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Abstrakt

Byly stanovovany uc¢inné slozky fenoxykarb a permetrin v kosmetickém
pripravku Arpalit® Neo Sampon proti parazitim s bambusovym extraktem. Analyza
byla provedena metodou HPLC za vyuziti kolony RP-Amide o rozmérech 100 x 3 mm
s velikosti ¢astic 2,7 um a detekce pomoci UV pii vinové délce 225 nm. Separace
probihala za izokratické eluce s mobilni fazi acetonitril — voda Vv poméru 55:45
pritokovou rychlosti 1,0 ml/min. Teplota pifi prabéhu méfeni byla 60 °C.
Pro vyhodnoceni byla pouZzita metoda vnitiniho standardu, kdy jako vnitini standard
bylo pouzito barvivo sudan II. Pro separaci byl potieba ¢asovy interval 6 min. Reten¢ni
cas fenoxykarbu byl 1,01, sudanu II 2,87 a permetrinu 4,42 min. RozliSeni
chromatografickych pikti fenoxykarbu a sudanu II bylo 10,612 a sudanu II a permetrinu
6,524.

Klic¢ova slova: fenoxykarb, permetrin, HPLC.



Abstract

Active ingredients fenoxycarb and permethrin were determined in cosmetic anti-
parasitic product Arpalit® Neo shampoo against parasites with bamboo extract. Analysis
was performed by HPLC using RP-Amide column 100 x 3 mm with a particle size
of 2.7 micron and detection by UV at a wavelength of 225 nm. Separation proceeded
by isocratic elution with mobile phase of acetonitrile - water (55:45) at a flow rate 1.0
ml/min. Temperature during measurement was 60 °C. For evaluation method was used
an internal standard method, as the internal standard was used dye sudan II.
For separation was needed time interval of 6 min. The retention time of fenoxycarb was
1.01, sudan Il 2.87 and permethrin 4.42 min. Resolution of chromatographic peaks
fenoxycarb and sudan 11 was 10.612 and sudan Il and permethrin 6.524.

Keywords: fenoxycarb, permethrin, HPLC.
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1 Uvod

Kosmeticky pripravek Arpalit”® Neo $ampon proti parazitim s bambusovym
extraktem je urCen pro kozeSinova zvifata. Je lokaln€é vyuzivan proti ektoparazitim

a obsahuje dve uc¢inné latky — insekticid fenoxykarb a pyretroid permetrin.

Tato préace se zabyva stanovenim téchto dvou ucinnych latek ve vySe zminéném

ptipravku.



2 Cil a zadani diplomové prace

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim u¢innych latek fenoxykarbu a permetrinu
v kosmetickém piipravku za pouziti metody vysokoucinné kapalinové chromatografie.
Pro zpresnéni vysledkli byla pouzita metoda vnitfniho standardu, kdy bylo

jako vnitiniho standardu pouzito slozky barviva sudanové ¢ervené.

Cilem prace bylo najit vhodné podminky pro separaci, zvolit spravny typ kolony,
slozeni mobilni faze a vhodnou teplotu, pfitom bylo tfeba zachovat piesnost
a spolehlivost metody za pouziti vhodného Casu pro analyzu. Poté, co byly zvoleny
vhodné podminky separace, byla metoda validovéna a stanoven obsah ucinnych latek

v daném kosmetickém piipravku.



3 Teoreticka cast

3.1 Arpalit® Neo $ampon proti parazitim s bambusovym

extraktem

Arpalit® Neo $ampon je uréen pro myti srsti koZesinovych zvifat s ovicidnim
a larvicidnim ucinkem proti ektoparazitiim, jako jsou blechy, klistata, vSi a vSenky. Je
vhodny pro dospéld zvitata i pro mlad’ata od 2 mésici véku. Pro prodlouzeni jeho
antiparazitického ucinku je moZno jej kombinovat s dalSimi pfipravky, jako
napi. Arpalit® Neo spray, Arpalit® Neo pé&na, nebo Arpalit® Neo spray s mechanickym

rozprasovacem [1].

Hlavnimi G¢innymi latkami jsou fenoxykarb a permetrin (viz. kap. 3.1.1-2).
Kombinace téchto latek je vyhodna, protoze zatimco fenoxykarb inhibuje vyvoj vajicek

a larev a neptisobi na dospélce, permetrin naopak ptisobi kontaktné adulticidné [2].

Kromé¢ téchto latek Sampon obsahuje také vytazek z bambusu, ktery posiluje
strukturu klize a srsti. Aby nedochazelo k dehydrataci a drazdéni kaze, je v Samponu
obsazZen také olivovy olej a elastin. Dale je Sampon obohacen o vitaminy B3 a Bs, které

zlepSuji kvalitu kuze i srsti [1].
3.1.1 Fenoxykarb

Obrazek €. 1 - strukturni vzorec fenoxykarbu

@)
O\/\N )‘I\ O/\
H
@)
Sumarni vzorec: C17H19NOy
Chemicky nazev: Ethyl N-[2-[4-(phenoxy)phenoxy]ethyl]carbamate
CAS: 72490-01-8
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Molekulova hmotnost: 301,34

Fyzikdalni a chemické vlastnosti: ~ bezbarva az bila krystalicka latka s nepatrnym

charakteristickym zapachem

teplota tani 53-54 °C

teplota varu 224 °C [3]

rozpustnost ve vodé 6 mg/1 pti 20 °C

rozpustnost v acetonu, chloroformu, diethyletheru
a methanolu cca 250 g/kg pti 25 °C [4]

Mechanismus ucinku:

Fenoxykarb je polycyklicky non-neurotoxicky agonista juvenilnich hormont.
Patfi mezi insekticidy skupiny karbamatl, ale na rozdil od N-methylovanych a N-
ethylovanych karbamatii neptsobi jako inhibitor acetylcholinesterasy. Jeho
mechanismus uc¢inku je zalozen na regulaci riistu hmyzu. Zptsobuji zanik vajicek a maji

vliv na metamorfozu larvy, coz naruSuje biologicky cyklus hmyzu [2].

Toxicita, osud v organismu, a dal§i informace byly jiz podrobné komentovany

v diplomové praci Petry Svestkové [5].

3.1.2 Permetrin

Obrazek €. 2 - strukturni vzorec permetrinu

X 00

(0]
Sumarni vzorec: C21H20Cl,04
Chemicky nazev: (3-phenoxyphenyl)methyl-3-(2,2-dichloroethenyl)-

2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylate
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CAS: 52645-53-1

Molekulova hmotnost: 391,29 [6]

Fyzikadlni a chemické vlastnosti: ~ bezbarvé krystaly az nazloutla visko6zni tekutina
teplota tani 34 °C
teplota varu 200 °C
hustota 1,19 — 1,27 g/cm®

vyskytuje se jako smés 63 - 65% cis-isomert a 45 -

47% trans-isomert [7]

rozpustny ve vSech organickych rozpoustédlech

kromé etylenglykolu [8]
Mechanismus ucinku:

Permetrin je synteticky pyretroid, ktery se vyznaCuje nizkou toxicitou
vuci saveiim a vyssi insekticidni Géinnosti oproti pfirozenym pyretrinim [7]. Ovliviiuji
iontové kanaly nervovych vldken paraziti, takze plisobi siln¢ paralyticky na jejich

nervovou soustavu. Permetrin se také vyznacuje repelentni aktivitou [2].

Toxicita, osud v organismu, a dal§i informace byly jiz podrobné komentovany

v diplomové préci Petry Svestkové [5].
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3.2 Vysokoucinna  kapalinova  chromatografie (High

Performance Liquid Chromatography) - HPLC

HPLC patii mezi nejcastéjsi separacni metody analyzy ve farmacii. Je zalozena
na rozdilu v distribuci latek mezi dv€é nemisitelné faze. Prvni z nich je mobilni
(pohybliva) faze, kterd jako kapalina prostupuje stacionarni fazi naplnénou do kolony.
Druhé je faze stacionarni, nepohybliva. Déleni analytu je zalozeno na rozdilné afinité
jeho slozek vuc¢i témto fazim. HPLC je zalozena zejména na principu adsorpce,

rozdélovani, vymény iontd, vylu¢ovani nebo stereochemickych interakci [9].
3.2.1 Schéma kapalinového chromatografu

Na obrazku €. 3 je znazornéno schéma pln¢ digitalizovaného systému. Soucasti
vSech chromatografickych systémi jsou v podstaté stejné, avSak li§i se technickymi
parametry a velikosti. Zakladni pojmy kazdé ze soucasti jsou vysvétleny v nasledujicich

odstavcich.

Obrazek €. 3 - schéma kapalinového chromatografu

S; S, a S3 — zasobniky
rozpoustédla, DG — odplynovaci
systém, Vi, V2 a V3 — ventily, Pu —

Cerpadlo, Pre — méfi¢ tlaku, Inj —

davkovaé, C — kolona, F — sbéra¢
frakci, RC — reak¢éni lazen, RR -

reagujici reagent, D — detektor, W —
odpad, T; a T, — termostat, COM -

pocita¢, Pro — program rozpoustédel,

Pri — tiskarna, INT — integrator nebo

nahravaci zafizeni
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Cerpaci systémy

Mobilni faze je do chromatografického systému ptivadéna ¢erpadlem z jednoho
nebo vice zasobnikl a protéka obvykle konstantni rychlosti kolonou a poté detektorem.
[9] Cerpadlo musi spliiovat nékolik pozadavki. Musi zajistovat konstantni bezpulsni
pratok mobilni faze, ktery musi byt reprodukovatelny za pouziti tlaku az 50 MPa.
Samotny objem cerpadla musi byt velmi maly, aby umoznil rychlou eluci a vytvofil
presny gradient. Material musi byt kompatibilni se vSemi typy rozpoustédel, vcetné

organickych rozpoustédel a roztoki silnych kyselin a zasad.

Pro zkraceni doby separace je pouzivano n€kolika metod. NejlepSim zplisobem
je zvoleni vhodné kolony za pouziti izokratické eluce (tzn., ze slozeni mobilni faze se

Vv prub&hu separace neméni).

Nekdy je tfeba pouzit metody zbavujici eluaty plynu a to ztoho diavodu,
ze mohou byt presyceni vzduchem, ktery se posléze uvoliiuje ve formé bublinek
vV kontrolnim ventilu ¢erpadla nebo v pritokové cele detektoru. Lze pouzit metodu
probublani heliového plynu v eluatu nebo metodu on-line vakua. Mechanismy obou
zpusobl jsou jednoduché, ale Castéji je pouzivana druha zminénd metoda, predevsim
proto, Ze nevyzaduje helium, které je pomérné drahé. K tomuto mechanismu lze ovSem
pouzit také ultrazvukovou lazen. DelSi odplynéni mutZze ovSem zpisobit ztratu

tékavejSich slozek eluatu.
Davkovaci ventil, autosampler

Davkovaci ventil je zafizeni, které ke vstiikovani vyuziva bud davkovaci
smyCku, nebo wvnitini prostor ventilu. Maximum vstiikovaného objemu zavisi
na objemu vzorku ve smycce nebo ve vstiikovacim ventilu. Pro kvantitativni analyzu je
zakladnim pozadavkem kompletni naplnéni prostoru smycky nebo ventilu vzorkem.

Davkovaci ventily mohou byt ovladané pneumaticky nebo elektronicky.

Modernizaci davkovani byl vznik autosampleri, které zajiSt'uji nejvetsi presnost
a nejvyssi reprodukovatelnost vstiikovani. Autosamplery jsou spojeny se zdsobnikem
vzorku, do kterého jsou umistény vialky (mikronddobky uzaviené mikropryzovym
septem nebo perforovanou zatkou z polypropylenu). Pfi separaci dochédzi k pInéni jehly
autosampleru a naslednému davkovani vzorku na kolonu. Nejmen$i mozny injekéni

objem je 1 ul [10].
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Kolona
Viz kapitola (3.3).
Zaiizeni kontrolujici teplotu

Pro zajisténi dobré reprodukovatelnosti retencnich castu, je tfeba udrzovat
konstantni teplotu kolony. Béznymi systémy jsou vodni ldzenn nebo horkovzdusny

termostat. Pii pouziti kolony vyrobené z oceli Ize efektivné pouzit termo-pasku.
Detektor

Jednim z pokrokti modernizace HPLC byla automatizace pomoci on-line
detektoru. Rada analytickych piistrojii byla zapojena jako detektory. Pivodné byly
standardni pfistroje uzptisobeny k monitorovani tekutého odpadu z vysoko-ucinnych
kolon. V biomedicinskych vyzkumech je pozadovana co nejvy$$i mozna citlivost
a selektivita, coz vedlo k zaméfeni se na specializované piistroje s vysokou kvalitou
vykonu. Zakladni mechanismus je stejny jako u ptivodnich piistrojt, ale jsou technicky

a elektronicky vylepSeny. Mame nckolik druht detektort.

U spektroskopického detektoru je vyuzivan mechanismus absorpce energie
svételného paprsku molekulami chromoforu. Ubytek energie je zavisly na koncentraci,
konstant¢ molekularni absorpce molekul analytu a vinové délce. NejoblibenéjSim
druhem tohoto detektoru je ultrafialovy absorpéni detektor, vyuzivajici jako zdroj svétla
deuteriovou lampu. Mezi dal$i Casto uzivané patii detektor absorbujici ve viditelné
oblasti, vyuzivajici jako zdroj svétla lampu s wolframovou zarovkou a Casta je také
kombinace téchto dvou detektort. Do této skupiny lze zahrnout taktéz fluorescencni,

infracervené a dalsi.

Elektrochemické detektory jsou zaloZeny na principu elektrochemické oxidace
¢1 redukce analytu a mohou byt pouzity na analyzu urcitych sloucenin, jako
napf. fenolli. Adsorpce reagujicich molekul ovSem milize snizovat vodivost, proto se
provadi za proménlivého napéti, které Cisti povrch elektrod mezi jednotlivymi méfeni.
Pro detekci ionizovanych latek se vyuziva vodivostni detekce zahrnujici méteni zmén

vodivosti vodnych roztokt mezi dvéma elektrodami.

Mezi vysoce citlivé a selektivni detektory patii hmotnostni spektrometry.

Funguji na principu déleni dle poméru hmotnosti a fragmentu naboje. VyZzaduji vysokou
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kapacitu turbo vakuovych ¢erpadel a je také diilezitd eliminace mobilni faze, protoze

expandujici eluent by zni¢il vakuum detektoru.

Jako dalsi detektory lze zminit plamenové-ionizacni detektor a detektor
elektronového zachytu, které jsou vyuzity v plynové chromatografii. V analyze

radioaktivnich latek se vyuziva radioizotopniho detektoru.

Pro méfeni citlivosti detektoru se u UV a VIS detektorii prométuje absorbance
standardniho roztoku slouceniny, o znamé molarni absorpéni konstanté, umisténého
do pratokové cely. Tato absorbance je pak porovnavana s hodnotou naméfenou

standardnim spektrofotometrem.

U zkoumani citlivosti fluorescencniho detektoru se prométfuje intensita
fluorescence standardniho roztoku sulfatu chininu umisténého v prutokové cele. Tento
standardni roztok je také pouzit pro udrzeni vinové délky a polohy pratokové cely.

Pro tento ucel Ize pouzit také Ramanovo spektrum vody.
Nahrdvaci zafizeni

Nahravaci zatizeni provadi vizualizaci signdlu detektoru, coz vede ke znazornéni
podminek separace. Pivodné byly pouzivany pero-rekordéry, ale nyni jsou castéjsi
pocitacova zatizeni efektivné znazornujici jak retencni Cas, tak i1 plochu a vysku piku
[11].
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3.3 Kolony pouzivané v HPLC

Kolony jsou ¢asto nazyvany srdcem separacniho procesu HPLC a jsou naplnény
vhodnymi sorbenty, které¢ slouzi jako stacionarni faze. Dostupnost stalych stacionarnich
fazi a kolon svysokou separa¢ni Uc¢innosti je vyznamnd pro rozvijeni
reprodukovatelnych a robustnich metod. Je komeréné¢ dostupné obrovské mnozstvi
kolon, které se lisi poctem teoretickych pater, retenénimi charakteristikami a rozliSenim,

¢imz Ize ovlivnit pribéh pozadované HPLC metody [12].

Vétsina HPLC kolon je vyrobena z nerezavéjici oceli, skladajici se ze slitiny
chromu, bronzu a molybdenu. Tyto kolony jsou odolné vici obvyklému tlaku HPLC
arelativné inertni chemickym korozim (dilezitymi vyjimkami jsou ionty chloridu
a lithia). Vnitini strana kolony by neméla mit drsnou, ryhovanou a mikroporézni
strukturu, takze ocelové valce by mély byt bud’ precizné vyvrtany, nebo po klasické

vyrob¢ uhlazeny.

Dal$i moznosti jsou sklenéné valce, které jsou hladké, chemicky inertni
a nekoroduji. V HPLC se vyuzivaji ocelové vélce lemované sklem, které jsou odolné

vici tlaku.

Tantal se pro vyrobu kolon uziva vzacnéji. Je sice méné nachylny ke korozi
a jeho povrch je hladky, ale je mén¢ odolny tlaku, takze musi byt upevnén lepenim, coz

je velmi nakladné.

Déle se muze pro vyrobu kolony pouzit Peek, coz je termoplast na bazi
organického polymeru (polyetheretherketone). Ma vyborné mechanické vlastnosti a je
chemicky odolny 1 pii vysokych teplotach. VyuZivd se V naro¢nych inZenyrskych
aplikacich, napft. pro vyrobu kapilar.

Kolony slouzici k analytickym tGéelim maji obvykle vnitini pramér 2-5 mm.
Kolony o vét§im vnitinim priiméru byvaji obvykle vyuzity k ptipravam vzorkl pro dalsi
zpracovani. Kolony dlouhé 5, 10, 15 nebo 25 cm jsou b&zné pro stacionarni faze
s mikroc¢asticemi 10 um a méné. Pro zvySeni vykonu je vyhodnéjsi pracovat s menSimi
¢asticemi, neZ prodluZzovat kolonu. Prodlouzeni kolony vede ke zvySeni reten¢niho

objemu, tim ke snizeni piku analyzované latky a zhorSeni detek¢niho limitu [13].
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Vnitfek kolony je vyplnén stacionarni fazi, na které dochazi k separaci
analyzované latky. Vétsina stacionarnich fazi maji jako zaklad oxid kiemicity ve forme
silikagelu, ktery je zndmy svou spolehlivou silou, pevnosti, relativni inertnosti
a schopnosti byt chemicky modifikovan. Védci vynalozili zna¢né tsili k rozvoji

a vylepseni jeho morfologickych a fyzikaln¢ — chemickych vlastnosti [12].

3.3.1 Fused-Core technologie

Jednou z novinek vylepSovani této stacionarni faze je technologie pevného jadra
(Fused-Core), poskytujici tak minimalné dvakrat vétsi rychlost a Géinnost klasickych
kolon pfi polovicnim zpétném tlaku. Toto zvySeni vykonu lze aplikovat na vSechny
HPLC. Castice Fused-Core se od tradiénich poréznich ¢&astic ligi tfemi
charakteristickymi znaky, které vylepSuji vykonnost kolon. Jde o uzsi rozd¢€leni ¢astic,

vetsi hustotu rozloZenych vrstev a kratsi cestu difuze.

Obriazek ¢. 4 - Fused-Core ¢astice a klasicka porézni ¢astice

Ascentis Express Particle Totally Porous Particle

Slum

Diffusion Path
("2

Inovativni vyroba Fused-Core castic ma za nasledek uZSi rozdéleni Castic
kolony. Pfi tom je brano v uvahu pouZiti vysoce poréznich frit, ¢imZ je zvySena
odolnost proti ucpani, k némuz u vice €lenitych kolon dochézi. Tato vyroba z tradi¢nich

poréznich Castic neni mozna.

Uz rozd€leni castic vytvari vétsi hustotu rozloZenych vrstev, pevnou optickou

délku a zmenSuje prostup analytu skrze celou kolonu.
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Kratsi cesta difuze pfi pouziti Fused-Core Castic vede Kk ostfejsim pikiim, nez
ptipouziti tradi¢nich poréznich kolon. Kromé toho také dovoluje pouziti vysSich

pritokovych rychlosti, aniz by dochézelo k rozsiteni piku.

Tyto znaky maji za nasledek vice nez dvojndsobné zrychleni metody, zvySeni
rozliSeni metody, vétsi ¢lenitost kolony ve srovnani s kolonou s naplni ¢astic o velikosti
mensi nez 2 pum, ostiejsi piky a vétsi citlivost. Navic tyto kolony maji stejné dlouhou

zivotnost [14],[15].

Jsou dostupné pevné jadra o velikosti 1,7 um; 2,6 nebo 2,7 um a porézni obaly
odpovidajici velikosti 0,23; 0,35 a 0,5 um [16].

3.3.2 HS FS kolony a jejich vyuziti

Dalsi moznosti vylepSeni systému bylo navazani pentafluorofenylpropylové (F5)
skupiny na silikagel. Kolony s F5 skupinou (HS F5) poskytuji jedine¢nou selektivitu,
ostré tvary piki, stabilni separaci a reprodukovatelny vykon kolony. Separace probiha

na zakladé polarnich interakci, hydrofobnich interakci, interakci dip61-dip6l a - = [17].

Obrazek €. 5 - strukturni vzorec F5 skupiny

Esr—o—/s'

Kromé systému RP se daji pouzit i v systému NP. Skala separace je od 3 do 10
pum a poskytuji n€kolik typl interakci. Pouzivaji se zejména v analyze ve vodé

rozpustnych sloucenin a peptidii, s doporu¢enym pH 2-8.

Ptestoze obsahuje fenylovou skupinu ve své struktuie, nepodoba se fenylovym
fazim retenci, ani selektivitou. Diky péti fluoridovym skupinam, které patii
mezi elektronové akceptory, je F5 skupina silnou Lewisovou kyselinou, takze F5 kruh

je elektronové deficitni, zatimco fenylovy kruh je elektronové bohaty.
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Kolony s pentafluorofenylpropylovou skupinou (HS F5) byly porovnany
s klasickymi kolonami s navazanym fetézcem o délce 18 uhlikd (C18). Problémem
klasickych alkylovanych kolon je jednak slaba retence polarnich latek a pfili§ mala,

popt. piili§ vysoka selektivita [18].

Vseobecné plati, ze baze jsou zadrzovany déle na HS F5 nez na C18. ZvySeni
organické slozky separace s C18 poskytovalo podobnou retenci jako HS F5. Vysledky
S ostatnimi latkami byly rtuzné. Obecné ovSem plati, Ze rozpoustédla s hodnotami
rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda (logPomw) byly na HS F5 zadrZzovany déle nez

na C18. Stupeni odliSnosti je pak vysoce zavisly na rozpoustédle.

Pti vyuziti systému RP navic HS F5 prokdzaly vétsi Sanci odhaleni stop necistot
oproti C18 [19].

Dillezitym  faktorem pro rozvoj robustni analytické metody je
reprodukovatelnost kolony. Selektivita kolony by méla ziistat stejna a eluované vzorky
proteinit a peptidd musi byt reprodukovatelné. Chemicka soudrznost silikagelu

a pripojenych fazi zajistuje vyjimecnou reprodukovatelnost HS F5.

Pouziti jednotlivych HS F5 je zavislé na velikosti ¢astic. Zatimco kolony delSich
rozméru, obsahujici ¢astice o velikosti 10 um jsou idealni pro separaci a ¢isténi vétSich
mnozstvi latek (mg az g) pro dalsi charakteristiku, kolony kratSich rozméra s ¢asticemi

o0 velikosti 3 um jsou vhodné pro rychlou analyzu [18].

Praktické vyuziti je napt. pii analyze fenetylaminovych alkaloidi v citrusovych
produktech [20], pfi analyze pentacyklickych triterpenoidi [21], nebo ciprofloxacinu
Vv plasmé [22].

3.3.3 RP-Amide kolona

Dalsi metodou zvySovani u¢innosti kolony ve smyslu obmény ptipojené polarni
faze na silikagel, je zasazeni amidové skupiny do fetézce C18. Jedna se o kolony RP-
Amide, které ukazuji zna¢né vyhody v retenci polarnich sloucenin, ktera je v systému
RP pomérné obtizna. Vyuzivaji se pii separaci malych, ve vodé rozpustnych molekul

a peptidi, donoril vodikovych vazeb, kyselin, fenolii, bazi a polarnich sloucenin.
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RP-Amide kolony lze tedy pouzit ke stejnym separacim jako klasické C18
kolony s vyhnutim se nevyhodam C18 kolon, jako je nizka smacivost pii pouziti vice
vodnych mobilnich fazi. Navic tyto molekuly mohou reagovat s amidovou skupinou jak
hydrofobnimi interakcemi, tak vodikovymi vazbami. Oproti klasickym alkylovym
kolonam se dale vyznacuji véEtsi retenci a citlivosti pro fenoly, organické kyseliny
a dalsi polarni rozpoustédla diky silné vodikové vazbé mezi amidem karbonylu
(akceptor vodiku) a donory vodiku, coz jsou pravé zminéné fenoly a kyseliny. Oproti
ostatnim vloZzenym fazim, jako jsou karbamaty, mocoviny, sulfonamidy a ethery,
poskytuji kolony s vlozenymi amidy separace srovnatelné s alkylovymi kolonami

bez nutnosti zmény podminek mobilni faze.

Vseobecné plati, Ze kyseliny jsou na této koloné zadrzovany vice a baze méné
neZ na alkylovych kolonach. Ptfi volbé mobilni fize je metanol srovnatelné silny

s acetonitrilem [23].

Kolona RP-Amide dokaze pfi vhodné zvolenych chromatografickych
podminkach zndzornit rozdélovani na zdkladé¢ systému oktanol/voda. Diky této
vlastnosti nachdzi kolony RP-Amide Siroké uplatnéni v chromatografickém stanoveni

lipofility [24].
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3.4 Metoda vnitiniho standardu

Metoda vnitiniho standardu vyrovnava analytické chyby diky ubytku vzorku
a volitelnému injekénimu objemu. Vysledky referenéniho standardu jsou srovnavany
s vysledky méteného vzorku. Metoda je zalozena na pfiddni slouceniny nazyvané
vnitini standard (IS) o znamé koncentraci k roztokiim standardu a vzorku
po predchazejici upravé. Pro vypocty a kalibraci je vyuzivan spiSe pomér ploch
nebo vysek piku analytu a IS neZ absolutni hodnoty. Pokud je ptiprava nebo vstiikovani
spojena s hlavnimi zdroji chyb méfeni, tato metoda zajisti precizni vysledky. Tyto
chyby totiz ovlivituji pik vnitiniho standardu i analytu stejnou mérou, takze pomeér
ploch nebo vysek téchto pikd zlstane neovlivnény. Pro tuto metodu je ovsem dulezita

volba spravného IS. Podminky pro vybér IS jsou:

e IS by mél pfi ptipravé vzorkii byt odebrdn ve stejném rozsahu jako
analyzovana latka

e IS by mél byt separovan oddélené¢ od ostatnich latek obsazenych
ve vzorku

e IS by mél na detektoru vykazovat podobny signal jako analyt

e IS by mél byt v koncentraci, kdy poskytuje podobnou vysku nebo plochu
piku jako analyt.

Z toho plyne, ze IS by mél byt velmi podobné fyzikaln¢ — chemické vlastnosti,
ale ne podobné natolik, aby nemohl byt pfesn¢ urcen. Nejidedlnéjsi IS pii pouziti
hmotnostni spektrometrie je isotopicky znacend verze analytu. Takto znacené IS jsou

ale drah¢, takze jsou vétsinou jako IS pouzivané spiSe analoga sloucenin.

Tato metoda IS ma klicové vyuZiti v bioanalyze pfilezitostné také pii kontrole

kvality farmaceuticky aktivnich latek.

Pfi metod¢ IS je v béZné matrici pfipravena fada standardnich roztokd o zndmé
koncentraci referenénich standardi. Pro stanoveni drog v plasmé jsou standardni
roztoky pfipraveny v plasmé, kterd drogy neobsahuje a totéZz pravidlo plati
i pro stanoveni drog v mo¢i. Koncentrace by méla byt pfiblizna koncentracim vzorki.
Poté je stejné mnozstvi IS ptidano k roztokim standardu i vzorku. Se vSemi roztoky je

postupovano stejnym zptisobem a vSechny jsou nasledné davkovany na kolonu [25].
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3.4.1 Sudan Il

Obrazek €. 6 - strukturni vzorec sudanu II

L U
CHs

Sumdrni vzorec: C18H16N20

Chemicky ndzev: 1-[(2,4-
Dimethylphenyl)hydrazinylidene]naphthalen-2-one

CAS: 3118-97-6

Molekulova hmotnost: 276,36

Fyzikalni a chemické vlastnosti:  lososové rizovy prasek
teplota tani 156-158 °C
hustota 1,14 g/cm?
nerozpustny ve vode

v etanolu, acetonu a benzenu vytvari koloidni

roztoky
rozpustny v etheru [26]

se silnymi oxida¢nimi ¢inidly, kovovymi solemi,

peroxidy a sulfidy mize plsobit explozivné
Obecna charakteristika
Sudan II je jednou ze Ctyt slozek ¢erveného azobarviva Sudan. Vzniké kopulaci

diazoniového m-xylidenu s 2-naftolem [27].
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Pouiiti

Vyuziva se jako barvivo oleji, voski a uhlovodikovych rozpoustédel
pro lestidla, svicky a polystyrenové pryskytice. V Japonsku je také pouzivan k barveni

petrolejovych produktt, plasti, lestidel na boty, kosmetiky a nékterych léciv.
Toxicita

Ptestoze byl Sudan II testovan na kancerogenitu u mysi a krys peroralni cestou,
International Agency for Research on Cancer (IARC) povazuje vysledky téchto studii
za bezvyznamné, vzhledem k neadekvatnosti Cisel v pokusech u obou uzitych zvifat,
délce experimentu a stupné hlaSeni ptipadd. Pfi testovani na mySich bylo zjisténo,

ze Sudan II zvysuje vyskyt karcinomti mocového méchyte.

VétSina organickych azobarviv jsou potencialnimi sensitizéry kize, z nichz
nejznamejSim je para-fenylendiamin a jeho analoga. Vétsi pravdépodobnost drazdéni
ktize je u ve vod¢ rozpustnych azobarviv. Byly provedeny studie, kdy bylo zjisténo,
7e Sudan II se jako slozka komerc¢niho barviva podili na vzniku pigmentové kontaktni
dermatitidy [28]. Kromé kontaktnich dermatitid roztoky téchto barviv zpusobuji také

kozni onemocnéni lichen planus [29].

3.5 Analytické stanoveni fenoxykarbu a permetrinu

V minulosti se sou¢asnym chromatografickym HPLC stanovenim permetrinu a
fenoxykarbu zabyvala ve své diplomové praci Petra Svestkova [5] a pracovnici katedry
analytické chemie pomoci metody sekvenéni injekéni chromatografie (SIC) [30]. Zadné
dalsi prace zabyvajici se spoleCnym stanovenim téchto dvou latek nebyly v dostupné

literatufe nalezeny.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Materialy a pomicky

4.1.1 Standardy, vzorky a chemikalie

Fenoxycarb, dodavatel Aveflor, a.s., pracovni standard (99,60%)
Permethrin, dodavatel Aveflor, a.s., pracovni standard (98,00%)

Arpalit® Neo Sampon proti parazitim s bambusovym extraktem, kone&ny produkt,
¢.8arze: V20-02*05/2010

Sudan I1, Sigma Aldrich (90,00%)

Acetonitril for liquid chromatography, LiChrosolv, Merck

Ethanol 99,9% A.C.S. spectrophotometric grade, Aldrich Chemical Co.
Methanol 99,9% A.C.S. spectrophotometric grade, Aldrich Chemical Co.
Ultracista voda, ¢isténa systémem Milli-Q (Millipore, Berford)

4.1.2 Pristroje, podminky separace

Chromatograficky systém:

Chromatograf: Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph

Detektor: Shimadzu M 20A Prominence Diode Array Detector

Kolony: Ascentis® Express F5, 100 x 3 mm, 2,7 pm &astice, (Sigma
Aldrich)

Ascentis® Express RP-Amide, 100 x 3 mm, 2,7 pm &astice,
(Sigma Aldrich)

Ascentis® Express F5, 30 x 4,6 mm, 2,7 pm &astice, (Sigma
Aldrich)
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Davkovani: 2 ul
Detekce: UV, 225 nm
Mobilni faze: Acetonitril — Voda
Acetonitril — Metanol
Prutok: 1,0 ml/min
Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution
Filtracni zarizeni na mobilni faze:
Millipore, filtr ze sklenénych vlaken o velikosti port 0,45 pm
Ultrazvukova lazern:
Bandelin SONOREX RKS52, Berlin, SRN
Analytické vahy:

Sartorius 2004 MP, SRN

4.2 Priprava roztoku vnitiniho standardu

Bylo navazeno ptiblizné piesné 0,06 g sudanu Il (IS) do odmérné banky 100 ml

a doplnéno etanolem po znacku.

4.3 Priprava roztoku standardii fenoxykarbu a permetrinu

Standardni roztok byl pfipraven navdzenim piiblizné ptesné 0,15 g fenoxykarbu
a 0,60 g permetrinu, rozpusténim této navazky v etanolu a doplnénim etanolem
vV odmérné baiice na objem 100 ml. Z tohoto roztoku byl odebran 1 ml, k némuz bylo
odpipetovano 1 ml roztoku IS a fedéno etanolem do 25 ml. Tento roztok byl davkovan

autosamplerem na kolonu.
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4.4 Priprava vzorku Samponu Arpalit Neo

Do 25 ml odmérné banky bylo odpipetovano takové mnozstvi Samponu, které
odpovida navazce ptiblizné 0,8 g. K tomu byl odpipetovan 1 ml roztoku IS a banka byla
doplnéna po znaCku etanolem. Odmérné banky byly umistény na 5 minut
do ultrazvukové lazné, aby dosSlo k dostateéné homogenizaci vzorku a extrakci

analyzovanych latek.

4.5 Popis prace

Byla optimalizovana metoda pro stanoveni obsahu fenoxykarbu a permetrinu
V testovaném kosmetické pripravku Arpalit® Neo Sampon. Podstatou optimalizace je
volba vhodnych podminek pro analyzu tak, aby ve vysledném chromatogramu oddélené
slozky poskytovaly ostré a symetrick¢ chromatografické piky, rozdélené¢ pokud mozno
az na zakladni linii. Pfi optimalizaci byly pouzivany pracovni roztoky fenoxykarbu,

permetrinu a IS, uvedené v kapitole (4.2 a 4.3).

Po ziskani optimalnich podminek byla metoda validovana a néasledné byly prométeny

vzorky kosmetického piipravku Arpalit® Neo sampon.
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4.6 Optimalizace chromatografickych podminek

4.6.1 Optimalizace sloZeni mobilni faze v zavislosti na typu kolony

Pro optimalizaci byly méfeny retenéni c¢asy fenoxykarbu a permetrinu
na vybranych kolonach s ,fused core technologii — Ascentis Express® V zavislosti

na zménach slozeni mobilni faze pti teploté 60 °C.

Jako mobilni faze byly analyzovany smési acetonitril — voda a metanol — voda.
Pfi slozeni mobilni faze metanol — voda ale dochazelo k Sumu na zakladni linii a piky
chvostovaly, proto toto slozeni mobilni faze bylo nakonec zavrhnuto. Méfeni probihalo

pfi izokratické eluci.

Cilem bylo rozdéleni pikli na zdkladni linii, zarovenn zachovani vhodnych
podminek pro pouzitou kolonu a vhodné doby trvani jedné analyzy. Podminky separace
a chromatogramy uvedené dale jsou vybérem nejlepSich dosazenych separaci

na vybranych kolonéach.
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4.6.1. Kolona Ascentis® Express F5, 100 x 3 mm, 2,7 um Cdstice:

Separace probihala nejvhodnéji pii slozeni mobilni faze acetonitril — voda

(55:45). Piky byly rozd¢leny az k zékladni linii a analyza netrvala ptilis dlouho.

Obrazek ¢. 7 - chromatogram za pouZiti kolony F5, 100 x 3 mm, 2,7 pm ¢astice

mAU
500-225nm,4nm (1.00)
450~ .
400 [
50
] fenoxycarb 0.944 | | permethrin 3.873/3.698
300-] . ||
1 | |
250- I |
200-
150—: | b
100; ‘ | | | ‘I

h | |
501 || 1.558/1.495 Lo
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4.6.1.  Ascentis® Express RP-Amide, 100 x 3 mm, 2,7 um é&dstice:

U této kolony bylo nejvhodnéjsi slozeni mobilni faze acetonitril — voda (55:45).
Dochézelo k rozdéleni pikli az na zakladni linii a retencni Casy latek byly dostatecné
oddélené¢ a poskytovaly del§i rozmezi retenéniho ¢asu vhodné pro nalezeni IS
nez U piedchozi kolony. U permetrinu dokonce doslo k oddé€leni cis- a trans-izomerd.

Tyto podminky se jevily jako nejvhodnéjsi a byly pouzity pro analyzu.

Obrazek €. 8 - chromatogram za pouZiti kolony RP-Amide, 100 x 3 mm, 2,7 pm ¢astice

mAU
500~ 525nm 4nm (1.00)

450

] \
400 | permethrin 4.440
350 fenoxycarb 1.017 |
300; |‘|‘ ‘
250 | | 4.857
200 |
150

100-] ,

| | 38733677 | ||
50- R 1.697 ||
o NN e . Ly k! Ly
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4.6.1.  Ascentis® Express F5, 30 x 4,6 mm, 2,7 um Cdstice:

Analyza staila probéhnout ve vyméfeném cCase. Byla provedena za slozeni
mobilni faze acetonitril — voda (50:50). Doslo k oddéleni obou latek, ale pied pikem

fenoxykarbu byl na zakladni linii v blizkosti piku Sum z matrice rozpoustédla.

Obrazek ¢. 9 - chromatogram za pouziti kolony F5, 30 x 4,6 mm, 2,7 pm ¢astice

mAU
-225nm,4nm (1.00)

325
300- fenoxycarb 0.860 f |
1 . [
7757 I | | permethrin 4.483
250 [ [
] |
225 ‘ |
3] | | | |
200 | | : \l
] | | l
175~ | I‘ " 4.922
150 ] | | [
] | |
125-] \ I‘ |
N |
1004 |
| | |
75 | | \I
- N |
sl | 1.558/1.575 3.873/3.667 |
Na |- \
o IRAV 'T-! S — o — Y e —
251
50 T T LA LR —T T 7 T —— L T — 1
0.0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 min

4.6.2 Hledani vnitiniho standardu

Pro nalezeni vnitiniho standardu byly prométfovany latky strukturné blizké
fenoxykarbu a permetrinu. Reten¢ni ¢as vnitiniho standardu byl hledan v rozmezi mezi
jednotlivymi retennimi Casy jednotlivych latek, tj. v intervalu 1 az 4,5 min tak, aby byl

pik vnitiniho standardu znatelné samostatn¢ eluovan.
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Tabulka €. 1 - reten¢ni ¢asy jednotlivych latek p¥i hledani IS

Zkoumana latka tr (Min) Poznamka
Butylparaben 0,753 prilis kratky tr
3,5-dichlorfenol 0,849 prilis kratky tr
Diclofenacum natricum 0,814 prilis kratky tr
2,5-dinitrofenol 0,655 prilis kratky tg
Etylparaben 0,623 prilis kratky tr
Hexachlorofen 1,312 pik v blizkosti fenoxykarbu
Ibuprofen 0,883 prilis kratky tr
Metylparaben 0,580 prili§ kratky tr
Propylparaben 0,680 prilis kratky tg
Propylfenazon 0,686 ptilis kratky tr
Tetracyklin - tr byl delsi nez doba méteni
Rolitetracyklin - tr byl delsi nez doba méteni
Klopamid 0,601 prilis kratky tr
Bopindolol - tr byl delsi nez doba méteni
hydrogenmalait
2,3,5-trimetylfenol 0,797 prilis kratky tr
1-nitroso-2-naftol 0,731 prilis kratky tr
Sudan | 1,812 vyhovuje
Sudan 11 2,867 vyhovuje nejlépe
Sudan 111 4,003 pik v blizkosti permetrinu
Sudan IV 7,004 pfilis dlouhy tr

Pro pozadavky IS vyhovoval nejlépe sudan II a tento byl také pro tuto metodu

pouZit.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Souhrn optimalnich podminek pro HPLC analyzu

Chromatograf: Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph
Detektor: Shimadzu M 20A Prominence Diode Array Detector
Kolona: Ascentis Express RP-Amide, 100 x 3 mm, 2,7 um ¢astice
Davkovani: 2 ul

Detekce: UV, 225 nm

Mobilni fize: Acetonitril — Voda (55:45)

Typ eluce: Izokraticka

Prutok: 1,0 ml/min

Teplota: 60 °C

Cas analyzy: 6 min

Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution

5.2 Test vhodnosti chromatografického systému
5.2.1 Ulinnost chromatografického systému — zdanlivy podet
teoretickych pater (N)

K ovéfeni ucinnosti kolony byly pouzity hodnoty z analyz roztoku standarda
pro opakovatelnost. Podle nasledujiciho vzorce byl proveden vypocet z priméru tii

mérent:

2
N =5,54[t—R] kde
Wh
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t — retencni ¢as (min);

w — sitka piku v poloviné jeho vysky (min).

Tabulka €. 2 - ufinnost chromatografického systému

Hodnocena latka tr (Min) Wh N
Fenoxykarb 1,007 0,087 657
IS 2,936 0,114 3228
Permetrin 4,430 0,156 4434

5.2.2 Faktor symetrie chromatografickych pikii (A)

Pro zjisténi symetrie chromatografickych pikii byly pouzity hodnoty roztoki
standardu pti métfeni opakovatelnosti. Podle nasledujiciho vzorce byl proveden vypocet

Z priméru tii méteni:

A%:V\sgs,kde

W 05 — Sitka piku v 5% jeho vysky;

d — vzdalenost, ktera vznikne protnutim kolmice spusténé z vrcholu piku a

usecky wpo os.

Tabulka €. 3 - asymetrie chromatografickych piki

Analyzovana latka Wo 05 d A
Fenoxykarb 0,162 0,057 1,422
IS 0,236 0,103 1,151
Permetrin 0,311 0,153 1,017
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5.2.3 RozliSeni chromatografickych piku (R;)

Podle nésledujiciho vzorce byl proveden vypocet z priméru hodnot tii méteni

roztokl standardi pti méfeni opakovatelnosti:

_ 118.(ty, —ty,)

RS
Whl + Wh2

, kde

tr1 @ try — retencni Casy latek, kdy tro > tr1;
Wh1 @ Wiy — Sitky pika v polovicni vysce piki.

Tabulka ¢. 4 - rozli§eni chromatografickych pika

Analyzované latky Rs
Fenoxykarb — IS 10,612
IS - Permetrin 6,524

Obrazek €. 10 - separace za optimalnich podminek

55 25nm. 4nm (1.00)

=
40‘: fenoxycarb 1.014
. permethrin 4.422

sudanll 2.868

254

204

m_—j\/\/\s‘J " .

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55  min
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5.3 Validace analytické metody

5.3.1 Linearita

Zjisténi linearity bylo provedeno metodou absolutni kalibrace. K méfeni bylo
ptipraveno 8 roztokd standardu fenoxykarbu, permetrinu a vnitiniho standardu.
Pro vyhodnoceni zavislosti absorbanci kalibra¢nich roztokl na jejich koncentraci byla

pouzita metoda linearni regrese.

Obrazek ¢. 11 - testovani linearity — fenoxykarb

FENOXYKARB
c (mg/100 | plocha
ml) piku 3000000
0,602| 152566 3 2500000
1,504 | 390660 S 2000000 +
3,008| 775447 % 1888888 T
4,512 | 1189569 8 o000 |
6,016 | 1584897 0 } | |
7,520 | 1983834 0 . A .
9,024 | 2366822
10,525 | 2810329 ¢ (mg/100ml)

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodu n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 266259,1 + 1486,824
Abs. ¢len q= -14745,48 + 9359,038
Korelaéni koef. r= 0,999906
Rezidualni odch. s = 14023,25
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¢ (mg/100 | plocha
ml) piku

0,255| 151169

0,638 | 368755

1,276 | 744164

1,914 | 1113770

2,552 | 1491753

3,190 | 1885931

3,828 | 2211649

4,466 | 2637993

Obrazek ¢. 12 - testovani linearity — IS

IS

plocha piku

3000000
2500000 +
2000000
1500000 +
1000000

500000 -+

0 1

¢ (mg/100ml)

Statistické parametry pro regresi : y=k x+q

Pocet bodl
Smeérnice

Abs. ¢len
Korelaéni koef.
Rezidualni odch.

n= 8

k = 587394,6
g= -4741,969
r= 0,999839
s= 17196,35

Odhad chyby
4297,328

t
+ 11475,89

Obrazek ¢. 13 - testovani linearity — permetrin
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¢ (mg/100 | plocha
T , 1 1
2,419| 708814 % 10000000 -
6,048 | 1730803 o~ 8000000 —
12,096 | 3422973 5 6000000
18,144 | 5113419 2 4000000 -
24,192 | 6853678 2000008 1 ; ; ; ; ;
30,240 | 8666131 0 10 20 30 40 50
36,288 | 10195284 ¢ (mg/100ml)
42,336 | 11834946
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodt n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 280314,5 + 1826,414
Abs. ¢len q= 47291,91 + 46235,75
Korelaéni koef. r= 0,999873
Rezidualni odch. s= 69283,22




5.3.2 Opakovatelnost

Pro vyhodnoceni opakovatelnosti byly pouzity vysledky pii opakovaném
davkovani roztokti analyzovanych latek v mobilni fazi ve tfech riznych koncentracich.

Relativni smérodatné odchylky byly vyhodnoceny z ploch pik.

Fenoxykarb byl vyhodnocovan pii ¢ = 0,6016 mg/100ml, ¢ = 6,016 mg/100 ml a
¢ = 10,525 mg/100 ml.

Tabulka ¢. 5 - opakovatelnost analyzy pro fenoxykarb

FENOXYKARB
Cislo pokusu Plocha piku (A)

c=0,6016 € =6,016 mg/100 | c=10,525 mg/100

mg/100ml ml ml
1 152812 1560857 2765402
2 153957 1565718 2771083
3 153763 1563174 2767569
4 153827 1564887 2762986
5 153057 1566724 2770892
6 152560 1562622 2764494
N 6 6 6
X 153329 1563997 2767071
S 594 2173 3378

RSD (%) 0,38 0,13 0,12
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Sudan IT byl vyhodnocovan pii ¢ = 0,2552 mg/100ml, ¢ = 2,552 mg/100 ml a
¢ = 4,466 mg/100 ml.

Tabulka ¢. 6 - opakovatelnost analyzy pro sudan 11

IS
Cislo pokusu Plocha piku (A)

¢ =0,2552 ¢ = 2,552 mg/100 ¢ = 4,466 mg/100

mg/100ml mi ml
1 149555 1506591 2644358
2 149832 1505265 2648254
3 149326 1504582 2643864
4 149328 1486219 2626098
5 148968 1512103 2633681
6 149523 1527665 2649626
N 6 6 6
X 149422 1507070 2640980
S 290 13371 9188

RSD (%) 0,19 0,88 0,34
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Permetrin byl vyhodnocovan pfti ¢ = 2,4192 mg/100ml, ¢ = 24,192 mg/100 ml a

¢ = 42,336 mg/100 ml.

Tabulka ¢&. 7 - opakovatelnost analyzy pro permetrin

PERMETRIN

Cislo pokusu

Plocha piku (A)

c=2,4192 € =24,192 mg/100 | c=42,336 mg/100
mg/100ml ml ml
1 702770 6896890 11949838
2 707627 6903154 11974238
3 708586 6897935 11956043
4 708415 6905524 11958059
5 707970 6906312 11956621
6 706528 6911219 11950008
N 6 6 6
X 706982 6903505 11957468
S 2189 5410 8924
RSD (%) 0,31 0,07 0,07
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5.3.3 Presnost

Pro vyhodnoceni ptesnosti byly analyzovany roztoky vzorku Samponu Arpalit
Neo (€.8. V20-02*05/2010), které byly piipraveny postupem uvedenym v kapitole (4.4).
Byly provedeny 3 nastiiky kazdého roztoku na kolonu a urcena primérna plocha piku
vztahujici se na primérnou navazku 0,8 g. Smérodatna odchylka a relativni smérodatna

odchylka byla stanovena pro 6 roztokd.

Obsah fenoxykarbu a permetrinu (c,) byl vypoc¢itan podle vzorce:

Ay
Ars(w)
As
Ars(s)

Cy =
XNnX50

Cv — obsah uc¢inné latky v %;

Ay — plocha piku vzorku;

Aisv) — plocha piku vnitfniho standardu v roztoku vzorku;

As — plocha piku standardu (fenoxykarb: As = 1614072; permetrin: As = 6954206);
Aiss) — plocha piku vnitiniho standardu v roztoku standardu (Ases) = 1472195);

cs — koncentrace standardu (fenoxykarb: ¢s = 0,06 mg/ml; permetrin: cs = 0,24 mg/ml)

K - korekce na Cistotu suroviny (obsah u¢inné latky v suroviné —

fenoxykarb: K = 97,30%, permetrin: K = 98,76%.)
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Tabulka ¢. 8 - pFesnost metody

Vzorek | Navazka AV AV AIS(V) c c
(9) (fenoxy- | (permetrin) (fenoxy- | (permetrin)
karb) karb)
1 0,7864 | 1399652 5821560 | 1599603 | 0,1185 0,4644
2 1,0487 1388982 5774818 1197608 | 0,1178 0,4614
3 0,8092 | 1395327 5738024 | 1549855 | 0,1185 0,4592
4 1,0398 | 1393642 5791619 | 1207213 | 0,1183 0,4630
5 0,8068 | 1401560 5838826 | 1553365 | 0,1191 0,4675
6 0,8398 | 1404137 5849800 | 1496439 | 0,1189 0,4671
n 6 6
X 0,1185 0,4638
S 0,0005 0,0033
RSD (%) 0,41 0,70
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5.3.4 Spravnost

Bylo pfipraveno 6 roztokli vzorku Sampénu postupem uvedenym
v kapitole (4.4), ke kterym byl pfidan 1 ml roztoku standardd o koncentraci co
(fenoxykarb: ¢o = 0,06015 g/100 ml, permetrin: ¢, = 0,24192 g/100 ml). Byly provedeny
3 nastiiky téchto roztokli na kolonu a spocitana primérna plocha piku pfepocitana na

navazku 0,8 g.

Pro vypocet vytéznosti byla pouzita primérnd plocha piku kazdého pracovniho
roztoku pro spravnost a X ziskany pii méfeni pracovnich roztokd pro piesnost

uvedenych v kapitole (bez ptidavku roztoku standardi.)

Vyté€znost byla vypoctena podle vzorce:

Ay—%

Ry=100 x , kde

S
Ry — vytéznost v %;
A\ — plocha piku vzorku;

Xs - prumér ploch pracovnich roztokli ziskany pifi méfeni piesnosti (fenoxykarb:

Xs = 1392600, permetrin: Xs = 5790017);

A — plocha piku standardu (fenoxykarb: As = 1614072; permetrin: As = 6954206).
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Tabulka ¢. 9 - spravnost metody

Vzorek A, A, (permetrin) Ry Ry (permetrin)
(fenoxykarb) (fenoxykarb)

1 2983825 12691901 98,58 99,25
2 3105690 12602331 106,13 97,96
3 3069010 12656275 103,86 98,74
4 3072697 12596354 104,09 97,87
5 3062588 12986347 103,46 103,48
6 3119213 13176879 106,97 106,22
N 6 6
X 103,85 100,59
S 2,93 3,45

RSD (%) 2,82 3,43
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5.3.5 Robustnost

. Testovani miry vlivu proménnych experimentdlnich podminek bylo stanoveno

u pracovniho roztoku o slozeni:

e fenoxykarb (c = 6,016 mg/100ml)
e IS (c=2,552 mg/100 ml)
e permetrin (c = 24,192 mg/100ml)

5.3.5.  Vliv sloeni mobilni faze

Pracovni roztok byl testovan pii zménach poméru dvou slozek zastoupenych
v mobilni fazi — acetonitrilu a vody, a to v pomérech 50:50, 55:45 a 60:40. Byly

provedeny tfi méfeni a spocitan jejich primeér.

a) Vliv na plochu chromatografickych piki

Ar = 100 - -2

, kde

55:45

A\ — plocha piku za testovanych podminek
Ass.45 — plocha piku za standardnich podminek.

Byly ziskény vysledky uvedené v tabulkdch . Relativni plocha piku vztazena
na plochu piku pfi optimalnim slozeni mobilni faze se pohybovala v rozmezi 96,94 %
az 99,80 % u fenoxykarbu, 100,15 % az 101,13 % u IS a 100,06 % az 100,36%

u permetrinu.

Tabulka ¢&. 10 - vliv sloZeni mobilni faze na plochu piku (fenoxykarb)

Acetonitril - Voda Fenoxykarb
Ai Ar (%)
50:50 1587323 99,80
55:45 1590464 100
60:40 1541856 96,94
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Tabulka ¢. 11 - vliv sloZeni mobilni faze na plochu piku (1S)

Acetonitril - Voda IS
A Ar (%)
50:50 1500571 100,15
55:45 1498270 100
60:40 1515189 101,13

Tabulka ¢. 12 - vliv sloZeni mobilni faze na plochu piku (permetrin)

Acetonitril - Voda Permetrin
A Ar (%)
50:50 6914435 100,36
55:45 6889785 100
60:40 6894102 100,06

b) Vliv na retenc¢ni ¢as

K dokonalé¢ separaci vSech slozek dochazi v celém testovacim rozmezi, ale
slozeni mobilni faze ovliviiuje retencni Cas, a tim 1 dobu trvani analyzy. Pfi slozeni
mobilni faze acetonitril — voda (55:45) byly dle srovnani jednotlivych chromatogramu

slozky separovany nejlépe.

Tabulka €. 13 - vliv sloZeni mobilni faze na retenc¢ni ¢as

Acetonitril - Voda tr (Min)
Fenoxykarb IS Permetrin
50:50 1,34 4,52 8,25
55:45 1,03 2,91 4,51
60:40 0,84 1,97 2,65
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Obrazek ¢. 14 - chromatogram separace za podminek acetonitril - voda (50:50)
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Obrazek znazornuje chromatogram za podminek slozeni mobilni fdze v poméru
acetonitril — voda (50:50). Separace vSech latek probiha az k zakladni linii, doSlo

k prodlouZeni doby analyzy.

Obrizek ¢. 15 - chromatogram separace za podminek acetonitril - voda (60:40)
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Obrazek znazoriiuje chromatogram za podminek slozeni mobilni fdze v poméru
acetonitril — voda (60:40). Separace vSech latek probiha az k zakladni linii, doslo

ke zkraceni doby analyzy.
5.3.5.  Vliv teploty

Vliv teploty byl testovan pii 50 °C a 70 °C pro srovnani s puvodni teplotou 60
°C. Kazda teplota byla prométena ttikrat a byl spocitdn priimér, za podminek sloZeni

mobilni faze acetonitril — voda (55:45).

a) Vliv na plochu piku

Ag = 100 - -2

, kde

60 °C
A\, — plocha piku za testovanych podminek,
Ago o.c — plocha piku za standardnich podminek.

Byly ziskény vysledky uvedené v tabulkdch . Relativni plocha piku vztazena
na plochu piku pifi optimalni teploté se pohybovala v rozmezi 98,15 % az 99,09 %
u fenoxykarbu, 97,98 % az 100,49 % u IS a 100,19 % az 100,30 % u permetrinu.

Tabulka €. 14 - vliv teploty na plochu piku (fenoxykarb)

Teplota (°C) Fenoxykarb
Ai Ar (%)
50 °C 1575963 99,09
60 °C 1590464 100
70 °C 1561021 98,15
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Tabulka ¢&. 15 -vliv teploty na plochu piku (IS)

Teplota (°C) IS
Ai AR (%)
50°C 1467948 97,98
60 °C 1498270 100
70°C 1505661 100,49
Tabulka & 16 - vliv teploty na plochu piku (permetrin)
Teplota (°C) Permetrin
A Ar (%)
50°C 6910422 100,30
60 °C 6889785 100
70°C 6903202 100,19
b) Vliv na retenéni ¢as
Tabulka &. 17 - vliv teploty na retenéni ¢as
Teplota (°C) tr (Min)
Fenoxykarb IS Permetrin
50 °C 1,11 3,36 5,3
60 °C 1,03 2,91 4,51
70 °C 0,95 2,47 3,74

Z tabulky vyplyva, Ze zmény teploty ptsobily mirn€ na reten¢ni ¢as sudanu II a

o néco vyraznéji na retencni ¢as permetrinu.
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5.4 Stanoveni obsahu fenoxykarbu a permetrinu ve vzorku

pFipravku Arpalit® Neo sampon

Dle postupt uvedenych v kap. (4.3 a 4.4) byl pfipraven roztok standardti a dva
vzorky Samponu Arpalit Neo (¢.8. V20-02*05/2010). U kazdého vzorku byly provedeny

dvé analyzy a pramér jejich ploch byl ptepo¢itan na navazku 0,8 g.

Obsah fenoxykarbu a permetrinu v Samponu byl spoc¢itan z naméfenych hodnot

dle nasledujiciho vzorce:

AA” XCg XK

Cy = i 1) B kde
_As wnxs50’
Ars(s)

Cy — obsah uc¢inné latky v %;

A\ — plocha piku vzorku;

Aisw) — plocha piku vnitiniho standardu v roztoku vzorku;

A — plocha piku standardu (fenoxykarb: As = 1551237; permetrin: As = 6829917);
Ais(s) — plocha piku vnitiniho standardu v roztoku standardu (Ass) = 1493940);

cs — koncentrace standardu (fenoxykarb: ¢s = 0,06 mg/ml; permetrin: ¢s = 0,24 mg/ml)

K - korekce na Cistotu suroviny (obsah ulinné latky v suroviné —

fenoxykarb: K = 97,30%, permetrin: K = 98,76%.)

Tabulka &. 18 - stanoveni obsahu ve vzorku Arpalit® Neo $ampon

Vzorek | Navazka Ay Ay Aisw) C C
(9) (fenoxy- | (permetrin) (fenoxy- | (permetrin)
karb) karb)
1 0,8569 1299890 5851543 1452357 | 0,1175 0,4875
2 0,8216 1285708 5801071 1496031 | 0,1176 0,4894
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6 Zaver

Pro stanoveni ucinnych latek fenoxykarbu a permetrinu, obsazenych
ve zkoumaném kosmetickém pripravku Arpalit® Neo Sampon proti parazitim
S bambusovym extraktem, pomoci HPLC za vyuziti metody vnitfniho standardu byly
nejprve optimalizovany vhodné chromatografické podminky separace. Poté byl nalezen
vhodny vnittni standard, coz bylo barvivo Sudan II. Tato metoda byla poté validovana a

byl stanoven obsah U¢innych latek v kosmetickém ptipravku.

Pro separaci byly optimalni chromatografické podminky metody HPLC tyto:

Chromatograf: Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph
Detektor: Shimadzu M 20A Prominence Diode Array Detector
Kolona: Ascentis Express RP-Amide, 100 x 3 mm, 2,7 um &astice
Davkovani: 2 ul

Detekce: UV, 225 nm

Mobilni fize: Acetonitril — Voda (55:45)

Typ eluce: Izokraticka

Pritok: 1,0 ml/min

Teplota: 60 °C

Cas analyzy: 6 min

Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution

Byl také proveden test vhodnosti chromatografického systému. Pocet
teoretickych pater, ktery vyjadiuje ti€¢innost kolony, mél hodnoty N pro fenoxykarb 657,
pro IS 3228 a pro permetrin 4434. Faktor symetrie As byl pro fenoxykarb 1,422, pro 1S
1,151 a pro permetrin 1,017. RozliSeni chromatografickych pikt fenoxykarbu a IS bylo
10,612, rozliSeni pikti IS a permetrinu bylo 6,524.
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Pti testu opakovatelnosti bylo méfeni provedeno na 3 hladinach, u fenoxykarbu
byly vysledky relativni smérodatné odchylky (RSD) 0,38%, 0,13% a 0,12%, u IS
0,19%, 0,88% a 0,34% a u permetrinu 0,31%, 0,07% a 0,07%.

U vyhodnoceni linearity byl sledovan korela¢ni koeficient a tento odpovidal

u fenoxykarbu 0,9999 a u IS a permetrinu 0,9998.

Pii zjiStovani ptesnosti byla zjiStovana RSD, pro fenoxykarb méla hodnotu

0,41% a pro permetrin 0,70%.

Spravnost stanoveni, resp. vytéznost se pohybovala vrozmezi od 98,58%

do 106,97% pro fenoxykarb a od 97,87% do 106,22% pro permetrin.

Testovanim robustnosti byla dokézana vhodnost podminek separace, tj. teploty a
slozeni mobilni faze. K dokonal¢ separaci vSech slozek dochazi po celé testovaci
rozmezi, zména slozeni mobilni faze a vySe teploty ovliviluji pouze dobu trvani

analyzy.

Ackoliv tyto sledované parametry maji stanovené pozadavky na jejich hodnoty,
vzhledem k tomu, Ze se jedna o kosmeticky piipravek, neni nezbytné dodrzovat limity

téchto parametrt.

Obsah uc¢innych latek byl stanoven na 0,118 % u fenoxykarbu a 0,488%

u permetrinu.

52



7 Seznam pouzité literatury

[1] http://www.arpalit.cz/psi/antiparazitalni-vyrobky/arpalit-neo-sampon-proti-

parazitum-s-bambusovym-extraktem (btezen 2012)

[2] DUCHACEK, Lubomir, LAMKA Jiti: Veterindrni vademecum pro farmaceuty,
Karolinum, Praha 2006, s. 5 -7

[3] http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=51605#x27
(biezen 2012)

[4]  http://pmep.cce.cornell.edu/profiles/extoxnet/dienochlor-glyphosate/fenoxycarb-
ext.html (btezen 2012)

[5] SVESTKOVA Petra, Vyvoj HPLC metody pro stanoveni u¢innych latek
v piipravku Arpalit, Hradec Kralové, 2009

[6] http://www.wolframalpha.com/entities/chemicals/permethrin/wi/50/kg/
(bfezen 2012)

[7]  http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=40326&loc=ec_rcs#x27
(biezen 2012)

[8] http://toxnet.nIm.nih.gov/cqgi-
bin/sis/search/r?dbs+hsdb: @term+@rn+@rel+52645-53-1 (biezen 2012)

[9]  Cesky lékopis 2009, Grada Publishing a.s., Praha 2009, s. 106 - 107

[10] http://www.hplc.cz/ (biezen 2012)

[11] HANAI, Toshiko: HPLC a practical guide, Royal Society of Chemistry,
Cambridge 1999, s. 11 - 24

[12] WEBB Michael L., LEE, David C.: Pharmaceutical analysis, Blackwell,
Oxford 2003, s. 45

[13] MEYER, Veronika R.:Practical high-performance liquid chromatogramy,
Wiley, Chichester 2010, s. 117 — 120

53


http://www.arpalit.cz/psi/antiparazitalni-vyrobky/arpalit-neo-sampon-proti-parazitum-s-bambusovym-extraktem
http://www.arpalit.cz/psi/antiparazitalni-vyrobky/arpalit-neo-sampon-proti-parazitum-s-bambusovym-extraktem
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=51605#x27
http://pmep.cce.cornell.edu/profiles/extoxnet/dienochlor-glyphosate/fenoxycarb-ext.html
http://pmep.cce.cornell.edu/profiles/extoxnet/dienochlor-glyphosate/fenoxycarb-ext.html
http://www.wolframalpha.com/entities/chemicals/permethrin/wi/50/kg/
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=40326&loc=ec_rcs#x27
http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/search/r?dbs+hsdb:@term+@rn+@rel+52645-53-1
http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/search/r?dbs+hsdb:@term+@rn+@rel+52645-53-1
http://www.hplc.cz/

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

RUTA, Joséphine, ZURLINO Daria, GRIVEL Candice, HEINISCH Sabine,
VEUTHEY Jean-Luc, GUILLARME Davy: Evaluation of columns packed with
shell particles with compounds of pharmaceutical interest, Journal of
Chromatography A 2012, ro¢. 1228, s. 221-231, ISSN 00219673

http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/hplc/columns/ascentis-

express/fused-core-advantage.html (duben 2012)

OLAH, Erzsébet, FEKETE, Szabolcs, FEKETE, Jend, GANZLER, Katalin,
VEUTHEY, Jean-Luc, GUILLARME, Davy: Comparative study of new shell-
type, sub-2m fully porous and monolith stationary phases, focusing on mass-
transfer resistance, Journal of Chromatography A 2010, ro¢. 1217, ¢. 23, s. 3642-
3653, ISSN 00219673

http://www.mn-net.com/tabid/11797/language/en-US/default.aspx (duben 2012)

http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Supelco/General Information/t
403121.Par.0001.File.tmp/t403121.pdf (duben 2012)

HAVLIKOVA, Lucie, MATYSOVA, Ludmila, HAJKOVA, Renata,
SATINSKY, Dalibor, SOLICH, Petr: Advantages of pentafluorophenylpropyl
stationary phase over conventional C18 stationary phase - Application to
analysis of triamcinolone acetonide, Talanta 2008, ro¢. 76, ¢. 3, s. 597-601,
ISSN 00399140

PELLATI, Federica, BENVENUTI, Stefania: Fast high-performance liquid
chromatography analysis of phenethylamine alkaloids in Citrus natural products
on a pentafluorophenylpropyl stationary phase, Journal of Chromatography A
2007, ro¢. 1165, 1-2, s. 58-66, ISSN 00219673

BUCHELE, Berthold, ZUGMAIER, Waltraud, GENZE, Felicitas, SIMMET,
Thomas: High-performance liquid chromatographic determination of acetyl-11-
keto-a-boswellic acid, a novel pentacyclic triterpenoid, in plasma using a
fluorinated stationary phase and photodiode array detection - Application in
pharmacokinetic studies, Journal of Chromatography B 2005, ro¢. 829, ¢. 1-2,
s. 144-148, ISSN 15700232

54


http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/hplc/columns/ascentis-express/fused-core-advantage.html
http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/hplc/columns/ascentis-express/fused-core-advantage.html
http://www.mn-net.com/tabid/11797/language/en-US/default.aspx
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Supelco/General_Information/t403121.Par.0001.File.tmp/t403121.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Supelco/General_Information/t403121.Par.0001.File.tmp/t403121.pdf

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

VYBIRALOVA, Zuzana, NOBILIS Milan, ZOULOVA Jana, KVETINA
Jaroslav, PETR, P: High-performance liquid chromatographic determination of
ciprofloxacin in  plasma samples: Application in  pharmacokinetic
studies, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2005, ro¢. 37, ¢. 5,
s. 851-858, ISSN 07317085

http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/hplc/columns/ascentis-

hplc-columns/rp-amide.html (duben 2012)

BENHAIM, Deborah, GRUSHKA, Eli: Characterization of Ascentis RP-Amide
column:  Lipophilicity = measurement and linear  solvation energy
relationships, Journal of Chromatography A 2010, ro¢. 1217, ¢. 1, r. 65-74,
ISSN 00219673

HANSEN,  Steen, PEDERSEN-BJERGAARD,  Stig, RASMUSSEN
Knut: Chemical analysis in pharmaceutical science, West Sussex: John Wiley,
Chichester 2012, s. 313 — 314

http://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/summary/summary.cqi?sid=24851931#x27
(duben 2012)

http://www.guidechem.com/products/3118-97-6.html (duben 2012)

http://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pigmented%20contact%20dermatiti
s%20from%20az0%20dyes.%201.%20Cross-sensitivity%20in%20humans
(duben 2012)

FISHBEIN, Lawrence, PEDERSEN-BJERGAARD Stig, RASMUSSEN
Knut, Potential industrial carcinogens and mutagens, New York: distributors for
the U.S. and Canada, Elsevier/North Holland 1979, s. 394 - 395

CHOCHOLOUS, Petr, SATINSKY, Dalibor, SLADKOVSKY, Radek,
POSPISILOVA, Marie, SOLICH, Petr: Determination of pesticides fenoxycarb
and permethrin by sequential injection chromatography using miniaturized
monolithic colum, Talanta 2008, ro¢. 77, ¢. 2, s. 566-570, ISSN 0039-9140

55


http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/hplc/columns/ascentis-hplc-columns/rp-amide.html
http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/hplc/columns/ascentis-hplc-columns/rp-amide.html
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?sid=24851931#x27
http://www.guidechem.com/products/3118-97-6.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pigmented%20contact%20dermatitis%20from%20azo%20dyes.%20I.%20Cross-sensitivity%20in%20humans
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pigmented%20contact%20dermatitis%20from%20azo%20dyes.%20I.%20Cross-sensitivity%20in%20humans

