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Development of the method for the pharmaceutical availability testing 
of clotrimazole from multiphase semi-solid vaginal dosage forms

Introduction. The intravaginal drug administration enables treatment 
of the local and systemic diseases. The anatomy and physiology of 
a vagina provide several difficulties for drug technologists due to 
the small amount and continuous production of vaginal discharge, 
especially in the case of lipophilic drugs often characterized by 
insufficient solubility. The application of poorly soluble drug substances 
in the form of nanoemulsions improves their availability. However, in 
the case of nanoemulsion-based vaginal dosage forms, no standardized 
methods have been defined for testing the amount of a drug released 
from encapsulated form.
Aim of the study. Comparison and development of a method for testing 
the availability of active pharmaceutical substances from vaginal 
nanoemulsion-based drug forms.
Materials and methods. The nanoemulsion and reference products 
(cream and suspension) were placed in a dialysis bag separating them 
from the acceptor medium. The changes in the concentration of 
the free fraction of the model active substance – clotrimazole were 
assessed. The experiments were performed using 2 static methods 
of different mixing method (magnetic stirring and USP apparatus III) 
and 2 dynamic methods including the flow of the medium through 
the flow-through cell at 2 mL/min and 2 mL/h. The experiments were 
conducted for 5 h.
Results. Incomplete release of the active pharmaceutical ingredient 
was observed for all tested formulations over the experiment. Despite 
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Przedmiot badań

Dopochwowe podanie umożliwia precyzyjne 
miejscowe leczenie zakażeń bakteryjnych, grzy-
biczych i wirusowych, jak również może być 
wykorzystane do systemowego podawania leków 
z pominięciem krążenia wątrobowego [1–5]. Jed-
nakże, opracowanie dopochwowych formulacji 
stanowi trudność z uwagi na fizjologiczne uwa-
runkowania miejsca podania. Pierwszą trudno-
ścią tej drogi podania jest niewielka ilość wydzie-
liny pochwowej obecna w świetle pochwy, 
wynosząca około 2 mL, i ograniczająca rozpusz-
czanie substancji leczniczych, kolejną trudnością 
jest klirens tej wydzieliny w ilości do 6 mL/24 h, 
co jest przyczyną krótkiego czasu kontaktu leku 
z błoną śluzową i może wpływać na ograniczenie 
czasu przebywania substancji leczniczej w miej-
scu podania [6–8].

Formulacje dopochwowe oparte na nano-
emulsjach stanowią dynamicznie rozwijający 
się dział technologii postaci leków dopochwo-
wych. Zastosowanie nanoemulsji w tej drodze 
podania dostarcza korzyści, takich jak: a) moż-
liwość jednoczesnego podania leków lipofilo-
wych i hydrofilowych, b) zwiększoną adhezji do 
błony śluzowej pochwy, c) możliwości dostoso-
wania wielkości fazy rozproszonej do potrzeb 

the delivery of a fresh portion of the medium, low concentrations of 
the free clotrimazole fraction were observed for both flow-through 
methods i.e., a maximum of about 7.5% of the dose for the 2 mL/min 
flow rate and 5% for the 2 mL/h flow rate. In stationary methods, 
the maximum recorded concentrations of the free fraction of the 
drug corresponded to approx. 25% of the initial amount. For the pilot 
stationary method, high standard deviations (SD) were observed, 
which affected the low discriminatory properties of the method. The 
method based on the reciprocating cylinder dissolution apparatus 
provided results exhibiting smaller SD and more significant differences 
between the tested formulations. The highest concentrations among 
the evaluated formulations were observed for nanoemulsion or 
nanoemulsion and suspension, depending on the used test technique. 
Significantly lower doses of the drug were released from the cream in 
almost every test.
Conclusions. The selection of the method used to assess the 
pharmaceutical availability of an active pharmaceutical ingredient has 
a crucial impact on the release profiles obtained. The stationary method 
using a reciprocating cylinder apparatus (USP apparatus III) had the 
highest measurement precision and provided the most discriminatory 
results.

Keywords: dissolution, dosage forms, vagina, nanoemulsion, 
clotrimazole.
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terapeutycznych związanych z przenikaniem 
przez warstwy wydzieliny pochwowej i warstw 
ściany pochwy [9].

Pomimo dużego zainteresowania postacią 
leku, wciąż brakuje usystematyzowanych metod 
pozwalających testować dostępność farmaceu-
tyczną leku z postaci emulsyjnych w dopochwo-
wym podaniu leku. Dotychczasowe rekomendacje 
Food and Drug Administration (FDA) oraz komi-
tetu United States Pharmacopeia (USP) określają 
metody badawcze głównie dla tabletek i krąż-
ków dopochwowych obejmujące wykorzystanie 
urządzeń farmakopealnych, takich jak aparaty 
koszyczkowe, łopatkowe, aparat USP typu VII, lub 
metod niekonwencjonalnych, takich jak wytrzą-
sarki i inkubatory [10–13]. Modele farmakopealne 
znajdują zastosowanie w przemyśle farmaceutycz-
nym jako narzędzia służące do porównania tech-
nologii, jednak nie są w stanie symulować warun-
ków fizjologicznych. Kale et al. podjęli starania 
w celu zaadaptowania modelu Setnikar i Fantelli 
do prowadzenia badań dostępności farmaceu-
tycznej postaci dopochwowych w skali zbliżonej 
do warunków fizjologicznych [14, 15]. Model ten 
nie znajduje zastosowania w badaniu formulacji 
emulsyjnych. Oddzielenie postaci leku od medium 
akceptorowego za pomocą błony półprzepuszczal-
nej, pozwala na oznaczanie wolnej frakcji leku nie-
związanej z fazą lipofilową nanoemulsji, co wydaje 
się istotne z punktu widzenia skuteczności lecze-
nia [16, 17].

Cel pracy

Celem pracy jest opracowanie metody badania 
dostępności farmaceutycznej substancji czyn-
nej (ang. Active Pharmaceutical Ingredient, 
API) z dopochwowych wielofazowych postaci 
na bazie emulsyjnej, tj. kinetyki przechodze-
nia leku do fazy wodnej z fazy olejowej, w której 
jest związany. Jako substancję czynną zastoso-
wano clotrimazolum (CLT), w przypadku klasy-
fikacji BCS dotyczącej doustnego podania leków, 
zaliczaną do grupy BCS II, cechującej się niską 
rozpuszczalnością i wysoką przenikalnością. Do 
badań wykorzystano nanoemulsję własnej recep-
tury, będącą przedmiotem zgłoszenia patento-
wego [18].

Pożądana metoda badania dostępności far-
maceutycznej powinna zapewniać warunki dys-
kryminujące dla 3 badanych formulacji – nano-
emulsji zawierającej clotrimazolum (NE-CLT), 
zawiesiny i komercyjnego produktu referen-
cyjnego (kremu), jednocześnie zapewniając 
warunki zbliżone do fizjologicznych. W tym 
celu przeprowadzono badania z wykorzysta-
niem dwóch metod stacjonarnych i dwóch metod 
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Tabela 1. Skład nanoemulsji zawierającej clotrimazolum.
Table 1. Composition of nanoemulsion loaded with clotrimazole.

Składnik Zawartość [% w/w]

Clotrimazolum 1,0

Olej rzepakowy 20,0

Kwas mlekowy 0,6

Pluronic F-68 16,0

PEG 200 6,6

Span 80 4,0

Woda do HPLC 51,8

przepływowych z wykorzystaniem aparatury 
opisanej w Farmakopei, jak również metod nie-
konwencjonalnych.

Materiały i metody

Materiały
W badaniach przeprowadzonych w ramach 

niniejszej pracy zastosowano następujące mate-
riały i odczynniki chemiczne: clotrimazolum 
(CLT) Pol-Aura (Różanowo, Polska); olej rzepa-
kowy Bunge Polska Sp. z o.o. (Kruszwica, Poland); 
90% kwas mlekowy, poloxamer 188 (Pluro-
nic F-68) Pol-Aura (Różanowo, Polska); poloxa-
mer 407 (Pluronic F-127), glikol polietylenowy 
200 (PEG200), monooleinian sorbitanu (Span 80) 
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA lub Steinheim, 
Niemcy).

Acetonitryl HPLC gradient (ACN) z S.Witko 
(Łódź, Polska). Diwodorofosforan (V) potasu 
(KH2PO4) Chempur (Piekary Śląskie, Polska). 
Wodę do HPLC (< 0,05 µS/cm) użytą do przygo-
towania formulacji i wszystkich eksperymentów 
wyprodukowano w laboratorium z wykorzysta-
niem urządzenia Hydrolab Ultra UV (Hydrolab Sp 
z o.o., Straszyn, Polska).

Wszystkie zastosowane odczynniki chemiczne 
były klasy „czysty do analizy”.

Komercyjny produkt referencyjny 1% krem 
z CLT, MycoHydralin (Bayer Healthcare, Loos, 
Francja) zakupiono w lokalnej aptece ogólnodo-
stępnej we Francji.

Metody
Otrzymywanie nanoemulsji 
zawierającej clotrimazolum do badań
W celu przygotowania nanoemulsji prze-

pisaną ilość oleju rzepakowego, Spanu 80 i PEG 
200 wymieszano wstępnie korzystając z miesza-
dła magnetycznego. Następnie, wskazaną ilość 
substancji czynnej rozpuszczono w uprzed-
nio podgrzanej frakcji lipofilowej, po czym kro-
plami wprowadzono roztwór Poloxameru 
188 i kwasu mlekowego. Uzyskaną makroemul-
sję pozostawiono na 24 h do ustabilizowania, 
mieszając z wykorzystaniem mieszadła magne-
tycznego. Formulację poddano homogeniza-
cji z wykorzystaniem homogenizatora szybko-
obrotowego (PRO250, PRO Scientific Inc., Oxford, 
USA; 13 000 ± 200 obr./min, 10 min), następ-
nie dwóm cyklom homogenizacji wysokoci-
śnieniowej (GEA PandaPLUS 2000, GEA Mecha-
nical Equipment Italia S.p.A, Parma, Włochy;  
1300 ± 100 bar).

Skład formulacji nanoemulsji zawierają-
cej clotrimazolum (NE-CLT) przedstawiono  
w tabeli 1.

Pomiar wielkości kropli oleju, 
współczynnika polidyspersyjności, 
potencjału zeta, pH i osmolalności
Otrzymaną formulację poddano badaniu na 

analizatorze wielkości cząstek Zetasizer Nano-ZS 
ZEN3600 (Malvern Instruments Ltd., Worcester-
shire, UK) metodą dyfrakcji laserowej (ang. DLS - 
Dynamic Light Scattering) i elektroforetycznego 
rozpraszania światła (ang. ELS - Electrophoretic 
light scattering), wykorzystując ustawienie lasera 
pod kątem 173º. Badanie przeprowadzono w tem-
peraturze 25 ± 0,1ºC. Badaną nanoemulsję rozcień-
czono 50-krotnie w wodzie do HPLC. Zmierzono 
średnią średnicę kropli oleju (ang. z-average), 
współczynnik polidyspersyjności (ang. Polydi-
spersity index, PDI) i wartość potencjału zeta 
(ang. z-potential).

Pomiar pH przeprowadzono za pomocą 
pH-metru Mettler Toledo SevenMulti S40 
( Mettler-Toledo LLC, Columbus, USA) wyposażo-
nego w elektrodę szklaną.

Pomiar osmolalności wykonano z użyciem 
Micro-osmometru Loeser TYP 6 (Loeser Messtech-
nik, Berlin, Germany). Próbki rozcieńczono dwu-
krotnie przed pomiarem osmolalności.

Wszystkie pomiary przeprowadzono w 3 po w-
tórzeniach.

Przygotowanie zawiesiny z CLT
Zawiesinę CLT, jako jedną z formulacji refe-

rencyjnych, przygotowano poprzez zawieszenie 
zmikronizowanej substancji czynnej w wodzie 
do HPLC. Dla przygotowania 100 g zawiesiny 
odważono 1,0 g CLT, który następnie wpro-
wadzono do 99,0 g wody do HPLC. Mieszaninę 
poddano intensywnemu wytrząsaniu przez 
15 minut do pokonania napięcia powierzchnio-
wego. Zawiesinę wstępnie wymieszano na mie-
szadle magnetycznym przez 10 min z prędkością 
350–500 obr./min. Następnie, zawiesinę pod-
dano sonikacji przez 15 min i pozostawiono na 
noc na mieszadle magnetycznym, utrzymując  
350–500 obr./min.
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Badanie zmiany stężenia  
wolnej frakcji CLT z nanoemulsji 
i formulacji referencyjnych – 
pilotażowa metoda stacjonarna 
z wykorzystaniem mieszadła 
magnetycznego
Badanie zmiany stężenia wolnej frakcji CLT 

z nanoemulsji metodą stacjonarną zostało prze-
prowadzone z wykorzystaniem aparatury skła-
dającej się z łaźni wodnej (Erweka GmbH, Langen, 
Niemcy), w której zanurzono szklane naczy-
nia (zlewki) o cylindrycznym kształcie (Erweka 
GmbH, Langen, Niemcy). Jako medium akcepto-
rowe zastosowano 50 mM bufor fosforanowy o pH 
3,5. 300 mL medium umieszczono w szklanych 
naczyniach i termostatowano w warunkach 37ºC, 
jednocześnie mieszając przy prędkości 100 obr./
min z wykorzystaniem wielostanowiskowego 
mieszadła magnetycznego. Badanie przepro-
wadzono dla 3 formulacji, tj. nanoemulsji z CLT 
( NE-CLT), 1% zawiesiny i kremu MycoHydralin. 
Dla oddzielenia frakcji CLT związanej w formula-
cji od wolnego CLT wykorzystano worki dializa-
cyjne Servapor, wykonane z regenerowanej celu-
lozy o wartości odcięcia masy cząsteczkowej do 
12 000 Da i porach o średnicy 2,5 nm. Dla ujed-
nolicenia postępowania do badań przyjęto długość 
worka dializacyjnego wynoszącą 7 cm przy śred-
nicy 16 mm. Błony kondycjonowano w medium 
przez 1 h przed badaniem. Do worka dializacyj-
nego wprowadzano po 5 mL badanych prepara-
tów (formulacji nanoemulsji, zawiesiny i kremu 
z CLT). Worki dializacyjne zostały zabezpieczone 
na obu końcach klipsami, które utrzymywały 
badane formulacje w medium w pozycji werty-
kalnej. Badanie prowadzono przez 5 h, pobiera-
jąc próbki co 30 min. Objętość pojedynczej próbki 
ustalono na 5 mL, którą każdorazowo zastępo-
wano jednakową objętością świeżego medium. 
Pobrane próbki rozcieńczano 1:1 z ACN celem 
zapewnienia odpowiedniej stabilności, filtro-
wano przez filtry strzykawkowe z regenerowanej 
celulozy (25 mm; 0,22 μm) i analizowano metodą 
HPLC opisaną w rozdziale Oznaczanie stężenia 
CLT metodą RP-HPLC.

Badanie zmiany stężenia  
wolnej frakcji CLT z nanoemulsji 
i formulacji referencyjnych – 
metoda stacjonarna z wykorzystaniem 
aparatu USP III
Badanie zmiany stężenia wolnej frakcji CLT 

z nanoemulsji i produktów referencyjnych 
metodą stacjonarną zostało również przeprowa-
dzone z wykorzystaniem aparatu z ruchomym 
cylindrem, znanym również jako aparat typu III 
według USP [19, 20]. W tym celu zastosowano 

aparat Varian Bio-Dis Dissolution System z pompą 
VK 750D (Varian Inc., Weston Parkway, Cary, 
USA). Jako medium akceptorowe zastosowano 
50 mM bufor fosforanowy o pH 3,5. W szklanych 
cylindrycznych zlewkach o pojemności 300 mL 
umieszczono 200 mL medium i termostatowano 
w warunkach 37ºC. Celem oddzielenia formu-
lacji od medium akceptorowego wykorzystano 
worki dializacyjne opisane w rozdziale Bada-
nie zmiany stężenia wolnej frakcji CLT z nano-
emulsji i formulacji referencyjnych – pilotażowa 
metoda stacjonarna z wykorzystaniem miesza-
dła magnetycznego. Z uwagi na mniejszy roz-
miar komórki objętość pojedynczej próbki zre-
dukowano do 2 mL. Badanie przeprowadzono dla 
3 formulacji, tj. nanoemulsji z CLT, 1% zawiesiny 
i kremu MycoHydralin. Prędkość ruchu posuwi-
stego cylindrów zawierających formulacje usta-
lono na 5 zanurzeń na minutę celem zapewnienia 
odpowiedniego mieszania próbek. Badanie pro-
wadzono przez 5 h, pobierając próbki co 30 min. 
Próbki przygotowano do analizy zgodnie z metodą 
opisaną w rozdziale Badanie zmiany stężenia 
wolnej frakcji CLT z nanoemulsji i formulacji 
referencyjnych – pilotażowa metoda stacjonarna 
z wykorzystaniem mieszadła magnetycznego.

Badanie zmiany stężenia  
wolnej frakcji CLT z nanoemulsji 
i formulacji referencyjnych – metoda 
przepływowa z wykorzystaniem 
aparatu USP IV
Badanie zmiany stężenia wolnej frakcji CLT 

z nanoemulsji i produktów referencyjnych metodą 
dynamiczną, przepływową zostało przeprowa-
dzone z wykorzystaniem aparatu przepływowego 
(znananego również jako USP apparatus IV). 
Zestaw składał się z celki przepływowej o pojem-
ności 22,6 mL (CE 1, Sotax AG, Basel, Szwajca-
ria) i pompy tłokowej (CY 7-50, Sotax AG, Basel, 
Szwajcaria). Jako medium akceptorowe zastoso-
wano 50 mM bufor fosforanowy o pH 3,5. Pojem-
ność rzeczywistą celki pomiarowej, uwzględnia-
jącą objętość zajmowaną przez złoże szklanych 
kulek, ustalono na 18 mL. Badanie prowadzono 
w układzie otwartym. Przepływ medium ustalono 
na 2 mL/min, które stanowiło najmniejszą pręd-
kość przepływu medium gwarantującą stabilną 
pracę pompy tłokowej. Celki przepływowe ter-
mostatowano w warunkach 37ºC. Celem oddzie-
lenia formulacji od medium akceptorowego wyko-
rzystano worki dializacyjne opisane w rozdziale 
Badanie zmiany stężenia wolnej frakcji CLT 
z nanoemulsji i formulacji referencyjnych – pilo-
tażowa metoda stacjonarna z wykorzystaniem 
mieszadła magnetycznego. Z uwagi na rozmiar 
celki objętość pojedynczej próbki zredukowano 
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do 2 mL. Badanie przeprowadzono dla 3 formu-
lacji tj., nanoemulsji z CLT, 1% zawiesiny i kremu 
MycoHydralin. Badanie prowadzono przez 5 h. 
Próbki pobierano co 10 min przez 1 h ekspery-
mentu, następnie co 30 min do końca testu. Próbki 
przygotowano do analizy zgodnie z metodą opi-
saną w rozdziale Badanie zmiany stężenia wolnej 
frakcji CLT z nanoemulsji i formulacji referencyj-
nych – pilotażowa metoda stacjonarna z wyko-
rzystaniem mieszadła magnetycznego.

Badanie zmiany stężenia  
wolnej frakcji CLT z nanoemulsji 
i formulacji referencyjnych – metoda 
przepływowa z wykorzystaniem 
aparatu USP IV i pompy  
strzykawkowej
Badanie zmiany stężenia wolnej frakcji CLT 

z nanoemulsji i produktów referencyjnych metodą 
dynamiczną, przepływową zostało przeprowa-
dzone z wykorzystaniem celki przepływowej 
o pojemności 22,6 mL (CE 1, Sotax AG, Basel, 
Szwajcaria), wchodzącej w skład aparatu przepły-
wowego (USP apparatus IV), oraz pompy strzy-
kawkowej (PhD2000 Infusion, Harvard Apparatus, 
Holliston MA, USA) [19, 20]. Jako medium akcep-
torowe zastosowano 50 mM bufor fosforanowy 
o pH 3,5. Rezerwuar medium akceptorowego sta-
nowiły strzykawki o pojemności 30 mL. Pojem-
ność rzeczywistą celki pomiarowej, uwzględnia-
jącą objętość zajmowaną przez złoże szklanych 
kulek, ustalono na 18 mL. Przepływ medium 
ustalono na 2 mL/h, które stanowiło najmniej-
szą prędkość przepływu medium gwarantującą 
stabilną pracę pompy tłokowej. Celki przepły-
wowe termostatowano w warunkach 37ºC. Celem 
oddzielenia formulacji od medium akceptorowego 
wykorzystano worki dializacyjne opisane w roz-
dziale Badanie zmiany stężenia wolnej frakcji 
CLT z nanoemulsji i formulacji referencyjnych 
– pilotażowa metoda stacjonarna z wykorzy-
staniem mieszadła magnetycznego. Z uwagi na 
rozmiar celki objętość pojedynczej próbki zredu-
kowano do 2 mL. Badanie przeprowadzono dla 
3 formulacji, tj. nanoemulsji z CLT, 1% zawiesiny 
i kremu MycoHydralin. Badanie prowadzono przez 
5 h, pobierając próbki co 60 min. Próbki przygoto-
wano do analizy zgodnie z metodą opisaną w roz-
dziale Badanie zmiany stężenia wolnej frakcji 
CLT z nanoemulsji i formulacji referencyjnych – 
pilotażowa metoda stacjonarna z wykorzysta-
niem mieszadła magnetycznego.

Oznaczanie stężenia CLT 
metodą RP-HPLC
Oznaczanie stężenia CLT przeprowadzono za 

pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

w układzie faz odwróconych (ang. Reversed phase 
– High-Performance Liquid Chromatography, 
RP-HPLC) z wykorzystaniem aparatu Shima-
dzu LC-2050C (Shimadzu U.S.A Manufacturing 
Inc., Canby, USA), wyposażonego w detektor typu 
DAD (ang. Diode Array Detector). Zastosowano 
kolumnę chromatograficzną Gemini C18 o wymia-
rach 150 mm x 4,6 mm, 3 μm. Badanie prowadzono 
w warunkach elucji izokratycznej z użyciem fazy 
ruchomej składającej się z acetonitrylu i 20 mM 
buforu fosforanowego o pH 6,8 w stosunku 60: 40 
(v/v). Prędkość przepływu wynosiła 1,5 mL/min. 
Objętość nastrzyknięcia ustalono na 20 μL. Detek-
cję CLT prowadzono przy długości fali wynoszącej 
265 nm. Czas retencji wynosił ok. 5 min. W zakre-
sie stężeń 2–300 μg/mL uzyskano liniowy zakres 
detekcji o współczynniku R2 = 0,999.

Analiza statystyczna
Wszystkie analizy przeprowadzono w 3 pomia-

rach. Zostały dla nich obliczone odchylenia stan-
dardowe (SD). Dokonano analizy statystycznej 
wyników za pomocą metody analizy warian-
cji (ANOVA) dla poziomu ufności 95%. Obliczeń 
dokonano korzystając z wbudowanego narzędzia 
„Analiza danych” w oprogramowaniu Microsoft 
Excel.

Wyniki

Pomiar średniej wielkości  
kropli oleju, potencjału zeta 
i współczynnika polidyspersyjności
Na podstawie przeprowadzonych pomiarów 

uzyskano średnią wielkość kropli oleju (z-average) 
wynoszącą 55,49 ± 0,44 nm, współczynnik poli-
dyspersyjności (PDI) – 0,159 ± 0,009 oraz poten-
cjał zeta (z-potential) wynoszący 19,70 ± 1,50 mV. 
Średnia wartość pH badanej nanoemulsji wynosiła 
4,06 ± 0,05, natomiast osmolalność zmierzono na 
poziomie 852 ± 17 mOsm/kg.

Wyniki badania zmiany kumulowanych 
ilości wolnej frakcji CLT w funkcji czasu 
– pilotażowa metoda stacjonarna 
z wykorzystaniem mieszadła 
magnetycznego
Wyniki uzyskanych profili zmiany kumulowa-

nych ilości wolnej frakcji leku w czasie z postaci 
związanej z formulacją przedstawiono na ryci-
nie 1. Obserwowane profile wskazują na niepełne 
uwolnienie wolnego API z postaci leku. Wyniki 
uzyskane dla NE-CLT i zawiesiny cechowały się 
wysokim odchyleniem standardowym, w prze-
ciwieństwie do kremu MycoHydralin. Obie for-
mulacje osiągnęły średnie wartości wolnej frakcji 
CLT na poziomie 22,5–25,0% dawki leku w czasie 
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5 h. Otrzymane profile cechowały się istot-
nie większymi wartościami w porównaniu 
z kremem MycoHydralin (p < 0,05), dla któ-
rego zaobserwowano stężenie wolnej frakcji 
CLT odpowiadające 5% dawki leku. Między 
NE-CLT a zawiesiną nie zaobserwowano róż-
nic istotnych statystycznie (p = 0,40). Począ-
tek wzrostu stężenia wolnej frakcji CLT zaob-
serwowano dla  NE-CLT w 30 min, zawiesiny 
w 60 min, zaś kremu w 120 min.

Wyniki badania zmiany 
kumulowanych ilości wolnej frakcji 
CLT w funkcji czasu – metoda USP III

Wyniki uzyskanych profili zmiany stęże-
nia wolnej frakcji leku w metodzie z wyko-
rzystaniem aparatu USP III, również wska-
zują na niepełne uwolnienie wolnego API 
z postaci leku (rycina 2). Zaobserwowano 
znacząco mniejsze odchylenie standardowe 
niż w przypadku pilotażowej metody sta-
cjonarnej. W tej metodzie NE-CLT osiągnęła 
maksymalne stężenie odpowiadające śred-
niemu uwolnieniu około 15% dawki CLT 
w ciągu 5 h. O połowę mniejszy wynik (śred-
nia około 7,5%) odnotowano w przypadku 
zawiesiny. Komercyjna formulacja Myco-
Hydralin odnotowała podobny wynik jak 
w pilotażowej metodzie stacjonarnej (śred-
nia około 5%). Między obserwowanymi pro-
filami odnotowano istotne statystycznie róż-
nice (p < 0,05).

Wyniki badania zmiany 
kumulowanych ilości wolnej frakcji 
CLT w funkcji czasu – metoda 
przepływowa USP IV

Wyniki profili zmiany stężenia wol-
nej frakcji leku w czasie, uzyskane w meto-
dzie przepływowej, zostały przedstawione 
na rycinie 3. Dane wskazują na niepełne 
uwolnienie wolnego API z postaci leku 
w badanym czasie. Zaobserwowano zna-
cząco mniejsze odchylenie standardowe niż 
w przypadku pilotażowej metody stacjo-
narnej. W tej metodzie NE-CLT i zawiesina 
osiągnęły jednakowe maksymalne stężenie 
odpowiadające średniemu uwolnieniu około 
7,5% dawki CLT w ciągu 5 h. Istotną sta-
tystycznie (p < 0,05) i trzykrotnie mniejszą 
ilość uwolnionego leku – około 2,5% dawki, 
zarejestrowano w przypadku komercyjnej 
formulacji MycoHydralin. Między obserwo-
wanymi profilami NE-CLT i zawiesiny nie 
odnotowano istotnych statystycznie różnic 
(p = 0,79). Początek wzrostu stężenia wolnej 
frakcji CLT zaobserwowano dla wszystkich 

Rycina 1. Wyniki zmiany wolnej frakcji CLT w zależności od czasu wyrażone 
jako kumulatywny procent dawki leku – oznaczenie metodą stacjonarną (n = 3).
Figure 1. Results of the amount of free API released over time, cumulatively – 
stationary method (n = 3).

Rycina 2. Wyniki zmiany wolnej frakcji CLT w zależności od czasu wyrażone 
jako kumulatywny procent dawki leku -oznaczenie metodą USP III (n = 3).
Figure 2. Results of the amount of free API released over time, cumulatively – 
USP III method (n = 3).

Rycina 3. Wyniki zmiany wolnej frakcji CLT w zależności od czasu wyrażone 
jako kumulatywny procent dawki leku -oznaczenie metodą przepływową 
USP IV (n = 3).
Figure 3. Results of the amount of free API released over time, cumulatively – 
USP IV flow-through method (n = 3).
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formulacji w jednakowym czasie (tj. 10 min), acz-
kolwiek obserwowane stężenia były na bardzo 
niskim poziomie w przypadku kremu.

Wyniki badania zmiany kumulowanych 
ilości wolnej frakcji CLT  
w funkcji czasu – metoda przepływowa 
z pompą strzykawkową
Wyniki profili zmiany stężenia wolnej frakcji 

leku w czasie, uzyskane w metodzie przepływowej 
z zastosowaniem pompy strzykawkowej, zostały 
przedstawione na rycinie 4. Dane również wska-
zują na niepełne uwolnienie API w badanym cza-
sie. Zaobserwowano niewielkie odchylenie stan-
dardowe. W metodzie tej, z najmniejszą objętością 
medium, tj. 18 mL wewnątrz celki, i przepływie 
najbardziej zbliżonym do fizjologicznego (2 mL/h), 
NE-CLT osiągnęła wyższy od obu formulacji refe-
rencyjnych stopień wolnej frakcji CLT na poziomie 
5% dawki API w ciągu 5 h. Niższe ilości uwolnio-
nej wolnej frakcji leku zaobserwowano dla zawie-
siny i kremu MycoHydralin – około 2,5% w czasie 
5 h, aczkolwiek różnica okazała się być nieistotna 
statystycznie (p = 0,29). Początek wzrostu stęże-
nia wolnej frakcji CLT zaobserwowano dla wszyst-
kich formulacji w jednakowym czasie, tj. 120 min.

Dyskusja

Otrzymana nanoemulsja, zawierająca clotri-
mazolum jako substancję czynną, cechuje się wiel-
kością kropli oleju gwarantującą penetrację postaci 
leku przez warstwy śluzu i wydzieliny pochwo-
wej pokrywających błonę śluzową, jak również 
wydłużony czas przebywania formulacji w miej-
scu podania [21–23]. Wysoka homogenność for-
mulacji gwarantuje niewielki rozrzut 
wyników w badaniach z wykorzysta-
niem struktur dializacyjnych o ustan-
daryzowanych porach [24]. Zmie-
rzona wartość potencjału z znajduje 
się w przedziale ± 10–20 mV, na pod-
stawie danych literaturowych świad-
czy to o krótkookresowej stabilności 
formulacji [25]. Wartość pH mieści się 
w fizjologicznym zakresie, zaś osmo-
lalność nanoemulsji spełnia wymaga-
nia dla dopochwowych formulacji, co 
świadczy o niskim potencjale drażnią-
cym błonę śluzową pochwy [21, 26].

Stosowane przez badaczy metody 
badania dostępności substancji czyn-
nej z dopochwowych formulacji na 
bazie emulsji są nieusystematyzowane 
i oparte głównie na metodach farma-
kopealnych wykorzystujących aparaty 
koszyczkowy i łopatkowy [9, 20].

Dominujące metody farmakopealne znane 
z doustnych postaci leku mogą być uzasadnione 
potrzebami porównania technologii na standa-
ryzowanej aparaturze, jednakże nie dają możli-
wości predykcji właściwości formulacji w warun-
kach fizjologicznych. Stosowana objętość medium 
akceptorowego jest 250–500 razy większa od 
objętości wydzieliny pochwowej. Wynika to rów-
nież z faktu, że „Farmakopea Europejska” nie pre-
cyzuje w monografii Vaginalia badań dostępno-
ści farmaceutycznej typowych dla tej specyficznej 
postaci leku [27].

W pierwszej z zastosowanych metod, pilo-
tażowej metodzie stacjonarnej, zredukowano 
objętość medium akceptorowego do 150-krot-
ności objętości fizjologicznej. Wynika to z faktu 
konieczności zapewnienia rozpuszczalności dla 
substancji czynnej clotrimazolum. Zrezygno-
wano z możliwości zastosowania surfaktantów, 
które mogłyby zwiększyć rozpuszczalność przy 
jednoczesnej dalszej redukcji objętości medium, 
z uwagi na ryzyko uszkodzenia błony i wpły-
nięcia na stabilność nanoemulsji. Zaobserwo-
wano niską precyzję układu. Zwiększona liczba 
powtórzeń nie spowodowała poprawy precyzji. 
Otrzymane wyniki nie dostarczają dostatecz-
nie dyskryminujących warunków oceny formu-
lacji, co jest związane ze znacznymi odchyle-
niami standardowymi (niską powtarzalnością 
wyników) generującymi relatywne odchylenie 
standardowe aż do 40%. Jedyna, istotna staty-
stycznie, obserwowana różnica została wyka-
zana dla NE-CLT i zawiesiny w stosunku do 
komercyjnego produktu referencyjnego. Biorąc 
pod uwagę rozdzielczość metody, dane pozwa-
lają jedynie na szacunkową ocenę rzędu wolnej 

Rycina 4. Wyniki zmiany wolnej frakcji CLT w zależności od czasu wyrażone jako 
kumulatywny procent dawki leku – oznaczenie metodą przepływową z pompą 
strzykawkową (n = 3).
Rycina 4. Results of the amount of free API released over time, cumulatively – flow-
through syringe method (n = 3).
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frakcji substancji czynnej. Wysoka zmienność 
wyników może być wynikiem stresu mechanicz-
nego, jakiemu poddane zostały worki dializa-
cyjne, powodując mikrouszkodzenia struktury 
membrany. Źródłem stresu mechanicznego jest 
ciśnienie osmotyczne, które powodowało napływ 
medium do formulacji, jak również obracające się 
mieszadło magnetyczne, które mogło w sytu-
acji losowego kontaktu z membraną wywierać  
nacisk.

Połączenie metody stacjonarnej i jednocześ-
nie dalsze zredukowanie objętości do 100-krot-
ności objętości fizjologicznej uzyskano w wyniku 
wykorzystania aparatu z ruchomym cylin-
drem, znanym jako aparat typu III według USP. 
Zaobserwowano zdecydowanie większą pre-
cyzję pomiarów niż w przypadku pilotażowej 
metody. Uzyskano istotne statystycznie róż-
nice między badanymi formulacjami. Formu-
lacja NE-CLT wykazała większą ilość wolnej 
frakcji leku uwolnionej w czasie w stosunku do 
zawiesiny i kremu. Jednak, w porównaniu do 
metody stacjonarnej z wykorzystaniem mieszadła 
magnetycznego zaobserwowano niższe o około 
1/3 wartości w przypadku NE-CLT i zawiesiny. 
Koresponduje to ze zmniejszeniem objętości 
medium akceptorowego o 1/3. Należy podkre-
ślić, że nie bez znaczenia jest też inny mecha-
nizm mieszania medium akceptorowego, które 
wywołane było ruchem posuwistym cylindra 
z umieszczoną wewnątrz formulacją. W metodzie 
tej wyeliminowano wpływ stresu mechanicz-
nego związanego z kontaktem mieszadła magne-
tycznego z membraną. Powyższe czynniki nie 
pozostają bez wpływu na poziom wolnej frakcji 
API. Wynik dla formulacji MycoHydralin obser-
wowany był na podobnym poziomie, co wska-
zuje na mniej dynamiczny proces dyfuzji CLT  
przez membranę.

W celu zweryfikowania wpływu medium jako 
czynnika ograniczającego uzyskiwane stężenia 
przeprowadzono badanie zmiany stężenia wol-
nej frakcji CLT w funkcji czasu metodą prze-
pływową. W tej metodzie sumaryczna objętość 
medium dla każdej próbki wynosiła 600 mL, co 
stanowi 300-krotność warunków fizjologicz-
nych. Pomimo zapewniania stałego dopływu nie-
nasyconego API medium akceptorowego, uzy-
skano mniejsze stężenia wolnej frakcji CLT dla 
wszystkich 3 analizowanych formulacji. Wartości 
obserwowane dla zawiesiny i NE-CLT były jed-
nakowe i wynosiły 7,5% dawki leku w ciągu 5 h. 
W przypadku NE-CLT kluczowe znaczenie mogą 
mieć surfaktanty, które w stacjonarnej meto-
dzie zapewniają większą rozpuszczalność API 
w medium akceptorowym. Surfaktanty obecne 
w formulacji ułatwiają dyfuzję clotrimazolum do 

buforu fosforanowego. W metodzie przepływowej 
surfaktanty te są stale wymywane przez napły-
wające świeże medium akceptorowe, co spowal-
nia proces dyfuzji substancji czynnej przez mem-
branę i ogranicza jej rozpuszczalność. Wskutek 
powyższych czynników, obserwowana kumula-
tywna ilość wolnej frakcji clotrimazolum obser-
wowana dla NE-CLT i zawiesiny w metodzie prze-
pływowej z wykorzystaniem USP IV jest podobna 
oraz zależna od charakteru substancji i właściwo-
ści membrany wpływających na proces dyfuzji. 
Dla zawiesiny zaobserwowano jednakowe pro-
file uwalniania jak w przypadku metody USP III, 
pomimo 3-krotnie większej sumarycznej objęto-
ści medium. Wskazuje to na fakt, że długość czasu 
kontaktu błony półprzepuszczalnej z medium ma 
kluczowe znaczenie dla procesu przechodzenia 
wolnej frakcji CLT do medium akceptorowego.

Mając na uwadze powyższe wyniki zapro-
jektowano eksperyment uwzględniający cechy 
metod stacjonarnych i przepływowych, tj. 
długi kontakt medium akceptorowego z błoną, 
powolny przepływ medium, niewielka objętość 
symulująca warunki fizjologiczne. W tym celu 
pompę tłokową w metodzie przepływowej zastą-
piono pompą strzykawkową, która jest w sta-
nie zasymulować przepływ na poziomie 2 mL/h. 
Wartość przepływu została ustalona na takim 
poziomie, aby zapewnić możliwość poboru pró-
bek na wyjściu z celki pomiarowej, ponieważ jej 
konstrukcja uniemożliwia pobór bez otwiera-
nia obudowy. Sumaryczna objętość medium była 
14-krotnie większa od fizjologicznej, co znalazło 
znaczące odzwierciedlenie w obserwowanej ilości 
wolnej frakcji CLT, która maksymalnie osiągnęła 
5% dawki w ciągu 5 h w przypadku NE-CLT. 
Stanowi to 2-krotność ilości obserwowanych 
w przypadku zawiesiny i kremu. Potwierdza 
to pozytywny wpływ formulacji opartych na 
nanoemulsji, która w małych objętościach jest 
w stanie uzyskać wyższe stężenie od zawiesiny. 
Jednak, analiza statystyczna wskazuje, że obser-
wowane różnice nie mają znaczenia statystycz-
nego. W tym wypadku należy wydłużyć czas 
trwania eksperymentu lub zwiększyć często-
tliwość próbkowania (kosztem większego prze-
pływu), gdyż w początkowym etapie nie obser-
wowano znacznych różnic pomiędzy stężeniami. 
Nie bez znaczenia w tej metodzie jest również 
długość odcinka przewodu doprowadzającego 
medium akceptorowe do kolektora frakcji, która 
powinna być jak najkrótsza, aby nie obserwować 
zaniżonych wyników wynikających z opóźnienia 
medium zatrzymanego w przewodzie.

Dla lepszego porównania metod, na ryci-
nie 5 przedstawiono porównanie uzyskanej ilości 
wolnej frakcji CLT w zależności od zastosowanej 



P R AC A O R YG I N A L N A ·  T E C H N O L O G I A  P O S TAC I  L E K U

683Tom 78 · nr 12 · 2022

Rycina 5. Wyniki zmiany w czasie wolnej frakcji CLT w zależności od zastosowanej metody wyrażone jako kumulatywny procent 
dawki leku. A – NE-CLT, B – zawiesina, C – krem MycoHydralin.
Figure 5. Results of the amount of free API released over time, cumulatively depending of the used method. A – NE-CLT,  
B – suspension, C – MycoHydralin cream.
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metody dla każdej z badanych formulacji. Dla NE-
-CLT różnice pomiędzy zastosowanymi meto-
dami są wyraźnie widoczne i istotne statystycz-
nie (p < 0,05). Świadczy to o fakcie, że dobór 
metody badawczej w przypadku nanoemul-
sji ma kluczowe znaczenie. Mniej wyraźne róż-
nice zaobserwowano dla zawiesiny, gdzie wyniki 
dla metody stacjonarnej USP III pokrywały się 
z metodą przepływową USP IV, jednak analiza 
wszystkich profili potwierdza istotne statystycz-
nie różnice (p < 0,05). Dla kremu MycoHydra-
lin obserwowano najmniejsze różnice, jednak 
wciąż istotne statystycznie (p < 0,05) pomię-
dzy obserwowanymi profilami, szczególnie 
w przypadku obu metod przepływowych. Waż-
nym kryterium limitującym możliwości ana-
lizy kremu jest fakt zastosowania błony półprze-
puszczalnej, jak również jego konsystencji, które 
ograniczają możliwość równomiernego wni-
kania medium akceptorowego w całej objęto-
ści próbki. Niemniej, zastosowanie jednakowej 
metody badawczej umożliwia porównanie tych  
formulacji.

Wnioski

Zastosowana metoda badania zmiany stę-
żenia wolnej frakcji leku w medium akcepto-
rowym w funkcji czasu ma znaczący wpływ na 
uzyskane profile. W metodach stacjonarnych, dla 
nanoemulsji obserwowano wyższe stężenia wol-
nego leku niż w przypadku metod przepływo-
wych, dodatkowo pomiary wykonane z wyko-
rzystaniem aparatu o posuwistym ruchu cylindra 
(USP III) cechowały się znacznie wyższą precy-
zją pomiarową w stosunku do metody pilotażo-
wej. Metody przepływowe w układzie otwartym 
zapewniły mniejszy stopień uwolnienia wolnej 
frakcji CLT, co wskazuje na istotę czasu kontaktu 
medium z badaną formulacją. Opracowana metoda 
przepływowa z wykorzystaniem pompy strzykaw-
kowej zapewniła warunki najbliższe do fizjolo-
gicznych, jednak z uwagi na niskie stężenia leku 
dalsza analiza efektów jest niemożliwa. Najbar-
dziej dyskryminujące warunki zapewniła metoda 
stacjonarna z wykorzystaniem aparatu typu USP 
III (Bio-Dis). Ponadto, metoda jest możliwa do 
zastosowania w przemyśle z uwagi na wykorzy-
stanie standaryzowanej aparatury.
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