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Uvod

Klotrimazol je imidazolovy derivat s terapeutickym
uc¢inkem pii mykozach, ureny k mistnimu pouziti. Plisobi
na patogenni a podminéné patogenni houby rodu Candida,
Torulopsis, Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum,
Aspergillus, Nocardia a nékteré dalsi mikromycety'.

Na jeho stanoveni byla vyvinuta celd fada analytic-
kych postupi. Nejjednodussi je ptima spektrofotometrie
v UV oblasti®. Dalsi uzivanou metodou je kapilarni zoénova
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Obr. 1. Strukturni vzorec (a) Kklotrimazolu, (b) imidazolu
a(c) (2-chlorfenyl)difenylmethanolu6

Cena Merck

elektroforéza (CZE) s UV detekei’ . Nejéasté&ji pouZiva-
nou technikou pro stanoveni klotrimazolu, jeho necistot,
ale 1 pro soucasné stanoveni vice 1éCiv, je HPLC s UV
detekei®™’.

Cilem této prace bylo upravit podminky HPLC pro
soucasné stanoveni obsahu klotrimazolu a jeho degradac-
nich produkti — (2-chlorfenyl)difenylmethanolu a imida-
zolu — v pfipravku Clotrimazol spray 1 %. Uvedené latky
(obr. 1) maji vyrazné¢ odlisné hodnoty pK,, imidazol se
svym bazickym charakterem odliSuje od u€inné latky.

Predlozend prace byla zaméfena na vybér vhodné
chromatografické kolony, slozeni mobilni faze, jejtho pH
a vnitiniho standardu pro analyzu 1é¢ivého ptipravku obsa-
hujiciho lokaln¢ uzivané antimykotikum klotrimazol. Cel-
kem bylo testovano 7 chromatografickych kolon.

Experimentalni ¢ast
Ptistrojové vybaveni

Meéteni byla provadéna na HPLC sestavé Breeze,
ktera se skladala z gradientové pumpy Waters 1525, auto-
matického davkovace vzorkd Waters 717 Plus a dvoukana-
lového detektoru UV/VIS Waters 2487. Cely systém byl
fizen softwarem Breeze (Waters Corp., USA).

K vyvoji metody pro separaci analyzovanych latek
byly pouzity tyto kolony: Discovery HS F5, 150 x 4,6 mm,
velikost ¢astic 5 pm (Sigma-Aldrich); Chromolith” Perfor-
mance, RP-18¢, 100 x 3 mm (Merck); ZIC® HILIC, 50 x
2,1 mm, velikost ¢astic 3,5 um (SeQuant); XTerra® RP 18,
100 x 3 mm, velikost ¢astic 5 um (Waters); Discovery RP
Amide C 16, 250 x 3 mm, velikost ¢astic 5 um (Sigma-
Aldrich); Zorbax Extend-C18, 75 x 4,6 mm, velikost Castic
3,5 um (Agilent Techn.); Discovery ZR-PBD, 150 x 4,6
mm, velikost ¢astic 5 um (Sigma-Aldrich).

Pouzité chemikalie

Pro ptipravu roztoku standardid byly pouzity tyto che-
mikalie: klotrimazol, Amoli Organics Ltd, Mumbai, Indie
(obsah 100,12 %); (2-chlorofenyl)difenylmethanol, téhoz
vyrobce; imidazol ACS reagent, Sigma-Aldrich, Némecko,
pracovni standard; ibuprofen 98 % (GC), Sigma-Aldrich,
Némecko.

Pro ptipravu mobilni faze byly pouzity tyto chemika-
lie: ultracista voda, Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA); acetonitril pro chromatografii, Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Némecko a methanol pro chromatografii, Sig-
ma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko.

Na upravu pH mobilni fize byla pouzita kyselina
fosfore¢na, 85% p.a., Merck a amoniak — vodny roztok

* P. Zakova usp&$né prezentovala tuto praci v sout&zi O cenu firmy Merck 2008.
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25 %, Lachema, Neratovice.

Standardni roztok (50 mg klotrimazolu; 5 mg necis-
tot; 20 mg ibuprofenu) byl pfipraven rozpusténim piislus-
ného mnozstvi klotrimazolu, (2-chlorfenyl)difenylmetha-
nolu, imidazolu a ibuprofenu (vnitini standard) a doplné-
nim acetonitrilem do 100,00 ml.

Mobilni faze byla pfipravena z ultracist¢ vody, pH
bylo upraveno na pozadovanou hodnotu 5% kyselinou
fosfore¢nou, nebo 25% roztokem NH,OH. Vysledny roz-
tok byl ptefiltrovan pfes membranovy filtr 0,45 pm. Byla
pouzita polarni rozpoustédla acetonitril a methanol, ktera
maji vysokou Cistotu a jsou urcené pro kapalinovou chro-
matografii. Mobilni faze pro kolonu ZIC® HILIC byla
pfipravena zroztoku kyseliny octové (acetonitril/0,5 mM
kyselina octova 80:20), pH bylo upraveno vodnym amoni-
akem. Pomér vodné a organické slozky byl nastaven pfi
programovani HPLC pumpy.

Experimentalni podminky

Celkem bylo testovano 7 uvedenych chromatografic-
kych  kolon. VSechna méfeni byla provadéna
pfi laboratorni teploté, s vyjimkou testovani robustnosti.
Pro UV detekci byla zvolena vinova délka 210 nm.

Jako mobilni faze byla pouZita smés acetonitrilu
a vody v riznych pomérech a o rizném pH. Vyjimku tvorila
pouze kolona ZIC® HILIC, u které se jako mobilni fize
pouzivala smés acetonitrilu a 0,5 mM kyseliny octové.

Robustnost byla testovana na kolon€ Discovery ZR-
PBD (5 um, 150 x 4,6 mm) pfi poméru mobilni faze ace-
tonitril/voda 50:50. Priitok mobilni fize byl 1 ml min™'
a davkovany objem byl 3 pl.

Vysledky a diskuse
Vybér vhodné chromatografické kolony

Discovery HS F5

Pentafluorfenylpropyl kolony jsou vhodné svou reten-
ci a selektivitou zejména pro bazické a halogenované lat-
ky. Navazana faze na této koloné umoznuje separaci, ktera
je zpravidla odlisna od separace na C18, nicméné retencni
Casy jsou vétsinou stejné. Obecné jsou bazické latky zadr-
zovany na HS F5 vice nez na C18 (cit.'?).

Pti analyze byl klotrimazol zadrzovan na koloné,
a proto tato kolona za uvedenych podminek (mobilni faze:
acetonitril — voda 65:35, pH 3,45) neni vhodn4 pro separa-
ci klotrimazolu od ostatnich analyzovanych latek (obr. 2).

Chromolith® Performance, RP-18e

Tato kolona neni plnéna tradi¢nimi ¢4sticemi oxidu
kfemicitého. Je tvorena blokem oxidu kiemicitého, ktery je
pokryt n-alkylovymi fetézci. Porovitost je vétsi nez 80 %.
Makropory snizuji zpétny tlak kolony, tim dovoluji pouzit
vy$si prutok, a proto znacné klesa doba analyzy. Mesopory
tvofi porovitou strukturu a poskytuji velkou aktivni plochu
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Obr. 2. Chromatogram standardniho roztoku pii pouZiti mo-
bilni faze acetonitril — voda 65:35 (pH vodné slozky upraveno
na 3,45 5% kyselinou fosforeénou), pti prutoku mobilni faze
0,5 ml min™', kolona Discovery HS F5 (5 um, 150 x 4,6 mm)
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Obr. 3. Chromatogram standardniho roztoku p¥i pouZziti mo-
bilni faze methanol — voda 65:35 (pH vodné slozky upraveno na
3,2 5% kyselinou fosfore¢nou). Prittok mobilni fize 2,5 ml min™,
Chromolith® Performance, RP-18¢ (100 x 3 mm)

pro efektivni separaci. Monolitni kolona mé4 ve srovnani
s kolonami o velikosti ¢astic 5 um a stejné délce Ctytikrat
niz§i zpétny tlak. RozliSeni pikl zlstava prakticky nezme-
néné'".

Chromatogramy vykazovaly symetrické a uzké piky
analyzovanych latek, analyza do pH 3,45 nebyla vyrazné
z4visla na zménach pH. Imidazol mél velmi kratky retenc-
ni Cas, pfi kterém by mohlo dochédzet k interferencim
s pikem odpovidajicim mrtvému ¢asu a naslednému ovliv-
néni vysledkt analyz slozkami matrice vzorku (obr. 3).

Pfi pouziti mobilni fize methanol — voda se mirné
prodlouzil retenéni ¢as imidazolu, ale ne natolik, aby se ho
podatilo uplné oddelit od mrtvého Casu.
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ZIC® HILIC

Kolona ZIC® HILIC je vhodna volba pro separaci
polarnich a hydrofilnich slouc¢enin. Analyty jako aminoky-
seliny, peptidy, sacharidy, rostlinné extrakty a rizné polar-
ni slouceniny maji obecné silnou retenci na této koloné.
Stacionarni faze je pevné zakotvend na pdrovitém oxidu
kfemicitém. Separace je dosazeno hydrofilnim dé€licim
mechanismem znasobenym slabymi elektrostatickymi
interakcemi. Typickd mobilni faze obsahuje vysoky podil
organickych rozpoustédel (napf. acetonitril) smisenych
s pufrem'?.

Byla proméfena rizna pH a rizné poméry mobilnich
fazi, ale ani na této koloné se nepodatilo smés rozd¢lit.

XTerra® RP 18

Tato kolona byla pfipravena novou metodou syntézy
hybridu, ktery obsahuje jak anorganické (napf. silikagel),
tak organické (napf. organosiloxany) elementy, a poskytu-
je tedy vyhody obou téchto materiali. Vysledkem je sor-
bent s minimaln¢ o 1/3 niz§im obsahem volnych silanolo-
vych skupin. Tato skutecnost zarucuje symetrické piky
bazickych sloucenin. Sorbent je dlouhodob¢ pouzitelny pii
pH 1-12 (cit.").

Pti pH vodné slozky 7,25 a poméru organické
(acetonitril) a vodné slozky 65:35 byly ziskany symetrické
tvary pikil (obr. 4). Analyza trvala 2 minuty, ale pfi stej-
ném retenénim case eluoval imidazol, ibuprofen a jodid
draselny, ktery se pouziva k identifikaci mrtvého objemu
kolony. Pfi pouziti mobilni faze o pH vodné slozky 11
a poméru organické a vodné slozky 65:35 se podatilo roz-
delit ibuprofen a imidazol, ale ptiblizily se piky klotrima-
zolu k (2-chlorfenyl)difenylmethanolu, coz zhorsilo jejich
rozliSeni.
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Obr. 4. Chromatogram standardniho roztoku p¥i pouZiti mo-
bilni faze acetonitril — voda 65:35 (pH vodné slozky upraveno na
7,25 5% kyselinou fosfore¢nou). Pritok mobilni faze 1 ml min™",
XTerra® RP 18 (5 pm, 100 x 3 mm)
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Discovery RP Amide C 16

Polarni amidova skupina v stacionarni fazi poskytuje
mensi retenci a vySS8i selektivitu ve srovnani s kolonou
C18, je totiz mén¢ hydrofobni nez klasické faze C18. Ko-
lona Discovery RP Amide C 16 vynikd velmi dobrou se-
lektivitou, reprodukovatelnosti, dostate¢nou retenci a rozli-
Senim pro polarni analyty i dlouhou Zivotnosti'.

Pti pouziti mobilni faze o pH vodné slozky 3 a 3,5
a pomeéru organické a vodné slozky 65:35 se déli imidazol
a klotrimazol jen neuplné. Pii pH 3,8 a vySSim se piky
nim cCase, kdy je pravdépodobna interference s mrtvym
objemem kolony.

Zorbax Extend-CI18

Kolony Zorbax Extend-C18 jsou vhodné diky dvojité
vazanému muistku mezi skupinami C18. Tento typ sorben-
tu umoznuje praci i pii velmi vysokém pH, protoZe bazic-
ké slouc¢eniny nemohou interagovat se silikagelem. Mobil-
ni faze pti vys$s§im pH obsahuji napt. triethylamin, pyrroli-
din, glycin nebo vodny amoniak. Kolony jsou vhodné pro
bazické slou€eniny, jsou U€innéjsi nez n€které polymerni
kolony a vykazuji lepsi tvar piki'’.

Pti pouZiti mobilni fdze o pH vodné slozky 3 a 3,5
a poméru organické a vodné slozky 65:35 se rozdéli imida-
zol a klotrimazol jen netpln€ (obr. 5). Pii pH 4 a vy$§im
ionizuje ibuprofen a zkracuje se retencni Cas, ktery je stej-
ny jako reten¢ni Cas imidazolu. Ani pfi pH 11 se nedafi
oddélit imidazol. Imidazol eluuje pfi nizkém retenénim
Case, kdy interferuje s mrtvym Casem.

Discovery ZR-PBD

Oxid zirkonicity Ize ziskat i ve form¢ monodisperz-
nich poréznich kulovych c¢éstecek. Kolony plnéné touto
fazi vykazuji srovnatelnou ucinnost s kolonami silikagelo-
vymi. Nejveétsi vyhodou oxidu zirkonicitého je jeho che-
micka a tepelna stabilita: je staly v celém rozsahu pH pfi
vysokém tlaku a teplot¢ az do 200 °C. HPLC kolony
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Obr. 5. Chromatogram standardniho roztoku p¥i pouziti mo-
bilni faze acetonitril — voda 65:35 (pH vodné slozky upraveno
na 3,5 5% kyselinou fosfore¢nou). Priitok mobilni faze 1 ml min™',
Zorbax Extend-C18 (3,5 pm, 75 x 4,6 mm)
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Obr. 6. Chromatogram standardniho roztoku pii pouZiti mo-
bilni faze acetonitril — voda 50:50 (pH vodné slozky upraveno
na 9,5 vodnym 25% amoniakem). Prittok mobilni faze 1 ml min™",
kolona Discovery ZR-PBD (5 pm, 150 x 4,6 mm)

s ZrO, mohou byt pouzity za extrémnich podminek a maji
delsi Zivotnost. Tim se také sniZuje cena za analyzu a roz-
Sifuji se moznosti pouziti riznych chromatografickych
podminek. Povrch oxidu zirkoni€itého se modifikuje ten-
kou vrstvou polybutadienu'®.

Separace probihd na obracenych fazich, jeho iontovy-
meénnd chromatografie pii pH od 1 do 13. Vyznamny roz-
dil mezi Discovery Zr-PBD a C18 kolonou je ten, Ze na
koloné¢ s ZrO, miZze byt pouzito bazické mobilni faze
a zvySené teploty. Za téchto podminek maji bazické slou-
&eniny lepsi tvar pikd (jsou ostré a symetrické)'”.

Pti pouziti mobilni faze o pH vodné slozky 3 a 3,5 se
nepodatilo oddélit pik klotrimazolu od pikd necistot. Pii
pH 5 se piky klotrimazolu a (2-chlorfenyl)difenyl-
methanolu rozsitily a pii pH 9 pak rozdélily; pik imidazo-
lu se ¢astecné oddélil. Pti pH 11 se jiz vSechny piky doko-
nale rozdé@lily. Za téchto podminek byla tedy provedena
konecna validace metody (obr. 6).

Vybér vnitiniho standardu

Vramci vybéru vnitiniho standardu bylo testovano
20 rliznych latek, vétSinou léCiv, ze kterych pouze dvé
odpovidaly pozadavkiim analyzy — byly dokonale separo-
vany od mrtvého objemu kolony a ostatnich analyzova-
nych latek a jejich retencni Casy pfiliS neprodluzovaly
analyzu. Vybranymi standardy byly verapamil a ibuprofen.
Jejich praktické vyuziti bylo otestovano validaénim para-
metrem — robustnosti. Timto postupem bylo zjisténo, ze uz
mald zména pH mobilni faze vede k velkému posunu re-
tencniho Casu verapamilu, zatimco retencni ¢asy ibuprofe-
nu jsou stabilngjsi. Proto byl nakonec vybran jako vnitini
standard ibuprofen. Hodnoty ziskané v testu robustnosti
jsou uvedeny v nasledujicim oddile.
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Tabulka I
Nalezené optimalni podminky pro stanoveni klotrimazolu
s pouzitim ibuprofenu jako vnitiniho standardu

Mobilni faze acetonitril-voda (50:50), pH vodné

slozky upraveno 25% amoniakem

na9,7

Kolona Discovery ZR-PBD, 5 um,
150 x 4,6 mm

Pritok Fm 1 ml min™"

Vlnova délka A 210 nm

Dévkovany objem 3 ul

Teplota laboratorni

Vnitini standard Ibuprofen

Testovani robustnosti

Robustnost byla testovana pro roztok standardi
s vnitinim standardem ibuprofenem. Byl sledovan vliv
zmény pH mobilni faze v oblasti 9,2—11.

Retencni Cas ibuprofenu se pohyboval v rozmezi 1,37—
1,15 min, imidazolu 2,74—1,73 min, klotrimazolu 2,95-2,67
min a (2-chlorfenyl)difenylmethanolu 3,91-3,63 min.
Se stoupajicim pH vodné slozky mobilni faze (v uvedené
oblasti) se snizovaly reten¢ni Casy vSech pikd v disledku
zvySené ionizace. Déle byl testovan vliv pH na plochu
jednotlivych pikl, zmény se pohybovaly v rozmezi 91,04
az 104,49 %.

V poslednim testu byl sledovan vliv zvySené pracovni
teploty v rozmezi 25-60 °C, zména plochy piki stanovo-
vanych latek se pohybovala od 96,24 do 100,00 %, ve
srovnani s pouZivanou laboratorni teplotou. Pfi zvySené
teploté¢ se analyzy zkracuji. Zmény v retenCnich Casech
byly nasledujici: 1,73—-1,69 min pro imidazol, 2,75-2,44
min pro klotrimazol a 3,76-3,25 min pro (2-chlorfenyl)
difenylmethanol.

Vysledky ukazuji pouze malou zménu retencnich
Cast a ploch piki a tim prokazuji vysokou robustnost pre-
zentované metody, ktera je pozadovana pii rutinnim vyuzi-
ti pro stanoveni klotrimazolu v uvedeném ptipravku.

Zavér

Byla vypracovana metoda HPLC pro hodnoceni obsa-
hu klotrimazolu a jeho degrada¢nich produktii (2-chlor-
fenyl)difenylmethanolu a imidazolu v pfipravku Clotrima-
zol spray 1 %. Optimalni podminky jsou uvedeny v tab. I.

Tento vyzkum byl financné podporovan vyzkumnym
zameérem MSM 0021620822.
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Hradec Kradlové): Optimization of HPLC Determination
of Clotrimazole

A HPLC method for the determination of clotrima-
zole and its degradation products. (2-chlorophenyl)
diphenylmethanol and imidazole, in Clotrimazol spray
1 % was developed.

The development was focused on the selection of an
optimal column, composition and pH of the mobile
phase, and internal standard. A Discovery ZR-PBD
column (5 um, 150 x 4.6 mm) and spectrophotometric
detection at 210 nm were selected. The optimal mobile
phase was aqueous acetonitrile 1:1 (pH 9.7). The optimal
injection volume and flow-rate were 3 pl and 1 ml min™',
respectively. On the basis of robustness tests, ibuprofen
was used as the internal standard. The analysis time was
less than 4.5 min.
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