [8]
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2.3.3.6. Robustnost

Robustnost analytického postupu je mirou jeho schopnosti chovat se netecné
vi¢i malym, ale promySlenym zméndm parametri metody. Udava jeho
spolehlivost pfi bézném pouzivani. [7]

Typickymi variacemi jsou napi. stabilita roztokd, vliv na pH mobilni faze,

vliv slozeni mobilni faze, odlisné kolony, odlisna teplota nebo prutok. [10]

2.3.3.7. Detekc¢ni a kvantifikaéni limit

Tyto charakteristiky se urcuji hlavné u latek, které¢ Ize ocekavat ve velmi
malych mnozstvich (necistoty, degradacni produkty). [10]

Detekéni limit je definovan jako nejmensi mnozstvi analytu ve vzorku,
které muze byt detekovano, nikoliv vSak nezbytné stanoveno jako exaktni
hodnota.
byt stanovena s ptijatelnou presnosti (opakovatelnosti) a spravnosti za uvedenych
podminek zkousky. [7]

Existuji riizné ptistupy ke stanoveni téchto charakteristik zalozené nejcastéji
na vypoctu z pomeéru signalu k Sumu (S/N ratio, limit detekce je nejcastéji pocitan
jako trojndsobek této hodnoty, limit kvantifikace jako desetindsobek hodnoty
SIN).

Déle je mozZné pocitat limity ze standardni odchylky signdlu a smérnice
kalibra¢ni kiivky (limit detekce je trojndsobkem poméru standardni odchylky

signalu a smérnice, limit kvantifikace pak desetinasobkem tohoto poméru). [10]

2.4. Metody hodnoceni clotrimazolu

Byla vypracovana reSerSe analytickych metod hodnoceni clotrimazolu.
Tab. 3 uvadi 1ékopisné metody stanoveni clotrimazolu, Tab. 4 HPLC metody a

Tab. 5 ostatni analytické metody.
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2.4.1. Lékopisné metody hodnoceni clotrimazolu

Lékopisné pfistupy k hodnoceni Cistoty clotrimazolu uvadi Tab. 3.

Stanoveni Cistoty je ve vSech tfech monografiich je provadéno pomoci TLC.

Tab. 3: Vysledky reserse na HPLC hodnoceni clotrimazolu - Iékopisné zdroje

USP 28

Zdroj British Pharmacopoeia 2004 2005

kyselina fosfore¢na : methanol | methanol : bazicky

) 30:70, pH upraveno na hodnotu fosfore¢nan
Mobilni faze
7,5 10% (v/v) roztokem draselny 70:30,
triethylaminu v methanolu pH 6,0
ptedkolona L7
(C8),10 um
Stacionarni faze C 18,5 um
kolona L1 (C 18),
10 pm
2,1 x 60 mm
Kolona 200 x 4,6 mm
3,9 x 300 mm
Pritok Fm (ml/min) 15 1,0
Detekce A (nm) 215 254
clotrimazol
clotrimazol clotrimazolu
Hodnocen¢ latky ]
2-chlorotritanol pribuzné
sloCeniny A
_ testosteron
Vnitini standard neni pouzit
propionat
Citace [12] [8]
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2.4.2. HPLC metody uvadéné v literature

Tab. 4 uvadi vysledky reserSe ¢lankd tykajicich se hodnoceni clotrimazolu

HPLC metodami v riznych materialech (v¢etné biologického materialu).

Tab. 4: Piiklady HPLC metod pro hodnoceni clotrimazolu (vysledky literarni

reserse)

Hodnocené

latky

Material

Zptusob
detekce

Validaéni

data

Citace

clotrimazol,

ekonazol

plazma

UV 254 nm

lin=0,2 — 25 pg/ml
rec = 93,4 - 100,6 %
opakovatelnost:
RSD = 0,202 - 0,927 %
intermedialni piesnost:
RSD =0,211-0,977 %
spravnost:
1 pg/ml: rec = 99,1 %
10 pg/ml: rec = 99,0 %

[13]

clotrimazol

Cista latka
krém
vaginalni

tablety

roztok

UV 260 nm

lin =20 - 750 pg/ml

CV=0,40%

rec = 99,83 %
CV=0,38%

rec = 101,15 %
CV=032%

rec = 99,35 %
CV=0,46%

rec = 100,29 %

[14]

clotrimazol,

mometason fluorat

1éCivé

ptipravky

UV 237 nm
(CL)
UV 247 nm
(MF)

LOQ =0,05%
rec = 97,6 — 101 %
opakovatelnost:
RSD = 0,07 - 0,58 %

[15]
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clotrimazol,
imidazol,

chlorotritanol

lin=0,4-2,0 mg/ml
(CL)
opakovatelnost:

methanol 1ekové
RSD =1,1% (CL)
betamethason davkovaci | UV 254 nm | ' [16]
intermedialni pfesnost:
dipropionat, formy
98,3%: RSD =0,7 %
betamethason,
(CL)
betamethason-21-
' LOD =0,5 pg/ml (CL)
propionat
lin =0,021 - 0,105 mg/ml
(CL)
] rec = 98,80 - 101,3 %
clotrimazol,
krém UV 230 nm opakovatelnost: [17]
dexamethason

RSD = 0,40 - 0,60 %
reprodukovatelnost:
RSD =1,05 - 1,80%

25




2.4.3. Ostatni metody

imazol.

také hodnotit clotr

4

v

v

Z je mozné

Tab. 5: Jsou uvedeny metody, jimi

[v1] [oz] [61] [81] 90BHD
Tw/31 op'0 = 00T ‘Tw/3M 21°0 = 0T Tw/31 '0 = 001
% ¢9'0 =A\D , _ _ wagnd WAAOUBUQOIOJSOF S /S €0 = Ao
% 0€'0 = dS % 82'10T =23l
% TE'0=AD . o Tw/3M 22'0 = 00T ‘Tw/3M 22'0 = A0 | % 9'¢ = asy :[w/3m o1
% 190=dS % 90,6 =J9
% S¥'0 = AD IQUQARIW NOUI[ISAY S % 0'G = asy :Jw/3n g'o
% L9'0=aS ‘% TZ'L6 = 23l . . elep
% ¥6'00T = 201 ’ , _ ’ _ % €'Y - ¥'T = asy sousoxd rujerpawIojuL
% ¢S'0 = AS ‘% 0£'96 = 9! : . : JUREPIEA
% 68'00T = 904 :150ujareA0NNpOIdal % 9'0 = ASy ‘[w/31 T
1w/31 08T - 262 = ull o it 0 WA o
% £€'00T = 991 % ¥'€ - ¥'T = ASY % ¥'0 = ASy [w/31 G0
:(daas) jozewinopo oud ) )
nuIAys/S1 gz - g = Ul ‘Jsoujajenoxedo :1s0u|arenoyedo
Jw/3 6T - §'0 = ul| Jw/31 0T - §'0 = ul|
99X919p
wu 09¢ AN wu Q9% SIA wu 0TC AN wu 96T AN qosndy
0IZOI ‘WL 01Z01 Axo1d0o) ‘Wwory
Ayaerdrrd 9a129] ewze|d [PLID)E A
‘K101q®) TURUISEA ‘1pnd ‘A19[qe) TujRUISEA
utjeul0s) ‘|0zeucyon
JenIU [0ZBUOYD _ , Al
[0Zew110]d |0ZeuoXeJ}l ‘|ozeuodniy [0Zew10]d
‘lozeuoyiw ‘|0Zew1o]d JUIIOUPOH
‘|0Zeuox 018y ‘|0zew410]0
alBWoNzZUsp - L aLswologoNads SIA 370 Ele) epoIsIN

njozewnod ruadoupoy Lid pojowr YoAyonAeue yorsiep MzniA pa[ydd :S "qel

26



Kompletni pifehled pouZzivanych analytickych metod pro hodnoceni
clotrimazolu (véetné HPLC) uvadi Tab. 6 a graf. Prehled obsahuje prace
publikované v odbornych ¢asopisech v obdobi od roku 1972 do biezna 2006. Byl

vypracovan na zaklad¢ reSerSe v databazi Sciencedirect.

Tab. 6: Pfehled a zastoupeni metod pouzivanych pro hodnoceni clotrimazolu

HPLC
Elektrochromatografie
VIS spektrofotometrie

NMR

CZE
Superkriticka fluidni chromatografie

TLC

Polarografie

Derivacni UV spektroskopie
CE
IR spektrofotometrie
fluorimetrie
voltametrie
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2.4.4. Zhodnoceni reSerse

Zudaju z Tab. 6 vyplyva, Ze nejpouzivanéj§imi metodami pro hodnoceni
clotrimazolu jsou separa¢ni metody, z nichz nejpouzivanéjsi je HPLC. Z toho
vyplyva, ze vétsSina vzorkl, v nichz je clotrimazol, jsou slozité smeési.

V ptipadé¢ HPLC jsou nejvice vyuzivanymi stacionarnimi fazemi reverzni
faze. Co se tyCe mobilni faze, pouzivaji se rizné smesi vody, polarnich
organickych rozpoustédel (methanol, acetonitril) a pufri neutrdlni nebo slab¢
zasadité oblasti.

Nejcastéjsi zptsob detekce je pomoci UV spektrofotometrie. NejCastéji

pouzivana vinovéa délka pti hodnoceni clotrimazolu je 254 nm.
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3.1. Pristrové vybaveni
Kapalinovy chromatograf

Sestava: Shimadzu LC — 2010C, Shimadzu corp., Japonsko

Kolona: ZORBAX®  SB-PHENYL, Agilent  Technologies,
kondicionovand mobilni fazi; délka 75 mm, vnitini pramér
4,6 mm, velikost ¢astic 3,5 um

Vyhodnoceni: chromatografickd stanice Class VP, verze 6.12, Shimadzu

Laboratorni pH metr: Radelkis OP 211/1, Mad’arsko
Analytické vahy: Sartorius GENIUS, SRN

3.2. Chemikalie

Clotrimazol, VV 249/04, Amoli Organics Ltd, Mumbai Ldt, India, pracovni
standard, ¢islo Sarze CLT/0207/020, atest ¢. CL 0085/0904/526 (obsah 100,12 %)
(2-Chlofenyl)difenylmethanol, CLT-OH/2KD/001, Amoli Organics Ltd,
Mumbai, India, pracovni standard, navazani na (2-chlorfenyl)difenylmethanol
CRS, Council of Europe, European Pharmacopoeia Strasbourg

Imidazol, 345618/1 895, Amoli Organics Ltd, Mumbai, India, pracovni standard
Clotrimazol HBF spray 1%, Herbacos-bofarma s.r.o., Pardubice

Ibuprofen 98% GC, 026H1368, Sigma Aldrich Chemie, SRN

Kyselina fosfore¢na 85% p.a., Merck

Acetonitril for liquid chromatography, CHROMASOLYV, Sigma-Aldrich GmbH,
SRN

Ultracdista voda, ¢isténa systémem Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)

3.2.1. Priprava zasobnich a pracovnich roztoki

Zasobni 1 pracovni roztoky byly pfipravovany z vySe uvedenych surovin.

Roztoky byly uchovany v temnu a v lednici pii 4°C
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Zasobni roztoky

Zasobni___roztoky nedistot 0 koncentraci 5,00 mg/100 ml  byly

pfipraveny rozpusténim 5,06 mg (2-chlorfenyl)difenylmethanolu a

5,00 mg imidazolu v acetonitrilu a doplnénim na 100,00 ml.

Zasobni__roztok clotrimazolu o0 koncentraci 500,00 mg/100 ml byl

pfipraven rozpusténim 249,48 mg clotrimazolu v acetonitrilu a

doplnénim na 50,00 ml.

Zasobni_roztok pro kalibraci A o koncentraci 50,00 mg/100 ml byl

ptipraven z 5,00 ml zasobniho roztoku clotrimazolu a doplnénim na

50,00 ml.

Zasobni_roztok pro kalibraci B o koncentraci 100,00 mg/100 ml byl

piipraven z 20,00 ml zasobniho roztoku clotrimazolu a doplnénim na

100,00 ml

Zasobni _roztok vnitiniho standardu o koncentraci 100,00 mg/100 ml

byl pfipraven rozpusténim 100,16 mg ibuprofenu v acetonitrilu a

doplnénim na 100,00 ml.

Pracovni roztoky

Pracovni__roztok pro opakovatelnost 0 koncentraci clotrimazolu
50,000 mg/100 ml,  ibuprofenu 10,000 mg/100 ml a  necistot
0,500 mg/100 ml byl ptfipraven z10,00 ml zasobniho roztoku

clotrimazolu, ibuprofenu a nedistot doplnénim acetonitrilu na

100,00 ml.

Pracovni_roztok pro robustnost byl pouzit pracovni roztok pro

opakovatelnost.

Pracovni roztok pro kalibraci clotrimazolu 1 0 koncentraci

25,00 mg/100 ml byl piipraven z 10,00 ml zasobniho roztoku pro
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kalibraci A a 2,00 ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu

doplInénim acetonitrilu do 20,00 ml.

Pracovni roztok pro kalibraci clotrimazolu 2 o0 koncentraci

40,00 mg/100 ml byl pfipraven ze 2,00 ml zasobniho roztoku
clotrimazolu a 5,00 ml pracovniho roztoku vnitiniho standardu

doplInénim acetonitrilu do 25,00 ml.

Pracovni roztok pro kalibraci clotrimazolu 3 0 koncentraci

50,00 mg/100 ml byl piipraven z5,00ml zasobniho roztoku
clotrimazolu a 5,00 ml zasobniho roztoku vnitfniho standardu

doplInénim acetonitrilu do 50,00 ml.

Pracovni roztok pro kalibraci clotrimazolu 4 o0 koncentraci

60,00 mg/100 ml byl piipraven z 15,00 ml zasobniho roztoku pro
kalibraci B a 5,00 ml pracovniho roztoku vnitiniho standardu

doplInénim acetonitrilu do 25,00 ml.

Pracovni roztok pro kalibraci clotrimazolu 5 o0 koncentraci

70,00 mg/100 ml byl piipraven z 15,00 ml zasobniho roztoku pro
kalibraci B a 2,00 ml zasobniho roztoku vnitifniho standardu

doplnénim acetonitrilu do 20,00 ml.

Pracovni roztok pro kalibraci clotrimazolu 6 0 koncentraci

80,00 mg/100 ml byl ptipraven ze 40,00 ml zasobniho roztoku pro
kalibraci B a 5,00 ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu

doplInénim acetonitrilu do 50,00 ml.

Pracovni roztoky pro kalibraci nedistot 1 o0 koncentraci

0,05 mg/100 ml byly pfipraveny ze 2,00 ml pracovnich roztoku
necistot a 2,00 ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu doplnénim

acetonitrilu do 20,00 ml.
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Pracovni roztoky pro Kkalibraci nedistot 2 0 koncentraci

0,100 mg/100 ml byly ptipraveny z 1,00 ml zasobnich roztoku necistot
a 5,00ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu doplnénim

acetonitrilu do 50,00 ml.

Pracovni roztoky pro kalibraci neéistot 3 0 koncentraci

0,200 mg/100 ml byly piipraveny ze 2,00 ml zasobnich roztoku
necistot a 5,00 ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu doplnénim

acetonitrilu do 50,00 ml.

Pracovni roztoky pro kalibraci nelistot 4 0 koncentraci

0,250 mg/100 ml byly ptipraveny z 1,00 ml zasobnich roztoki necistot
a 2,00ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu doplnénim

acetonitrilu do 20,00 ml.

Pracovni roztoky pro kalibraci nelistot 5 0 koncentraci

0,400 mg/100 ml byly pfiipraveny ze 2,00 ml zasobnich roztoku
necistot a 5,00 ml pracovniho roztoku vnitiniho standardu

doplInénim acetonitrilu do 25,00 ml.

Pracovni roztoky pro kalibraci nedistot 6 0 koncentraci

0,500 mg/100 ml byly pfipraveny ze 2,00 ml zasobnich roztoku
necistot a 2,00 ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu doplnénim

acetonitrilu do 20,00 ml.

Pracovni__roztoky nedistot 0 koncentraci 0,100 mg/100 ml byly

pfipraveny ze 2,00 ml zasobnich roztoki necistot
(2-chlorfenyl)difenylmethanolu a imidazolu doplnénim acetonitrilu do
100,00 ml.

Pracovni_roztok vnitiniho standardu o koncentraci 5,00 mg/100 ml

byl piipraven z 50,00 ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu

doplInénim acetonitrilu do 100,00 ml.
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3.3. Priprava vzorku

Byl hodnocen ptipravek Clotrimazol spray, ktery je ve formé 1% roztoku
clotrimazolu (1 ml obsahuje 0,01 g clotrimazolu). Do 20,00 ml odmérné banky
byl odvazen 1,00 g roztoku vzorku, knému byly pfidany 2,00 ml vnitiniho
standardu ibuprofenu v acetonitrilu o koncentraci 100,00 mg/ml a doplnén

do 20,00 ml acetonitrilem.

3.4. Vyvoj metody - optimalizace chromatografickych
podminek

Cilem procesu optimalizace bylo nalézt takové podminky provadéni

analyzy, za kterych bude mozné metodu validovat.

3.4.1. Vinova délka detektoru

Pti hleddni optimalni vinové délky pro detekci stanovovanych latek se
vychazelo ze zméteni prislusnych UV spekter v roztocich standardi danych latek
(clotrimazolu, (2-chlorfenyl)difenylmethanolu — necistota) v acetonitrilu (Obr. 5 a
Obr. 6). Koncentrace danych roztokl neni znama, protoze pro dany el to nebylo
nutné.

Na zékladé polohy maxim a minim uvedenych spekter a s ohledem na
literaturu byla jako vlnova délka zvolena hodnota A =210 nm. Pii této vinové
délce bylo dosaZeno dostacujici citlivosti pro detekci ucinné latky a téméf
maximalni pro necistotu (2-chlorfenyl)difenylmethanol, které¢ se predpoklada
velmi malé mnozstvi. Spektrum imidazolu zméfeno nebylo, protoze pozadavek na
jeho stanoveni byl zadan az v pribéhu vypracovavani metodiky HPLC méfeni.
Piesto bylo dokazano, Ze je stanovitelné s potiebnou citlivosti pii zvolené vinové

délce.
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Obr. 5: UV spektrum clotrimazolu
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3.4.2. Slozeni mobilni faze

Byla testovana mobilni faze acetonitril - voda (75:25) upravena 85%
kyselinou fosfore¢nou na pH 2,7, kterd byla pouZita pii validaci metody pro
stanoveni obsahu necistot v pfipravku Clotrimazol krém 1% na koloné
LiChroCARD RP-18e, 5 um, 4,0 x 125 mm. Doslo k rozd¢leni slozek zkouSeného
roztoku standardu aZ na zakladni linii. Cas analyzy neptesahl 14 minut.

Po upravé sloZeni na acetonitril — voda (65:35) pH 2,7 byla tato mobilni
faze zkousena na koloné ZORBAX®™ SB-PHENYL, 3,5 pm, 4,6 X 75 mm, na niz
byl rozdélen zkouSeny roztok standardii na jednotlivé slozky. Se stoupajicim
podilem vody se snizuje eluéni sila mobilni faze. Cas analyzy nepfekrogil 6 minut.

Chromatogram smési standardti pfi pouziti mobilni faze acetonitril — voda

(65:35) upravené na pH 2,7 ukazuje Obr. 7.
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Obr.7: Chromatogram smési standardi  pfi  pouziti mobilni faze
acetonitril - voda (65:35) okyselené 85% kyselinou fosfore¢nou na
pH 2,7
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Po tpravé mobilni faze na pH 3,5 doslo ke zvyseni ionizace ibuprofenu a
snizeni u clotrimazolu a imidazolu. V disledku toho doslo k zaméné pozice piki
clotrimazolu a ibuprofenu, posunu pikti imidazolu a (2-chlorfenyl)difenyl-

methanolu k vyssimu reten¢nimu ¢asu.

Na zéklad¢ vyse uvedenych vysledkt byla jako optimalni zvolena mobilni
faze, slozeni acetonitril — voda (65:35) okyselena 85 % kyselinou fosforecnou na
pH 3,5. VSechny slozky byly separovany aZz na zakladni linii a €as analyzy

nepiesahl 6 minut.

Chromatogram smeési standardl pii stejném slozeni mobilni faze upravené

na pH 3,5 ukazuje Obr. 8.
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Obr.8: Chromatogram smési standardd  pfi  pouziti mobilni faze

acetonitril - voda (65:35) okyselené 85% kyselinou fosfore¢nou na
pH 3,5
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3.4.3. Hledani vhodné kolony

Cilem hledani je najit takovou kolonu, na niz dochazi k rozdéleni slozek

smési a v piijatelném Case analyzy.

Byly testovany kolony: ZORBAX® TMS, 5 um, 4,6 x 250 mm
SUPELCO Discovery ZR-PBD, 5 um, 4,6 x 150 mm
SUPELCO Discovery Cyano, 5 um, 4,0 x 100 mm
ZORBAX" SB-PHENYL, 3,5 um, 4,6 X 75 mm
LiChroCARD RP-18e, 5 um, 4,0 x 125 mm

e Pii zkouseni kolony ZORBAX® TMS, 5 um, 4,6 X 250 mm by analyza
trvala vice jak 60 minut.

e Na kolon¢ SUPELCO Discovery ZR-PBD, 5pum, 4,6 x 150 mm
nebyla uplné rozdélena analyzovana smés standardi na jednotlivé
slozky. Cas analyzy byl okolo 45 minut.

e Na koloné¢ SUPELCO Discovery Cyano, 5 um, 4,0 x 100 mm nedoslo

k rozdéleni slozek smési.
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e Na kolon¢g ZORBAX® SB-PHENYL, 3,5um, 4,6 X 75 mm doslo
K aplnému rozd¢leni vSech slozek analyzované smési v relativné
kratkém case analyzy, ktery nepiekrocil 6 minut.

e Na kolon¢ LiChroCARD RP-18e, 5pum, 4,0Xx125mm, doslo
K aplnému rozdéleni vSech slozek analyzované smési a to v Case

analyzy nepiekracujici 14 minut.

Ze zkouSeni kolon vyplyva, ze separace smeési standardii na jednotlivé
slozky zavisi na charakteru stacionarni faze kolony viz kap. 2.2.2.1 a zaroven
s délkou kolony se prodluzuje ¢as trvani analyzy. Nejkrat$i doba analyzy byla na
koloné ZORBAX® SB-PHENYL, 3,5um, 4,6 X 75Smm a nejdelsi na kolon¢
ZORBAX® TMS, 5 um, 4,6 x 250 mm.

Vhledem ke kratkému Casu analyzy a dobré separaci slozek byla vybrana

kolona ZORBAX® SB-PHENYL, 3,5 pm, 4,6 X 75 mm.

3.4.4. Hledani vnitirniho standardu

Vnitini standard je sloucenina, ktera se piidavd ke zndmému objemu
roztoku vzorku v definovaném mnozstvi. Musi byt eluovan v blizkosti pikd, musi
mit podobnou koncentraci jako stanovované slozky a byt chemicky inertni [21].
Jako vnitini standardy byly testovany ibuprofen, flurbiprofen, ketoprofen,
terbinafin, hexachlorofen na kolon¢ LiChroCARD RP-18e¢ a za pouZiti mobilni

faze acetonitril — voda (65:35) okyselené 85 % kyselinou fosforecnou na pH 2,7.

e Pik hexachlofenu vykazoval reten¢ni ¢as 19,10 min. a zbyte¢né by se
tak prodluzoval ¢as analyzy.

e Pik ketoprofenu sreten¢nim ¢asem 3,33 min. se piekryval s pikem
clotrimazolu.

e Pik flurbiprofenu eluovan vretenénim ¢ase 4,43 min. byl
nedostatec¢né oddéleny od piku clotrimazolu.

e Pik terbinafinu sreten¢nim ¢asem 3,71 min. se ptekryval s pikem
clotrimazolu.

e Pik ibuprofenu s retenénim casem 5,75 min. se nachazel mezi piky

clotrimazolu a (2-chlorfenyl)difenylmethanolu, od nichz byl dobie
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separovan. Pik ibuproprofenu neinterferoval s zadnou ze slozek
stanovované smési a zaroven neprodluzoval ¢as analyzy.

Ibuprofen byl pouzit jako vnitini standard.

3.4.5. PH mobilni faze

PH mobilni faze ovliviiuje retencni cas a tvar jednotlivych piki v disledku
zmén ionizace jednotlivych slozek smési. Na zakladé ziskanych vysledkl
Z testovani mobilnich fazi, sloZeni acetonitril — voda (65:35) rizného pH, bylo
jako optimalni zvoleno pH 3,5; kdy byla smés standardi dokonale rozd€lena na
jednotlivé slozky (Obr. 7) v pfijatelnych reten¢nich Casech a za pomérné
optimalnich tvard piki pro hodnoceni jednotlivych latek. Cas analyzy nepiekrogil
6 min.

Pti zvySeni pH na 3,7 mobilni faze doslo jiz k ptekryvu pikl clotrimazolu a
(2-chlorfenyl)difenylmethanolu. P#i pH 3,8 byl pik (2-chlorfenyl)difenyl-
methanolu eluovan pted pikem clotrimazolu, ale piky obou latek nebyly od sebe
dokonale oddé€leny. Zaroven byl ovlivnén tvar piku clotrimazolu a pti pH 4,0 byly
piky (2-chlorfenyl)difenylmethanolu a clotrimazolu dokonale oddé¢lené. Se
stoupajicim pH se ménily retencni Casy jednotlivych pikl v zavislosti na vlivu pH
na snizeni ionizace imidazolu a clotrimazolu, jejichz piky se posouvaly smérem
dozadu a zvySeni ionizace ibuprofenu a (2-chlorfenyl)difenylmethanolu, jejichz
piky se naopak posouvaly dopfedu. Nejvice byl ovlivnén tvar piku clotrimazolu a
prodluZoval se Cas analyzy.

Pfi testovani mobilni faze pH 2,7 (Obr. 8) byl roztok standardi rozdélen na
jednotlivé slozky, ale tato mobilni faze nebyla vybréna z davodu obav
interference piku imidazolu, ktery byl eluovan v rete¢nim case 1,34 min.

v disledku vysoké ionizace imidazolu, se sloZkami obsazenymi v placebu.
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3.4.6. Souhrn nalezenych optimalnich chromatografickych

3.5.

podminek

Mobilni faze: acetonitril - voda (65:35), pH upraveno kyselinou
fosforecnou 85% na 3,5

Kolona: ZORBAX® SB-PHENYL, 3,5 um, 4,6 X 75 mm

Prutok Fm (ml/min): 0,5

Vinova délka A (nm): 210 nm

Vnitini standard: ibuprofen

Davkovany objem: 5l

Teplota: laboratorni

Stanoveni obsahu ucinné latky

e Pripravi se roztoky standardd v acetonitrilu sobsahem 50 mg/ml
clotrimazolu a 10 mg/ml ibuprofenu (IS) ze dvou samostatnych navazek.
e Provedou se 2 nezavislé analyzy vzorku. Uprava vzorku se provede
podle postupu uvedeného v kap. 3.3. Supernatant odpovidajici pfislusné

vvvvv

e Vypocet obsahu clotrimazolu (v %) se provede podle vzorce:

. - A, /As emg e F 100
| As/Agem, oZ

Kde: ¢

obsah stanovované slozky v %
Av/Ais = pomér ploch pikid vzorku a vnitiniho standardu ibuprofenu

As/Ais = pomér pika standardu a vnitiniho standardu ibuprofenu

Ms = navazka standardu v g

m = navazka vzorkuv g

F = faktor korekce na obsah retencni latky
Z = faktor zfedéni (Z =5)
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3.6. Stanoveni obsahu necistot

Pripravi se roztoky standardd v acetonitrilu sobsahem 0,5 mg/ml
jednotlivych necistot a 10 mg/ml ibuprofenu (IS) ze dvou samostatnych
Provedou se 2 nezavislé analyzy vzorku. Uprava vzorku se provede
podle postupu uvedeného v kap. 3.3. Supernatant odpovidajici pfislusné

vvvvv

Vypocet obsahu necistot (mg/g) roztoku spreje se provede podle vzorce:

c A/ /Ag emg e F 1000
I As/Als°mv°Z

Kde: ¢; = obsah stanovované slozky v mg/g roztoku vzorku

Av/Ais = pomér ploch pikid vzorku a vnitiniho standardu ibuprofenu

As/Ais = pomér pika standardu a vnitiniho standardu ibuprofenu

ms = navazka standardu v g

m = navazka vzorku v g

F = faktor korekce na obsah reten¢ni latky
Z = faktor zfedéni (Z =5)

3.6.1. Celkovy obsah necistot

Ptfipravi se porovnavaci roztok standardi v acetonitrilu s obsahem

50 mg/100 ml clotrimazolu (As), 1,00 ml tohoto roztoku se ziedi

Vyhodnoti se chromatogramy ziskané prométenim zkouseného roztoku
vzorku (viz kap. 3.6) a porovnavaciho roztoku standardd ( viz kap.
3.6.1).

Zaznamena se analyza zkouSeného roztoku vzorku po dobu odpovidajici
2 nasobku reten¢niho ¢asu clotrimazolu.

Plocha piku jakékoliv nedistoty (kromé definované), nesmi byt vétsi,

nez 0,8 ndsobek hlavni plochy porovnavaciho roztoku standardii (viz
kap. 3.6.1) (0,2 %).
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Obsah nedefinovanych necistot (%) se vypocte podle vzorce:

% = A
Agem, o2
Ay = soucet ploch vSech pikti (kromé piku clotrimazolu a necistot

(2-chlorfenyl)difenylmethanolu a imidazolu) zkouSeného roztoku

vzorku (viz kap. 3.6)
As = plocha piku clotrimazolu v porovnavacim roztoku (viz kap. 3.6.1)

my = navazka vzorku v g (viz kap. 3.3)

Celkovy procentualni obsah necistot (%) se vypocte podle vzorce:

0o A
A emy; o2
Ayvi = soucet ploch vSech pikli (kromé& piku clotrimazolu) zkouSeného

roztoku vzorku (viz kap. 3.6)
As; = plocha piku clotrimazolu v porovnavacim roztoku (viz kap. 3.6.1.)

my = navazka vzorku v g (viz kap. 3.3)
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4. Vysledky a diskuze

43



4.1. Validace metody

4.1.1. Testovani vhodnosti chromatografického systému

4.1.1.1. U¢innost kolony

Uginnost kolony byla testovana pomoci standardniho pracovniho roztoku
pro opakovatelnost. Pro vypocet byly brany udaje ziskané jako pramér ze tii

méfeni. Uéinnost kolony N byla vypoétena podle vzorce v kap. 2.3.2.1

Tab. 7: Uéinnost kolony

Analyzovana latka tr (Min) Wo 5 (Min) N
Clotrimazol 3,61 0,31 1046
(2-chlorfenyl)difenylmethanol 4,92 0,15 5641
Imidazol 1,78 0,10 1535

Cv v

Utinnost kolony vyjadiena jako podet teoretickych pater N byla nejnizsi u
clotrimazolu, kde Cinila 1046 a nejvyssi u necistoty
(2-chlorfenyl)difenylmethanolu, kde ¢inila 5641 teoretickych pater.

Pozadavku N > 900 kolona vyhovuje u vSech stanovovanych latek.

4.1.1.2. Asymetrie chromatografickych piki

Asymetrie chromatografickych pikii byla odectena z chromatogrami
ziskanych nastfikem pracovniho roztoku pro opakovatelnost. Hodnoty uvedené
v Tab. 8 jsou primérem ze tii hodnot. Vypocet hodnoty T byl proveden podle

vzorce uvedeného v kap. 2.3.2.2
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Tab. 8: Asymetrie chromatografickych pika

Slou¢enina Wo 05 (Min) f (min) Asymetrie (T)
Clotrimazol 0,69 0,30 1,14
(2-chlorfenyl)difenylmethanol 0,35 0,17 1,05
Imidazol 0,25 0,12 1,03

Asymetrie piki hodnocenych latek se pohybovala v rozmezi T 1,03 — 1,14.

Pozadavku T< 2 metoda vyhovuje u vSech stanovovanych latek.

4.1.1.3. RozliSeni chromatografickych piku

Testovani rozliSeni pikii bylo provadéno néstfikem pracovniho roztoku
pro opakovatelnost. Byla brana primérna hodnota ze tfi méfeni. Rozliseni Rjj

bylo vypocteno dle vzorce uvedeného v kap. 2.3.2.3.

Tab. 9: Rozliseni chromatografickych piku

Hodnocené latky Rjj
Mrtvy objem - imidazol 2,14
Imidazol — ibuprofen 6,09
Ibuprofen - clotrimazol 2,34
Clotrimazol - (2-chlorfenyl)difenylmethanol 3,68

Pozadavku R;j > 1,5 metoda vyhovuje.

Rozliseni chromatografickych pikii dokumentuje chromatogram na Obr. 9.
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Obr.9: Chromatogram standardi: imidazol, (2-chlorfeny)difenylmethanol,

clotrimazol s vnitinim standardem ibuprofenem
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4.1.1.4. Opakovatelnost analyzy

Byl opakované davkovan pracovni roztok pro opakovatelnost. Vysledky
byly ziskany z Sesti nastiikli roztoku. Vypocet smérodatné odchylky byl proveden
pomoci programu QC expert. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 10 - Tab. 12.

Tab. 10: Opakovatelnost analyzy — clotrimazol

Clotrimazol
Cislo pokusu Plocha piku (A) Retenc¢ni ¢as tg (Min)

1 36 611 887 3,68
2 36 644 111 3,63
3 36 627 121 3,60
4 36 626 738 3,59
5 36 612 775 3,59
6 36 586 150 3,58
n 6 6
X 36 618 130 3,61
S 19597,55 0,0014

sr (%0) 0,05 0,04
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Tab. 11: Opakovatelnost analyzy - imidazol

Imidazol
Cislo pokusu Plocha piku A Reten¢ni ¢as tg (Min)
1 204 385 1,79
2 205 561 1,78
3 205 050 1,77
4 205111 1,77
5 205 360 1,77
6 204 967 1,77
n 6 6
X 205 072 1,78
S 401,76 0,008367
sr (%0) 0,20 0,47

Tab. 12: Opakovatelnost analyzy - (2-chlorfenyl)difenylmethanol

(2-chlorfenyl)difenylmethanol

Cislo pokusu Plocha piku A Reten¢ni ¢as tg (Min)

1 474 802 4,94
2 477 936 4,93
3 477 678 4,91
4 476 781 4,91
5 474 945 4,90
6 475 564 4,90
n 6 6
X 476 284 4,92
s 1373,10 0,01643

Sr (%0) 0,29 0,33

Testovani opakovatelnosti analyzy prokazalo,

7Ze pit Sestindsobném

opakovani nastfiku roztoku standardii ¢inila smérodatnd odchylka ploch pika

i retenénich Casit méné nez 1%. Z toho vyplyva, ze metoda vyhovuje pozadavku

Sr < 1%o.
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4.1.2. Testovani valida¢nich parametru

4.1.2.1. Presnost

Byly analyzovany roztoky vzorku Clotrimazol HBF spray 1%, vzorek
¢. VV 087/05, vyrobni Sarze ¢. 13.4.2005. Navazky vzorku byly paralelné
piipravené samostatnym postupem uvedenym v kap. 3.3 S tim rozdilem, Ze ke
kazdé¢ navazce byl pfiddn vzhledem k nepfitomnosti necistot ve vzorku
(k dispozici byly pouze cerstvé pripravené vzorky) roztok standardii necistot
((2-chlorfenyl)difenylmethanol ¢ = 0,501 mg/100 ml, imidazol ¢ =
0,511 mg/100 ml).

Z namétenych ploch pika (porovnanim s plochou piku standardu ziskanych
pii testovani opakovatelnosti systému viz kap. 4.1.1.4) byl vypocitan obsah

clotrimazolu ve spreji (roztoku) podle vzorce:

= A, -mg - F -100
i As-m, -Z
Kde: ¢i = obsah stanovované slozky v g

Ay = plocha piku vzorku

As = plocha piku standardu ziskanad z méfeni pracovniho roztoku
pro opakovatelnost

my = navazka vzorku v ¢

ms = navazka standardu v g/100 ml

= faktor korekce na obsah referencni latky

Z = faktor zfedéni (Z =5)

48



Tab. 13: Piesnost stanoveni obsahu G¢inné latky

Roztok &. Plocha piku (_m =1,0000 g)
Clotrimazol
1 31990 022
2 32 335 397
3 32 204 509
4 32 237 176
S 32 079 764
6 31 813 808
n 6
X 32110 113
S 189 181
sr (%0) 0,59

Plochy piku jsou pfepoétené na navazku 1,0000 g spreje.

Ptesnost stanoveni necistot byla vzhledem k jejich nepfitomnosti ve vzorku
hodnocena porovnavanim pomérti ploch piki necistot a vnitiniho standardu

ibuprofenu naméiené v jednotlivych navazkach vzorku.

Tab. 14: Piesnost stanoveni obsahu neéistot

Roztok & Pomér plochy piku nedistoty a vnitiniho standardu
) Imidazol (2-chlorfenyl)difenylmethanol

1 0,0906 0,1880

2 0,0907 0,1883

3 0,0911 0,1870

4 0,0910 0,1879

5 0,0918 0,1884

6 0,0912 0,1875

n 6 6

X 0,09107 0,1879

S 0,0004274 0,0005244

Sr (%) 0,47 0,28

Vysledky uvedené v Tab. 13 a Tab. 14 jsou primérem ze tii meéfeni.
Vypocet relativni smérodatné odchylky Sg byl proveden pomoci programu QC
expert.

Ptesnost stanoveni vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka sg se

pohybovala v rozmezi 0,28 — 0,59 %.
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S uvedeného vyplyva, ze metoda vyhovuje pozadavku sg (%0) < 5 %.

4.1.2.2. Spravnost

Byl Sestkrat zméfen pracovni roztok pro opakovatelnost, kde byly
z koncentraci  ¢p = 49,900 mg/100 ml  (clotrimazol), 0,506 mg/100 ml
((2-chlorfenyl)difenylmethanol), 0,500 mg/100ml (imidazol) ziskany plochy pika
Ao.

Byly Sestkrat analyzovany modelové vzorky (placebo + pracovni roztok pro
opakovatelnost), které byly paralelné¢ pfipraveny samostatnym postupem

uvedenym v kap. 3.3. s pfidavkem roztoku standardti o koncentraci slozek Co.
Vysledek je vyjadien jako vytéznost Ri, ktera byla vypoctena podle vzorce:

R, (%)=100-¢; /c,

Kde: ¢

Ci

koncentrace vlozena

koncentrace stanovena HPLC

Tab. 15: Spravnost-clotrimazol

Clotrimazol
Vzorek ¢. Co (Mg/100 ml) A ¢i (mg/100 ml) Ri (%)
1 28 510 545 50,5057 101,21
2 35818 100 49,2621 98,72
3 49,90 36 198 056 49,3069 98,81
4 (Ao =36 627 706) | 35622283 49,2393 08,68
S 39108 116 48,8788 97,95
6 35347 639 49,5801 99,36
n 6
X 99,12 %
S 1,1175
sk (%) 1,13 %
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Tab. 16: Spravnost necistoty - imidazol

Imidazol
Vzorek ¢&. o (Mg/100 ml) AilAs ¢i (mg/100 ml) Ri (%)
1 0,0906 0,52 103,33
2 0,0907 0,52 103,42
3 0,500 0,0911 0,52 103,87
4 odpovida Ay/As: 0,0910 0,52 103,77
5 0,0877 0,0918 0,52 104,71
6 0,0912 0,52 104,02
n 6
X 103,85 %
S 0,50
Sr (%0) 0,48 %

Tab. 17: Spravnost necistoty - (2-chlorfenyl)difenylmethanol

(2-chlorfenyl)difenylmethanol

Vzorek ¢. Co (M@/100 ml) AilAs ¢i (mg/100 ml) Ri (%)
1 0,1880 0,51 100,69
2 0,1883 0,51 100,87
3 0,506 0,1870 0,51 100,18
4 odpovida Ay/As: 0,1879 0,51 100,62
5 0,1867 0,1884 0,51 100,89
6 0,1875 0,51 100,43

n 6

x 100,61 %

S 0,28
Sr (%) 0,28 %

Spravnost stanoveni obsahu jednotlivych latek vyjadiena jako vytéZznost R;
se pohybovala v rozmezi 99,12 — 103,85 %, smérodatmé odchylky vytéznosti
potom v rozmezi 0,28 — 1,13 %.

Metoda pozadavkim R v intervalu 100 £ 5 % a sg< 5 % vyhovuje.
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4.1.2.3. Linearita

Byla pouzita metoda vnitiniho standardu, jako vnitini standard (IS) byl
pouzit ibuprofen. Bylo pfipraveno 6 kalibra¢nich roztokii pracovnich standardi
clotrimazolu a necistot (koncentrace jsou uvedeny v Tab. 18 - Tab. 20) pfidavek
IS byl 10 mg/100 ml. Plocha piku pro kazdou koncentraci je primérem ze tii
méfeni a pro dalSi vypocty byl bran primér z téchto tfi hodnot. Zavislost A
(Avzorek/Ass) kalibracnich roztokti na jejich koncentraci byla vyhodnocena

metodou linearni regrese v programu Microsoft Excel.

Tab. 18: Testovani linearity — clotrimazol

CLOTRIMAZOL

C (mg/lOOmI) pomér A 20,00
24,95 8,0866 <
39,92 12,3330 E’ 15,00 A
49,90 15,1675 || &
59,88 18,0019 10,00 §
74,85 22,1772
24'95 8’0866 5'020,00 30:00 40:00 50:00 60:00 70:00 80,00
¢ (mg/100 ml)
‘Regresm’funkce: y = kx +q
‘ poget bod: n = 5 podet stupriti volnosti: v = 3

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smernice: k= 0,28260 + 0,00068
absolutni ¢len: q= 1,051 + 0,036
koeficient korelace: R= 0,999991

rezidualni odchylka: Srez = 0,0257

hodnota F-statistiky F = 1,75E+5

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9 %
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Tab. 19: Testovani linearity ne€istoty imidazolu

IMIDAZOL
c (mg/100ml) | pomér A %81
0,050 0,0090 < oo ]
0,100 0,0179 g
0,200 0,0351 8 004
0,250 0,0443 000 ]
0,400 0,0700
0’500 0’0883 O,OOO 00 0,10 020 0,30 0,40 0,50 0,60
¢ (mg/100 ml)
| Regresnifunkce: y = kx + @
| pocet bodu: n = 6 pocet stupnd volnosti: v = 5
Parametry regresni primky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smérnice: k= 0,17618 + 0,00044
koeficient korelace: R= 0,999945
rezidualni odchylka: Srez = 0,000318
hodnota F-statistiky F= 4,58E+4
Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9 %

Tab. 20: Testovani linearity necistoty (2-chlorfenyl)difenylmethanolu

(2-CHLORFENYL)DIFENYLMETHANOL

¢ (mg/100ml) | pomér A 0161
0,0506 0,0174 <on
0,1012 0,0334 3
0,2024 0,0645 & 008 1
0,2530 0,0788
0,4048 0,1255 '
0,5060 0,1567 e om  om  om  om  om  om

¢ (mg/100 ml)
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\Regresm’funkce: y = kx +q

‘ poget bodl: n = 6 pocéet stupniti volnosti: v = 5 ‘
Parametry regresni primky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smeérnice: k= 0,3112 + 0,0018
koeficient korelace: R= 0,99968
rezidudlni odchylka: Srez = 0,00135
hodnota F-statistiky F= 7,84E+3
Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9 %

Kalibra¢ni kiivky pro t¢innou latku jsou linearni (R > 0,9999) v rozsahu
24,95 - 74,95 mg/100 ml.

Kalibra¢ni kfivky pro necistoty jsou linearni (R > 0,9996) v rozsahu
0,0500 - 0,5060 mg/100 ml.

Nizsi korelacni koeficient u kalibracnich kifivek necistot je zpiisoben tim, ze
linearita byla testovdna v rozmezi velmi nizkych koncentraci, ¢imz je negativné
ovlivnéna integrace ploch pikd.

Z uvedeného vyplyva, Ze testované latky spliuji pozadavky linearity.

4.1.2.4. Selektivita

Separace  standardnich  latek  clotrimazolu (¢ = 49,900 mg/100 ml),
imidazolu (c = 0,500 mg/100 ml) a (2-chlorfenyl)difenylmethanolu
(c =0,506 mg/100 ml) je dokumentovana na chromatogramu standardnich latek
(Obr. 10). Jako vnitini standard je pouzit ibuprofen (c = 9,990 mg/100 ml). Piky

jednotlivych latek maji odliSné retencni Casy a rozliSeni je dostatecné (> 1,5).
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Obr.10: Chromatogram standardnich latek s pfidavkem vnitiniho standardu
ibuprofenu dokumentujici separaci latek, dolni

chromatogram - placebo piipravku

600

Imidazol
2,89

800
(2-chlorfenybdifefghr{E®)anol

200 400
1,39
1,79
Clotrimazol
\Hﬂ
68
// -
o
4,94
P

Placebo a ptipravek Clotrimazol byly zpracovany dle postupu v kap. 3.3. Na
chromatogramu placeba (Obr. 10) je patrno, Ze v retenénich Casech
odpovidajicich sledovanym latkdm nejsou pfitomny Z4dné piky interferujicich

latek.
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Obr.11: Chromatogram piipravku Clotrimazol HBF s pfidavkem vnitiniho

standardu ibuprofenu

(2-chlorfeny)itgsrbaethgnol

Clotrimazol
p——

(Imidazol)

1,33
—
=
47
4,92

Na chromatogramu pfipravku Clotrimazol HBF spray 1% (Obr. 11) je
patrnd dokonala separace sledovanych latek i vnitiniho standardu.

Ptedlozend HPLC metoda umoziluje selektivné zméfit plochu piki
odpovidajici u¢inné latce clotrimazolu a nelistotam imidazolu a

(2-chlorfenyl)difenylmethanolu.

4.1.2.5. Robustnost

Testovani miry vlivu proménnych experimentalnich podminek na stanoveni
obsahu analytii bylo testovano pomoci pracovniho roztoku pro opakovatelnost
s obsahem ¢inné latky clotrimazolu (¢ = 49,900 mg/100 ml), necistoty imidazolu
(0,500 mg/100m ml) a (2-chlorfenyl)difenylmethanolu (c = 0,506 mg/100 ml).
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4.1.2.5.1. Vliv sloZeni mobilni faze

Vliv slozeni mobilni faze bylo testovano pii poméru acetonitril — voda (pH

upraveno kyselinou fosfore¢nou 85% na 3,5) (v/v) = 75:25, 70:30, 65:35, 60:40,

55:45.

Vliv na plochu piku

Vliv na plochu chromatografického piku je vyjadfen v procentech. Vypocet

byl proveden podle vzorce:

a)

b)

plocha piku

Aq =100- A / Agsss kde A

A 65:35 plocha piku pii optimalnim

slozeni mobilni faze

Byly ziskany vysledky uvedené v Tab. 21 a Tab. 22. Relativni plocha
piku vztazend na plochu piku pii optimdlnim slozeni mobilni faze se
pohybovala v rozmezi 100,00 % az 106,27 %. Pii poméru 75:25 a
55:45 nebylo mozné hodnotit pik clotrimazolu, protoze nebylo
dosazeno jeho optimdlniho rozdéleni od ostatnich latek. Pii poméru
70:30 byla plocha piku clotrimazolu vétsi a tato zména piresahla 5 %.
U poméru 60:40 zména v poméru slozek mobilni faze neovliviiuje
stanoveni clotrimazolu. Z hlediska zmén plochy piku clotrimazolu je

doporuéeno pouziti mobilni faze ACN - H,O (65:35) pH 3,5.

Relativni plocha pikil necistot vztaZzena na plochu piku pfi optimalnim
slozeni mobilni faze se pohybovala v rozmezi 100,29 % az 144,48 %
pro imidazol a 96,95% az 104,32 % pro (2-chlorfenyl)difenyl-
methanol. Mobilni faze ptfipravena v poméru 75:25 nevyhovuje kvili
vysoké hodnot¢ Agr imidazolu. Mobilni faze v poméru 70:30
neumoznuje dokonalé rozdéleni pikt (2-chlorfenyl)difenylmethanolu a
clotrimazolu.V rozmezi 65:35 az 55:45 zmény v poméru slozek

mobilni faze vyraznéji neovliviiuji stanoveni necistot.
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Tab. 21: Vliv sloZeni mobilni faze na plochu piku clotrimazolu

Clotrimazol
ACN - H,0 (pH 3,5) A An (%)
75:25 - _
70:30 38783249 106,27
65:35 36494837 100,00
60:40 36835782 100,93
55:45 - -

Tab. 22: Vliv sloZeni mobilni faze na plochu piku necistot

Imidazol (2-chlorfenyl)difenylmethanol
ACN - H;0 (pH 3,5) A Ar (%) A Ar (%)
75:25 298 631 144,48 441 470 100,29
70:30 222 970 107,87 - -
65:35 206 694 100,00 440 201 100,00
60:40 212 051 102,59 459 218 104,32
55:45 207 219 100,25 426 758 96,95
n=3
Vliv na reten¢ni ¢as
a) Vliv na reten¢ni ¢as je ukazan v Tab. 23. V rozmezi 70:30 az 60:40
dochézi k dokonalé separaci vSech sloZek. Ani trvani analyzy neni
podstatnéji ovlivnéno.
b) Vliv na retencni ¢as je ukazan v Tab. 24. Mobilni faze pfipravena

vpoméru 70:30 neumoziuje rozdéleni pikt clotrimazolu a
(2-chlorfenyl)difenylmethanolu.  V ostatnich  piipadech  dochazi
k dokonalé separaci necistot, ale slozeni mobilni faze ovliviiuje trvani
analyzy. Ztohoto hlediska je doporuceno pouziti mobilni faze
ACN : voda (65:35) pH = 3,5. Na Obr. 12 je znazornén chromatogram
pfi poméru ACN : voda (55:45) pH = 3,5 (krajni hranice testovaciho

rozmezi) a jak je zfejmé, separace obou necistot je az k zakladni linii,
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ale neni dostatecné separovan clotrimazol a vnitini standard a dochazi

Kk prodlouZeni trvani analyzy.

Tab. 23: Vliv slozeni mobilni faze na retenéni ¢as clotrimazolu

Clotrimazol
ACN - H;0 (pH 3,5) tm (Min)
75:25 -
70:30 4,22
65:35 3,45
60:40 4,04
55:45 -

Tab. 24: Vliv slozeni mobilni faze na reten¢ni ¢asy necistot

Imidazol (2-chlorfenyl)difenylmethanol
ACN - H,0O (pH 3,5) tw (min) t= (min)
75:25 1,98 3,24
70:30 1,86 -
65:35 1,72 4,95
60:40 1,72 6,30
55:45 1,59 9,35

Obr. 12: Chromatogram  separace

latek
acetonitril - voda 55:45 (pH 3,5)

pfi  sloZzeni mobilni

faze

ibuprofen (1.S.)

imidazol
clotrimazol

1,59

4,30

chlorotritanol

9,35

F600
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4.1.2.5.2.Stabilita roztoku

Stabilita roztoki byla testovana pomoci pracovniho roztoku pro
opakovatelnost za uchovavani:
1) za snizené teploty (5 °C), chrané&né pied svétlem

2) za laboratorni teploty

Odchylka vyjadiena v % byla vypoctena podle vzorce:

S; (%) =100- ‘A[ - AO|/A0 kde A: = plocha piku v Case t

Ay = plocha piku v Case 0

t = Cas od ptfipravy roztoku

Tab. 25: Stabilita latek v roztoku (acetonitril) v zavislosti na dobé a zptsobu

uchovavani (Sr)

Clotrimazol

t Asl/Ais. (5 °C) St (%) As/Ars. (= 20 °C) St (%)

0 15,3376 0,00 15,3376 0,00
24 h 15,4185 0,53 15,4226 0,55
48 h 15,4654 0,83 15,3997 0,40
72 h 15,4413 0,68 15,4224 0,55

Imidazol

t Asd/Ais. 5°C)| St (%) | AWAIs (20°C)| St (%)

0 0,08702 0,00 0,08702 0,00
24 h 0,08754 0,60 0,08731 0,33
48 h 0,08758 0,65 0,08733 0,36
72 h 0,08761 0,69 0,08731 0,33

(2-chlorfenyl)difenylmethanol

t AslAis 5°C)| St (%) | AWAIs (20°C)| St (%)

0 0,1883 0,00 0,1883 0,00
24 h 0,1909 1,36 0,1912 1,54
48 h 0,1899 0,84 0,1882 0,07
72 h 0,1878 0,29 0,1880 0,18

n=3
Ast/Ais. = pomér plochy pikl clotrimazolu a vnitiniho standardu, poméry ploch

piktli necistot a vnitiniho standardu.

Pozadavek St (%) < 1 % je splnén a roztok clotrimazolu a roztoky necistot
V acetonitrilu je mozné pouzivat piiuchovadvani zasniZzené teploty nebo

laboratorni teploty po dobu 72 hod od jejich ptipravy.
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4.1.2.6. Detekéni limit (LOD) a kvantifika¢ni limit (LOQ)

e Bylo zméteno placebo a ze zdznamu Sumu v okoli retencniho Casu
, o . s . , -
stanovovanych necistot byla zmétena nejvétsi kladna (r') a zaporna (r)

amplituda Sumu; z tohoto rozpé€ti Sumu byla odhadnuta jeho smérodatna

odchylka:

sp=(r'-r)l5

e Bylo zméfeno placebo s ptfidavkem pracovniho roztoku necistoty

imidazolu (c = 0,500 mg/ 100ml).

e Bylo zméfeno placebo s ptfidavkem pracovniho roztoku necistoty

(2-chlorfenyl)difenylmethanolu (c = 0,506 mg/ 100ml)

LOD byl vypocten podle vzorce:

LOQ byl vypocten podle vzorce:

3Sn K/bl,
108[] K/b]_

K = plocha piku/vyska piku; b; = plocha piku/koncentrace analytu

Tab. 26: Detekéni limit a kvantifikaéni limit

Imidazol LOD LOQ
sp = 0,225

K =7043,38 0,00119 0,00397
b1 =3994187,90

(2-chlorfenyl)difenylmethanol LOD LOQ
sn = 0,226

K =10172,98 0,00086 0,00286

b1 = 9468383,20

v

predkladané HPLC metody je 0,00119 mg.I", kvantitativni limit (LOQ)

pfedstavuje koncentrace 0,00397 mg.I™ .
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v

Nejnizsi  detekovatelna  koncentrace necistoty  (2-chlorfenyl)difenyl-
methanolu (LOD) za pouziti predkladané HPLC metody je 0,00086 mg.I™,
kvantitativni limit (LOQ) pfedstavuje koncentrace 0,00286 mg.l’l.
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Byla vypracovana a zvalidovana HPLC metoda na hodnoceni obsahu
clotrimazolu a pfislusnych necistot (2-chlorfenyl)difenylmethanolu a

imidazolu v ptipravku Clotrimazol spray 1 %.

Byla provedena reserSe na HPLC a ostatni metody hodnoceni clotrimazolu

a valida¢ni postupy.
Jako optimalni vinova délka pro detekci analyti byla vybrana A = 210 nm.

Optimalni slozeni mobilni faze pro analyzu ptipravku Clotrimazol spray
1 % bylo zvoleno acetonitril - voda upravené 85 % kyselinou fosfore¢nou
na pH 3,5 (v/v) 65:35.

Kolona byla vybrana ZORBAX® SB-PHENYL, 3,5 um, 4,6 X 75 mm,
Agilent Technologies.

Jako optimalni bylo zvoleno pH 3,5 mobilni faze. Pfi snizeni nebo zvySeni
pH dochéazelo k zdméné pozice pikli, zméné tvaru piki a meénil se Cas
analyzy v zavislosti na zmén€ ionizace jednotlivych latek vyvolanou

zménou pH.
Jako rychlost prutoku mobilni faze byla zvolena 0,5 ml/min.
Jako vnitini standard byl pouzit ibuprofen.

Bylo provedeno testovani vhodnosti chromatografického systému.
Utinnost kolony vyjadiena jako pocet teoretickych pater N byl > 900.
Faktor symetrie piku T byl < 1,2 a rozliSeni chromatografickych pika
bylo > 2,1. Opakovatelnost analyzy vyjadiena jako relativni odchylka Sg
byla < 1 %.

Pfesnost stanoveni latek vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka

sg byla < 1 %.

Spravnost stanoveni stanoveni vyjadfeni jako vytéZnost R; znamého
mnozstvi analytu ptidaného k placebu. Vytéznost se pohybovala v rozmezi

99,12 - 103,85 %.

Linearita byla testovana v rozmezi 50 - 150 % ocekavanych koncentraci
ucinné latky (clotrimazolu) a 10-100 % ocekavanych maximalnich

koncentraci  neCistot  (imidazolu,  (2-chlorfenyl)difenylmethanolu).
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Korelacni koeficient R byl pro ucinnou latku >0,9999 a pro
necistoty > 0,9996.

Selektivita byla dokumentaci separace vSech latek az na zékladni linii a

negativnim vysledkem placeba extrahovaného ¢istym rozpoustédlem.

Kolisani slozeni mobilni faze zvySenim podilu acetonitrilu negativné
ovliviiuje separaci pika. Jsou-li piky oddéleny neni jejich plocha zménami
podilu acetonitrilu ovlivnéna. Naopak zvysenim podilu vody se prodluzuje

Cas analyzy.

Roztoky standardii hodnocenych latek jsou stabilni po 72 hodinach pii

skladovani za snizené teploty, tak 1 pfi laboratorni teplotg.

Detekéni  limit (LOD) pro imidazol je 0,00119mg/l a
(2-chlorfenyl)difenylmethanol 0,00086 mg/l. Kvantifika¢ni limit (LOQ) je
pro imidazol 0,00397 mg/l a (2-chlorfenyl)difenylmethanol 0,00286 mg/I.

Metoda bude pouzita pro hodnoceni t€¢inné latky (clotrimazolu) a necistot
(imidazolu a (2-chlorfenyl)difenylmethanolu v jednotlivych Sarzich

ptipravku Clotrimazol HBF spray 1 %.
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