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Abstrakt

Byla vyvinuta HPLC metoda pro separaci a stanoviawék fenoxykarbu a
permetrinu. Metoda je zaloZena na vyuZiti kolony FE5(10 x 4 mm, 3 pmastice)
a UV detekce $ 225 nm. Slogeniny byly separovany s vyuzitim izokratické eluce
mobilni f4zi acetonitril — voda (65:35) tpokem 1,0 ml/min. Mieni probihalo p
70 °C. Systém umoznil u&pnou separaci obou slozekase pod 5 min. Retémi
¢as fenoxykarbu byl 1,53 min a permetrinu 3,68 rnozliSeni chromatografickych
pika fenoxykarbu a permetrinu bylo 11,012. Metoda bylaiZita pro analyzu
ainnych latek fenoxykarbu a permetrinu ve veterifdrripravcich Arpalif Neo
mechanicky rozprasovaArpalit® Neo spray a ArpalitNeo gna. Vyvinuta metoda
byla srovnana s metodou dostupnou na Katemhalytické chemie Faf UK HK
(HPLC, Chromolith Performance RP-18, 100 x 4,6mmadgntova eluce mobilni
fazi acetonitril + voda/acetonitril (60:40), gpok 1,0 ml/min, teplota 30 °Cgas

analyzy 11 min).

Kli¢ova slova: fenoxykarb, permetrin, HPLC



Abstract

A HPLC method was developed for the separation datérmination of the
substances fenoxycarb and permethrin. The methbased on using HS F5 column
(10 x 4 mm, 3 um particle) and UV detection at 226. The compounds were
separated using isocratic elution of the mobilesphacetonitril - water (65:35) at
a flow-rate of 1,0 ml/min. There was temperature°@during the measurement.
The system enabled successful separation of bathp@onds in time less than
5 min. The retention time of fenoxycarb was 1,53 min ahe tetention time of
permethrin was 3,68 min. The chromatographic reswilbetween both compounds
was 11,012. The method was applied to analysibefttive substances fenoxycarb
and permethrin in veterinary preparations Arfaliteo mechanical spray, Arpdlit
Neo spray a Arpalft Neo foam. Developed method was compared with taenoal
available on Department of Analytical Chemistrycitéy of Pharmacy in Hradec
Kralové, Charles University in Prague (HPLC, ChrdithoPerformance RP-18,
100 x 4,6 mm, gradient elution of mobil phase aaitib+ water/acetonitril (60:40),
flow rate 1,0 ml/min, temperature 30 °C, analysiget11 min).

Keywords: fenoxycarb, permethrin, HPLC
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Seznam zkratek

AChE acetylcholinesterasa

CE kapilarni elektroforéza

CNS centralni nervova soustava

DAD Diode Array detektor

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

EPA Environmental Protection Agency

Faf UK HK Farmaceuticka fakulta Univerzity KarlowyHradci Kralové
GC plynova chromatografie

HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie

LCso koncentrace latky, ktera je po podani u danéhatiaiia v 50 %

piipadi smrtelna

LDso mnoZstvi latky, které je po podani pro danéhodora v 50 %
piipadi smrtelné

MAO - A monoaminoxidasa A

MEKC micelarni elektrokineticka kapilarni chromatafie

MS hmotnostni spektrometrie

RP reverzni faze

SPE extrakce na pevne fazi

UV/VIS ultrafialova/viditelna oblast



1 Uvod

Veterinarni pipravek ARPALIT® Neo pati do skupiny latek &innych proti
zevnim parazitm a hmyzu. Je den k lokalnimu pouziti u nepotravinovych iati
starSich dvou gsidl. Obsahuje dvucinné latky — regulatoriistu hmyzu fenoxykarb
a kontaktni pyretroid permetriripobici na dosjpa stadia hmyzu.

Ze strgné reSerSe vyplyva, Ze stanovenim fenoxykarbu amegteinu
sowasre se zabyva pouze Katedra analytické chemie Faf BK Z&dné jinéslanky
0 sokasném stanoveni fenoxykarbu a permetrinu nebylyédeckych databazich
nalezeny. Katedra analytické chemie Faf UK HK vwéna publikovala metodu
stanovenidchto dvou dinnych latek v pipravku ARPALIT® Neo pomoci sekveni
injekéni chromatografie.

Na Katede analytické chemie Faf UK HK byl vydan také Infeptedpis
¢. 71, ktery pro stanoveni fenoxykarbu a permethviywziva metodu vysoka@inné
kapalinové chromatografie.

Metoda HPLC je v saiasné dob jedna z nejprogresi¥sich analytickych
metodik, ktera nachazi stalét$i uplat@ni ve vSech oblastech analyzyiigch
piipraviki. HPLC je Siroce vyuzivdna v modernich Iékopisngabnografiich. Da se
pouzit také ke stanoveni fenoxykarbu a permetrinuo z divodi sowasného
kvalitativniho i kvantitativniho hodnoceni obou &b, minimalni spdgeby vzorku,

moznosti automatizace a rychlosti analyzy.



2 Cil prace

Diplomova prace se zabyva moZnosti analyzovatrgvky ARPALIT® Neo
vysokolinnou kapalinovou chromatografii s UV detekci zaiiti rmiznych tym
stacionarnich fazi.

Prace vychazela z metody dostupné na Katednalytické chemie
Faf UK HK. Metoda vyuZivalaip separaci fenoxykarbu a permetrinu obsazenych
v pifpravcich ARPALIT Neo gradientovou eluci v mobilni fazi acetonitrilveda
(60:40) na chromatografické kol®i€hromolith Performance RP-18, 100 x 4,6 mm
se zapojenou 10mnigukolonou. Analyza trvala 11 minut.

Cilem této diplomové prace je upravit stavajici odet a poté validovat
podminky pro stanoveni fenoxykarbu a permetrinuiprpvcich ARPALIT Neo
tak, aby mohla byt nova metoda pouzivaitearptinni analyze dchto gipravki.
Snahou je pouZzitipseparaci jinou vhodnou kolonu, zachovéggmost a spolehlivost
analyzy, zkratittas potebny pro analyzu a zjednodusSit metodu pouZzitimresidke

eluce namistovodni eluce gradientove.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 ARPALIT®Neo

ARPALIT® Neo je netoxicky antiparazitarni a insekticidniippavek
s dlouhodobym @inkem. PouZiva se proti ektoparanit (blecham, kligatim, vsim,
vSenkam, roztm a jejich vyvojovym stadiim) a proti jinému hmyg@guaraveném,
moucham, pavoulkm) u nepotravinovych ziat (pg, kocek, plazi, ptactva a
drobnych Zzivgichi od 2 mésiai veéku). Fipravek chrani zvata i ped
onemocknimi typu lymfska borelibza a klidva encefalitida. Zarowe pasobi
preventivig proti vzniku alergie na blesi kousnuti.

Pripravek se vyskytuje ve troji apli&ai forme:

« ARPALIT ® Neo spray 150 ml: pro svou snadnou aplikaci je vhodny
piedevsim pro velka zkdta a jejich kotce. Sprej téiovelmi jemné kapky,
které jsou vhodné i pro hubeni parazinalych drufi Zivogicha (mysi,
exotického ptactva).

- ARPALIT ®Neo mechanicky rozprasové 150 ml: je vhodny zejména pro
mensi zwviata, pro kratkosrsta Zata a pro jedincetiie snasejici zvuk spreje.

- ARPALIT ®Neo pina 150 ml:je uené pro vechny typy Zwat, pro jemnou
aplikaci v obltejovécésti a pro jedince s velmi citlivou pokoZkou.

Hlavnimi &innymi latkami jsoufenoxykarb a permetrin (viz kap. 3.1.1 a
3.1.2). Ripravky ARPALIT® Neo jsou obohaceny o D-panthenol a silikonovou
slozku. D-panthenol dodava pokozZce, srsti nebii peitete vyzivu a vlhkost.
Silikonova sloZka vytvd na povrchu srsti nebo fieochranny hedvabny leskly film,
ktery zabr#éuje dehydrataci [1].
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3.1.1 Fenoxykarb

obrazek 1 — strukturni vzorec fenoxykarbu

sWenane
0

Sumarni vzorec: Ci7H10NOy [2]
Chemicky nazev: Ethyl 2-(4-phenoxyphenoxy)ethylcarbamate
CAS: 79127-80-3

Molekulovd hmotnost: 301,34

Fyzikalni a chemické vlastnosti: bezbarva krystalicka latka
teplota tani 53 — 54 °C, teplota varu 224 °C
rozpustnost ve vads,7 mg/kg pi 25 °C
rozpustnost v acetonu, chloroformu, diethyleteru
a methanolu cca 250 g/kgi 25 °C
staly v uzavené nadob za pokojové teploty
stabilni k hydrolyze v kyselém prastli

lehce rozlozitelny [3]

Mechanismus @inku:

Fenoxykarb pat do skupiny regulatdr ristu hmyzu (IGR = Insect growth
regulators). Ty &inkuji jako juvenilni hormony. Ovliwji procesy zahrnujici vyvoj
vajicek, metamorfézu a svlékani larvalnich stadii hmyozitivni &inek |&iva se
objevi zprostedkovar pres vyvojova stadia, do&lp jedinci pretrvavaji na hostiteli.

Proto se pouZziva v kombinaci s permetringfimdym i na dosgce [4].

Toxicita:

Akutni toxicita: Fenoxykarb je prakticky netoxicky pro savce poopéinim
podéani (LB pro potkana >10000 mg/kg). TotéZ plati pro dermabdani (LB, pro
potkana >2000 mg/kg). Inhdlai toxicita je mirna (L& pro potkana >0,480 mg/l).

12



Chronicka toxicita: Nebyly prokazany neZadoucicigky u potkari
krmenych 1 rok davkami fenoxykartti0 mg/kg/den, u gskrmenych 1,5 résice
davkami <15,9 mg/kg/den, u mysi (1,4 mg/kg/den) ani u k68 fng/kg/den).

Teratogenni @inky: Nebyly pozorovany zadné teratogendiniy v davkach
<300 mg/kg/den.

Mutagenni inky: Podle EPA neni fenoxykarb mutagenni.

Kancerogenni dinky, u¢inky na reprodukci:Nejsou k dispozici Zadna data.

Organova toxicita: Primarnim organem ovlimym fenoxykarbem ip

dlouhodobych studiich na Zatech jsou jatra.

Osud v organismu:
Pres 90 % davky fenoxykarbu bylo u potkawnylou¢eno khem 96 hodin.
Nebyla nalezena rezidua v Ziiisnych organech [3].

Symptomy otravy #lovéka po podani vysSich davek fenoxykarbu
Malatnost, svalova slabost, zawrgoceni, bolest hlavy, nadgmmé slireni,

zvraceni, abdomindlni bolestem, deprese CNS a plicni edém [5].

U¢inky na ekosystém:

Fenoxykarb je prakticky netoxicky pro ptaky #&ely, mirre az vysoce
toxicky pro ryby a vysoce toxicky pro vodni bezdl@aoduDaphnia

V pudé se rychle rozklada hydrolyzati mikroby. Velmi rychle se rozpada
v pritomnosti vody a slur@iho sétla. Rezidua fetrvavaji ve vod maximalre
2 dny.

Pouziti:
Kontrola p@&tu mravend, blech, komar, Svali. V zemedélstvi jako
insekticid na olivach, vinné réy bavire a ovoci, pipadre na skladovanych

produktech fi ochrarg pied motyly, moly, brouky a savym hmyzem [3].

13



3.1.2 Permetrin

obrazek 2 — strukturni vzorec permetrinu

CH3

HaC

Cl

Cl

Sumarni vzorec:

Chemicky nazev:

CAS Number:

Molekulovd hmotnost:

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Mechanismus @inku:

(0]

G1H20Cl203 [6]
3-phenoxybenzyl(1RS)-cis,trans-3-(2,2-
dichloro-vinyl)-2,2-dimethyl-
cyclopropanecarboxylate [7]
52645-53-1 (sks cis a trans izomey
54774-45-7 (cis — izomery)

51877-74-8 (trans — izomery)

391,29 [8]

bezbarva krystalicka latka swétle hneda
viskozni kapalina bez zapachu

teplota tani 34 — 35 °C [7]

teplota varu 200 °C [9]

rozpustnost ve vado,2 mg/kg pi 20 °C

rozpustnost vediSin¢ organickych rozpoué&tel

s vyjimkou ethylenglykolu [7]

2 stereocentra na cyklopropanovém kruhu —

tvoii 4 stereoizomery [9]

Permetrin pat do skupiny pyretroitl, syntetickych analog fozenych

pyretrini pochazejicich £hrysanthemum cinerariaefoliurivechanismus dinku je
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zaloZzen na ovlivéni iontovych kandl nervovych vidken paratit(= kontaktni
adulticida).

Pyretroidy vykazuji silny paralytickydinek na nervovou soustavu dékpech
parazifi [10]. Blokuji p‘enos sodnych iofitkanaly do nervovych bwk. Dochazi
Kk inhibici ATPasy (nasledkem je zvySené uwamtani acetylcholinu), MAO — A a
AChE (nedochazi krozkladu acetylcholinu). Permettaké inhibuje butné
dychani a GABA receptor (excitabilita, lece) [11]. Permetrin ma navic repelentni
acinek.

Vyhodou pyretroid oproti klasickym pyretriim je WtSi a rychlejsi &inek,
vySSi stabilita (pyretriny jsou rychle rozkladanyspbenim sitla) a lepSi rezidualni
efekt [10].

Toxicita:

Akutni toxicita: Permetrin je prakticky netoxicky po peroralnim aotl(LDso
pro potkana 430 - 4000 mg/kg). Po dermalnim pogmhirrg toxicky (LDso pro
potkana >4000 mg/kg a pro kralika >2000 mg/kg).nirin zmgisobuje mirné
drazcéni intaktni iodené KZe, gipadre zaret spojivek. Nevykazuje Zadnou
inhalani toxicitu (LGso pro potkana >23,5 mg/l). Toxicita permetrinu jeeoki
zAavisla na porru pritomnych izomai, cis — izomer je vice toxicky.

Chronicka toxicita: Nebyly pozorovany nezadoucéigky u psi krmenych
permetrinem davkami 5 mg/kg/den po 90 dni. U paikemenych 150 mg/kg/den
po dobu 6 msiar doSlo k mirnému zvySeni hmotnosti jater. Davky @@dm
permetrinu v potray kurat podané ve 3 - 6 tydnech po vylihnuti psijaaktivitu
imunitniho systému.

Uéinky na reprodukci: Fertilita samic potkah byla ovlivréna po uzivani
davky 250 mg/kg/den permetringhem 6. - 15. dne gravidity. Elovéka jsou tyto
Ucinky nepravdpodobné.

Teratogenni @inky: Nebyly pozorovany zadné teratogenéiniy [7].

Mutagenni finky: Permetrin byl mutagenni ve 3 testech na kulturach
s lidskymi leukocyty (zvySeny @et chromozomovych aberaci, fragmem@t DNA
lézi), vtestu s bugnymi kulturami vajéniku kiecka (vznik chromozomovych
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aberaci) a v testu s larvami octomilky (zvySésgthosti pohlavé vdzanych letélnich
mutaci) [11].

Kancerogenni udinky: Podle EPA je povazovan za potencialni lidsky
kancerogen. Zazeni do této skupinyi@dchazel nalez tumimlic a jater u mysi
krmenych permetrinem [12]. Mechanismus kancerogektivity spa@iva jednak
v hroma@ni kancerogennich metabdliaminokyseliny tryptofanu po inhibici jeho
rozkladnych enzyrin a jednak v inhibici mezibuiné komunikace progtdnictvim
gap junctions [11]. Zdroj [7] povaZuje tytdkhzy za nepirkazné.

Organova toxicita:Latka je pode®la z poskozeni neina z\&tSeni jater.

Osud v organismu:

Permetrin je efektivh metabolizovan v jatrech. Metabolity jsou rychle
vylucovany z &a. Stolici je vylodeno 3 — 6 % latky v neznéné podob.
Permetrin niZe gretrvavat v mozku a&mim tuku s poléasem 4 — 5 dni [7].

Symptomy otravy pyretroidy éloveka:
Drazdni kaZze a @i, bolest hlavy, zavea nevolnost, zvraceni, fjem,
nadn&rné sliréni, inava. Ve vaznychripadech tekutina na plicich, z&Skuby sval

mnoheméastjSi u toxitéjSich kyanopyretroidl [8].

U¢inky na ekosystém:

Permetrin je prakticky netoxicky pro ptaky. Vodrkosystémy jsou v3ak
zvlase citlivé na dopad permetrinu (toxicky pro korySeskkySe, zooplankton, ryby
(LDso pro wtSinu testovanych ryb <1 ppm, k§u nekterych druli <1 ppb)). Je také
toxicky pro divokou zét a extréma toxicky pro Wely (LDsp = 0,008 pg/vela) [11].

Permetrin¢asté&né pretrvava v fidé (poloatas 30 — 38 dni), &Sina se vSak
rychle degraduje. Velkou rolifpdegradaci hraji jdni mikroorganismy. ProtoZe je
permetrin téns nerozpustny ve vag ne@ekava se kontaminace podzemnich vod.

Permetrin neni, pokud je pouzit cikemoxicky pro rostliny [7].
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Pouziti:

V zemedélstvi je pouzivan jako ochrana protitgkim na Urodu baviny,
pSenice, kuktice, zeleniny, ovoce, va@gky, a také k hubeni paraziinibeze.

V tropickych oblastech se vyuziva v prevenci onemiot prenosnych
komarem (horégka Dengue, malarie).

Latka je podstatou metody redukce populace jelerktiBtat Ixodes
scapularis[9].

DalSimi indikacemi jsou zableSeni a zakigtu psa. Kontraindikovano je
vSak jeho podani¢ice nemocnym ziétim (s jinym infekKnim onemocénim
s €zkym piibchem) a zuiatim v rekonvalescenci, potravinovym gathim, podani
mladatim do 2 nésial véku a krezim fenam. V mistlokalniho podani kva na
kazi miaze dojit k pechodnému podréZdi. Casto se pouzivd v kombinaci
s imidaklopridem nebo fenoxykarbem [10].

Permetrin nachazi upebeni ve zdravotnictvi k eradikaci ro&io
zodpowdnych za svraby, v pmyslu a doméacnostech ke kontrole mravereac
termita [9].
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3.2 Chromatografie

3.2.1 Zakladni principy chromatografickych metod

Chromatografické metody jsou vysocéinné separni metody, slouzici
k oddleni sloZek srsi. Zaroves se pouzivaji ke kvalitativnimu i kvantitativnimu
hodnoceni separovanych slozZek.

Pri chromatografickych metodach dochazi k postupnémunohokrat
opakovanému vyti@ni rovnovaznych stavdélenych latek mezi dsma vzajemn
nemisitelnymi fazemi. Jedna nepohybliva, staciontme, ma schopnost zadrZovat
souwasti analyzované stmi, druha pohybliva, mobilni faze, vymyva (eluujgjo
soutasti z nepohyblivé faze a odnasi je vessntoku fiznou rychlostig¢imz dojde
k odcEleni slozek smsi. Rychlost postupu latky zavisi na stmprovnovaze, tzn.
¢im pevrEji se latka sorbuje na stacionarni fazi, tim pomalehromatografickém
systému postupuije.

Chromatografické metodyimeme rozdlit z hlediska:

» podstaty sepataiho dje (chromatografie adsaimpi, rozatlovaci,
iontovymenna, na molekulovych sitech)

» uspdadani stacionarni faze (chromatografie kolonovapSma (papirova,
tenkovrstva))

» zpasobu vyvijeni (chromatografie €hi, vytsiovaci, frontalni analyza)

» podle charakteru mobilni faze (chromatografie piyn (GC), kapalinova (LC))
[13], [14], [15].

3.2.2 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (High Performance
Liquid Chromatography) —-HPLC

Separani &innost kapalinové kolonové chromatografie zavisivedikosti
VEtSi je &inna plocha a sepafai (kinnost. Pro dostate¢ rychly pritok mobilni
faze je vSak nutné protia ji kolonou pomocicerpadla pod vysokym tlakem.
K déleni latek Ize vyuzit vSech vratnych dvoufazovyapa&nich mechanisin

(adsorpce, roztlovani, iontova vymina, sitovy efekt gelu), a proto je mozné nalézt
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selektivni a dinny chromatograficky systém Kléni sn&si prakticky vSech

organickych latek rozpustnych ve wdzrednych kyselinach nebo organickych

rozpoustdlech [13].

Hlavni prednosti HPLC:

a) Separani metoda, kterd umdéije kvalitativni i kvantitativni hodnoceni
separovanych slozek gsi.

b) Rychlost analyzy, citlivost stanoveni (v zavislosi pouzitém detektoru).

c) Spoteba minimalniho mnozstvi vzorku.

d) Moznost automatizace [14].

e) Vhodna pro separaci tepélmestalych i nekavych slodgenin (je mozno
pracovat za laboratorni teploty bez nutnostivadt vzorek na plyn na rozdil od
plynové chromatografie) [15].

HPLC vyuziti v praxi je velmi Siroké, zejména praodmoceni steroid
cukni, vitamini, pesticidi, barviv [13]. HPLC se vyuZiva také v analyzéivgch
piipravki — pxi identifikaci I&iv, stanoveni obsahu aistoty latek, pi feSeni
problematiky stability 1&v, ptfi analyze pirodnich I€iv v rostlinnych materialech a

pii monitorovani léiv a jejich metabolii v téInich tekutindch [14].

3.2.3 Schéma kapalinového chromatografu

obrazek 3 — schéma kapalinového chromatografd 1, 2 zasobniky mobilni faze¢8rpadla;
4 sneSovaci z#zeni; 5 manometr; 6 davkovaciifzeni; 7 pedkolona; 8 kolona; 9 detektor;
10 skera¢ frakei; 11 paitad
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Pfi chromatografii je mobilni faze z 1 — 3 zasolinierpana vysokotlakym
pistovym nebo membranovyierpadlem konstantnim bezpulznim tokem o malé
rychlosti (0,1 — 10 ml/min) za tlaku az 40 MPa. Bt#l cerpadla (nerezova ocel,
keramika, plast) nesmi byt naruSovan mobilni fanieami do ni uvdbvat zadné
latky. Ventilyfidici tok eluentu jsotiasto zhotoveny z pryZe nebo safiru.

Cerpadlo je spojeno s naprogramovanymé&macim z&zenim, pomoci
kterého se nastavuje slozeni mobilni faz#. d@gleni sngsi latek, jejichz eloni
parametry se fiiliS nelisSi, 1ze HPLC analyzu realizovat za konst@mo slozeni
mobilni faze v pibéhu celé analyzy, tzv. izokraticka eluce. V opam gipadc se
vyuziva gradientova elucefifkteré je programaymeénéno sloZeni mobilni faze.

Vzorek se davkuje b1 injekeni mikrostikackou nebo davkovacim
kohoutem. V pipact injekéni mikrostikacky lze pomoci raniho i automatického
ovladani davkovat tizné objemy. Existuji ale nevyhody z hledisksnbsti, udrzeni
tlaku a vnaSeni stop materidlu, a proto musi bytzeai zhotovena z inertnich
materiah — nerezova ocel, titan, ¢které polymery. Byly vyvinuty techniky
ozna&ované jako davkovanitpzastaveni tokiystop-flow injection)které odstrauji
nékteré nedostatky. Davkovacim kohoutem Ize davkpeate dany objem roztoku
(davkovaci smika s obsahem 10 nebo 20 pl), avS8ak mnohisri. MenSi vzorky
fadu zlomk pl jsou aplikovany na kolonach malych ¥nith paméria (micro-bore
columns)pomoci specialnich mikroinjekir Dnes jsou vSak jiz vyhradrpouzivany
moderni autosamplery prékolik desitek az stovek vzaik

K roz&leni sngsi na jednotlivé slozky, které jsou unaSeny mobi&zi do
detektoru, dojde na chromatografické kaldniz kap. 3.2.4). Jako ochrana hlavni
kolony jsou hojg pouzivany pedkolony umisiné mezi davkovaci taeni a
analytickou kolonu. Zfisobuji jen malé roz&ni piki a chrani kolonu ied
neistotami a nerozpustnymi materialy.

Detektor (viz kap. 3.2.5) indikuje ok separované slozky detek celou,
pienasi upraveny signal do e, ktery ho zpracuje, umozni vystup na tiskarnu a
zarove fidi chod celého chromatografu.

V¢étSina separaci HPLC probihé aboratorni teplat Nekteré se vyznanin
zlepSi zvySenim teplotyiptermostatovani. Programova &na teploty se &hem
HPLC analyzy nevyuziva [13], [14], [15].
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3.2.4 Chromatografické kolony

Kolony pro HPLC jsou ocelové nebo skiee trubice dlouhé 5 — 30 cm
0 vnittnim piiméru 2 — 8 mm napkné homogenni stacionarni fazi. Spoje mezi
kolonou, davkovacim Z&enim a detektorem jsou kapilarni (¥nit pramer
0,5 mm), nejastji z nerez oceli.

Bézny piitok eluentu je 1 — 2 ml/min. Pro rychlé separatai4i Uc¢innost
do 4000 teoretickych pater, jsou vhodné kratké yaiciE kolony délky 3 cm. Jsou
levngjSi a spatebuji malé mnozstvi mobilni faze.

Pro &inné dleni latek hraje rozhodujici roli naplkolony, tj. kvalita
sorbentu, velikost a stejn@mmost ¢astic, tvar, porozita, struktura. Jieelia pouZzit
dostaténé mala zrntka sorbentu, kterd kladou prostupujici kapaknany odpor.
Proto je nutno pracovatiprysokém tlaku.

Pro HPLC se pouzivaji nemodifikované, anebo cheyniotodifikované
mikrocastice silikagelu (velikosti 3, 5 nebo 10 um) nepadu hlinitého. Podle
vazané skupiny maji chemicky modifikované faaenou polaritu od nepolarnich
pouzivanych pro obraceny systém fazi (reversed epHaB), obsahujicich na
hydroxylovych skupinach na povrchu silikagelovyechekiettzce s 18 (fipadré 8)
uhlikovymi atomy, pes stedreé polarni faze {uhlikaty fetzec zakowteny
skupinami -NH, -CN aj.) az po polarni faze rifthlikaty rettzec zakoteny
skupinami -O-CH(OH)CKLDH). V sokasné dob jsou Ezn¢ komegné dostupné
razneé typy chiralnich stacionarnich fazi, umjici chromatografickou analyzucie
[13], [14], [15].

3.25 Detektory v HPLC

Na detektory pro HPLC jsou kladeny poZadavky vysokkvosti (detekce
latek v roztoku v koncentracich ng az pg/ml), refjokavatelnosti a linearity odezvy,
nezavislosti odezvy na zZmu sloZeni mobilni faze fp gradientové eluci a
univerzalnosti (detekce vSech @tihych sloZek vzorku).

PouZivaji se detektory spektrofotometrické (UV, WME, DAD),
fluorimetricke, refraktometrické a elektrochemick¥elkého vyznamu nabyva

spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii [13], [14].
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3.3 Charakteristiky HPLC

Chromatogram predstavuje zaznam odezvy detektoru, koncentrace ahdéo
latky nebo jiné vetiiny pouzité jako niitko této koncentrace, v zavislosti dase,
objemu nebo vzdalenosti. Idealizovany chromatograpbedstavuje fada

gaussovskych ptkrozdilenych na zakladni linii.

Zakladni kvalitativni charakteristikou HPLC je natai (elwni) ¢astg pfimo
definovany polohou vrcholu piku na chromatogramde b vzdalenost podél
zakladni linie od bodu n&stu ke kolmici spudiné z vrcholu piku odpovidajiciho
dané latce. Z reténiho casu mize byt vypditan retetini objem (Vg) , coz je
celkovy protekly objem mobilni faze od niélsti latky az po vrchol pikuypodle

vzorce:
Vy =t.v | kde:
tr — retegini ¢as;
v — priitokové rychlost mobilni faze [16].
Pro identifikaci je nejvhodijSi porovnani retefmich dat latky a standardu,

porovnani kompletnich UV/VIS spekter ziskanych DAmebo vyuZziti techniky
on-line analyzy piku hmotnostni spektrometrii (HPMS).

Kvantitativni charakteristikou HPLC je plocha pagvkou, resp. vySka piku.
Pro kvantitativni vyhodnocovani na zalda#talibraini zavislosti nebo metody
standardnihofjdavku je vyhod§Si pouzit plochu pod pikem, pouze u symetrickych
pika Ize vyuzit k vyhodnoceni vysku piku. Za pouZitivkidvaciho ventilu
s objemem smiky 50 — 200 pl umaiuje HPLC metoda stanoveni s relativni
piesnosti 0,2 %; izokraticka eluce poskytuje reprosakelr®jsSi vysledky nez

gradientova [17].
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3.4 Test vhodnosti chromatoarafického systému

Test zfisobilosti systémuiedstavuje nedilnou s&ast metody a slouzi

k zajis€ni piimétfené @innosti chromatografického systému.

3.4.1 Uginnost chromatogr afického systému — zdanlivy podet

teor etickych pater (N)

Uginnost kolony (zdanlivd) d¥e byt vypdtena jako zdanlivy peet
teoretickych pate(N) podle vzorce, v&mz musi byt vyjateny hodnotytr a w, ve

stejnych jednotkachtésu, objemu nebo vzdalenosti):

2
N :5,54(t—RJ , kde:
Wh

tr — reterni cas (nebo objem);
Wh — Stka piku v polovig jeho vysky.

Zdanlivy paet teoretickych pater seémi se stanovovanou slozkou, kolonou
a retegnim ¢asem. \tSi paet teoretickych pated znamena vysSicinnost kolony
[16].

3.4.2 Faktor symetrie chromatografickych piki (As)

obrazek 4 — parametry pro ukeni faktoru symetrie chromatografickych piki

d
Whos

Faktor symetrie pikigAs) (faktor chvostovani piku) se vygita ze vzorce:

Wo,05
2d

Wo 05— Stka piku ve vzdalenosti 5 % vysky piku;

, kde:

AS:
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d — vzdalenost mezi kolmici spgdbu z vrcholu piku a vzestupnoasti piku v 5 %
jeho vysky.

Hodnota faktoru symetrie 1,0 zZfiaiplnou (idealni) symetrii piku. Hodnoty
faktoru symetrie $Si nez 1,0 znamenaji ,tailing” (chvostovani), hognmensi nez
1,0 znamenaji fronting* (frontovani) piku. ZvySoién asymetrie piku roste

moznost chyby b vypocétu plochy piku [16].

3.4.3 Rozliseni chromatogr afickych piki (Rs)

RozliSeni(Rs) mezi piky dvou slozek, které maji podobnou vy&aiyypaita
ze vzorce:

1186, ty)
Whl+Wh2

RS , kdetro > try, kde:

tr1 atro — retertni casy latek;
Wh1 aWh2 — SkKy pika v poloviéni vysce.

RozliSeni ¥tSi nez 1,5 odpovida rodéni piki na zakladni linii [16].
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3.5 Validace analytické metody

Validaci mizeme definovat jako proceduru, jejimz cilem je destmvat a
dokumentovat kvalitu analytické metody ustanovendefinovanych Kkriterii a
meienim jejich hodnot. Validace je zjednoduSégteno o¥reni platnosti zvoleného

analytického postupu [17].

351 Linearita

Linearita je chipéana jakoifimkova zavislost mezi dma nahodnymi
proménnymi, tj. analytickym signalem a koncentraci ahaly

Pro provedeni testu linearity je dopéeno prongiit minimalné 5 — 6 fiznych
koncentraci modelového vzorku. Linearita vzajemidéistosti dvou nahodnych
proménnych se charakterizuje metodou linearni regresare(®&ni koeficient,
smernice kalibr&ni kiivky — regresni koeficient)Cim vice se hodnoty korefaiho

koeficientu bliZi jedné, tim je zavislost obou peomych linearsjsi [17], [18].

3.5.2 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody je definovana jaksnbst shody vysledkziskanych
za podminek pouziti téZe zkuSebni metody na idedricmaterialu, v téZe laboréito
tymz pracovnikem, za pouZiti tychZigiroju a zd&izeni, Ehem kratkéhatasového
rozmezi [17].

Opakovatelnost odezvy se vyjage jako odhad relativni shrodatné
odchylky (RSDy) pro fadu naslednych &eni porovnavaciho roztoku a vyfith se

VY
qu,:lQO,/z(yi W kde:
y n-1

yi — jednotlivé hodnoty vyjdené jako plocha piku, vySka piku nebo gomioch

Ze vzorce:

u metody vnitiho standardu;
¥y — pramér jednotlivych hodnot;
n f—

paiet jednotlivych hodnot [16].
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3.5.3 Presnost

Presnost metody je definovana jak&srost shody mezi vysledky metody
provad&né opakova® s homogennim vzorkem. Obvykle jecena jako rozdil,
standardni odchylké relativni snérodatna odchylkaipsérii mgteni.

Presnost mze byt hodnocena pomoci opakovatelnosti a reprodiktnosti.
Opakovatelnostyjadituje presnost za zcela stejnych opgri@h podminek v kratkém
¢asovém intervaluReprodukovatelnostyjadiuje p‘resnost mezilaboratorni (srovnéni

vysledki metody z vice laboraii), vyuziva se ke standardizaci metody [17], [18].

3.5.4 Spravnost

Spravnost vyjailije #snost shody vysledk méieni a skuténé hodnoty
meétené velginy. Jednd se tedy o statisticky vyznamnou rozdtlmoezi ziskanou a
skut&nou hodnotou dané veiny. Zjisti se jinou nezavislou metodou, jejiz
spravnost je oitena, analyzou modelového vzorku (placeba fidapym
standardem)¢i analyzou vzorku sfidanym standardem, pokud neni k dispozici
placebo. Hodnocenim spravnosti metody séujer gritomnost ¢i nepfitomnost
nahodné chyby, n&stji otestovanim odchylky vysledkod spravné hodnoty.

Vyjadiuje se jako rozdil hodnot, nebo jako &&rost (recovery), ktera udava
poner koncentrace analytu ziskaného danou analyticketodou a fijaté referedni
hodnoty (v %):

R =100 |, kde:
C0
Co — vlozena koncentrace;

¢ — koncentrace stanovena pomoci HPLC [18].

3.5.5 Robustnost

Robustnost analytické metody je mira jeji kapaniistat nedateny F malé,
ale zangrné znené parametit analytické metody, k nimz dochazfi provadni
metody stejnym postupem v jiné laborat@oskytuje ndznak spolehlivosti analyzy
béhem jejiho pouzivani za normélnich podminek. Tyjmeck zmeénami parametr
kapalinové chromatografie jsou Zna pH, znéna kolony, zmina sloZeni a rychlosti

pratoku mobilni faze, zrkna teploty [18].
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3.6 Metody stanoveni fenoxykarbu a permetrinu

V odborné literatte byla nalezena pouze jedna metoda zabyvajici se
stanovenim fenoxykarbu a permetrinu &mrE. Jde o metodu sekvam injekéni
chromatografie s vyuZitim systému pro sekiréninjekeni analyzu FlAlafl 3000,
kolony Chromolith™ RP-18e (10 x 4,6 mm), mobilni faze acetonitril/adé0:40) a
UV/VIS detektoru pi 225 nm. Za optimélnich podminek trvala analyzangnéez
6,5 min [19].

V ostatnich pipadech byly fenoxykarb a permetrin, resp. jejidzidua,
stanovovany samostd&tmebo ve swsich s dalSimi latkami. Analyzy probihaly
metodami HPLC s UV detekci, HPLC s fluoresadndetekci, spojeni HPLC-MS
(iontova past), GC (detektor elektronového zachyppjeni GC-MS (kvadrupolovy
analyzator, iontova past), CE, MEKC a ELISA.

tabulka 1 — metody stanoveni fenoxykarbu a permetniu

U&inna latka Metoda stanoveni Citace
HPLC s UV detekci [20]
Fenoxykarb, spojeni GC-MS [21], [22], [23]
jeho rezidua,
prip. smeés latek CE [20]
ELISA [24], [25]
HPLC s UV detekci [26], [27], [28], [29]
HPLC s fluorescetni detekci [30], [31], [32]
Permetrin, spojeni HPLC-MS [33]
jeho rezidua, -
o < |4 GC s detektorem elektronového
prip. smeés latek Zéchytu [34]
spojeni GC-MS [35], [36], [37]
MEKC [38]
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Materialy a pomucky

4.1.1 Standardy, vzorky, chemikélie

Fenoxycarb, dodavatel Aveflor, a.s., pracovni shard

Permethrin, dodavatel Aveflor, a.s., pracovni stadd

Arpalit® Neo mechanicky rozprasay&oneny produkts. Sarzi:
A =V05-04*07/2007
B = V05-06*09/2007
C =V05-03*06/2007

Arpalit® Neo spray, kon#y produktg. Sarzi: D = V06-04*07/2007
E = V06-05*07/2007
F = V06-03*06/2007

Arpalit® Neo gna, konény produkt&. Sarzi: PA =V07-03*07/2007
PB = V07-04*09/2007

Acetonitril for liquid chromatography, LiChrosol¥erck

Ethanol 99,9% A.C.S. spectrophotometric grade, iBld€hemical Co.

Methanol 99,9% A.C.S. spectrophotometric graderigidChemical Co.

Ultracista vodagisténa systémem Milli-Q (Millipore, Berford)

4.1.2 Piistroje, podminky separace

Chromatograficky systém:

Chromatogratf: Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph
Detektor: Shimadzu M 20A Prominence Diode Array Detector
Kolony: Gemini C-18, 50 x 2 mm, 3udastice (Phenomenex)

Synergi Fusion — RP, 20 x 2 mm, 2jéastice (Phenomenex)
HS F5, 100 x 4 mm, 3uastice (Sigma Aldrich)

Zorbax SB-CN, 100 x 4 mm, 5ueastice (Agilent)

Zorbax SB-Phe, 75 x 4,6 mm, 3,5¢astice (Agilent)
Synergi Polar — RP, 75 x 3 mm, 4|£astice (Phenomenex)
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Zorbax TMS, 250 x 4,6 mm, 5u&astice (Agilent)
HS PEG, 100 x 4mm, 3ud&astice (Sigma Aldrich)

Davkovani: 2ul
Detekce: UV, 225 nm
Mobilni faze Acetonitril — Voda

Acetonitril — Metanol
Pritok 1,0 ml/min

Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution

Filtra €ni zafizeni na mobilni fazeMillipore, filtr ze sklerénych vidken o velikosti

pora 0,45um

Ultrazvukova lazai: Bandelin SONOREX RK52, Berlin, SRN

Analytické vahy:  Sartorius 2004 MP, SRN

4.2 Priprava roztoku standardi fenoxykarbu a permetrinu

Bylo navazeno fiblizné presré 0,15 g fenoxykarbu a 0,60 g permetrinu,
navazka byla rozpu&ita v etanolu a dopéna etanolem na 100 ml v odmé baice.
1,00 ml tohoto roztoku byliedn ve 25ml odrarné baice etanolem . Tento

roztok byl davkovan autosamplereitirpo na kolonu.

4.3 Priprava vzorku

Postup pro Arpalft Neo mechanicky rozpragava spray

Po protepani pipravku Arpali® Neo mechanicky rozprasayaresp. spray, bylo
vystiikdno dostat&né mnozstvi obsahu nadobky do 50ml kadinky. Kadihiga

dana na 1 min do ultrazvuku, aby unikl hnaci pBgl odpipetovan 1 ml do 25ml
odnerné baiky, od&tena hmotnost navazky a dogho po znéku etanolem. Tento

pracovni roztok byl davkovan autosamplereimo na kolonu.
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Postup pro Arpalﬁ Neo Ena

Do 50ml kadinky obsahujici cca 25 ml etanolu bytogastech vystkano takové
mnozZstvi gny, které odpovida navazce asi 2 g koo produktu. Po kazdém
vystiikani byl ponechagas, aby unikl hnaci plyn. Hmotnost navazky byl&tajia
z diferenci hmotnosti aerosilové nadobkkeg a po poslednim vydtani gny.
Obsah kadinky byl kvantitatien preveden do 50ml odémné baky a dopln
etanolem po zrtku. Tento pracovni roztok byl davkovan autosampie@mo na

kolonu.

4.4 Popis prace

Byla optimalizovdna metoda pro stanoveni obsahaxigcarbu a permetrinu
v pifpravku Arpalif Neo. Podstatou optimalizace je volba vhodnych doefpro
analyzu tak, aby separované slozky é¢smposkytovaly ostré a symetrické
chromatografické piky, roztené pokud mozno az na zakladni linili Béteni byly
pouzivany pracovni standardy fenoxykarbu a permetri

Po ziskani optimalnich podminek chromatografie lmgktoda validovana a
byly promsteny vzorky pipravku Arpali® Neo mechanicky rozprasayaArpalit®
Neo spray a ArpalfitNeo gna.
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4.5 Optimalizace chromatoqgrafickych podminek

4.5.1 Optimalizace dozeni mobilni faze v zavislosti na typu kolony

Na vybranych kolonach byly &eny retetini ¢asy fenoxykarbu a permetrinu
v zavislosti na zrnach sloZzeni mobilni faz&iB0 °C.

Pri méfeni se vychazelo zipodniho interniho fedpisu ¢. 71 Katedry
analytické chemie Faf UK HK [39], podle kterého peuzivala k separaci s
acetonitril — voda jako mobilni faze (gradientovdce) a kolona s C-18 reverzni fazi
o délce 125 mm. Ugkterych kolon byla testovana také &metanol — voda.

Cilem testovani bylo umoznitéléni piki na zékladni linii i zachovani
vhodnych podminek pro pouZzitou kolonu & pachovani uchazejicinéasu jedné
analyzy. Nize zminé podminky a vyobrazené chromatogramy jsouéner

nejlepSich dosazenych separaci na vybranych kdionac

Kolona Gemini, 50 x 2 mm, 3unriastice:

Jako nejvyhod¥sSi se jevila analyza gradientovou eluci (gradmoh2. do 8. minuty
z50 % na 90 % acetonitrilu) za podminek sloZzenbimbfaze acetonitril — voda
(50:50). Latky vSak maiji dlouhé retam ¢asy, proto nebyla kolona pouzita k dalsi

analyze.
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obrazek 5 — chromatogram za pouziti kolony Gemini50 x 2 mm, 3umastice
mAU

1225nm,4nm (1.00) PERMETHRIN/8.921

19.124

1005 FENOXYKARB/4.504

o ———— ~ .

[ R T T [ L R R R T T T T v T

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0min

Kolona Synergi Fusion — RP, 20 x 2 mm, 2|déstice:

ProtoZze analyza izokratickou eluci trvaldilip dlouho a piky fenoxykarbu a
permetrinu byly Siroké, byla zkouSena gradientoliices — sloZzeni mobilni faze
acetonitril — voda (50:50), gradient od 1. do 4nuty z 50 % na 80 % acetonitrilu.

obrazek 6 — chromatogram za pouziti kolony Synerdrusion — RP, 20 x 2 mm, 2uniéstice

mAU
4225nm,4nm (1.00)
110 PERMETHRIN/3.445

90 /3.570

o2}
=}
|

7 FENOXYKARB/0.732

N oW A A
o o© o o
|

=
o

ol b b b

o
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Kolona HS F5, 100 x 4 mm, 3unrfastice:
Nejlépe probihala separace fenoxykarbu a permemdnpodminek sloZzeni mobilni
faze acetonitrii — voda (65:35)iipizokratické eluci. Za &hto podminek dosSlo

dokonce i k separaci cis a trans permetrinu.

obrazek 7— chromatogram za pouziti kolony HS F5, 10Dx 4mm, 3uméastice

mAU
1225nm4nm (1.00)

90

PERMETHRIN/6.063

80

70 FENOXYKARB/1.926
60

16.569
50

40

30

20

10

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min

Kolona Zorbax SB—CN, 100 x 4 mm, 5usastice
Za podminek analyzy slozeni mobilni faze acetdnritvioda (40:60) izokraticky byly

retertni ¢asy obou sloZzek dlouhé a piky chvostovaly,

obrazek 8 — chromatogram za pouZziti kolony Zorbax B—CN, 100 x 4 mm, 5un&astice

mAU
1225nm4nm (1.00)
g PERMETHRIN/13.405

N
T

FENOXYKARB/6.961

= N
al o
Lo v by

=
o

IR !

25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 min
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a proto byla zkouSena mobilni faze o sloZzeni meétanmda (60:40), ktera se také
neukazala byt vhodnou pro dalSéieni.

obrazek 9 — chromatogram za pouZziti kolony Zorbax B—CN, 100 x 4 mm, 5un&astice

mAU
40—225nm,4nm (1.00) PERMETHRIN/11.130

w
a1

w
o

8]
al

FENOXYKARB/9.071

= = N
o o =}
v b b b b by b b Ly a

[

o

'
(6]

25 5.0 7.5 10.0 12.5 min

o
o

Kolona Zorbax SB—Phe, 75 x 4,6 mm, 3,5fastice:
Nejoptimalrgji doSlo k separaci obou slozek za podminek slozenbilni faze

acetonitril — voda (65:35) izokraticky.

obrazek 10 — chromatogram za pouZiti kolony ZorbaxsB—Phe, 75 x 4,6 mm, 3,5uiastice

mAU

225nmanm (1.00) ﬂ PERMETHRIN/4.688

B FENOXYKARB/1.760

] 14.986

L T T I o oo T

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min
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Kolona Synergi Polar — RP, 75 x 3 mm, 4p#astice:
Separace fenoxykarbu a permetrinu byla testovanazakratickych podminek

sloZeni mobilni faze acetonitril — voda (60:40).

obrazek 11- chromatogram za pouziti kolony SynergPolar — RP, 75 x 3 mm, 4ungastice

mAU
J1225nm4nm (1.00)

HPERMETHRIN/4.731
60|

1 FENOXYKARB/1.249
50
40
] /5.092

30

20

10

Yl

-10

B B B B B
1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min

Kolona Zorbax TMS, 250 x 4,6 mm, 5Sudastice:

Pfi sloZzeni mobilni faze acetonitrii — voda (50:50 zokratickych podminek
nedosahl permetrin do 20 minut analyzy odezvy ektetu. DalSi Uprava ve sloZzeni
mobilni faze nebyla mozna, protoze rét@rtas fenoxykarbu byl kratky (1,70 min) a
Upravou slozeni ve prosgh organicke slozky by doslo ke koeluci piku feriapu

s mrtvym objemem kolony. Kolona tedy neni vhodrmatpto analyzu.
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obrazek 12 — chromatogram za pouziti kolony ZorbaxXMS, 250 x 4,6 mm, 5un€astice

mAU
~[210nm4nm (1.00)

FENOXYKARB/1.708

160 —E
140 :i
120 :E
100 :i
BU:E
GD:E

20—

I e e T T T T T e ———,
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 min

Kolona HS PEG, 100 x 4 mm, 3uiastice:

Nejoptimalrgji se jevilo slozeni mobilni faze acetonitril —\&(#0:60) izokraticky

obrazek 13 — chromatogram za pouziti kolony HS PEG,00 x 4 mm, 3untastice

mAU

6(;225””]4””] (1.00) PERMETHRIN/6.273

50+
B FENOXYKARB/2.422

B 16.542
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a metanol — voda (60:40) takeé izokraticky.

obrazek 14 — chromatogram za pouziti kolony HS PEGL00 x 4 mm, 3untéastice

mAU
80—225nm4nm (1.00)

PERMETHRIN/4.580
70
60
50 FENOXYKARB/2.074

] 14.890
40

30

20

D [ [ o [ [

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min

45.2 Optimalizaceteploty

Z nantfenych vysledi pii optimalizaci sloZzeni mobilni faze praiané
kolony byly vybrany k dalSi optimalizaci sep&mého procesu pouzeitkolony
(HS F5, 100 x 4 mm, 3urdastice; Zorbax SB—Phe, 75 x 4,6 mm, 3,5¢dmstice;
HS PEG, 100 x 4 mm, 3urastice) actyii slozeni mobilni faze, u kterych byl
testovan vliv teploty na reténi casy fenoxykarbu a permetrinu. Tato studiélan
zhodnotit moznost dosadhnout zkrace€asu analyzy na vybranych kolonach bez

pouziti gradientové eluce.

tabulka 2 — vliv teploty na retertni ¢asy fenoxykarbu a permetrinu u kolony HS F5, 100 # mm,

3um &astice i sloZzeni mobilni faze acetonitril — voda (65:35bkraticky

Teplota (°C) | Reter¥ni ¢as fenoxykarbu (min)| Retenéni ¢éas permetrinu (min)
30 1,93 6,07
40 1,82 5,35
50 1,71 4,72
60 1,62 4,13
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obrazek 15 — z4vislost reteténiho ¢asu na teplo& pro kolonu HS F5, 100 x 4 mm, 3undastice

€ni ¢as (min)

reten

L 4

« fenoxykarb
® permetrin

L 3
¢

*

30 40 50
teplota ()

60 70

tabulka 3 — vliv teploty na retertni ¢asy fenoxykarbu a permetrinu u kolony Zorbax SB-Phg

75 x 4,6 mm, 3,5un€astice p¥i slozeni mobilni faze acetonitril — voda (65:35kokraticky

Reten¢ni ¢as permetrinu (min)

Teplota (°C)| Retengni ¢as fenoxykarbu (min)
30 1,76
40 1,65
50 1,56
60 1,47

4,66
4,15
3,73
3,29

obrazek 16 — zavislost reteéniho ¢asu na teplo€ pro kolonu Zorbax SB—Phe, 75 x 4,6 mm,

3,5uméastice

€ni ¢éas (min)

reten

4
L 4

« fenoxykarb

m permetrin

L

L 2

30 40 50
teplota ()

60 70
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tabulka 4 — vliv teploty na retertni ¢asy fenoxykarbu a permetrinu u kolony HS PEG,

100 x 4 mm, 3un¥astice i slozeni mobilni faze acetonitril — voda (40:60kokraticky

Teplota (°C)| Reter¢ni ¢as fenoxykarbu (min)| Retenéni ¢as permetrinu (min)
30 2,42 6,26
40 2,28 5,75
50 2,16 5,26
60 2,04 4,78

obrazek 17 — zavislost reteéniho ¢asu na teplo€ pro kolonu HS PEG, 100 x 4 mm, 3undastice,

mobilni faze acetonitril — voda (40:60)

7 .

6 - \_\\\
g 5
3
’§ 41 « fenoxykarb
E 3 4 = permetrin
4 V.
o) i - - = -
o 2

1 -

O T T T T 1

20 30 40 50 60 70
teplota ()

tabulka 5 — vliv teploty na retertni ¢asy fenoxykarbu a permetrinu u kolony HS PEG,

100 x 4 mm, 3untastice i slozeni mobilni faze metanol — voda (60:40) izoaticky

Teplota (°C)| Retertni ¢as fenoxykarbu (min)| Retenéni ¢as permetrinu (min)
30 2,07 4,59
40 1,85 3,75
50 1,68 3,11
60 1,55 2,66
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obrazek 18 — zavislost reteéniho ¢asu na teplo€ pro kolonu HS PEG, 100 x 4 mm, 3undastice,

mobilni faze metanol — voda (60:40)

7 -
6 |
€ 51
E
,g 41 » fenoxykarb
E 3 4 = permetrin

reten
N
L

o T T T T 1
20 30 40 50 60 70

teplota ()

Z vySe dosazenych vysletlkyplyva, Ze vyhodgsi je separace fenoxykarbu
a permetrinu P vysSich teplotach, jelikoz je dosaZzeno kratSetentnich ¢adi latek
se zachovanim dostéteho rozliSeni se soéasnou uUsporou mobilni faze.

N 1

Termostatovani probiha rychle a je stabilnéfeni @i vysSich teplotach nevyzaduje

SetrrgjSi.

4.5.3 Vybér vhodné kolony

75 x.4.6.mm, 3.5untastice HS PEG, 100 x 4 mm, 3ungastice— vSe ¥i 60 °C

B e i Ve e e e

— e o e 5o = S i s

"
T A o7 L 0 v T T

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min
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Na kolore HS F5, 100 x 4 mm, 3urastice maji fenoxykarb a permetrin
delSi retetini casy.

Piky separovanych latek na kotoRIS PEG, 100 x 4 mm, 3um chvostuji.
Zvysovanim asymetrie piku roste moznost chytyypoctu plochy piku.

Jako nejvhod¥si z hlediska separace se jevi kolona Zorbax SB-Ph
75 x 4,6 mm, 3,5undastice, avSak k #iieni je nutny vysoky tlak v chromatografu
(19 — 20 MPa).

Proto byla nakonec k dalSimu¢teni vybrana kolona HS F5, 100 x 4 mm,
3umastice.Cas analyzy je sice osoo delsi, ale nedochazi k takovémuszavani
systému jako id pouziti kolony Zorbax SB—Phe. Navic piky obowelavykazuji na
koloné HS F5 nejlepsSi symetrii a diky ra#dni cis a trans permetrinu je mozné

podle poteby hodnotit i obsah jednotlivych izonter

Pro vybranou kolonu byly z&beny jeS¢ reterdni ¢asy fenoxykarbu a
permetrinu pi 70 °C za pouziti stejné mobilni faze. Reteincas fenoxykarbu i
70 °C je 1,52 min a reténi ¢as permetrinuip 70 °C je 3,60 minCas analyzy bylo
tedy mozné jestvyrazre zkratit.

4.5.4 Souhrn optimalnich podminek HPL C analyzy

Chromatogratf: Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph
Detektor: Shimadzu M 20A Prominence Diode Array Detector
Kolona: HS F5, 100 x 4 mm, 3uastice

Davkovani: 2ul

Detekce: UV, 225 nm

Mobilni faze Acetonitril — Voda (65:35)

Typ eluce: Izokraticka

Prutok 1,0 ml/min

Teplota: 70 °C

Cas analyzy: 5 min

Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution
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4.6 Test vhodnosti chromatoqgrafického systému

4.6.1 Uginnost chromatogr afického systému — zdanlivy poget
teor etickych pater (N)
Ucinnost kolony byla osfena prondienim roztoku standaiidv testu na

opakovatelnost a vyget byl proveden z gméru tfi méeni podle vzorce:

2
N :5,54[t—Rj . kde
Wh

Wh— Sitka piku v polovig vysky (min)

tr — reterni ¢as (min);

tabulka 6 - (€innost chromatografického systému

Analyzovana latka tr (Min) Wh N
Fenoxykarb 1,525 0,089 1640
Permetrin 3,610 0,134 4006

Pozadavek N >1500 je splén pro olg latky.

4.6.2 Faktor symetrie chromatogr afickych pika (As)

Hodnoty pro o¥ieni asymetrie chromatografickych pikbyly ziskany
z analyz roztok standard pro opakovatelnost. Vyget byl proveden z gméra tii
meteni podle vzorce:

Wo,05
2d

Wo 05— Stka piku ve vzdalenosti 5% vysky piku;

A= , kde

d — menSicast Useky wp s ktera vznikne protnutim U&ey kolmici spustnou

z vrcholu piku.

tabulka 7 - asymetrie chromatografickych piki

Slowenina Wo,05 d As
Fenoxykarb 0,164 0,058 1,404
Permetrin 0,473 0,107 2,201
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Faktor symetrie piku ma byt v rozmezi mezi 0,8 a. BoZadavek byl spin
u fenoxykarbu. Permetrin byl vyhodnocen jako dvkjgiroto je hodnota asymetrie

v

pika As vySSi.

4.6.3 Rozliseni chromatogr afickych piki (Rs)

RozliSeni bylo vypgitdno z piméru i hodnot ziskanych proffenim
roztoki standard pii zkouSce opakovatelnosti pomoci tohoto vzorce:

_ 1186, ~tg)
Whl+Wh2

Rs , kde

tr1 atro — retertni ¢asy latek;

Wh1 aWh, — Sitky piki v poloviéni vySce.

tabulka 8 - rozliSeni chromatografickych piki

Hodnocené latky Rs

Fenoxykarb - Permetrin 11,012

RozliSeni ¥tSi nez 1,5 odpovida rodeni piki na zakladni linii. PoZzadavek rozliSeni

Rs >1,5 byl splgn u hodnocenych chromatografickych jnik

Obrazek 20 - rozliSeni pika standardi fenoxykarbu a permetrinu

mAU
150-225nm,4nm (1.00)

n PERMETHRIN/3.610
125
100
] FENOXYKARB/1.525
75 ”

50~

A

— — ———
0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 50 min
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4.7 Validace analytické metody

4.7.1 Linearita

Byla pouzita metoda absolutni kalibrace. Bylopmveno 6 kalibrénich

roztoki pracovnich standaiidfenoxykarbu a permetrinu (koncentrace pro kazdou

latku jsou uvedeny dale). Zavislost absorbanci bkaihich roztoki na jejich

koncentraci byla vyhodnocena metodou linearni issgre

c (mg/100, plocha
ml) piku
1,499 377648
2,999 759117
5,999 | 1536344
7,499 193309¢
8,999 | 2307592
10,499 | 2704559

Obrazek 21 - testovani linearity - fenoxykarb

FENOXYKARB

3000000 ¢

2500000 -
= 2000000 -
& 1500000
e
(&)
o
o

1000000 -~
500000 -

0 } }

0 50 100
¢ (mg/100ml)

150

Statistické parametry pro regresi : y =k x +q

Padet bodi

Smernice

Absolutni¢len

Korelatni koeficient

Rezidualni odchylka se, = 5497,707

6 Odhad chyby
25859,41+ 70,75905
-13045,5+ 4959,116
0,999985

PozZadavek na linearitu — koréta koeficientr > 0,9990 byl splén.
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Obrazek 22 - testovani linearity - permetrin

PERMETRIN
c (mg/100, plocha
ml) piku 14000000 -
12000000 -
5,999 1763891 5 10000000 |
11,998 3500516 'S 8000000 -
©
23,997 | 7027524 & 6000000 -
29,996 | 8846227 S 4000000 |
’ 2000000 -+
35,995 | 10587094 ; ; ; | |
41,994 | 12306803 0 100 200 300 400 500
¢ (mg/100ml)
Statistické parametry pro regresi : y=kx + g
Patet bod 6 Odhad chyby
Smernice 29388,67 + 90,57362
Absolutniclen -7511,005 + 25389,55
Korelaini koeficient 0,999981
Reziduélni odchylka s = 28147,02
PozZadavek na linearitu — koreta koeficientr > 0,9990 byl splén.
4.7.2 Opakovatelnost
Byl opakova® davkovan roztok analyzovanych latek v mobilni fazi

0 koncentraci

fenoxykarbu

41,994 mg/100 ml.

10,499 mg/100 ml

45

a kotreen permetrinu




tabulka 9 — opakovatelnost analyzy pro fenoxykarb

FENOXYKARB
Cislo pokusu Plocha piku(A) Reter¢ni ¢as(tg) (min)

1 2700720 1,527
2 2705242 1,528
3 2707715 1,527
4 2715335 1,528
5 2709051 1,523
6 2713528 1,524
N 6 6

% 2704559 1,526
S 5366,611 0,0021

RSD (%) 0,20 0,14

Pozadavek — relativni smodatna odchylk&SD <1 % byla vyhovujici.

tabulka 10 — opakovatelnost analyzy pro permetrin

PERMETRIN
Cislo pokusu Plocha piku(A) Retengni ¢as(tr) (min)

1 12311109 3,614
2 12304987 3,615
3 12304313 3,616
4 12312509 3,616
5 12319991 3,612
6 12321288 3,612
N 6 6

X 12306803 3,614
S 7192,269 0,0018

RSD (%) 0,06 0,05

Pozadavek — relativni smodatnd odchylk&SD<1 % byla vyhovuijici.
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4.7.3 Presnost

Byly analyzovany roztoky vzorku Arpafit Neo spray dislo Sarze:

V06-06*09/2007), které bylyifpraveny postupem uvedenym v kap. 4.3.
Obsah fenoxykarbu, resp. permetriny; (%) byl vypa@ten z namstenych

hodnot podle vzorce:
_ A& K

A, h(30 e

c,— obsah &inné latky v %;
A, — plocha piku vzorku;
As — plocha piku standardu (fenoxykaMa= 1537041; permetrirAs= 7029539);
Cs — koncentrace standardu
(fenoxykarb:cs = 0,06 mg/ml; permetrircs = 0,24 mg/ml);
n — navazka vzorku v g;
K — korekce n&istotu suroviny (obsah¢inné latky v surovia —
fenoxykarb:K = 96,75 %; permetrirk = 97,45 %).

tabulka 11 — presnost metody

Vzorek | Navazka(g) | Av(fenoxykarb) A, (permetrin)| c (fenoxykarb)| c (permetrin)
1 0,8189 1465517 7358919 0,135 0,598
2 0,7971 1431982 7166403 0,136 0,598
3 0,7958 1434264 7188335 0,136 0,601
4 0,7997 1451720 7310920 0,137 0,608
5 0,7900 1417652 7138772 0,136 0,601
6 0,7812 1406646 7079830 0,136 0,603
n 6 6
X 0,1360 0,6015
S 0,0006 0,0037

RSD (%) 0,46 0,62

Pozadavek — relativni smodatnéd odchylk®SD<5 % byl splgn.
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4.7.4 Spravnost

Byly zméteny roztoky dvou vzork rizné SarZe ffpravenych postupem
uvedenym v kap. 4.3 a z n&ianych vysledi byly vypasitany jejich koncentrace:
fenoxykarb:c = 0,136 g/100 ml; permetrig:= 0,602 g/100 ml.

Dale byly analyzovany vzorky (fenoxykarb + permstrs gidavkem 1 ml
roztoku standardu o koncentragi (fenoxykarb:co = 0,14999 g/100ml; permetrin:
Co= 0,59992 g/100ml).

Obsah standardu byl vygien podle vzorce:

f (reSp.p ): C\/zorek+standard_ C VZore

VytéznostF (resp.P) byla vypdtena podle vzorce:

F (resp.P) = 1OOM), kde
C

0
f (resp.p) — koncentrace standardu stanovena pomoci HPLC;

Co — koncentrace vloZzeného standardu.

tabulka 12 — spravnost metody

Vzorek Vzorek + standard Standard
Ay Ay Cc C
F P
navazka| (fenoxy- | (perme- | (fenoxy- | (perme- | f p

(9) karb) trin) karb) trin) (%) | (%)

1| 0,7893 | 2983323 14012745 0,285 1,181 | 0,149,580 99,34(96,60
2| 0,784 | 2955768 13887539 0,285 1,179 | 0,148,578| 99,34| 96,26

Pozadavek — vg¥nostF (resp.P) v intervalu 10Gt 5 % vyhovuje.
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4.75 Robustnost

Testovani miry vlivu prognnych experimentélnich podminek na stanoveni
obsahu analytbylo provedeno u roztoku o slozeni:
a) fenoxykarb ¢ =5,999 mg/100 ml)
b) permetrin ¢ = 23,997 mg/100 ml)

Vliv slozeni mobilni faze byl testovan i zménach pomiru dvou slozek
zastoupenych v mobilni fazi — acetonitrilu a vodyto v pondrech 60:40, 65:35,

70:30.Kazda mobilni faze byla prafifena dvakrat.

a) Vliv na plochu chromatografickych @ik

5:35 . kde
A — plocha piku za testovanych podminek;
Ass:35— plocha piku za standardnich podminek.

Byly ziskany vysledky uvedené v tabulkach 13 a Rélativni plocha piku
vztazena na plochu pikufipoptimalnim sloZzeni mobilni faze se pohybovala
v rozmezi 99,75 % az 100,70 % u fenoxykarbu a 991& 99,96 % u permetrinu.
V uvedeném rozmezi neoviiuji zmeny v pongru slozek mobilni faze stanoveni

fenoxykarbu ani permetrinu.

tabulka 13 - vliv sloZzeni mobilni faze na plochu i (fenoxykarb)

Fenoxykarb
Acetonitril - Voda A Ar (%)
60:40 1536876 100,70
65:35 1526246 100,00
70:30 1522367 99,75
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tabulka 14 - vliv sloZeni mobilni faze na plochu i (permetrin)

Permetrin
Acetonitril - Voda A Ar (%)
60:40 6880835 98,13
65:35 7011877 100,00
70:30 7008911 99,96

b) Vliv na reteni cas

V celém testovacim rozmezi dochazi k dokonalé separSech slozek, ale
slozeni mobilni faze ovliwje trvani analyzy. Z tohoto hlediska je dop@mio
pouZziti mobilni faze acetonitril — voda (65:35).

tabulka 15 - vliv sloZzeni mobilni faze na retedni ¢as (fenoxykarb, permetrin)

tr (Min)
Acetonitril - Voda Fenoxykarb Permetrin
60:40 1,83 5,59
65:35 1,53 3,68
70:30 1,35 2,61

Obréazek 23 - chromatogram separace za podminek: aomitril — voda (65:35)

mAU
600—225nm,4nm (1.00)

PERMETHRIN/3.676
500
400
FENOXYKARB/1.530

300

200

I G

_100; T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 min
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Na obrazku 24 je zndzaim chromatogram za podminek acetonitril — voda
(60:40) (hranice testovaciho rozmezi), a jak jejmmé, separace fenoxykarbu a

permetrinu je az k zakladni linii, pouze dochaprédlouzeni doby analyzy.

Obrazek 24 - chromatogram separace za podminek: awmitril — voda (60:40)

mAU
450—225nm,4nm (1.00)

] PERMETHRIN/5.594
400

350%
300—f FENOXYKARB/1.834
250%
zoo—f
150%

100

" aJl J

50

0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 min

Na obrazku 25 je znazamm chromatogram za podminek acetonitril — voda
(70:30) (hranice testovaciho rozmezi). Separacexig@mrbu a permetrinu je az
k zakladni linii, pouze doché&zi ke zkraceni dobglyzy.
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Obrazek 25 - chromatogram separace za podminek: aomitril — voda (70:30)
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J225nm,4nm (1.00)
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300
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N

-100
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Vliv teploty byl testovan $i 30 °C pro srovnani sipodni teplotou 70 °C. Kazda
teplota byla pror&ena dvakrat za podminek slozeni mobilni faze ageton voda

V pomeru 65:35.

tabulka 16 — vliv teploty na reteréni ¢as

tr (Min)
Teplota (°C) Fenoxykarb Permetrin
30 1,96 6,19
70 1,53 3,68

Bylo zjiS€no, Ze se vyznangnprodluZuje pouze reténi ¢as permetrinu. Zgny

v plochach obou piknebyly WtSi nez £ 5 % v porovnani s analyzau {0 °C.
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4.8 Stanoveni obsahu fenoxykarbu a permetrinu ve vzorcich

pFipravku Arpalit® Neo

Podle postup uvedenych v kap. 4.2 a 4.3 bylyigraveny smisny roztok
standard fenoxykarbu a permetrinu a dva vzorky z kazdé eariechanického
rozpraSovée, spraye a qmy. U kazdého roztoku byly provedeny édanalyzy.

Z nantienych hodnot byl vypoitdn obsah fenoxykarbu, resp. permetrinu podle

nasledujicich vzoic

Mechanicky rozpraSovaspray:

. AEK
' ABO
Péna:
= At K2
AhBOO,79 |

¢, — obsah fenoxykarbu, resp. permetrinu v %;
A, — plocha piku vzorku;
As — plocha piku standardu (fenoxykaM:= 1537041; permetritAs= 7029539);
cs — koncentrace standardu

(fenoxykarb:cs = 0,06 mg/ml; permetrincs = 0,24 mg/ml);
n — navazka vzorku v g;
K — korekce n&istotu suroviny (obsah¢inné latky v surovia —

fenoxykarb:K = 96,75 %; permetrirk = 97,45 %).

Ziskané vysledky byly srovnany 8&ywdni metodou danou internim

piedpisent. 71 Katedry analytické chemie Faf UK HK [39].

4.8.1 Analyzavzorki piipravku Arpalit® Neo mechanicky
rozpraSovac

Byl k dispozici ffipravek Arpalif Neo mechanicky rozprasavayrobeny ve
trech Sarzich: A = V05-04*07/2007; B = V05-06*09/20C7= V05-03*06/2007.
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tabulka 17 - analyza vzorki p¥ipravku Arpalit ®Neo mechanicky rozprasové

Vzorek | Navazka(g) | A, (fenoxykarb) A, (permetrin)| c (fenoxykarb)| c (permetrin)
Al 0,8204 1739535 7777284 0,161 0,629
A2 0,8140 1744153 7799101 0,163 0,636
Bl 0,8038 1541206 7710472 0,146 0,637
B2 0,7089 1360828 6829744 0,146 0,640
C1 0,8011 1578039 7275845 0,150 0,603
Cc2 0,8070 1593863 7344088 0,150 0,604

4.8.2 Analyza vzorki pifpravku Arpalit® Neo spray

Byl k dispozici gripravek Arpalif Neo spray vyrobeny veéech Sarzich:
D = V06-04*07/2007; E = V06-05*07/2007; F = VO6-@872007.

tabulka 18 - analyza vzorka piipravku Arpalit ®Neo spray

Vzorek | Navazka(g)|Av (fenoxykarb) A, (permetrin)| c (fenoxykarb)| c (permetrin)
D1 0,8024 1616080 7372470 0,153 0,610
D2 0,8030 1629649 7449287 0,154 0,616
El 0,7988 1524189 6743697 0,145 0,561
E2 0,7940 1520974 6747449 0,145 0,564
F1 0,7952 1524511 7053021 0,146 0,589
F2 0,7990 1537267 7097405 0,146 0,590

4.8.3 Analyza vzorki piipravku Arpalit® Neo péna

Byl k dispozici fripravek Arpalif Neo mgna vyrobeny ve dvou SarZich:
PA =V07-03*07/2007; PB = V07-04*09/2007.

tabulka 19 — analyza vzorki piipravku Arpalit ®Neo pina

Vzorek | Navazka(g) |Ay (fenoxykarb) A, (permetrin)| c (fenoxykarb)| c (permetrin)
PAl 2,7552 1640406 8885248 0,114 0,542
PA2 1,6030 948819 5233379 0,114 0,549
PB1 3,0578 1927673 10093309 0,122 0,554
PB2 1,8039 1134944 6034008 0,122 0,562
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4.8.4 Srovnani pavodni a nové metody stanoveni obsahu

fenoxykarbu a permetrinu v p¥ipravku Arpalit® Neo

tabulka 20 - podminky separace — srovnani metod

Pivodni metoda

Nova metoda

kolona
davkovani
mobilni faze
typ eluce
pruatok
teplota

¢as analyzy

Chromolith Performance RP-18,
100 x 4,6 mm, sipdkolonou 10mm
10 pl

HS F5, 100 x 4 mm,
3umcastice
2 ul

A = acetonitril - voda (60:40), B = acetonitrdcetonitril - voda (65:35)

gradient (od 3. do 8. minuty z 0% na 90%
2,0 ml/min
30°C

11 min

Bokraticka
1,0 ml/min
70 °C

5 min

Obrazek 26 - chromatogram separace fenoxykarbu a peaetrinu p avodni metodou

mAU
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i
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PERMETHRIN/7.139

o
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o
o

o
o

2.5 5.0
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Obréazek 27 - chromatogram separace fenoxykarbu a peetrinu novou metodou

mAU
225nm,4nm (1.00)

PERMETHRIN/3.697

500 -
400 1
300 -

FENOXYKARB/1.542

200 1

100 |

tabulka 21 - srovnani vysledki namétenych pivodni a novou metodou

Pavodni metoda Nova metoda
pramérna koncentrace pramérna koncentrace
v g/100g v g/100g
Forma Vzorek Sarze fenoxykarly permetrin| fenoxykarp permetrin
_ A V05-04*07/2007 | 0,154 0,584 0,162 0,633
mechanicky
B V05-06*09/2007| 0,143 0,616 0,146 0,639
rozprasovat
C V05-03*06/2007| 0,160 0,619 0,150 0,604
D V06-04*07/2007| 0,153 0,577 0,154 0,613
spray E V06-05*07/2007| 0,146 0,538 0,145 0,563
F V06-03*06/2007| 0,150 0,574 0,145 0,590
5 PA | V07-03*07/2007 0,130 0,531 0,114 0,546
éna
g PB V07-04*09/2007 0,130 0,561 0,122 0,558

PoZadavky dané internintqupisem jsou pro fenoxykarb 0,14 — 0,16 % a pro
permetrin 0,57 — 0,63 %. Sedsou v tabulce znazogny vysledky stanoveni

odpovidajici pedepsanému rozmezi koncentraci.
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4.85 Statistickeé srovnani vysledki

Statistické srovnani vysletlkobou metod bylo provedeno pomoci programu QC

Expert. Z tabulek jefejmé, Ze hodnoty vysledkméienych vzork ziskané oéma

metodami nejsou statisticky rozdilné, tudiz metpdgkytuji shodné vysledky.

Nazev Ulohy :

Hladina vyznamnosti :
Porovnavané sloupce :

Paset dat :

Pramer :

Smer. odchylka :
Rozptyl :

Korel. koef. R(x,y) :
Test shody rozptyl
Poner rozptyl :
Paotet stugt volnosti :
Kriticka hodnota :
Zawr :
Pravd@podobnost :

Robustni test shody rozptyl

Poner rozptyl :

Redukované stugnvolnosti:

Kriticka hodnota :
Zawr :

Pravd@podobnost :
Test shody pmera

pro SHODNE rozptyly

t-statistika :

Pacet stupi volnosti :
Kriticka hodnota :
ZAwr :
Pravd@podobnost :
Test shody pmera

pro ROZDILNE rozptyly

t-statistika :

Redukované stugnvolnosti:

Kriticka hodnota :
Zawr :
Pravdpodobnost :

Test dobré shody rozkbni
dvouvykrovy K-S test

Diference DF :
Kriticka hodnota :
Zaver :

Porovnani dvou vykeri

FENOXYKARB
0.05
Fenoxykarb 1 Fenoxykarb 2
8 8
145.75 142.25
10.99025542 16.14886108
120.7857143 260.7857143

0.905131616Vyznamna korelace

2.159077469
7 7
3.787043538
Rozptyly jsou SHODNE
0.1657016

2.159077469
3 3
9.276628153
Rozptyly jsou SHODNE
0.271773724

0.506786589
14
2.144786688
Praméry jsou SHODNE
0.620192345

0.506786589
12
2.17881283
Praméry jsou SHODNE
0.621487672

0.25
0.679050758

I

Rozdéleni jsou SHODNA
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tabulka 22, 23 — vysledky statistického srovnani limot

Porovnani dvou vylera

Nazev ulohy :

Hladina vyznamnosti :
Porovnavané sloupce :
Patet dat :

Pramer :

Smer. odchylka :

Rozptyl :

Korel. koef. R(x,y) :

Test shody rozptyl

Pon®r rozptyii :

Paset stugiti volnosti :
Kriticka hodnota :

ZAwr :

Pravdpodobnost :
Robustni test shody rozptyl
Poner rozptyi :
Redukované stugnvolnosti :
Kriticka hodnota :

ZAwr :

Pravdtpodobnost :

Test shody prmeéra

pro SHODNE rozptyly
t-statistika :

Paset stuga volnosti :
Kriticka hodnota :

ZAwr

Pravdtpodobnost :

Test shody prmeéra

pro ROZDILNE rozptyly
t-statistika :

Redukované stugnvolnosti :
Kriticka hodnota :

Zawr :

Pravdtpodobnost :

Test dobré shody rozkeni
dvouvylkErovy K-S test
Diference DF :

Kriticka hodnota :

ZAver :

PERMETRIN
0.05
Permetrin 1 Permetrin 2
8 8
575 593.25
32.0802565 35.00918247%
1029.142857 1225.642857

0.819285857Vyznamna korelacel

1.190935591
7 7
3.787043538
Rozptyly jsou SHODNE
0.411791699

1.190935591
6 6
4.283865714
Rozptyly jsou SHODNE
0.418711503

1.087064279
14
2.144786688
Praméry jsou SHODNE
0.295370453

1.087064279
14
2.144786688
Priiméry jsou SHODNE
0.295370453

0.375
0.679050758
Rozdéleni jsou SHODNA




5 Zaver
Byla optimalizovana a validovana HPLC metodaend& pro stanoveni

fenoxykarbu a permetrinu v fipravku Arpali® Neo mechanicky rozprasaya

Arpalit® Neo spray a ArpalitNeo gna.

Byly nalezeny tyto optimalni chromatografické podkyi HPLC metody

s UV detekci pro stanoveni fenoxykarbu a permetrinu

Kolona: HS F5, 100 x 4 mm, 3uastice
Davkovani: 2ul

Detekce: UV, 225 nm

Mobilni faze Acetonitril — Voda (65:35)

Typ eluce: Izokraticka

Priitok mobilni faze 1,0 ml/min

Teplota: 70 °C
Cas analyzy: 5 min
Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution

Byla testovana vhodnost chromatografického systétkinnost kolony
vyjadiena pdtem teoretickych pateN byla spl@na pro oB analyzované latky
(N = 1640 pro fenoxykark\l = 4006 pro permetrin). Asymetrie chromatografidkyc
pika vyjadiena faktoremAs byla u fenoxykarbu 1,404 a u permetrinu 2,201 t(gre
byl vyhodnocen jako dvojpik). RozliSeni chromatdigieych piki fenoxykarbu a
permetrinuRs bylo 11,012. Opakovatelnost vyj@&mha jako relativni semodatna
odchylkaRSDbyla u fenoxykarbu 0,20 % a u permetrinu 0,06 %.

U testovani parametru linearity bylo vylkow pozadavku na hodnotu
korelainiho koeficientur >0,9990 pro fenoxykarbr (= 0,999985) i pro permetrin
(r =0,999981).

Byla hodnocena iesnost metody a pozadavek na relativniérsaatnou
odchylkuRSD<5 % byl splgn (byla zjiStnaRSDpro fenoxykarb 0,46 % RSDpro
permetrin 0,62 %).
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Spravnost stanoveni je vyjaha veléinou vy&znost £, resp.P). PoZzadavek,
aby se hodnota winostiF (resp. P) pohybovala v rozmezi 100 + 5 % byl &pin
pro olE latky. Jeji hodnoty se pohybovaly v intervalu ddl3 % do 99,34 % pro
fenoxykarb a od 96,26 % do 96,60 % pro permetrin.

Testovani robustnosti prokadzalo vhodnost teplotyn@bilni faze, slozené
z acetonitrilu a vody (65:35). V celém testovacioemezi dochazi k dokonalé
separaci vSech slozek, slozeni mobilni faze a wgpboty pouze ovlistuji dobu

trvani analyzy.

VSechny sledované parametry validace metody vylhi@ajadavikm na r
kladenym. Tato metodaiie byt pouzivanaiprutinni kontrole a hodnoceni kvality
pripravku Arpali® Neo. Metoda nevykazuje statisticky vyznamné rozdily

vysledcich v porovnani sipodni metodou.
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