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IZVOD 
 
U radu je predložena direktna spektrofotometrijska metoda za 

određivanje antimikotika bifonazola i klotrimazola u losionima 
Bicutrin®, odnosno Canesten®. Određivanja su vršena u 0,1 M HCl na 
talasnoj dužini 257 nm (bifonazol), odnosno 225 nm (klotrimazol). 
Kalibraciona kriva dobijena je u opsegu koncentracija  bifonazola                 
1,5-15 µg/ml,  i  klotrimazola 2,5-25 µg/ml, sa koeficientom korelacije 
0,9999 za  obe krive. Tačnost i reproduktivnost metode proverena je 
analizom rastvora tri različite koncentracije bifonazola  („recovery”  
98,7-99,7 %; RSD  0,60-1,55 %) i klotrimazola („recovery” 98,3-99,1 %; 
RSD 0,96-1,67 %). Dobijeni rezultati ukazuju na tačnost i 
reproduktivnost predložene spektrofotometrijske metode, kao i na 
mogućnost direknog spektrofotometrijskog određivanja bifonazola i 
klotrimazola u odgovarajućim losionima bez prethodnog izolovanja. 

 
Ključne reči: bifonazol, klotrimazol,                                                             
                      UV spektrofotometrijsko određivanje, losion  
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UVOD 
Bifonazol (1-[(1,1′-bifenil)-4-ilfenilmetil]-1H-imidazol) i klotri-

mazol (1-(α-hlorotritil)-imidazol) pripadaju grupi antimikotika derivata 
imidazola, sa širokim spektrom dejstva (1). U poslednje vreme upotreba 
imidazolskih derivata  raste zbog njihove efikasnosti u tretmanu 
gljivičnih obolenja kod osoba sa smanjenim imunitetom (posle 
transplatacije, AIDS). Primenjuju se u obliku krema, losiona, pudera ili 
vaginalnih tableta. 

U hemijskom pogledu bifonazol i klotrimazol su baze teško 
rastvorljive u vodi.   

U farmaceutskim preparatima bifonazol je, do sada, određivan: 
primenom hromatografskih metoda HPLC (2,3), HPTLC (4), GC (5); 
elektrohemijski (6,7); spektrofotometrijski, bazirano na građenju jonskog 
para (8) ili primeni derivativne spektrofotometrije (9). Kod obe 
spektrofotometrijske metode određivanju je predhodila ekstrakcija. 

Određivanje klotrimazola u farmaceutskim preparatima vršeno je: 
hromatografski, HPLC (10-19) i TLC (17,20,21); elektrohemijski 
(22,23); titrimetrijski (24,25). Takođe je određivan i spektrofotometrijski 
(26-31), kao i primnom derivativne spektrofotometrije (17, 32-34).  

S obzirom da u literaturi ne postoji metode za direktno 
spektrofotometrijsko određivanje navedenih antimikotika u vodenoj 
sredini, cilj ovoga rada bio je da se na osnovu poznavanja kiselinsko-
baznih ravnoteža bifonazola (35) i klotrimazola (36), predloži 
jednostavna spektrofotometrijska metoda za njihovo određivanje u  
losionima Bicutrin®, odnosno Canesten® bez prethodnog izolovanja.  

 

EKSPERIMENTALNI DEO 

1. Reagensi i aparati 
Radni standardi bifonazola i klotrimazola dobijeni su od fabrika 

farmaceutskih proizvoda Srbolek d.d. (Beograd, Srbija i Crna Gora), 
odnosno Zdravlje a.d. (Leskovac, Srbija i Crna Gora). Ostali reagensi 
(HCl, etanol) bili su analitičkog stepena čistoće (Merck, Germany). U 
radu je korišćena destilovana voda. 
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Preparat Bicutrin® (Srbolek,  Beograd) je deklarisanog sadržaja 1g 
bifonazola u 100 g losiona, a Canesten® (Bayer AG. – Németország, 
Budapest, Hungary) 1g klotrimazola u 100 ml losiona.   

Spektrofotometrijska merenja vršena su na spektrofotometru GBC 
Cintra 20 (GBC Scientific Equipment Pty Ltd., Dandenog, Australia), sa 
kvarcnim kivetama od 1 cm.  

2. Rastvori standarda za kalibracionu krivu 
Serija standardnih rastvora bifonazola 

Osnovni rastvor bifonazola koncentracije 1,5 mg/ml dobijen je 
rastvaranjem bifonazola u etanolu. Razblaživanjem 1,00 ml osnovnog 
rastvora do 25 ml sa 0,1 M HCl dobijen je rastvor u kome je 
koncentracija bifonazola iznosila 60 µg/ml. Alikvoti ovog rastvora           
(0,25 - 2,5 ml) razblaženi su do 10 ml sa 0,1 M HCl, pri čemu je dobijena 
serija standardnih rastvora u opsegu koncentracija bifonazola                   
1,5-15 µg/ml. Apsorbancije dobijenih rastvora merene su na 257 nm, uz 
0,1 HCl kao slepu probu. Maksimalni sadržaj etanola u seriji standardnih 
rastvora iznosio je 1 % (v/v), i praktično nije imao uticaj na određivanje. 
Serija standardnih rastvora klotrimazola 

Osnovni rastvor klotrimazola koncentracije 3,906 mg/ml dobijen je 
rastvaranjem klotrimazola u etanolu. Razblaživanjem 2,00 ml osnovnog 
rastvora do 25 ml sa 0,1 M HCl dobijen je rastvor u kome je 
koncentracija klotrimazola iznosila 312,5 µg/ml. Alikvoti ovog rastvora 
(0,2 - 2 ml) razblaživani su do 25 ml sa 0,1 M HCl, pri čemu je dobijena  
serija standardnih rastvora rastvora u opsegu koncentracija  2,5–25 
µg/ml. Apsorbancije dobijenih rastvora merene su na 225 nm, uz 0,1 HCl 
kao slepu probu. Maksimalni sadržaj etanola u seriji standardnih rastvora 
iznosio je 0,64 % (v/v).  

3. Rastvori uzoraka 
Rastvori Bicutrin® losiona 

Tačno odmerena masa losiona koja sadrži oko 3 mg bifonazola 
preneta je u odmerni sud od 10 ml, koji je zatim dopunjen sa 0,1 M HCl 
do crte. Zapremina od 0,50 ml dobijenog rastvora razblažena je do 25 ml 
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sa 0,1 M HCl, i apsorbancija  je merena na 257 nm (u odnosu na                    
0,1 M HCl kao slepu probu).  
Rastvori Canesten® losiona 

Zapremina od 0,75 ml losiona preneta je u odmerni sud 10 ml, i 
dopunjeno sa 0,1 M HCl do crte. Zapremina od 0,50 ml dobijenog 
rastvora razblažena je do 25 ml sa 0,1 M HCl, i apsorbancija je merena 
na   225 nm (u odnosu na 0,1 M HCl kao slepu probu).  

 

REZULTATI I DISKUSIJA 
Bifonazol i klotrimazol su monofunkcionalne baze, u molekulskom 

obliku teško rastvorljive u vodi.  
 

                                         

 

                    

 

 

                         Bifonazol                          Klotrimazol 
                         Bifonazole                        Clotrimazole 

 

 
Protonovanje imidazolovog  atoma azota u molekulima ovih 

antimikotika povećava njihovu rastvorljivost. S obzirom da su  pKa  
vrednosti bifonazola 5,72  (35) i klotrimazola 6,30 (36),  pri pH<3,5 
nalaze se praktično potpuno u protonovanom obliku. Kao prvi korak za 
definisanje uslova za određivanje navedenih antimikotika 
spektrofotometrijski je praćena njihova stabilnost u kiseloj sredini       
(0,1 M HCl). Utvrđeno je da u periodu od 6 h ne dolazi do promena u 
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apsorpcionim spektrima. Zbog toga su  kao optimalni uslovi za 
određivanje bifonazola i klotrimazola odabrani   0,1 M HCl i talasna 
dužina 257 nm (bifonazol) i 225 nm (klotrimazol) (Slika 1).  

Slika 1.  UV apsorpcioni spektri standarda antimikotika u 0,1 M HCl:  
             1 – bifonazol (6 µg/ml),   
              2 -  klotrimazol (6 µg/ml).  
 
Figure 1.  UV absorption spectra of standard of antimycotics in 0.1 M HCl: 
              1 – bifonazole (6 µg/ml),   
                 2 -  clotrimazole (6 µg/ml).    
 
Talasna dužina 257 nm odgovara apsorpcionom maksimumu 

protonovanog oblika bifonazola. Apsorpcioni maksimum protonovanog 
oblika klotrimazola nalazi se na 205 nm. Da bi se izbegle greške u radu 
na niskim talasnim dužinama, određivanje klotrimazola je vršeno na    
225 nm. U Tabeli I dati su podaci regresione analize za kalibracione 
krive bifonazola i klotrimazola. Dobijeni statistički parametri pokazuju 
da je postignuta dobra linearnost u ispitivanom opsegu koncentracija kod 
oba ispitivana antimikotika.  
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Tabela I  Podaci regresione analize za kalibracione krive*  
Table I    Regression data for the calibration curves* 

Parametar 
Parameter 

Bifonazol 
Bifonazole 

Klotrimazol 
Clotrimazole 

koncentracioni opseg (µg/ml) 
concentration range (µg/ml) 

1,5 - 15,0 2,5 – 25,0 

broj rastvora 
number of solutions 

7 7 

nagib 
slope 

0,0785 0,0394 

SD  nagiba 
SD of slope 

0,0004 0,0002 

odsečak  
intercept 

- 0,0047 - 0,0220 

SD odsečka 
SD of intercept 

0,0033 0,0038 

kalibraciona kriva 
calibration curve 

y = 0,0785x - 0,0047 y = 0,0394x - 0,0220 

koeficijent korelacije (r) 
correlation coefficient (r) 

0,9999 0,9999 

* y, apsorbancija;  x, koncentracija (µg/ml); SD, standardna devijacija 
* y, absorbance, x, concentration (µg/ml); SD, standard deviation 
 
Tačnost i reproduktivnost metode proverena je analizom 

standardnih rastvora bifonazola i klotrimazola tri različite koncentracije 
(Tabela II). „Recovery” u granicama 98,7-99,7 % (bifonazol) i 98,3-99,1 
% (klotrimazol), kao i  vrednosti za RSD  0,60-1,55 % (bifonazol) i 0,96-
1,67 % (klotrimazol),  pokazuju da je postignuta dobra tačnost i 
preciznost metode. Posebno treba istaći postignutu dobru reproduktivnost 
metode kod određivanja klotrimazola, s obzirom da je određivanje vršeno 
na talasnoj dužini van apsorpcionog maksimuma. 
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Tabela II  Spektrofotometrijsko određivanje bifonazola i klotrimazola 
Table II    Spectrophotometric determination of bifonazole and    
                  clotrimazole 

Antimikotik 
Antimycotic 

Uzeto 
Taken  
µg/ml 

Nađeno* 
Found* 
µg/ml 

RSD 
% 

Recovery 
% 

Bifonazol 3,00 2,96 ± 0,05 1,55 98,7 
Bifonazole 6,00 5,98 ± 0,04 0,71 99,7 
 9,00 8,93 ± 0,05 0,60 99,2 
     
Klotrimazol 5,00 4,91 ± 0,05 0,96 98,3 
Clotrimazole 15,00 14,86 ± 0,25 1,67 99,1 
 25,00 24,78 ± 0,37 1,49 99,1 

* srednja vrednost ± standardna devijacija   (n=5) 
* mean± standard deviation   (n=5) 
   
Predložena metoda primenjena je za određivanje bifonazola i 

klotrimazola u losionima Bicutrin®, odnosno Canesten®. Da bi se ispitao 
uticaj pratećih supstanci u losionima na tačnost određivanja, snimljeni su 
apsorpcioni spektri rastvora standarda antimikotika i rastvora 
odgovarajućih losiona u 0,1 M HCl (Slika 2). Potpuno preklapanje 
spektara pokazuje da prateće supstance u losionima praktično nemaju 
uticaja na određivanje. Rezultati određivanja antimikotika u losionima 
prikazani su u Tabeli III.  Dobijene su vrednosti za sadržaj antimikotika, 
koje iskazane kao procenat od deklarisanog, iznose 100,6% (bifonazol) i 
97,1% (klotrimazol), sa  RSD 1,64% (bifonazol) i 1,1% (klotrimazol).  
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Slika 2. UV apsorpcioni spektri standarda antimikotika i losiona u 0,1 M HCl:  

a)   1 – bifonazol (6 µg/ml),   
      2 – losion Bicutrin® (6 µg/ml bifonazola, po deklarisanom sadržaju);  
b)   1 - klotrimazol (6 µg/ml),  
       2 – losion Canesten® (6 µg/ml klotrimazola, po deklarisanom sadržaju)  

 
Figure 2. UV absorption spectra of standard of antimycotics and lotions in 0.1  M HCl:  

    a)  1 – bifonazole (6 µg/ml),   
       2 – lotion Bicutrin® (bifonazole 6 µg/ml, respect with label claim);   
 b)  1 -  clotrimazole (6 µg/ml),   
       2 – lotion Canesten® (clotrimazole 6 µg/ml, respect with label claim).  
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Tabela III  Određivanje bifonazola i klotrimazola u komercijalnim  
                    losionimaa 

Table III    Determination of bifonazole and clotrimazole in commercial   
                    lotionsa 

Losion 
Lotion 

  Uzetob          Nađeno 
Takenb          Found 
µg/ml            µg/ml 

RSD % 
(n=5) 

 

Procenat od deklarisanog 
sadržaja 

Percentage of label claim 

Bicutrin® 6,00 6,03 1,64 100,6 
     
Canesten® 15,00 14,56 1,10 97,1 

 

aBicutrin®  : 1 g bifonazola u 100 g losiona   
 Canesten® : 1 g klotrimazola u 100 ml losiona  
bKoncentracija u radnom rastvoru izračunata u odnosu na deklarisan sadržaj 
  
aBicutrin®  : 1 g bifonazole in100 g lotion;   
 Canesten® : 1 g clotrimazole in 100 ml lotion  
bConcentration in working solution calculated on the basis of the label claim 

 
Metoda predložena u ovom radu je brza i jednostavna.  Omogućava 

direkno spektrofotometrijsko određivanje bifonazola i klotrimazola u 
losionu bez prethodnog izolovanja i korišćenja skupih tehnika. 
Jednostavnost i niska cena mogu biti prednost predložene metode. 
 

Rad je finansiran od strane Ministarstva za nauku, tehnologiju i 
razvoj Republike Srbije, u okviru projekta broj 1458 (hemija, osnovna 
istraživanja) 
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Summary 
 
A direct spectrophotometric method for the determination of 

bifonazole and clotrimazole in commercial lotions Bicutrin® and 
Canesten®, respectively, has been developed. The determinations were 
performed in a 0.1 M HCl solution at 257 nm (bifonazole) and 225 nm 
(clotrimazole). A calibration curves were obtained in the concentration 
range 1.5 –15.0 µg/ml and 2.5 – 25.0 µg/ml for bifonazole and 
clotrimazole, respectively, with correlation coefficient is 0.9999 for both 
curve. The accuracy and reproducibility of the method was checked by 
analyzing solutions of three different concentrations of bifonazole 
(recovery 98.7 -    99.7 %; RSD 0.60-1.55 %) and clotrimazole (recovery 
98.3 - 99.1 %; RSD 0.96 - 1.67 %). The method proposed in this study is 
fast, accurate and reproductive. It enables the direct spectrophotometric 
determination of bifonazole and clotrimazole in lotions without previous 
isolation. The simplicity and low cost can be advantage of this method.  

 
Key words: bifonazole, clotrimazole,     
                   UV spectrophotometric determination, lotion 
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