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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva analyzou nejbéznéjSich a zarovenn nejdiskutovanéjsich
ultrafialovych filtrii pfitomnych v piipravcich na opalovani, a to pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekci. Teoretickd cast je vénovana
pfedev§im charakteristice ultrafialovych filtri a moznym problémim spojenych s jejich
pouzivanim, ale také moZnostem jejich stanoveni. Experimentdlni cast je vénovana
optimalizaci jejich extrakce a chromatografické separace. Zkoumana je také fotochemicka

stabilita oktokrylenu a mira jeho potencidlni prostupnosti kiizi do krevniho feciste.
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TITLE

Monitoring of potential endocrine disruptors and their carcinogenic products present in

sunscreens
ANNOTATION

This thesis deals with the analysis of the most common and most discussed ultraviolet filters
present in sunscreen products by high-performance liquid chromatography with
spectrophotometric detection. The theoretical part is mainly devoted to the characteristics of
ultraviolet filters and possible problems associated with their use, but also to the possibilities
of their determination. The experimental part is devoted to the optimization of their extraction
and chromatographic separation. The photochemical stability of octocrylene and the extent of

its potential permeability through the skin into the bloodstream are also investigated.
KEYWORDS

Octocrylene, homosalate, UV filters, endocrine disruptor, high-performance liquid

chromatography



OBSAH

SEZNAM ILUSTRACT A TABULEK .......ccmiviirrirreinereeneeesessssessssessssessssessssssssssssssse 10
SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK .....c.cooiiiiieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeses s enes s 12
L6075 TSRS 14
L. TEOTELICKA CASE ...ttt sttt et et e et e st e be e s e e enbeeeaee 15
1.1 Opalovact KIEMY ......ccuvieeiiiieiie ettt s e et e e sae e e tae e e saeeessaeesaraeesssaaenssaeenns 15
1.1.1 Vyvoj opalovacich Krémull..........ccccooiriiiniiiiiiiniiiiieecceee e 15
1.1.2 URrafialove 1Y co.eeeeerieecee et 18
1.1.3 Legislativni pozadavky na opalovaci Krémy ...........ccceceeviiiiiinieenienieeiieeieeieene 19
1.1.4 Opalovaci Krémy pro deti ......cccueecueeiiieiiieeieeiiecie ettt ettt seae v e 19

1.2 Rizika spojena s pouzivanim opalovacich Krémi...........c.ccceevviiiieniiiniiniiciieeeee, 20
1.2.1 Kozni absorpce UV fIltrT.......cccvieiiiiiiieiiecieciiecie et 20
1.2.2 Ovlivnéni endokrinniho SyStEmMU...........coecuiiiriiiiiiiieiie e 20
1.2.3 Nestabilita UV Il ......oooiiiiiieieeee e 21
1.2.4 Enviromentalni dopady ........coooveeiiiiiiiiieeiieeie et 22

1.3 OKEOKIYIEM ..ottt sttt et 23
1.3.1 Piiprava oKtOKIYIENU. ......coeiiiiiiiiiiiiiieiecccee e 23
1.3.2 Cistota a stabilita OKEOKIYIENU .............c..oveeverreeeeeeeeeeeeeeee e 25
1.3.3 Toxicita OKtOKIYIENU.....ccueiiiiiiiieiieie e 26
1.3.4 Alergie na OKtOKIYIEN .......ooiiiiiiiiieiiiee e 27

1.4 HOMOSAIAL ...ttt ettt et ettt 28
1.4.1 Toxicita hOMOSAIATU........couiiiiiiiriiiiirieeee e 28
1.4.2 Alergie na homoOSalat ..........c.cooviiiiiiiiiiiieeeeeee e 29

1.5 DalSi €asto pouzZivan€ UV Ity .......ccoevoiiiiiiiecieecee et 29
1.6 Chromatografické stanoveni UV filtril ..........ccoocvieeiiiieiiiiiiie e 30

1.6.1 Piiprava vzorku K analyze..........ccoovveieiiiiiciiiicie ettt 30



1.6.2 Podminky HPLC SEPATACE .........eevuieriiieiieeiieiie ettt ettt e 32

1.6.3 Ceské normy pro monitoring rozkladu a stanoveni UV filtri ............ccccooevervenene. 32
| B3 o1 ¥ To7 1 R £ PSP PPRUPRRS 33
2. EXPrimMENtAINT CAST.....c.eeiiiiiiiiiiieiiecie ettt ettt ettt et e e e be et e saeesaeeenbeensneensaennneens 35
2.1 Piistrojové vybaveni @ POMUCKY ........cccveiiiiiiiiieiie et 35
2.2 Pouzité chemikalie a rozpousStedla...........cceeviiieiiiieiiieceeeee e 37
2.3 Chromatografické stanoveni vybranych UV filtri .........cccooovieiiiiiiiiiieeeeen 38
2.3.1 HPLC QNALYZA ...c..oiiiiiiiiiiiieieeeee ettt st 38
2.3.2 Kvalitativni analyza standarddi UV filtrll.........c.ccocoeviniininiiniiiccecee 38
2.3.3 Priprava kalibracni KFiVKY .....cccooriiiiiiii e 38
2.3.4 ANAlYZa VZOTKU ...ooouiiiiiiiiieeee e e 38
2.4 Validace MELOAY ....eeevvieiiieeiieiieeie ettt ettt ettt e st eesbeesaaeebeesaaeesbeessaeensaeesseenseennns 40
24,1 NAVIAINOST ..ottt ettt ettt st e bt et e b st e sbeeenneeneee 40
2.4.2 OPaKOVALEINOSE ....cecuviieeiiieeiie ettt et e e e e e e e e e st e e esbeeennaeeennneeenns 41
2.4.3 Mez detekce a mez StanovIteINOS .....ccc.eevveiriiriiiiiiiiieiceee e 42
2.5 Liberacni testy OKtOKTYIENU ......cooviiiiiieeiiii et 42
2.5.1 Pfiprava octanoveho PuffU........cceeiiiiiiiiiiiiieee e 43
2.5.2 Priprava kalibra¢nich roztoKi..........cccveviieiiieriiiiieiiieieee e 43

2.5.3 Podminky méteni sekvencni injekéni analyzy spojené s Franzovou difuzni celou.43

2.5.4 Pracovni pOSTUP 1IDETACE .......eeeuiieiiiiiieiieeieeee ettt 44

2.6 Stanoveni fotostability OKtOKIYIENU........cc.eeviiiiiiiiiieiieiieee e 44
2.7 Zpracovani experimentalnich dat............cccoeoiiiiiiiiiiiiii e 45

3. VYSIEdKY @ AISKUSE ..c.eveeniiiiiieiieeiee ettt et et 46
3.1 Optimalizace chromatografick€ SEParace ............eoueeviierieeiieniieeieeie e 46
3.2 Validace chromatografick€ metody ...........ccoceeeiieniiiiiiiiiiiee e 49
3.2.1 Priprava kalibracni KFIVKY .....ccceeeeeuiiiiiiiiiciiecce et 49

3.2.2 NAVIAtNOST MEIOAY ..veeevrieiiiieeiiee ettt ettt e et e et e e e treeetaeesssaeessseeesnseeennnes 51



3.2.3 OpakovatelnoSt MELOAY ........eccvieriiiriieiiieiieeiie ettt et e ae e e seneeneeas 51

3.2.4 Mez detekce @ mez StanoViIteINOST .....ccueeeevieriieriieiiecie e 52

3.3 Stanoveni UV fIlT.......coouiiiiiiiiiiieceee ettt s 52
3.4 Stanoveni fotostability OKtOKIYIENU.........c.coouieiiiiiiiiiiiiecie e 56
3.5 Liberacni testy OKLOKIYISNU ......cc.eovuiiiiiiiiiieiieciiee et 58
ZAVER ..o 63
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...oouiiimiiniiniesneisneisseesessessssssessssssssssesssss oo 64



SEZNAM ILUSTRACI A TABULEK

Obrazek 1 Symbol UV-A oChrany [9]....ccueeoiiiieiieeiee ettt e 17
Obrézek 2 Prostupnost UV zateni kiizi (upraveno) [12] .....cocvveevierieeiienieeieeeieeieeeieeiee e 18
Obrazek 3 Syntéza OC [34-38] .....ui ottt ettt et 24
Obrazek 4 Schéma retro-aldoloveé reakce [31] .oooviiiiiiieiiieeieeceeee e 25
Obrazek 5 Tti hlavni metabolity oktokrylenu (OC) [43]....ccovieeiiieeieeeieeeee e 27
Obréazek 6 Syntéza homoSalattl [49] ....ccviiiiiiiieieee ettt et ees 28
Obrazek 7 Graf frekvence obsahu vSech nalezenych 24 UV filtra (pfeloZzeno a upraveno) [58]
.................................................................................................................................................. 30
Obrézek 8 Schéma SIA systému s Franzovou celou [76; 78]......ccovveeuienieriienieeienieeeeeeee 34
Obrazek 9 SIA systém s Franzovou celou uloZenou ve vodni lazni s vikem .........cccceeeneeee. 36
Obrazek 10 Franzova Cela...........coouiiiiiiiiiiiieiieieeeee ettt 37
Obrazek 11 Zpuasob roztirani vzorku na desticku (upraveno) [83].....c.ccccvevevierieeviieniiiiiienieens 45

Obrazek 12 UV/VIS spektra roztokl standardi sledovanych UV filtrG o koncentraci 10 %

V ACELOMITIIUL ..ttt ettt ettt e et e st e et e s et e e bt e saeeenbeesaeeens 47
Obrazek 13 Optimalizovand HPLC separace vSech péti cilovych analyti...........ccccceveeveennnnn. 48
Obrazek 14 Kalibrace EHS, BEF @ OC........oooooiiii 50
Obrazek 15 Kalibrace OB a HMS ......ccooiiiiiiiiiiie e 50
Obrazek 16 Graf UV filtri obsaZenych v jednotlivych vzorcich s naznaCenymi maximalnimi
POVOLENTME LIMIEY ...tieeniiieeiie et et e e et e e e e s e e estaeesnaneeensneesnseeennneeenns 54
Obrazek 17 Ptiklad HPLC separace vzorku €. 7 s deklarovanym obsahem OC a EHS........... 55

Obrazek 18 Zmény koncentrace OC standardu a OC ptitomného ve vzorku €. 2 a 6 po ozafeni
VUV DOXU UVITEC ..ottt s 56

Obrazek 19 Zmény koncentrace OC standardu a OC ptitomného ve vzorku €. 2 a 6 po ozafeni

V UV DOXU DESAZA...cccuviieeiiieeiie ettt s e st e e ste e e steeetaeeensaeesnsaeesnseeesnseeennnes 57
Obrazek 20 Zmény koncentrace OC standardu a OC ptitomného ve vzorku €. 2 a 6 po ozafeni
PO 1aMPOU PRITIPS ..ottt ettt et e s e e e snaeens 57
Obrazek 21 Kalibrace OC pro HberaCni teStY .........eevvieeriieeiiieeieeeieeeee e eereeeeaee e 59
Obrazek 22 Liberace OC do octanového pufru sledovand po dobu 120 minut........................ 60
Obrézek 23 Liberace OC do octanového pufru sledovana po dobu 90 minut.......................... 61

Obrazek 24 Liberace OC do octanového pufru s 10 % ethanolu sledovana po dobu 105 minut



Tabulka 1 Analyzované produkty na opalovani ............cccceeriieiiienieeiiienieeieee et 39

Tabulka 2 Parametry STA SYStEMU .....ocoiiiiiiiiiieiieeieeieeete ettt ere e e ebeesneeseesane e 43
Tabulka 3 NAVIatnost MEtOAY .......eeeiiiiiiiiiciie ettt e e e ees e e e 51
Tabulka 4 Intradenni a mezidenni opakovatelnost .............cccueeeviieeiiieeiiiececce e 52
Tabulka 5 Meze detekce a StanoVIteINOSt ........eeveruieriiiiiriiiieieeeee e 52
Tabulka 6 ANalyza VZOTKU .......c.cooiiiiiieiiieitiecie ettt eveesaeeebeesaaeenseesane e 53
Tabulka P 1 NAVIatnost METOAY......ccoueeriiiriieeiieiieeie ettt ettt esiee e seeesaeesaeeebeesenesnseessneens 76
Tabulka P 2 Intradenni a mezidenni opakovatelnost benzofenonu .............cccoecveeevverierciiennnnns 76
Tabulka P 3 Intradenni a mezidenni opakovatelnost oXybenzonu ............cccceeeveeciienieenieennnns 77
Tabulka P 4 Intradenni a mezidenni opakovatelnost oktokrylenu............cccccoeviiiiiniiniinni, 77
Tabulka P 5 Intradenni a mezidenni opakovatelnost ethylhexylsalicylatu.............cccccoeoeeneinns 78
Tabulka P 6 Intradenni opakovatelnost homosalatu............cccevevierieeiiieniiiniieieceeeeeee 78

Tabulka P 7 Mezidenni opakovatelnost homosalatu ...........ccceeeevierieeciieniiiniiieniecicesie e 79



SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

SOH-OC 2-ethyl-5-hydroxylhexyl-2-kyano-3,3-difenyl akrylat
BF benzofenon

BMBM  avobenzon

COLIPA Evropska asociace kosmetiky, toaletnich potfeb a parfumerie
CPAA 2-kyano-3,3-difenylakrylova kyselina

DBT iskotrizinol

DHHB parsol diethylaminohydroxybenzoylhexyl benzoat
DOCAA  2-(karboxymethyl)butyl 2-kyano-3,3-difenyl akrylat
DPDT Neo Heliopan AP

DTS Mexoryl XL

ED endokrinni disruptor

EHMC oktinoxat

EHS ethylhexyl salicylat

EHT ethylhexyl triazon

EK Evropska komise

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
HMS homosalat

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

IMC amiloxat

LOD mez detekce

LOQ mez kvantifikace

MBC enzacamen

OB oxybenzon



OoC
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PMMA

PS15

PTFE

RSD
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SD

SIA

SPF
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faktor ochrany proti slunci (Sun Protection Factor)
tris-bifenyl triazin

ecamsul

ultrafialové zafeni A

ultrafialové zafeni B



UvVoD

Diplomova prace s nazvem Monitorovani potencialnich endokrinnich disruptoru a
Jjejich karcinogennich produktii pritomnych v opalovacich krémech se zaméfuje na
charakteristiku a stanoveni vybranych ultrafialovych (UV) filtrti v pfipravcich na opalovani.
UV filtry jsou latky organického nebo anorganického ptivodu slouzici jako ochrana pted
pusobeni Skodlivého UV zareni. Okolo nékterych UV filtri organického puvodu vznikaji
v soucasné dob¢ otazky ohledné jejich bezpecnosti pro lidské zdravi 1 pro zivotni prostiedi, kde
se hromadi a maji tak nezanedbatelny ekologicky dopad. Diskuse probihd i okolo produktii
téchto UV filtra, které by mohly vznikat vlivem jejich piipadné fotosenzibility.

Tato prace si klade za cil vytvofit literarni resersi tykajici se bézné pouzivanych UV
filtrd v kosmetickém primyslu, jejich historii, mechanismu ucinku, potencidlnich zdravotnich
rizik a analytického stanoveni, véetné¢ moznosti extrakce zjejich matrice. V ramci
experimentalni ¢asti byla vyvinuta jednoducha a rychla chromatografick4d metoda simultanniho
stanoveni Ctyf nejdiskutabilnéjSich UV filtrd a jednoho vedlej$iho karcinogenniho produktu,
vedouci k posouzeni dodrzovani jejich maximalnich povolenych mnozstvi v komer¢nich
vyrobcich, jez bylo ustanoveno Evropskou komisi. Zaroven byla provedena studie zamétena na
ovéteni fotostability oktokrylenu pii jeho expozici slune¢nimu a UV zéfeni a kinetika liberace

oktokrylenu pfes modelovou membranu imitujici lidskou kazi.
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1. Teoreticka cast
1.1 Opalovaci krémy

Opalovaci krémy jsou souc¢asti nasi spole¢nosti od doby, kdy si ¢lovék uvédomil potiebu
chrénit svou pokozku proti $kodlivym vliviim slune¢niho zafeni, jako je naptiklad predcasné
starnuti kize, vznik erytému a spaleni. Pfipravky na ochranu proti slune¢nimu zateni obsahuji
ucinné latky, které mohou byt organického nebo anorganického charakteru. Aby byl opalovaci
krém co nejucinnéjsi, musi absorbovat nebo rozptylovat zafeni v Sirokém spektralnim rozsahu.
Obecné plati, ze organické ultrafialové (UV) filtry (napiiklad homosalat ¢i oktokrylen)
absorbované UV zafeni pfeménuji na neSkodnou tepelnou energii (absorpci UV zéieni se
fotoexcituji a prebyteCnou energii ultrarychlymi relaxa¢nimi cestami uvoliuji pozdéji).
Anorganické UV filtry (naptiklad oxid titani¢ity ¢i oxid zine€naty) pak slune¢ni zafeni nejen
absorbuji, ale také odraze;ji ¢i rozptyluji [1-3]. UV zafeni je témito filtry pfevazné absorbovano
(odraz je fadoveé mensi nez <5 %), zatimco viditelnou ¢ast spektra tyto latky vyznamné odrazi.
Utinnost anorganickych filtrdi zavisi na nékolika proménnych, jako je velikost &astic (¢im
mensi, tim u¢inngj$i) a jejich rozptyleni v emulzi, mnozstvi pouzitého opalovaciho krému a
index lomu jednotlivych UV latek [1; 4]. Spousta opalovacich krému pfitom obsahuje
latky, které maji chranit Clovéka pifed Skodlivym zafenim, v soucasné dob& vyvstava
kolem jejich pouzivani fada otdzek, a to v souvislosti s jejich moznymi toxickymi ucinky [1;

5.

V soucasné dobé se na svétovém trhu vyskytuje nepifeberné mnozstvi ptipravkii na
opalovani, které jsou pro lep$i orientaci spotiebitelli rozdélovany dle jejich protektivniho
faktoru SPF (z anglického Sun Protective Factor) na vyrobky s niz§i (SPF mensi nez 15),
vysokou (SPF 15 az 50) az velmi vysokou ochranou (SPF vyss$i nez 50). O popularité
opalovacich ptipravkil vypovida fakt, ze v roce 2018 ¢inila hodnota celosvétové prodanych

vyrobki 11,6 miliard americkych dolari [5; 6].

1.1.1 Vyvoj opalovacich krémnu

Slunce v pravékych a starovékych kulturdch bylo uctivano jako bozZstvo. I pfes to si lidé
zacali brzy uvédomovat jeho negativni efekty, a to predev§im pro kiizi. Prvni civilizaci, ktera
zacala vyuzivat fotoprotektivnich metod, byli jiz 4000 let pfed nasim letopoctem Egyptané. Uz
tenkrat pouzivali pfipravky zhotovené z ptirodnich vytazkli z ryze, jasminy a lupiny, tedy

z ingredienci, které lze nalézt i v dneSnich opalovacich krémech. Oxid zineCnaty byl
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pravdépodobné poprvé pouzit jiz v obdobi starovéké Indie. Dle indické medicinské knihy
,»Charaka Samhita“ byl oxid zine¢naty pouzivan jako balzdm na o¢i, oteviend zranéni a

popaleniny. V soucasné dobe¢ je oxid zine¢naty vyznamnou sloZzkou opalovacich krémi [5].

Spektrum slune¢niho zéfeni obsahuje kromé ultrafialové slozky (< 380 nm) i zafeni
viditelné (380 — 780 nm) a infracervené zafeni (> 780 nm). UV zéfeni se pak dle vinovych délek

rozdéluje na dlouhovinné UV-A (320—400 nm) a stiednévinné UV-B (290-320 nm) [5; 7].

Ochrana proti ultrafialovému zafeni B

Sir Everard Home roku 1820 poprvé popsal roli slunecniho svétla pii popaleni kiize. Na
zaklad¢ jeho objevl se zacaly zkoumat slouceniny se schopnosti absorpce zateni. Prvni znamou
slou€eninou chrénici pokozku ptfed UV-B byl chininsulfat. Fridrich Hammer zacal v roce 1891
v Némecku proddvat masti a pletové vody pravé s obsahem chininsulfatu, ¢imz uvedl na trh
historicky prvni chemické opalovaci prostfedky. Jiz v roce 1894 vyjadiil Paul Unna (ozna¢ovan
za zakladatele dermatologie) a William Dudreuilh moznou souvislost mezi rakovinou ktize
a dlouhodobou ¢i opakovanou expozici slune¢nimu zafeni. Prvni detailni studie zabyvajici se
vznikem erytému a pigmentaci lidské pokoZky byla provedena roku 1922 némeckymi védci
Hausserem a Vahlem, kteti zjistili, Ze delsi vinové délky UV spektra (tj. UV-A slozka) vice
stimuluji produkci pigmentu, zatimco krat$si vlnové délky (tj. UV-B slozka) jsou vice
erytemogenni. Vystupem jejich prace byl vyvoj opalovaciho krému, ktery diky obsahu benzyl
salicylatu a benzyl cinamatu velmi dobife absorboval UV-B zafeni. Dal§im prilomem bylo
uvedeni opalovacich krémt na bazi p-aminobenzoové kyseliny (PABA) a jejich esterti. Tyto
produkty si nechal Eugene Shueller, zakladatel spole¢nosti L"Oreal, v roce 1943 patentovat. Az
pozdéji bylo zjisténo, ze je PABA pro nékteré jedince alergenni, a proto se dnes musi
pfitomnost téchto latek v krémech uvést na obale. Pro lepsi orientaci spotfebiteld mezi
jednotlivymi vyrobky uvedl némecky radiacni fyzik Rudolf Schulze prvni névrh stupnice
ochranného faktoru, ktera byla pozd¢ji vylepsena rakouskym chemikem Franzem Freiterem.
Ten zadal pouzivat termin SPF, ktery pozd&ji roku 1978 pfijal americky vladni Ufad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). Nasledné byl termin SPF mezindrodn¢ uznan jako stupnice

pro méfeni ochrany pted slune¢nim zafenim [5].

Ochrana proti ultrafialovému zafeni A

Védecky objev ucinku dlouhovinného UV-A zéfeni byl poprvé publikovan v roce 1969
americkym dermatologem Albertem Kligmanem. Ve své publikaci popsal, jak slunecni zéafeni
zpusobuje strukturalni poskozeni kize, které Ize odlisit od procesu starnuti. Prvnimi UV-A
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filtry byly dibenzoylmethanové derivaty (naptiklad avobenzon). Tyto filtry se v roce 1980
nachdzely pouze v 1 % opalovacich krémt, o 12 let pozd¢ji byly vsak pfitomny jiz ve 35 %
krémi. V roce 1992 byl ve spolupraci védcii ze spolec¢nosti BOOTs a profesorem fotobiologie
Brianem Diffeyem vytvofen systém hvézdic¢ek vyjadiujici iroven ochrany pied UV-A zarenim.
Tato metoda byla hojné vyuzivana ve Velké Britdnii. Aby byl vsSak zajistén jednotny
celoevropsky systém znaceni ochrany proti UV-A zafeni, byl Evropskou asociaci kosmetiky,
toaletnich potieb a parfumerie (COLIPA) zaveden test vztahujici ochranu pfed UV-A zafenim
k ochran¢ pted UV-B zarenim. Pokud je tedy UV-A ochrana vyssi nez 1/3 UV-B ochrany, na
obalu vyrobku se miize uvést symbol s UV-A v krouzku (obrazek 1). Jelikoz bylo zjisténo, ze
vétsina UV-A filtrti neni fotostabilni a jsou po expozici UV zafeni poskozovany na molekuldrni
urovni, ¢imZ ztraci svou ucinnost, existuji dnes pouze dva UV-A filtry (oxid zine¢naty a

avobenzon) schvalené FDA [5; §].

Obrazek 1 Symbol UV-A ochrany [9]

Ochrana proti viditelnému zafeni

Dopad vysSich vinovych délek viditelného zateni pii vyvolavani hyperpigmentace
(melasmy) byly popsany roku 1983. NejstudovanéjSim filtrem viditelného zafeni je oxid
zelezity. Studie z roku 1991 zabyvajici se propustnosti UV-A a viditelného svétla pro rizné
silné vrstvy naneseného opalovaciho krému ukazala, Ze u opalovaciho krému obsahujiciho
20 % oxidu zine¢natého nehraje tloustka nanesené vrstvy roli. Kombinace 4% hydrochinonu
a oxidu zelezitého vykazoval i pozitivni U¢inek pii 1écbé melasmy. Potencidlni ochrannou
funkci by mohly mit i antioxidanty, které jsou Casto soucasti opalovacich krémt. Viditelné
svétlo totiz zvySuje vyskyt reaktivnich forem kysliku, které antioxidanty obecné vychytavaji.
Jejich vyznam v opalovacich krémech je vSak zalozen pouze na laboratornich testech a redlna

ochrana kiize in vivo neni pfili§ prozkoumana [5].
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1.1.2 Ultrafialové filtry

UV filtry jsou tedy chemické slouceniny, které jsou schopny zmirnovat skodlivé ucinky
slunecniho zafeni, a proto jsou pouzivany v riiznych kosmetickych piipravcich, jako jsou
napiiklad opalovaci krémy, mléka ¢i oleje. U¢innost téchto produkti je uvadéna podle stupnice
ochranného faktoru SPF, ktery zavisi na mnozstvi a druhu UV filtri v ptipravku. Zatimco UV-
B zéteni miiZze zplsobit popaleniny ktize a poSkozeni DNA v jejich hornich vrstvach (vedouci
ke vzniku maligniho melanomu), UV-A pronika hloubéji do koznich vrstev a podili se na
poskozeni DNA a starnuti klize. Schéma prostupu jednotlivych vinovych délek UV zéteni kiizi
je znazornén na obrazku 2. Jelikoz je témét veskeré UV-B zéieni odrazeno stratosférickou
ozonovou vrstvou, je jeho podil v dennim slune¢nim spektru maly (cca 1 %). Skutecné procento
UV-B dopadajiciho na povrch Zemé zavisi na mnoha proménnych, jako je ubytek ozonu,
oblacnost a thel dopadu slune¢niho zafeni. Slozka UV-B iniciuje u ¢lov€ka fotolytickou reakci
7-dehydrocholestreolu na previtamin D3, tedy prekurzor vitaminu D. Lidé si v reakci na
nadmérnou expozici UV-B v prib¢hu evoluce vyvinuli rozsahlé fotoprotektivni mechanismy,
jako je naptiklad melanogeneze. V kiiZi je distribuovana latka eumelanin, kterd absorbuje UV
zafeni a jejiZz koncentrace je regulovana pravé prostfednictvim melanogeneze. Jelikoz
opaleni/spaleni kiize je az opozdénou reakci, a jedinec tak nezaznamena vcas, ze jiz mohlo dojit
k poskozeni DNA, je dnes pouzivani opalovacich piipravkl s obsahem hned nékolika rtiznych
UV filtri masové doporucovano, aby doplnily pfirozené fotoprotektivni mechanismy kiize [2;

10; 11].
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Obrazek 2 Prostupnost UV zareni kiizi (upraveno) [12]
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1.1.3 Legislativni pozadavky na opalovaci krémy

V soucasné dobé existuji seznamy schvalenych fotoprotektivnich latek. Zatimco
americky ufad FDA schvaluje pouze 16 slozek, Evropska komise (EK) jich povoluje 27. Rozdil
je zpusobeny tim, ze EK nahlizi na opalovaci krémy jako na kosmetické piipravky, ale ve

spojenych statech jsou povazovany za léciva [5].

Natizeni Evropského parlamentu a Rady z roku 2022 reguluje pouziti tii organickych
UV filtrt, oktokrylenu, oxybenzonu a homosalatu. Mnozstvi oktokrylenu nesmi podle této
legislativy ptesahnout 10 %, at’ uz je pouzit individualné nebo kombinovang s jinymi UV filtry
[13]. Ve stejném roce vydal Védecky vybor pro bezpecnost spotiebiteld (SCCS) vyhlasku
tykajici se bezpecného pouziti homosaldtu. S ohledem na obavy souvisejici s jeho
potencidlnimi negativnimi dopady na endokrinni systém nesmi jeho koncentrace pfesdhnout
7,34 % [14]. Oxybenzon, ktery je také nazyvan benzofenon-3, je pro svou piibuznost
s karcinogennim benzofenonem regulovan do maximalni koncentrace 6 % v produktu.
Samotny benzofenon by se dle vyhlaSky z roku 2009 nemé¢l v produktech na opalovani pro své
negativni dopady na lidské zdravi vyskytovat viibec. Tato vyhlaSka reguluje také vyskyt asto

se vyskytujiciho ethylhexyl salicylatu maximalné 5 % v produktu [13—15].

Zajimavosti je, Ze oktokrylen a 2 dal$i UV filtry byly roku 2018 zakdzany na ostrové

Palau leZicim v Tichém ocednu, a to kvili jejich toxicité vii¢i koralovym Utestim [16].

1.1.4 Opalovaci krémy pro déti

Détskou kizi je nutno chranit proti plisobeni UV zéfeni jeSté dikladnéji, jelikoZ jeji
ptirozené ochranné mechanismy nedosahuji ti¢innosti dospé€lého jedince, a je tak nachylnéjsi k
poskozeni. Dé&ti maji totiz tenci epidermis, mensi keratinocyty (bunky prenasejici keratin) a
nizsi koncentraci melaninu a pomér lipidd ku proteinim. Vzhledem k nezralosti epidermalni
bariéry a moznému vyskytu atopické dermatitidy je dilezité, aby détské opalovaci krémy byly
minimalné¢ drazdivé (i pro oc€i), s malym nebo 1épe Zaddnym potencidlem senzibilace (vznik
precitlivéni), a aby se nevstiebavaly do nizSich vrstev kiize a nasledné do krevniho fecisté. Mély

by byt zaroven dlouhotrvajici, vodéodolné a odolné proti fyzické aktivité [17].

V souc€asné dobé nestanovuje Evropska komise z4dné zvlaStni pozadavky na sloZeni
opalovacich krémt uréenych détem. Obecné plati, ze obsahuji stejné typy filtri jako klasické
opalovaci krémy pro dospélé. Détské opalovaci krémy se tak svymi vlastnostmi podobaji

krémtim pro citlivou pokozku [17].
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1.2 Rizika spojena s pouZivanim opalovacich krému

Zvysujici se frekvence pouzivani opalovacich pfipravkli miize byt komplikaci nejen pro
lidské zdravi, ale i1 pro zivotni prostfedi. VSechny v kosmetickém primyslu schvalené latky
musely projit fadou testl tykajicich se jejich bezpecnosti, ale nékteré problémy spojené s jejich
pouzivanim se mohou projevit az v delSim ¢asovém horizontu. Mezi nejcastéji diskutované
problémy souvisejici s pouzivanim kosmetickych vyrobkl obsahujici UV filtry patii (a) jejich
pravdépodobna absorpce kiizi, coz vede k systémové expozici s neznamymi dusledky, (b)
mozné poruchy endokrinniho systému (jsou potencialnimi endokrinnimi disruptory), (¢) jejich
degradace UV zéafenim vedouci ke vzniku jinych, zdravi skodlivych sloucenin, (d) jejich

hromadéni v pfirod¢ a potencidlni negativni dopad na zivoc€ichy a rostliny [18].

1.2.1 Kozni absorpce UV filtru

Kozni absorpci Ize definovat jako prichod sloucenin kiizi. Tento proces lze rozd¢lit na
tfi kroky. Prvnim krokem je prunik (penetrace), coz je vstup zkoumané latky do nejsvrchné;si
vrstvy kiize. Druhym krokem je permeace, kdy latka pronika z jedné vrstvy ktize (epidermis)
do funk¢né i strukturalng odlisné vrstvy (dermis). Poslednim krokem je resorpce, tedy vstiebani

latky do cévniho systému (lymfy ¢i krevnich cév) [18; 19].

Naprosto ideédlni opalovaci krém by mél co nejméné pronikat z rohové vrstvy pokozky
do dal$ich vrstev, aby nedochazelo mimo jiné i ke ztratdm fotoprotekce. Nicméné nékteré UV
filtry maji potencial absorbovat se kiizi, ktera se tak stdva nechranénou. V organismu navic
mohou metabolizovat na toxické produkty, a stat se tak potencidlné mutagennimi latkami.

Sledované jsou také jejich estrogenni ucinky [18].

1.2.2 Ovlivnéni endokrinniho systému

Chemické latky naruSujici endokrinni systém jsou pfedmétem zajmu od 90. let 20.
stoleti. Soucasna definice potencidlniho endokrinniho disruptoru (ED) zni dle Evropské komise
nasledovné: ,,potencialni ED je exogenni ldtka nebo smés, ktera ma vlastnosti, jez mohou vést
k naruseni endokrinniho systému v intaktnim organismu nebo potomstvu ¢i (sub)populaci‘. ED
je pak definovan jako ,,exogenni latka nebo smés, ktera meéni funkci(e) endokrinniho systéemu a
nasledné zpiisobuje nepriznivé ucinky na zdravi v intaktnim organismu nebo jeho potomstvu ¢i
(sub)populaci* [20]. Poprvé se o UV filtrem jakoZzto potenciondlnich ED zacalo hovofit
pocatkem 21. stoleti. Jednd se zejména o latky ze skupiny benzofenonii nebo kafrovych
derivati. Schlumpf a kolektiv zkoumal v roce 2001 Sest ¢asto pouzivanych UV-A a UV-B

organickych filtrii v opalovacich krémech z hlediska estrogenity. Jejich vyzkum ukéazal, Ze tfi
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ze zkoumanych latek vykazuji estrogenni U€inky nejen in vitro, ale i in vivo u mysi.
Bezprostifedné na to se vSak Védecky vybor pro kosmetické a nepotravinarské produkty proti
tomuto vyzkumu ohradil, nebot” vykazoval fadu technickych nedostatki. Od té doby se
posouzeni potencialnich endokrinnich a¢inkt UV filtri stalo pfedmétem dalSich studii, pticemz
nékteré estrogenni UcCinek potvrdily, jiné vyvratily. Jelikoz jsou UV filtry pfitomny i
v kosmetickych pfipravcich ur€enych pro denni pouziti (hydratacni krémy, Sampony c¢i
odlicovaci pomiicky), je stale tieba intenzivnéjsiho a detailnéjsiho védeckého vyzkumu [18; 21;

22].

1.2.3 Nestabilita UV filtru

Mechanismem plisobeni organickych UV filtri je absorpce UV zéteni, v jehoZ diisledku
mohou filtry podléhat zméndm ve své molekularni struktufe nebo se mohou zcela preménovat
na jiné, mnohdy chemicky reaktivni molekuly. Tomuto d&ji se fika fotosenzibilizace, kterd se
v z&vislosti na davce svételného zafeni a koncentraci UV filtru na kizi mze projevit jako
zanétliva reakce nebo muze dokonce vést az k poSkozeni tkani nebo bunck (pak hovotfime o
fototoxicité). Pokud dochazi ke specifické imunitni reakci, jde o fotoalergii. Opakem
fotosenzibilizace je fotostabilita, tedy schopnost latky zlstat stabilni pii expozici svétlu. Prave
fotostabilita je dulezitym faktorem pii vyvoji a hodnoceni bezpe¢nosti a i€¢innosti (pozmeénéné
molekuly nemusi byt G¢inné v absorpci UV zéfeni) opalovacich krémi. Nekteré UV filtry,

zejména pod vlivem UV-A zéfeni, vykazuji zna¢nou nestabilitu [11; 18; 23; 24].

Struktura UV filtrii musi zaruovat absorpci fotontl, a proto se obvykle jedna o jedno —
nebo vicearomatické slouCeniny. Absorpce fotonu vede k vratnym ¢i  nevratnym
fotochemickym reakcim molekul UV filtri (naptiklad cis-trans transformace, keto-enolové
tautomerie nebo reakce sjinymi UV filtry ¢ jinymi latkami z matrice) nebo k jejich
fotodegradaci, kterd mize zménit fyzikalni vlastnosti (naptiklad vinovou délku ochrany pied
UV zéafenim a absorp¢ni koeficient) ¢i vést ke vzniku potencialné nebezpecnych produktii. Tyto
produkty se mohou hromadit na kiiZi nebo se bioakumulovat v jinych organovych strukturach.
Fotodegrada¢ni meziprodukty mohou rovnéz zpusobit fotooxidaci a podpofit vznik volnych
radikala, tedy reaktivnich forem kysliku, jez mohou interagovat nejen s dalSimi slozkami
opalovacich krémt, ale také se slozkami kiiZe, jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny.
Takové interakce mohou opét vést ke vzniku novych molekul s nezndmymi toxikologickymi

vlastnostmi, které¢ mohou byt pro lidské télo Skodlivé az fatalni [18].
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Fotostabilita UV filtri se znacné 1i8i. Obecné¢ ale plati, ze opalovaci krémy obsahujici

anorganické UV filtry vykazuji vyssi fotostabilitu nez krémy s organickymi filtry [25].

1.2.4 Enviromentalni dopady

Protoze se pouzivéani ptipravkil na opalovani kazdym rokem zvySuje, je nutno zminit
také dopady téchto produktti na zivotni prostfedi. Je prokdzano, ze se UV filtry a jejich
degradacni produkty hromadi ve vodé, a to zejména moiské [1]. UV filtry jsou proto aktudlné
povazovany za mikropolutant, podobné¢ jako polyfluoroalkylované latky, toxické produkty hub,
hormony, psychoaktivni latky, pesticidy a primyslové ptisady a 1é€iva. Tyto kontaminanty byly
detekovany v motskych ekosystémech po celém svété. Plati vSak, ze jejich koncentrace zavisi
na nékolika faktorech, jako je oblast odbéru, datum a ¢as odbéru a zejména turisticka
destinacich. Cestovni ruch tedy hraje velice dulezitou roli v kontaminaci vodniho prostiedi UV
filtry. Jelikoz se pobiezni turistika stdva neustale atraktivnéjsi, lidé travi vice ¢asu u mofe a
pocet obyvatel pfimofskych oblasti roste, je vysoce pravdépodobné, Ze i koncentrace UV filtrl
se bude vbudoucnu zvySovat. Protoze Ccisticky odpadnich vod nejsou schopné tyto
kontaminanty G¢inn¢ odstranit, dostavaji se do ekosystému 1 z odpadnich vod (naptiklad vlivem
sprchovani, vylu€ovani nebo prani odévi) [1; 26]. Ve vodnim prostiedi miize dochazet k
fotolyze UV filtrti a vzniku Skodlivych vedlejSich produktii. Neékteré studie navic naznacuji, Ze
tyto produkty fotolyzy mohou déle reagovat s chlorem pfitomnym v bazénové vod€. Vznikajici

chlorované produkty pak mohou rovnéz ohroZovat lidské zdravi [1].

Experimentalni studie dale ukazaly, Ze organické UV filtry maji tendenci
bioakumulovat i v riznych zivoc€iSich, zejména v koralech, fasach, ¢lenovcich, mekkysich a
mofskych obratlovcich [1]. Mnoh¢é UV filtry, jako napiiklad oktokrylen, benzofenon, kafrové
derivaty atd., prokazateln¢ zpisobuji thyn ¢i béleni korali. Oktokrylen se pfeménuje na velmi
lipofilni konjugaty mastnych kyselin, které se hromadi v tkanich kordll. To zplisobuje
abnormdlni metabolismus mastnych kyselin souvisejici s mitochondridlni dysfunkci.
Anorganickeé UV filtry, jako je TiO2, jsou zase velkou hrozbou pro fasy a ¢lenovce. Nanocastice
TiO; tvoii pifi vystaveni ultrafialovému zafeni reaktivni formy kysliku, které jim mohou
zpusobit oxidacni stres, molekularni zmény lipidid a proteind bunéénych membran a inhibovat
produkci fotosyntetickych pigmentd (chlorofylu), ¢imz ovliviiuji proces fotosyntézy. Mlzi
obecné velice dobie bioakumuluji kovy, coz plati také o agregatech nanocastic UV filtri
rozpusténych ve vodé. U ryb mohou UV filtry bioakumulovat a zptisobovat hormonalni

poruchy, zmény v produkcei genti a poruchy rozmnozovacich systémi [1; 27; 28].
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Problémem je, ze doposud nejsou pravnimi predpisy stanoveny maximalni pfipustné
koncentrace jednotlivych UV filtri ve vodach. Odstranéni téchto novych kontaminantd
z odpadnich vod lze dosdahnout ozonizaci (nebo jinou oxidaci), membranovou filtraci ¢i

adsorpci [1; 29; 30].

1.3 Oktokrylen

Oktokrylen (OC; 2-ethylhexyl ester kyseliny 2-kyano-3,3-difenyl-2-propenové) je
v tucich rozpustna viskézni kapalina svétle zluté az Zluté barvy, kterd je jednou ze slozek
opalovacich krémil schvéalenych Evropskou Unii pro pouziti ve volné prodejnych opalovacich
(s SPF oznacenim) i jinych kosmetickych ptipravcich (bez SPF), jako jsou naptiklad Sampony,
laky na vlasy a kondicionéry. Zatimco akrylatova ¢ast oktokrylenu absorbuje UV-A 1 UV-B
zafeni, ¢imzZ chrani pokozku pted pfimym poskozenim, 2-ethylhexanolova ¢ast molekuly je
mastny alkohol, ktery dodava zmékcujici a olejové (vodéodolné) vlastnosti. Z tohoto ditvodu
je oktokrylen jedna z nejbéznéjSich molekul obsazenych v komeréné dostupnych opalovacich

krémech [2; 23; 31-33].

1.3.1 Priprava oktokrylenu

Patentovana piiprava OC z roku 2022 (s vytéznosti 92,3 %) vychazi z benzofenonu (BF)
a 2-ethylhexylakrylatu. Jako katalyzator byl pouzit acetamid a kyselina propionova.
Rozpoustédlem reakce je butyl-acetét a reakce probiha pii teploté 126 °C (obrazek 3a) [34]. Pro
tuto aldolovou kondenzaci Ize vSak pouZit i jiné katalyzatory (pf.: smési octanu amonného s
kyselinou octovou nebo kyselinou propionovou) a reakéni podminky (v zévislosti na
rozpoustédle byla zvolena rizna teplota a tlak reakce), nicméné reakce probiha s niz$im
vytézkem (obrazek 3b a 3¢) [35; 36]. Ve vétsich méfitcich 1ze pouzit katalyzator s molekulovym

sitem na bazi aminu (obrazek 3d) [37].
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acetamid, kyselina propionova
a) 126 °C

acetat amonny, kyselina octova

85-90°C
b)
53,3 -56 kPa
16 h
M i
+ H3C/\/j/\ \ (6) CHs
O acetat amonny, kyselina propionova | | CHy
110 °C
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Obrdzek 3 Syntéza OC [34-38]
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v prvnim kroku reaguje BF s ethyl-2-kyanoacetatem (v pfitomnosti acetatu amonného) po dobu
15 hodin za vzniku etokrylenu. V kroku druhém se pak OC syntetizuje reakci tohoto
meziproduktu s 2-ethyl-1-hexanolem po dobu 8 hodin [38]. N¢kdy je v druhém kroku pouzit
uhlic¢itan sodny a teplota 130 °C [39].

1.3.2 Cistota a stabilita oktokrylenu

Velkym problémem pouzivani OC v kosmetickych produktech je jeho nedostatecna
Cistota a diskutabilni stabilita. Surovy OC pouzivany pro vyrobu opalovacich krému je totiz
obvykle kontaminovan benzofenonem (vychozi latka pti vyrobé oktokrylenu), ktery je
spojovan s celou fadou endokrinnich poruch a toxickych ucinkl, vcetné genotoxicity a
karcinogenity. Jeho béZné metabolity maji podobné negativni U¢inky. Navic bylo prokézano,
ze BF vyvolava v ptfitomnosti UV zafeni dimerizaci thyminu a tvorbu dvoufetézcovych zlomkt
DNA. Jak bylo popsano vyse, OC je nejcastéji syntetizovan aldolovou kondenzaci benzofenonu
s 2-ethylhexyl-2-kyanoacetatem (obrazek 3). Tato reakce je ale vratna, a proto byla pii starnuti
vyrobku prokdzana i pozvolnd degradace oktokrylenu zpét na BF (obrdzek 4). Pro dalsi

pouzivani OC v kosmetickych produktech by bylo vhodné zamezit jeho kontaminaci

benzofenonem a vyvinout bezpecny stabilizator, ktery by zabranioval retro-aldolové reakci [31;

40].

o o Q Q
R OH 0 A o
\ o \
H,0 R + -
\ —_—
R=2-ethylhexyl

Obrazek 4 Schéma retro-aldolove reakce [31]

Dal8im problémem je rozklad OC ve chlorované vod¢ bazéni na produkty s mirnymi az
vysoce toxickymi uc¢inky. OC Ize tak spolu s dalsimi UV filtry fadit mezi Sirokou skupinu
polutanti, na nézZ se ale v souc¢asné dobé nevztahuje Zadné legislativni opatfeni upravujici jejich

nejvyssi pripustné hodnoty [29].
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1.3.3 Toxicita oktokrylenu

Potencialni toxické ucinky OC byly zkoumany pfi jeho dermalnim i oralnim podéani. Po
oralni expozici byly sice ve studii provedené na potkanech pfi vysokych davkach zaznamenany
ucinky na jatra, Stitnou zlazu a pocet mlad’at, nicmén¢ vzhledem ke klasickému dermalnimu
pouziti jsou vysledky ponckud zavadéjici. Jedna se vSak pouze o vyzkum toxicity OC bez
vystaveni zkoumaného zivocicha UV zéfeni. Pii dermalnim podani nejevil OC ani estrogenni,
androgenni, vyvojové ¢i teratogenni ucinky [41]. Genotoxicka studie provedend v roce 1994

pak potvrzuje jeho toxikologickou bezpecnost [42].

V Némecku byl OC vybran do rozséhlého projektu, jehoz cilem je zavést nové metody
biomonitoringu ¢lovéka k hodnoceni expozice a rizik novych chemickych latek. Identifikace a
stanoveni odhalilo tfi hlavni metabolity OC (biomarkery jeho expozice). Jde o kyselinu 2-
kyano-3,3-difenylakrylovou (CPAA), 2-ethyl-5-hydroxylhexyl-2-kyano-3,3-difenyl akrylat
(50H-0OC) a 2-(karboxymethyl)butyl 2-kyano-3,3-difenyl akrylat (DOCCA), jejichz struktury
jsou znazornény na obrazek 5 [43]. Ve vzorcich moci bézné populace byla po aplikaci ptipravka
s OC zaznamenana nejvyssi koncentrace CPAA, ktery je tak kvantitativné nejvyznamngj$im
metabolitem OC. Jelikoz ale mize vznikat biodegradaci i jinych latek, neni pro OC vysoce
specificky. Za ty se naopak pokladaji SOH-OC a DOCCA. Stanoveni metaboliti OC v lidskych
télnich tekutinach je dtlezitym ukazatelem, ze dochazi k absorpci a pronikdani UV filtri

rohovou vrstvou ktize [43; 44].
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Obrazek 5 Tri hlavni metabolity oktokrylenu (OC) [43]
Zkratky: DOCCA, 2-(karboxymethyl)butyl 2-kyano-3,3-difenyl akrylat; SOH-OC, 2-ethyl-5-hydroxylhexyl-2-kyano-3,3-
difenyl akrylat a CPAA, 2-kyano-3,3-difenylakrylovou.

1.3.4 Alergie na oktokrylen

Prvni popsané piipady alergické reakce na OC pochazi z roku 2003, coZ je zaroven
obdobi, kdy se OC zacal objevovat v opalovacich krémech ve vétSich koncentracich. Od té
doby se pocet zprav o alergiich spojenych s jeho pouzitim zvysil. Jsou uvadény dva hlavni typy
senzibiliza¢nich reakci: kontaktni alergie (vznika bez aktivace UV zafenim) a fotokontaktni
alergie (po UV ozafeni). V porovndni s pomémé vzacnou kontaktni alergii se fotoalergicka

kontaktni dermatitida vyskytuje mnohem castéji [41; 45-48].

Ze studii vyplyva, ze pravdépodobnost alergie na OC jeste zvySuje soucasné pouzivani

ketoprofenu, coZ je 1é¢ivo pouzivané proti bolesti, a to z nasledujich divodu:

(i) benzofenonova cast v chemické struktufe ketoprofenu muze byt zodpovédnd za

fotoalergii ptipisovanou OC
(if) koreaktivity obou latek (vznik alergické reakce na ob¢ latky soucasng¢).

JelikoZ je ketoprofen velice popularni ve Francii, Belgii, Italii a Spanélsku, je zvy3ené procento

alergii na OC hlaSeno prave z téchto zemi [33; 41].
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1.4 Homosalat

Homosalat (HMS; 3,3,5-trimethylcyklohexyl ester 2-hydroxybenzoové kyseliny) je
organicka latka, kterd nalezi do skupiny salicylati. Jde o ester kyseliny salicylové a 3,3,5-
trimethylcyklohexanolu.  Lze  pfipravit  reakci  3,3,5-trimethylcyklohexanolu s
methylsalicyldtem (obrazek 6) [49]. HMS vykazuje UV-B absorpcni vlastnosti, a proto ma

vyuziti v opalovacich krémech a jiné kosmetice [50; 51].

K,CO,, NH,Br
7@\ p 180 "C.13h ©\’( CH3
Hso OH le} \QL

3,3,5-trimethylcyklohexanol

methylsalicylat
homosalat

Obrazek 6 Syntéza homosalatu [49]

1.4.1 Toxicita homosalatu

Molekula HMS obsahuje esterovy miistek mezi fenolovym a alkyl-substituovanym
cyklohexanovym kruhem (obrazek 6). Fenol a cyklohexan jsou fazeny mezi toxické latky.
Ptitomnost alkyl-substituovaného cyklohexanového kruhu mize navic drasticky meénit
lipofilitu HMS, a muze tak mit vliv na jeho adsorpci, distribuci, metabolismus a vylucovani.
Prestoze denni expozice HMS je relativné nizkd, méa vysoky potencidl interagovat s jinymi
latkami, a jeho dlouhodoba expozice tak muze zplisobit vazné toxikologické ucinky vcetné
mutaci a poskozeni DNA vedouci ke karcinogenezi (jelikoZ byl detekovan i1 v matetském
mléce, mohl by zptlisobit karcinom prsu), teratogenezi, mutagenezi a dédicnym genetickym
onemocnénim [52; 53]. I pfes doloZenou genotoxicitu nebyl HMS nikdy prokazan jako

endokrinni disruptor [54].

Podobné jako ostatni UV filtry se i HMS dostava z opalovacich kréma do vody.
Chlorovana voda mize HMS navic pfeménit na chlorované produkty, jako jsou naptiklad
diastereoizomery monochlor-homosalatu ¢i dichlor-homosalat, jejichz (geno)toxické ¢i

alergenni Gi€inky mohou byt dokonce jesté vétsi [55; 56].
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1.4.2 Alergie na homosalat

Jelikoz neexistuje dostatek studii zabyvajicich se alergickymi reakcemi na HMS a
ostatni salicylaty, neni mozné d¢lat jednoznacné zavéry. V minulém roce vSak byl prezentovan
piipad alergické reakce po pouziti opalovaciho krému s obsahem HMS, jez je tak momentalné
povazovan za potencialni alergen. Jeho dopad na imunitni systém jedince je vSak nutné

v budoucich letech podrobit dalSimu zkoumani [57].

1.5 DalSi ¢asto pouzivané UV filtry

Portugalska studie z roku 2022 zabyvajici se prizkumem trhu z hlediska zastoupeni UV
filtri odhalila vedle OC a HMS dalsich 22 UV filtrt., pficemZz dominuji organické UV filtry
oproti anorganickym. Nejcastéji pouzivanym UV filtrem byl avobenzon (BMBM) a je
nasledovan OC. Dalsimi ¢asto pouzivanymi organickymi UV filtry jsou Tinosorb S, ehtylhexyl
triazon, ethylhexyl salicylat a HMS. Nejc¢astéji pouZzivanym anorganickym UV filtrem je oxid

titanicity ve forme nanocastic.

Nejvice sledovanou charakteristikou, kterd rozhoduje o pouziti UV filtrii do ptipravkl
na opalovani, je v soucasné dobé¢ jejich fotostabilita. Masivné pouZivany avobenzon je podle
nékterych vyzkumi nestabilni a podobné jako OC podléhd degradaci za vzniku toxickych
produktti. Vyrobci tuto negativni vlastnost fesi pouzitim kombinaci UV filtrt. Nékteré UV filtry
totiz mohou slouzit jako fotostabilizatory pro ostatni. Z tohoto diivodu je BMBM kombinovan
pravé s OC ¢i Tinosorbem S, ktery ho nejen stabilizuji, ale spolecné také poskytuji

Sirokospektralni ochranu.

Vzhledem ke stale novym poznatkiim objevujicich se v této problematice se chovani
vyrobcli opalovacich krémt neustale vyviji. Jak je vidét na obrazku 8, od pouZzivani OC se
pomalu opousti (moznym vysvétlenim jsou problémy zminéné v kapitole 1.2 a také jeho
maximalni povolené koncentrace dan¢ Evropskou komisi vysvétlené v kapitole 1.1.3). Jeho
nahradou je nejspiSe Tinosorb S, jehoz frekvence pouziti se béhem let 2015 az 2021
zdvojnasobila. Z anorganickych UV filtrh se stale vice pouziva TiO>. Dlvody nejsou zcela
jasné, nicméné moznym vysvétlenim by mohly byt pravé problémy nékterych organickych UV

filtrti se stabilitou [58].
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Obrazek 7 Graf frekvence obsahu vsech nalezenych 24 UV filtrii (prelozeno a upraveno) [58]

Zkratky: BMBM: avobenzon, OC: oktokrylen, EHT: ethylhexyl triazon, EHS: ethylhexyl salicylat, DHHB: Parsol DHHB,
DBT: Iscotrizinol, HMS: homosalat, EHMC: oktinoxat, DTS: Mexoryl XL, PBSA: ensulizole, TDSA: ecamsule, MBC:
enzacamene, PS15: polysilicon-15, IMC: amiloxate, DPDT: Neo Heliopan AP, TBPT: tris-bifenyl triazin

1.6 Chromatografické stanoveni UV filtri

UV filtry pfitomné v opalovacich krémech lze stanovit celou fadu analytickych
instrumentélnich technik. Zatimco pro anorganické filtry byly vyuzivany techniky plamenové
atomové absorpcni spektrometrie nebo emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem,
pro stanoveni organickych UV filtrti byly vyuzity metody nuklearni magnetické rezonance,
Ramanovy spektroskopie, spektrofotometrie, strippingové voltametrie na uhlikovych
elektrodéch, plynové chromatografie, vysokoucinné tenkovrstvé chromatografie, ale predevsim
vysokoucinné kapalinové chromatogratie (HPLC) [10; 59]. Moznostem provedeni HPLC

stanoveni UV filtri budou vénovany nasledujici kapitoly.

1.6.1 Ptiprava vzorku k analyze

Ptiprava vzorkli opalovacich krémii (nebo modelovych vzorkl) k analyze spociva
obvykle pouze v jejich rozpusténi v organickych rozpoustédlech a piipadné v extrakci cilovych
analytli. Z rozpoustédel byl doposud vyuzit ethanol [10; 26; 60; 61], methanol [62; 63] ¢i
okyseleny methanol [64], pfipadné byly pouzity smeési organickych rozpoustédel, jako

30



napfiklad tetrahydrofuran s okyselenym methanolem [65] ¢i dimethylacetamid s 2-propanolem
[64]. Samotné rozpusténi emulze je mozné podpofit pouzitim ultrazvukové vodni lazné
s ptipadnym zahiatim pro jesté vyssi ucinnost [26; 63; 65]. Pro odstranéni mechanickych
necistot ¢i nerozpusténych anorganickych UV filtri je pak ptfed samotnou HPLC analyzou
nutné vzorek piefiltrovat ptes nylonové [26; 63] ¢i polytetrafluorethylenové [65] stiikackové

filtry.

Pro vyhodnoceni vytéznosti extrakce/rozpousténi je vhodna piiprava modelového
vzorku. Matrice takového vzorku musi byt podobna opalovacimu krému a nesmi obsahovat
latky, které by jakymkoli zplisobem ruSily proces extrakce nebo separace. Pouzivaji se
hydrofilni krémové zdklady, které I1ze zakoupit ptipravené napiiklad v 1€karné nebo slozitéji
ptipravit v laboratofi. Do téchto zékladl jsou nasledné ptidany standardy stanovovanych latek

ve vhodnych koncentracich [10; 26; 60; 64].

Ackoli je pouhé rozpusténi vzorku (podpoiené ultrazvukem) pted HPLC analyzou
obvykle zcela dostacujici, nékdy je s vyhodou zaclenéna i izolace cilovych analytii riznymi
extrakénimi metodami, jako je extrakce nadkritickou tekutinou [66], (mikro)extrakce tuhou fazi
[67; 68] nebo extrakce kapalinou za zvySen¢ho tlaku [69]. Extrakce stopovych mnozstvi UV
filtri z polymernich obalovych materidli je moZzna s vyuZitim fokusované ultrazvukové
extrakce pevnd latka-kapalina [61] ¢i tradiéni Soxhletovy extrakce [70]. Pfechod UV filtri
z opalovacich krémt do Zivotniho prostiedi je ekologickym a zdravotnim problémem soucasné
doby. Vzhledem k nizkym koncentracim (ng.L™!) téchto analyti ve vodach je obvykle nutné
zatadit krok zakoncentrovani, jez je obvykle realizovano (mikro)extrakci na tuhou fazi [68]
nebo jsou pro tyto ucely vyuzivany micelarni agregaty za zvysené teploty, jejichZ vyhodou je
jejich re-extrakce vedouci k potlaceni piipadnych interferenci pii separaci cilovych analytl
kapalinovou nebo plynovou chromatografii [71]. Pro extrakci UV filtri benzofenonového typu
1ze pak vyuZit ekologicky Setrnou ultrazvukem asistovanou disperzni mikroextrakci kapalina-
kapalina, kterd urychli tvorbu jemné zakaleného roztoku za pouziti menSiho mnoZstvi

disperzniho rozpoustédla [72].

Zasobni roztoky standardt UV filtrh se rozpousti ve stejnych rozpoustédlech, jaké byly
pouzity pro upravu vzorku [10; 26; 60; 65]. Pro nafedéni roztokli standardli na pozadovanou

koncentraci je mozné pouzit i roztok mobilni faze [62; 63].
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1.6.2 Podminky HPLC separace

HPLC stanoveni UV filtrii probiha v systému s obracenymi fdzemi, s vyuzitim kolon
naplnénych silikagelem s navazanou C18 [10; 26; 60-65], C8 [64] nebo C16 stacionarni fazi
[64]. Kolona je obvykle temperovana na 30 nebo 35 °C [60; 65]. Samotna separace muze byt
provedena izokratickou [10; 62; 63] i gradientovou eluci [26; 60; 61; 65] mobilni faze. Casto
se jednd o binarni systémy smeési ethanolu [10; 26; 60; 61], acetonitrilu [65] ¢i methanolu [62;
63] a Cisté [62] ¢i okyselené vody [10; 26; 60; 61]. Specialnim piipadem je modifikace mobilni
faze ptidavkem cyklodextrinl za ic¢elem zapouzdieni UV filtra a tim zvySeni jejich fotostability
a rozpustnosti ve vodé [10; 26]. Priitok mobilni faze se pohybuje kolem 1 ml.min™' [10; 26; 63;
65] a davkované objemy byly nejcastéji 10 ul [64]. Délka separace se pohybuje od 10 [10], 15
[62] az do 30 minut [10; 26; 60; 61; 63; 65]. Vzhledem k vyraznym absorpcnim vlastnostem
analytli je mozné pouzit spektrofotometricky detektor. Pfedem je ale nutné zvazit absorpcni
maxima analyzovanych latek a dle nich nastavit vhodnou vlnovou délku detekce (vinové délky
¢asto v rozmezi 305-360 nm) [10; 26; 60; 63], piipadné je vhodné vyuzit detektoru s diodovym
polem [63; 65].

Z divodu Casté fotonestability UV filtri miZeme v opalovacich krémech nalézt velké
mnozstvi jejich fotodegradénich produktt. Vyzkum fotodegradace je dilezity pro zajistovani
ucinnosti opalovacich krémt. Pro stanoveni stability UV filtrti je opalovaci krém rozetfen na
desti¢ku z plexiskla. Rozetteny vzorek je po oziieni (400 W.m™ po dobu 14,6 hodin) podroben
simultannimu chromatografickému stanoveni UV filtra a jejich degradacnich produkti. HPLC
podminky se ptitom nelisi od vySe uvedenych. K identifikaci degradacnich produktti je vhodné

pouzit HPLC spojenou s hmotnosti spektrometrii [11].

1.6.3 Ceské normy pro monitoring rozkladu a stanoveni UV filtrii

V soucasné dob¢ jsou podminky a postup stanoveni SPF faktoru UV filtrti zakotveny v
normé CSN EN ISO 24443 z roku 2022. Tento postup a podminky jsou pouzitelné také pro
stanoveni rozkladu UV filtrti a jsou nasledujici: k méfeni musi byt pouzit spektroradiometr
svitici ve vlnovych délkach od 290 do 400 nm. Zaroven by vSak davka UV zafeni béhem
jednoho cyklu neméla piekro¢it 0,2 J.cm? Pfed samotnym méfenim se lampa
spektroradiometru musi nechat nejméné 20 minut nahtdt. Na méfeni se ma pouzit
polymethylmetakrylatova (PMMA) desticka, jejiz plocha nesmi byt mensi nez 16 cm?. Vzorek
na novou PMMA desticku ma byt nandSen, aby na ¢tvere¢ni centimetr nebylo vice nez 1,3 mg
vzorku (£1,6 %). Produkt na opalovani mé4 byt nanesen ve 12 stejnych kapkach a poté

rovnomerné rozetien po desti¢ce pohyby nahoru a doli a zprava doleva (viz obrazek 11). Cely
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proces nanaseni na jednu desticku by nemél zabrat vice nez 30 sekund. Vzorky na destickach
musi byt uloZzeny piimo pod lampu UV zdroje. Pfi méteni SPF jsou po ozafeni vzorku méfeny
hodnoty absorbance opalovacich ptipravki a zda se tato hodnota zménila. Norma se tedy dale

nevénuje dalSimu stanoveni UV filtr v opalovacich piipravcich pomoci HPLC [73].

Pro samotné kvantitativni stanoveni UV filtrti v kosmetickych produktech existuji dvé
normy z roku 2014 [74] a 2019 [75], ve kterych jsou zminéné postupy pouzitelné také pro
stanoveni produkti rozkladu UV filtr. Normy se zabyvaji o HPLC stanovenim UV filtra
vcetné postupil extrakce, zpracovani vzorki a pouziti kolon a mobilnich fazi, které¢ jsou shodné

s jiz uvedenymi v ostatni literatuie v kapitolach 1.6.1 a 1.6.2.

1.7 Liberacni testy

Liberacni testy slouzi k monitorovani transdermalniho ptechodu latky z kize do
krevniho tecisté. Kinetika liberace je dulezitou charakteristikou 1é¢ivych ptipravki, které se
aplikuji na kizi. Je ji v§ak moZzné pouzit i pro vyjadieni u¢innosti UV filtrli nanesenych na kiiZi,
tedy stanoveni, kolik UV filtru projde kozni barierou (pokozka tim ztrati ochranu pted UV
zafenim). Znalost tohoto procesu je dulezitd, nebot’ UV filtry by idedlné nemély kozni bariérou
prochazet vitbec (pokozka se pak stdva nechranénou a biotransformace UV filtrti neni dokonale
prozkoumana; viz kapitola 1.2.3). Ke stanoveni libera¢ni kinetiky 1ze pouzit riznych metod,
které zavisi na typu lékové formy nebo parametrech sledované latky. Optimalizace takovych
testd davaji diraz na rychlost stanoveni, moznost automatizace celé metody a spolehlivost a
reprodukovatelnost vysledkii méteni. O moZnostech stanoveni liberacnich parametrti pojednava
Cesky lékopis. Lékopisna zkouska v ném uvedena je uréena predevsim pro rozpousténi latek
z transdermalnich naplasti, nikoliv z topickych p¥ipravka, avsak je na né preveditelna. Cesky
Iékopis poté piipousti pouziti metody s extrakéni celou, kterd je vhodnd pro analyzu
organickych UV filtri. Proto lze pouzit sekvencni injekéni analyzu (SIA) v kombinaci
s Franzovou diftizni celou. Toto méfeni umoziuje plnou automatizaci odbéru vzorku z prostoru
Franzovy cely a pozorovani kinetického profilu v redlném ¢ase. Franzova cela se sklada ze dvou
¢asti, donorové a akceptorove, mezi n€z lze vlozit riizné typy membran simulujicich ktizi nebo
riazné bunééné linie. Do vrchni, donorové €asti, je davkovan vzorek a sleduje se, kolik latky
prochazi ptes danou membranu do €inidla v akceptorové ¢asti, odkud je vzorek veden do SIA
systému. Pfi analyze prostupnosti UV filtri kGzi je jako liberacni ¢inidlo vhodné pouzit

acetatovy pufr, ktery svym pH odpovida prostiedi lidské kize [76—80].
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Vyhovujici je po testu dle Ceského 1ékopisu G¢inna latka, jejiz mnoZstvi uvolnéné
z naplasti (nebo krému) v uréeném case, vyjadiené jako mnozstvi na jednotku plochy naplasti
(membranu simulujici lidskou kazi, na které je latka nanesena) za jednotku casu, je

v pozadovaném rozmezi [79; 80].

B-cestny selekiéni ventil

Liberaéni médium

Mosny proud

{voda)
Cdpad

Detektor

Pistové Cerpadio — Franzova cela
Peristaltické Eerpadlo
Termostatovand

vodni lazen

Modelova membrana Magneticka michaER

Liberaéni médium

Obrazek 8 Schéma SIA systéemu s Franzovou celou [76, 78]
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Pristrojové vybaveni a pomiicky

Pro véazeni chemikalii byly pouZity analytické digitalni vahy Sartorius (Usti nad Labem,
CR) a b&Zné laboratorni pomticky (navaZovaci lodicky, 1zi¢ky, odmérné baiiky, odmérmé vélce,
kadinky, vialky, kopist, zasobni lahve na mobilni fazi). Pro odmétovani objemi pro pfipravu
standardd a vzorkli byly pouzity automatické pipety Finnpipette (ThermoLabsystems,
Waltham, USA) s rliznym rozptylem objemu. Pro efektivné;si extrakci a rozpusténi vzorki byla
pouzita digitalni ultrazvukova lazeti Kraintek K12LE s kosikem K12L (Hradec Kralové, Ceska
republika) a vzorky byly pfed HPLC analyzou filtrovany ptes stiikackové filtry s teflonovou
membranou (PTFE) o priméru 13 mm a s pdry o velikosti 0,22 um (LABICOM, Olomouc,
Ceska republika).

Pro zjisténi absorpc¢nich spekter stanovovanych latek byl pouzit spektrofotometr UV-
2450 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a kiemenné kyvety s optickou drdhou 10 mm (Fisher
Scientific, Pardubice, Ceska republika).

Pro HPLC separaci byl vyuzit kapalinovy chromatograf slozeny ze
spektrofotometrického detektoru SPD-20A, dvou vysokotlakych ¢erpadel LC-30AD a degaseru
DGU-20A5 (vSe Shimadzu). Pro analyzu byla pouzivana kolona Ascentis Express C18 (15 cm
x 3,0 mm) s ¢asticemi 2,7 um (Supelco, Bellefonte, USA) umisténd v termostatu LCO 102
(Ecom, Praha, CR). Piistroj byl vybaven $esticestnym ventilem s vnéjsi davkovaci smyc¢kou o
objemu 2 pl (Valco-Vici, Schenkon, Svycarsko). Vzorky byly davkovany mikrostiikackou
znacky Hamilton (Reno, USA) o objemu 250 pul. Pro pfipravu mobilni faze byla pouzivana

redestilovana voda ¢isténd pomoci zatfizeni Mili-Q (Merck, Darmstadt, Némecko)

Pro méteni liberace UV filtru OC byl pouzit MicroSIA systém (FIAlab, Seattle, USA)
s osmicestnym ventilem, jehoZ poloha a celé stanoveni bylo fizeno pifednastavenym programem
v aplikaci FIAlab, a pétimililitrovym pistovym cerpadlem. Dale byl pouzit UV/VIS
spektrofotometr (Ocean Optics, Dunedin, USA), termostat (Julabo, Seelbach, Némecko),
Franzova difuzni cela s vnitinim objemem 15 ml (PermeGear, Hellertown, USA), peristaltické
cerpadlo Minipuls 3 (Gilson, Madison, USA), které zajist'ovalo pratok analyt ze spodni Casti
Franzovy cely do detektoru, magneticka michacka POLY 15 Variomag (H+P Labortechnik,
Oberschleifheim, Némecko) a hydrofilni polykarbonitovd membrana o priméru 37 mm a

velikosti pora 0,4 pm (Merck). Cely SIA systém byl propojen teflonovymi hadickami a mobilni
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fazi byla redestilovana voda (obrazky 9 a 10). V ptipadé méfeni kalibracni kiivky byla soucasti
systému také odmérna baika obsahujici rizné€ koncentrované roztoky OC v octanovém pufru,
které byly pfi analyze liberace nahrazeny Cistym octanovym pufrem a doplnény o Franzovu
celu s magnetickou michackou umisténou do vodni 14zn& temperované na 32 °C (teplota na

povrchu lidské ktze).

Obrazek 9 SIA systém s Franzovou celou ulozenou ve vodni lazni s vikem
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Obrazek 10 Franzova cela

Pti studiu stability oktokrylenu byl pouzit UV sitova¢ UVITEC CL-508 (Cambridge,

Spojené kralovstvi), UV-box pro tenkovrstvou chromatografii Desaga GmbH/Sarstedt 230 V

(Heidelberg, Némecko) a lampa simulujici slune¢ni zéfeni se zafivkou znacky Philips g23pl-

11w (Amsterdam, Nizozemsko). Na simulaci degradace UV filtri byly pouzity PMMA (Gutta,

Némecko) desticky o rozméru 4x4 cm, porcelanové kapkovaci desticky a podlozni

mikroskopicka skla.

2.2 Pouzité chemikalie a rozpoustédla

Methanol; > 99,9 % (Merck)

Acetonitril; 99,8 % (Merck)

2-propanol; > 99,8 % (Merck)

Ethanol; absolutni (Penta, Praha, Ceska republika)
Oktokrylen; > 98,0 % (TCI, Tokyo, Japonsko)
Homosalat; > 98,0 % (TCI)

Oxybenzon (OB); 99 % (Merck)

Benzofenon; 99 % (Merck)

Ethylhexyl salicylat (EHS); > 98,0 % (TCI)
Kyselina octova 99,8 % (Penta)

Octan sodny (Penta)
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2.3 Chromatografické stanoveni vybranych UV filtra
2.3.1 HPLC analyza

Optimalizovand separace extraktl a standarda latek probihala na kolon¢ Ascentis
Express C18 (15 cm % 3,0 mm; 2,7 um) temperované na teplotou 30 °C. Binarni mobilni faze
byla tvofena smési methanolu a vody a separace probihala v rezimu izokratické eluce vodného
roztoku 90% methanolu (v/v). Pritok byl nastaven na 0,5 ml/min. Detekce analyzovanych latek

probihala na UV/VIS detektoru pii 285 nm. Separace prob¢hla do 6 minut.

2.3.2 Kvalitativni analvyza standarda UV filtr

Pro pfipravu zasobnich roztokd UV filtri bylo vZdy 10 mg pfislusného standardu
rozpusténo v 10 ml acetonitrilu. Pro zjiSténi retencnich ¢asi jednotlivych latek byly roztoky
standardil (stokrat natedéné acetonitrilem) analyzovany nejprve samostatn¢, nasledn¢ byla ale
pfipravena jejich smés o koncentraci 2 %, pomoci niz byla optimalizovana chromatograficka

metoda.

2.3.3 Pfiprava kalibraéni kiivky

Koncentra¢ni rozsah kalibrace byl pro jednotlivé analyty vybran tak, aby pokryl jejich
pfedpokladany obsah v analyzovanych vzorcich (prostfedni koncentra¢ni body vzdy
odpovidaly jejich maximalnimu povolenému mnozstvi). U OC proto byla pfipravena kalibracni
kiivka od 1 do 25 % (maximalni povolena koncentrace je 10 % [13]) a pro OB, HMS a EHS
bylo vybrano koncentra¢ni rozmezi 1-20 % (maximalni povolena koncentrace OB 6 %, HMS
7,5 % a EHS 5 %) [13—15]. JelikoZ HMS je vzdy ve formé racematu, byl k sestrojeni kalibracni
kiivky 1 k jeho nasledné kvantifikaci pouzit vZdy soucet ploch pikd obou jeho izomert.
Benzofenon by se dle regulace EU v produktech nemél vyskytovat viibec [15], proto byla
pfipravena kalibrace v koncentra¢nim rozmezi od 0,2 do 8 %. Méteni kazdého kalibra¢niho

bodu bylo provedeno ttikrat.

2.3.4 Analvza vzorku

Pro stanoveni vybranych UV filtri v redlnych vzorcich byly pouZity opalovaci
ptipravky, jejichz seznam je spolu s blizSimi informacemi (vyrobce, deklarované UV filtry na
obale, cena a stupen ochrany SPF) nazorné shrnut v tabulce 1. V Zadném z vyrobkil neni
uvedeno piesné mnozstvi (procentudlni ani vahové) pouzitého UV filtru. Zaroven byl také
pouzit zédklad krému bez ptidanych latek ptfipraveny v lékarné¢ AmiFarm, ktery slouzil pro

vytvofeni modelového opalovaciho krému.
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K analyze bylo odebirdano 50 mg vzorku, do kterého bylo ptfidano 20 ml acetonitrilu.
Takto nafedény vzorek byl na 15 min vloZen do ultrazvukové lazné temperované na teplotu
30 °C. Extrakt byl poté prefiltrovan ptes PTFE stiikackovy filtr, 10x nafedén acetonitrilem a

analyzovan. Kazdy vzorek byl pfipraven v trojim provedeni (n=3).

Tabulka 1 Analyzované produkty na opalovani

Deklarované UV filtry
Cislo vzorku a nizev Cena/ Dalsi
SPF | 100 ml
produktu IKE] OC | HMS | OB | EHS | deklarované
UV filtry
1 | Vichy Capital Soleil | 50+ 1178 V4 v TiO,, EHT,
Velvety Cream BMBM
2 | Lilien Trasparent | 20 93 N4 V4 BMBM, EHD
Spray PABA
3 | Cien Sun Spray 20 40 v v BMBM, DBT
4 | Astrid Sun Olej na| 6 110 v v BMBM
opalovani ve spreji
5 | Nivea Sun 6 92 v v BMBM,
Tinosorb S
6 | DM Sun Dance Cream | 30 88 v v BMBM,
Tinosorb A2B
7 | DM Sun Dance Spray | 30 87 v v BMBM
8 | Astrid Sun olej na| 10 70 v v v BMBM
opalovani s
panthenolem
9 | Cien kids Sun Cream | 50+ 49 v v | BMBM, PBSA
10 | Vichy Capital Soleil | 50+ 230 v v | Oxid titanicity,
Hydrating milk BMBM, EHT
11 | DM Sun Dance Cream | 50 104 v v DHHB, EHT,
PBSA
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Deklarované UV filtry
Cislo vzorku a nazev Cena/ Dalsi
SPF | 100 ml
produktu (K¢ OC | HMS | OB | EHS | deklarované
UV filtry
12 | Just Sun Care | 30 626 v v IMC, DHHB
s extrakty z protéze a
mochyn¢
13| Avon Care Sunt | 15 133 v v BMBM
hydrata¢ni mléko
14 | Avon Care Sun+ | 30 148%* v v EHMC, TiO»
balzam na rty
15 | Balea vyzivujici denni | 15 110 v BMBM,
pletovy krém Tinosorb S,
EHT
16 | Balea denni pletovy | 15 140 V4 BMBM, EHT
krém Urea
17 | Balea QIO denni| 15 130 v BMBM, IMC,
pletovy krém EHT

*Cena je vzhledem k povaze vzorku uvedena na 10 g vyrobku.

Zkratky: OC: oktokrylen; HMS: homosalat; OB: oxybenzon; EHS: ethylhexyl salicylat; EHT: ethylhexyl triazon; BMBM:
avobenzon; EHD PABA: ethylhexyl dimethyl PABA; DBT: Iscotrizinol; PBSA: ensulizole; IMC: amiloxate; DHHB: Parsol
DHHB; EHMC: oktinoxat

2.4 Validace metody

V ramci validace vyvinuté metody byly testovany bézné parametry. Ke stanovani téchto
hodnot byly vyuzity nejen roztoky standardl stanovovanych latek, ale i modelovy vzorek
opalovaciho krému. Ten byl pfipraveny z mastového zikladu (ziskan¢ho v lékarn¢)
pouzivaného béZzné ve farmacii pro vyrobu krémiti, masti, ¢i balzdmi, do kter¢ho byly standardy

cilovych UV filtrii intenzivn€ vmichany.

2.4.1 Navratnost

Navratnost analytické metody je ¢asto oznaCovana jako spravnost metody a udava rozdil
mezi experimentalné zjiSténou koncentraci a koncentraci redlnou (rovnice 1). Vyjadiuje se

v procentech a pro vyjadieni vysledki je vypoctena také smérodatna odchylka (SD) [81].
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Navratnost [%)] = “222m . 100 (1)

Cskutetna

V rovnici Cvypoctens 0dpovida koncentraci latky, kterd byla experimentadlné namétena a
vypoctena prislusnou kvantifikaéni metodou, Cskutezna poté odpovida skute¢né koncentraci latky,

ktera byla méfena.

SD je poté vypoctena jako druha odmocnina rozptylu (rovnice 2) [82]:
SD =+vsZ  (2)
Rovnice 3 vypoctu rozptylu je nasledujici [82]:

n .— )2
52 — L=1(xl x) (3)

n-1

K samotnému stanoveni navratnosti analytické metody byl pouzit modelovy vzorek
opalovaciho krému, ktery byl pfipraven nasledovné: ke 250 mg Iékarenského krémového
zakladu byly postupné odvazZeny standardy UV filtr(i, aby jejich hodnoty odpovidaly maximalni
povolené koncentraci v Evropské Unii (OC 10 %, HMS 7,5 %, OB 6 %, 5 % EHS a 2 % BF).
Nasledné byl krém spole¢né se standardy 10 minut intenzivn€ promichavan kopisti. K takto
piipravenému vzorku opalovaciho krému bylo pfiddno 100 ml acetonitrilu a vznikl4 suspenze
byla 15 minut pii 30 °C sonifikovana. Poté byl roztok prefiltrovan ptes 0,22 pm PTFE
stiikackovy filtr a analyzovan. Vzorky ke stanoveni navratnosti byly pfipraveny v trojim
provedeni (n=3) a vysledky méteni jsou nasledn€ uvadény jako aritmeticky primér namétenych

hodnot.

2.4.2 Opakovatelnost

Opakovatelnost analytické metody je urCovana v radmci jednoho dne (intradenni
opakovatelnost) a také v ramci n¢kolika po sob€ jdoucich dnli (mezidenni opakovatelnost).
Opakovatelnost metody udava, jaka je shoda mezi namétenymi vysledky (chyba méteni).
Podminkou je, aby méfeni probihala za stejnych podminek, stejnym pracovnikem a na stejném
piistroji. Opakovatelnost se uvadi jako relativni smérodatnd odchylka (RSD), kterou lze
vypocitat ze SD a priméru namétenych hodnot x (rovnice 4) [81; 82].

SD

X

RSD [%] == 100 (4)

Pro méfeni opakovatelnosti analytické metody byl pfipraven modelovy vzorek

opalovaciho krému, ktery byl zpracovan stejnym zplisobem, jako v pfipad€ méfeni ndvratnosti
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metody. Koncentrace standardil v pfipraveném vzorku krému byly nasledujici: 13 % BF, 9 %
OB, 7% OC, 10 % HMS a 5 % EHS. Z tohoto krému pfipraveny roztok byl analyzovan pétkrat
v jednom dni (n=5) a déle také v péti po sob¢ jdoucich dnech (n=5).

2.4.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) je definovéna jako nejmensi mozné koncentrace analyzované latky
ve vzorku, kterou jsme jest¢ schopni spolehlivé analyzovat (detekovat), tedy odlisit signal od
Sumu zakladni linie. Mez stanovitelnosti (LOQ) lze definovat jako nejmensi koncentraci
analyzované latky ve vzorku, kterou lze presné a spravné kvantitativné stanovit. Obé meze Ize
vypocitat ze zavislosti vysky Sumu zékladni linie a vysky piku dané latky pii urcité koncentraci

(rovnice 5 a 6) [81].

LOD = Canalyzované latky *3 “Nium (5)

hanalyzované latky

LOQ __ Canalyzované latky * 10 Rgum (6)
hanalyzované latky

V rovnicich odpovida Canalyzovans 1aty koncentraci analyzované latky, hsum vySce Sumu

zakladni linie a hanalyzovane 1atky VySce piku analyzované latky.
Ptipadné Ize vyuzit zjednoduSeného vztahu pro vypocet LOQ, kdy LOQ = 3,3 - LOD.

Pro stanoveni LOD a LOQ byl pouzit stejny modelovy vzorek, jako pro stanoveni

navratnosti metody.

2.5 Libera¢ni testy oktokrylenu

Libera¢ni testy OC byly provadény ve spolupraci s Katedrou analytické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové pod vedenim doc. PharmDr. Hany
Sklenatove, Ph.D., kde se liberacnim testiim 1é¢iv a jim podobnych piipravki intenzivné vénuji.
Liberace je metodou uréenou primarné pro sledovani prostupu 1é¢iv kiizi (stanoveni ucinnosti
dermalné aplikovanych 1é¢iv), a mohla by byt proto pouZzitelnd i pro stanoveni prichodu UV

filtrd z opalovacich krém1 do krevniho feciste.
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2.5.1 Pfiprava octanového pufru

Pro ptipravu 250 ml octanového pufru bylo navdzeno 0,7475 g octanu sodného, ktery
byl nasledné rozpustén v 0,2% vodném roztoku kyseliny octové. Jelikoz je OC nerozpustny ve

vodé¢, byl pro jednu analyzu ptipraven i1 octanovy pufr obsahujici 10 % ethanolu.

2.5.2 Pfiprava kalibra¢nich roztoku

Kalibracni roztoky OC v octanovém pufru byly pfipravovany tak, aby odpovidaly
piredpokladanému procentudlnimu prostupu OC skrz membranu, ktery se pro podobné
slouc¢eniny obvykle pohybuje v fadech desetin procenta [76—79]. Pro méteni byl pfipraven
roztok obsahujici 10 % OC. Z tohoto roztoku byla pfipravovana kalibra¢ni fada postupnym
fedénim octanovym pufrem. Koncentracni rozsah kalibra¢ni fady ¢inil 0,2—1 % OC. Signal
samotného octanového pufru pak odpovidal 0 % OC. Naméfené hodnoty byly pouzity
k sestaveni grafické zavislosti hodnoty signalu ku procentim obsahu OC v kalibra¢nim

roztoku.

2.5.3 Podminky méfeni sekvenéni injekéni analyzy spojené s Franzovou difuzni celou

Jednotlivé parametry systému pro stanoveni liberace OC v modelovém roztoku jsou

uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 Parametry SIA systému

Vlnova délka detekce 250 nm
Délka jednoho cyklu liberace (2 signaly) 5 minut
Rychlost aspirace nosné¢ho plynu 60 pul/s
Objem Franzovy cely 15 ml
Teplota vodni 14zné 32°C
Otacky michacky 380 rpm
Objem pro doplnéni Franzovy cely 220 pl
Objem aspirace vzorku 50 ul
Objem toku do detektoru 700 pl
Rychlost toku do detektoru 30 ul/s
Rychlost aspirace vzorku 30 ul/s
Objem aspirace nosné¢ho proudu 650 ul
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2.5.4 Pracovni postup liberace

Samotna SIA sestava byla pfed zahajenim procesu liberace promyvana redestilovanou
vodou, dokud nebyly ze systému odstranény viditelné bubliny. Nasledné¢ byla sestavena
Franzova cela, jejiz spodni ¢ast byla naplnéna octanovym pufrem (piiblizn¢ 15 ml) a bylo do
ni umisténo magnetické michadlo. Na tuto ¢ast byla umisténa polykarbonatova membrana tak,
aby pod ni nebyla bublina. Na membranu byla pfiloZzena horni ¢ast Franzovy cely a cela sestava
byla zajisténa svorkou. Takto pfipravend Francova cela byla umisténa do pfedem
vytemperované vodni lazné a do jeji spodni Casti byly zavedeny hadicky SIA systému. Po
ustaleni teploty ve Franzové cele byl do jeji vrchni ¢asti nadavkovan 1 ml 10% methanolického
roztoku OC a bylo spusténo méfeni v programu FIAlab. Vyhodnoceni koncentrace OC ve
spodni ¢asti Franzovy cely probihalo kazdych 5 minut po dobu 1,5-2 hodin. Vysledky tohoto
méteni byly nasledné zaznamendny a procentualni prostup OC skrz membranu byl vypocitan
zrovnice kalibracni kiivky. Provedeny byly tfi liberace OC, pfi€emzZ rozdilné bylo sloZeni
libera¢niho cinidla ve spodni ¢asti Franzovy cely a ¢as liberace. Dvé liberace probéhly s
octanovym pufrem, pfi¢emz jedna byla sledovana po dobu 2 hodin a druhé po dobu 1,5 hodiny.
Tteti liberace byla provedena sroztokem octanového pufru a 10% methanolu po dobu

1,5 hodiny.

2.6 Stanoveni fotostability oktokrylenu

Ovefeni stability OC bylo provedeno ve dvou UV boxech a s pomoci lampy simulujici
slunecni svétlo. Pro tato méfeni byly pouZity ti1 materidly slouzici jako podloZka pro nanaseni
vzorku. Slo o PMMA desti¢ky, porcelanové kapkovaci desticky a podlozni skli¢ka. V piipadé
analyzy realnych vzorkid opalovacich ptipravkl byl analyzovan jeden krém a jeden sprej. Tyto
ptipravky byly diferencné navazeny (50 mg) pfimo na plochu podlozky (v sedmi replikéch),
rozetteny kopisti, jak je uvedeno na obrazku 11, a umistény do UV komor nebo pod lampu
simulujici slunecni svétlo, a to po dobu 7 hodin. Analyza vzorkl byla provadéna vzdy po jedné
hodiné. UV box Desaga vyuziva kombinace dvou lamp s vinovymi délkami 254 a 366 nm a
spolu s lampou je staci pouze zapnout. UV box Uvitec vyuziva tii pétiwattové UV zarovky
s vinovymi délkami 254, 312 a 365 nm a jeho vykon je nastavitelny. Pro stanoveni stability OC
byla nastavena vzdy jedna hodina, kterd odpovida vykonu 0,12 J.cm™. Zpracovéni osviceného
vzorku pro naslednou analyzu probihalo stejnym zplsobem jako pfi pfipravé vzorku bez

degradace (viz kapitola 2.3).

44



= W = W

1 2 3 4

Obrazek 11 Zpiisob roztirani vzorku na desticku (upraveno) [83]

K porovnani vysledki méteni a zaroven eliminaci vlivu stabiliza¢nich latek obsazenych
v pfipravcich na opalovani byl proces degradace sledovan také na standardu OC. MnoZzstvi
5 mg standardu bylo odvézeno do sedmi jamek porcelanové kapkovaci desticky a na 7
podloznich sklicek. Nasledné byl standard rozetfen stejnym zpiisobem jako redlné vzorky a

podroben identickému procesu ozafovani v obou UV boxech i pod lampou.

2.7 Zpracovani experimentalnich dat

Pro zpracovani ziskanych dat po HPLC separaci, spektrofotometrickém méfeni a
liberaci byl pouzit program Excel a Word programoveého baliku Microsoft Office 365. Ke sbéru
dat z HPLC méfeni byl pouzit program Clarity (DataApex, Praha, Ceské republika). Pii SIA
analyze byl pouZit program FIAlab 5.0 (Seattle, USA).

Standardni roztoky pro pfipravu kalibracni kiivky byly spolu s redlnymi vzorky
analyzovany vzdy ve tfech opakovanich (n = 3) a vysledky byly vypocteny a prezentovany jako
intervaly spolehlivosti X + st;.,/\n, kde % je aritmeticky primér, s smérodatna odchylka a #,.,
kriticka hodnota Studentova (#-rozdé€leni) pro tf1 opakovana méteni (dva stupné volnosti; 4,303)
na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (95% pravdépodobnost). Nakonec byly pomoci analyzy dat
pouzitim softwaru Microsoft Excel 365 stanoveny smérodatné odchylky smérnice a useku

kalibracni kfivky a byla hodnocena jejich vyznamnost.
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3. Vysledky a diskuse

3.1 Optimalizace chromatografické separace

Pted samotnou optimalizaci chromatografickych podminek bylo nejprve nutné vybrat
vhodné rozpoustédlo pro ptfipravu standardii a jednu vinovou délku, pifi niz by dostatecné
absorbovaly vSechny sledované analyty. Na zéklad¢ literatury byl testovan ethanol [10; 26; 60;
61], methanol [62; 63], acetonitril [65], 2-propanol a smés methanolu a 2-propanolu v poméru
1:1 (v/v) [64]. Nejvyssi odezvu standardy vykazovaly pfi pouziti acetonitrilu, ktery byl tedy
nasledné pouzivan pro piipravu zasobnich roztokll i pro zpracovani vzorkl. Pro zjisténi
optimalni vlnové délky spektrofotometrické detekce pro simultdnni chromatografické
stanoveni vSech cilovych analyti byla nejprve zmétena prislusna UV/VIS spektra. Za timto
ucelem byly ptipraveny 10% roztoky jednotlivych standardii v acetonitrilu, jejichz absorpéni
chovani bylo sledovano v intervalu vlnovych délek 800—200 nm. Jelikoz HPLC pfistroj
nedisponoval detektorem s diodovym polem a absorpéni maxima jednotlivych analytd se
pomérné zasadné lisi (obrazek 12), bylo nutné zvolit takovou vinovou délku, pfi niz dochazi
k dostatecné absorpci vSech péti cilovych analyta (a je tedy mozné jejich stanoveni v jedné
analyze). Kompromisem byla vlnovd délka 285 nm, kterda byla nastavena na
spektrofotometickém detektoru pro vSechna chromatografickd méfeni. Pfi analyze jednotlivych
vzorkl byl jednim ze sledovanych parametr vyskyt karcinogenniho benzofenonu. Pokud byl
ve vzorku benzofenon detekovan, byla jeho pfitomnost potvrzena opctovnou analyzou pfi

vinové délce jeho absorpéniho maxima (A=255 nm).

46



[a—
(@)}

1,4 = Homosalat
12 Oktokrylen
- Benzofenon
11 Oxybenzon
- Ethylhexyl salicylat

Absorbance
=
o0
|

200 250 300 350 400
Vlnova délka [nm]

Obrazek 12 UV/VIS spektra roztoku standardii sledovanych UV filtrit o koncentraci 10 %
v acetonitrilu

Pivodni chromatografické podminky vychazely z jiZ publikovanych zdrojt, které byly
modifikovany za ucelem zrychleni a zjednoduSeni celé analyzy [10; 26; 60—-65]. Nejprve byly
pripraveny 10% zasobni roztoky jednotlivych analyti v acetonitrilu, které slouzily pro zjisténi
prislusnych reten¢nich casti. Nasledné byla ptfipravena 2% smés vSech standardl, na niz
probihala optimalizace separace. Jako mobilni faze se ve vétsin¢ dosud publikovanych ¢lankt
uvadi pouziti binarnich systému smési ethanolu [10; 26; 60; 61], acetonitrilu [65] ¢i methanolu
[62; 63] a Cisté [62] €1 okyselené vody [10; 26; 60; 61]. Nekteré zdroje se vénovaly stanoveni
vétsitho mnozstvi UV filtrh (az 15), kde pro dosazeni dostatecného rozliSeni pikd v rozumném
casovém horizontu pouzili gradientovou eluci [26; 60; 61; 65]. Izokraticka eluce pak byla pro
separaci UV filtri pouzivana méné, a to v piipadé, kdy bylo analyzovano mensi mnozstvi UV
filtrd (maximalné 5) [10; 62; 63]. Pro separaci naSich analytii byly testovany gradienty o
rtiznych pocate¢nich koncentracich organické slozky (70-85 %) mobilni faze a s riznou
strmosti, stejné€ jako izokratické podminky s rizné koncentrovanou organickou slozkou (80—
95 %). Z organickych rozpoustédel byl testovan methanol a acetonitril, ktery byl preferovan
zdavodu jeho pouziti pro pfipravu vzorki k analyze. Smés vody s acetonitrilem ale
neposkytovala uplné rozliSeni vSech zkoumanych piki v dostatecné kratkém case. Optimalnich
podminek separace bylo tedy dosazeno pti pouziti izokratické eluce 90% vodného roztoku
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methanolu (v/v), pfi niz byly vSechny sledované piky rozdéleny béhem Sesti minut, a to
s minimaln¢ jednotkovym rozliSenim (obrazek 13). Reten¢ni Casy (tr) analytl jsou nasledovné:
tr(BF) = 1,67 min, tr(OB) = 1,89 min, tr(OC) = 2,93 min a tr(EHS) = 5,10 min. HMS ma dva
rozliSené piky svych izomernich forem, prvni pii tr = 4,86 min a druhy pii tr = 5,57 min
(obrazek 13). Znacné zlepseni tedy bylo zaznamenano v celkové dob¢ analyzy, jelikoz literatura
uvadi separace od 10 [10], 15 [62] az do 30 minut [10; 26; 60; 61; 63; 65], nicmén¢ v nékterych
publikacich bylo separovano vétsi mnozstvi UV filtrii [26; 62]. K detekci je Casto pouzivan
detektor s diodovym polem [63; 65]. V naSem piipad¢ vSak stacila pro detekci levnéjsi varianta
ve formé UV/VIS spektrofotometru. Koncentrace UV filtrii jsou ve vzorcich totiZ tak vysoké,
ze 1 kdyz nebylo méfeno v optimalnich absorpcnich maximech jednotlivych latek, pro stanoveni
jejich limitnich koncentraci pfitomnych ve vzorcich vybrand kompromisni vinova délka vice

nez dostacovala.
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Obrdzek 13 Optimalizovand HPLC separace vSech péti cilovych analytii

Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (15 cm X 3,0 mm; 2,7 pm); teplota 30 °C; izokraticka eluce 90% vodného roztoku
methanolu (v/v); 0,5 ml/min; davkovani 2 pl; UV/VIS detekce 285 nm.
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3.2 Validace chromatografické metody

Abychom ovéftili noveé vyvinutou analytickou metodu, byla provedena jeji validace, a to
v zékladnich parametrech, jako jsou linearita, pfesnost, spravnost a limity detekce a

kvantifikace.

3.2.1 Pfiprava kalibra¢ni kifivky

Pro kvantitativni stanoveni UV filtrti ve vzorcich pfipravkl na opalovani byla pouzita
metoda vnéjsSiho standardu, konkrétné kalibra¢ni kiivky. Pro EHS, OB a HMS byly pfipraveny
kalibracni roztoky v koncentra¢nim rozsahu 1-20 % a pro OC v rozsahu 1-25 %, jelikoz jeho
maximalni povolend koncentrace je ze vSech latek nejvyssi (10 %). Také byla pfipravena
kalibracni ktivka BF, ktery by se v pripravcich na opalovani nemél vyskytovat viibec.
Koncentrace standardnich kalibra¢nich roztoki BF byly proto upraveny na niz§i hodnoty a
pohybovaly se mezi 0-8 %. Na obrazcich 14 a 15 jsou zndzornény kalibracni kiivky pro
jednotlivé latky vyjadiené jako zéavislost plochy piku na koncentraci. Uvedend je rovnéz i
piislusnd rovnice regrese a koeficient determinace R?, ktery byl ve v§ech ptipadech > 0,999.
Kazdy kalibracni bod byl méten tfikrat, proto kazdé koncentraci odpovidaji také tii body
v grafu. Jelikoz se 1 v realnych vzorcich opalovacich krémt nachdzely ob€ izomerni formy
HMS, bylo pro jeho kvantitativni stanoveni pocitano vzdy se sumou ploch obou piki. Pro tisek
1 smérnici byly spocCitdny smeérodatné odchylky a byla studovéna 1 statistickd vyznamnost
jednotlivych usekt. U kalibraci BF, HMS a EHS bylo zji§téno, Ze tseky jsou statisticky
nevyznamné, a dand metoda je tedy vhodna i pro kvantifikaci metodou standardniho pfidavku
¢i metodou piimého srovnani. Useky rovnic regrese OC a OB jsou statisticky vyznamné.

Vsechny kalibra¢ni kiivky jsou v rozsahu stanovovanych koncentraci linearni.
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3.2.2 Navratnost metody

Navratnosti analytické metody byla stanovovdna odchylka skutecné koncentrace
stanovovanych latek od koncentrace experimentalné naméetené. Pro zjisténi navratnosti bylo do
krémového zékladu ziskaného z 1ékarny odvazeno takové mnozstvi dan¢ho analytu, které
odpovida maximalni legislativné povolené koncentraci (10 % OC; 7,34 % HMS; 6 % OB; 5 %
EHS a 2 % BF). Tyto naspikované vzorky byly pfipraveny v trojim provedeni. Vypoctené
hodnoty navratnosti jednotlivych analytli se pohybovaly vrozmezi 99,2-99,9 % a jsou
piehledn¢é shrnuty v Tabulce 3. VSechny stanovené hodnoty névratnosti jsou srovnatelné ¢i
lepsi nez hodnoty uvedené v literatute [10; 26; 60; 63; 65]. Zaroven i spliluji poZzadavky z
valida¢nich protokolti [84], které by se pro nase koncentra¢ni hladiny mély pohybovat
v rozmezi 95—105 % [10; 26; 60; 63; 65]. Detailnéjsi data, jako jsou naméfené plochy piki a
skute¢né a vypocitané koncentrace jednotlivych analytd, jsou pak uvedeny v Tabulce Pl

v priloze.

Tabulka 3 Navratnost metody

Latka Navratnost [%]
BF 99,2
OB 98,7
oC 99,2
HMS 99,7
EHS 99,9

3.2.3 Opakovatelnost metody

Pro stanoveni opakovatelnosti metody byl pfipraven roztok naspikovaného modelového
vzorku (koncentrace UV filtrt: 13 % BF, 9% OB, 7 % OC, 10 % HMS a 5 % EHS), ktery byl
pétkrat analyzovan v péti po sob¢ jdoucich dnech (mezidenni opakovatelnost) a rovnéz i pétkrat
vjednom dni (intradenni opakovatelnost). Vzdy byla sledovana odchylka ploch pika
(respektive koncentraci) a retencnich Casti latek, ktera byla vyjadiena jako RSD (viz Tabulka 4).
U HMS jsou uvedeny dvé hodnoty RSD reten¢niho ¢asu pro dva piky izomernich forem.
Ptilohové tabulky P2-P7 pak uvadi reten¢ni Casy, plochy pikil a koncentrace obdrzené pro
jednotliva méfeni intradenni 1 mezidenni opakovatelnosti. Jak je patrné z tabulky 4 vSechny
sledované latky dosahly v intradennim i v mezidennim méfeni RSD < 3,7 %, coz je maximalni

mozna hodnota [84], kdy je dand metoda jesté povazovana za dostatecné presnou. Ostatni
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zdroje uvadi hodnoty RSD pro intradenni i mezidenni opakovatelnost také < 3,7 % [10; 26; 60;
61; 62; 63].

Tabulka 4 Intradenni a mezidenni opakovatelnost

Latka | Intradenni opakovatelnost Mezidenni opakovatelnost
RSD retenéniho | RSD koncentrace | RSD retencniho | RSD koncentrace
¢asu [min] [Yo] ¢asu [min] [%o]

BF 0,2 1,3 0,08 0,4

OB 0,3 1,1 0,09 1,1

oC 0,2 1,2 0,01 2,4

EHS |0,1 1,9 0,2 2,0

HMS | 0,2 0,2 2,9 0,1 0,1 0,9

3.2.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti pro analyzované latky byly vypocitany dle vztahii
v kapitole 2.4.3. Hodnoty LOD se pohybovaly v rozmezi 3,34.107—2,92.10"! %, zatimco LOQ
vrozmezi 1,11.102 — 9,6.10" % (tabulka 5). Porovname-li dosazené vysledky s literaturou,

nami vyvinutd metoda dosahuje fadové stejnych hodnot LOD 1 LOQ [10; 26; 60; 61; 63].

Tabulka 5 Meze detekce a stanovitelnosti

Latka LOD [%] LOQ [%]
BF 9,64.103 3,21.10
OB 3,34.10°3 1,11.10°
OoC 7,44.10° 2,48.10
EHS 3,86.107 1,28.10°!
HMS 1. pik 2. pik 1. pik 2. pik
2,92.10 4,45.10 9,6.107 1,5.10"

3.3 Stanoveni UV filtri

Celkem bylo analyzovano 17 ptipravkl s deklarovanou ochranou proti slunci, které byly
z ruzné cenové kategorie a mély rizny stupeit SPF ochrany. Tii z téchto vzorki byly pletové
krémy, jeden vzorek byl balzam na rty a ostatni vzorky byly krémy a spreje na opalovani. Cilem
analyz bylo zjistit, zda koncentrace UV filtri nepfesahuje maximalni povolenou koncentraci

podle Evropské Unie, a pokud ano, tak o kolik. Dal§im sledovanym parametrem byla mozna
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pritomnost Skodlivého BF, ktery by se v kosmetickych produktech nemél vyskytovat vibec.
Vysledné koncentrace nalezenych UV filtrGi byly vypocitany pomoci kalibracnich zavilosti.
Jelikoz byla provedena analyza kazdého vzorku ttikrat, vysledky jsou udavany jako aritmeticky
prumér méfeni se smérodatnou odchylkou (tabulka 6). Nevyhovujici koncentrace UV filtrhi a
BF jsou v tabulce 6 zvyraznény tuéné. Na obrazku 16 je pak graficky zndzornén obsah
sledovanych UV filtrt v jednotlivych vzorcich. Pfiklad chromatografické separace vzorku €. 7
je pak uveden na obrazku 17. Popsany jsou piky stanovenych UV filtrt, a to véetné BF, ostatni
odpovidaji nejspisSe dalsim UV filtrim obsazenym v opalovacim krému, které vSak

stanovovany nebyly (naptiklad BMBM).

Tabulka 6 Analyza vzorku

Cislo | SPF Koncentrace UV filtru [%)]

vzorku OoC HMS EHS OB BF
1 50+ 4,76 £ 0,2 491+0,4
2 20 10,85+ 1,1 4,45+0,2 0,13 +0,02
3 20 | 15,83+0,01 7,46 = 0,5 0,64 + 0,01
4 6 2,74+£0,04 | 6,26+0,4
5 6 5,55+0,1 2,77+1,1
6 30 12,3 +£ 0,05 9,95+ 0,4
7 30 17,66 + 0,9 8,53+ 0,5 0,88 + 0,04
8 10 7,93 £0,2 6,52+ 0,4
9 50+ 10,7 +£0,2 5,15+0,2
10 50+ 4,15+0,3 4,65+0,3
11 50 10,87 £ 0,3 4,97 +0,1
12 30 <LOQ 4,99 +0,3
13 15 4,72+ 0,3 4,41+ 0,1
14 30 4,85+0,7 6,2+0,1
15 15 4,92 £0,01
16 15 5,03 +0,2
17 15 487+0,4
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Obrazek 16 Graf UV filtrii obsazenych v jednotlivych vzorcich s naznacenymi maximalnimi
povolenymi limity

Dvanéct vzorkl (€. 1-12) mélo ve svém slozeni deklarovany OC a ve vSech téchto
vzorcich byl také nalezen. Maximalni mozné koncentrace OC je v ptipravcich na opalovani
10 % [13]. Tuto hranici spliiovala pouze polovina z téchto vzorki, pficemz dva nevyhovujici
vzorky (€. 9 a 11) pfesdhly maximalni mnozstvi o méné nez jedno procento. Vzorek €. 2 by
vyhovél pii zohlednéni jeho SD. Nejniz§i mnozstvi OC bylo stanoveno ve vzorku €. 12, kde
jeho koncentrace nedosahovala limitu kvantifikace. Naopak nejvyssi koncentrace OC (kolem
17 %) byly nalezeny ve dvou sprejich na opalovani se stfednim stupném ochrany (vzorky ¢. 3
a 7). EHS byl obsazen ve vSech vzorcich, kromé dvou sprejii na opalovani (€. 4 a 8). Ve tfech
vzorcich (€. 3, 6 a 7) byla jeho koncentrace vyssi, nez je povoleno (cmax =5 %, [15]), pfiCemz
vzorek €. 6 obsahoval EHS v téméf dvojnasobném mnozstvi. Ve vétsin€ vzorkl (vzorky €. 1, 2
a 9—17) se jeho koncentrace pohybovala pravé kolem hrani¢ni hodnoty 5 %. HMS se nachazel
ve dvou z analyzovanych vzorku (€. 4 a 8, oba od znacky Astrid) a v obou piipadech nedoslo
k ptekroceni jeho maximdalniho povoleného mnozstvi (7,34 %, [14]). OB se také nachézel
pouze ve dvou vzorcich (€. 13 a 14, oba od znacky Avon), pficemz vzorek ¢. 14 piekrocil jeho
maximalni povolenou koncentraci (6 %) o 0,2 %. Z hlediska nalezu BF pak nevyhovovaly tfi
vzorky (€. 2, 3 a 7), kde byl kvantifikovan v koncentracich do jednoho procenta. Jednalo se

zaroven o vzorky s naprosto nejvyssim obsahem OC, coz by mohlo naznacovat, Ze opravdu
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dochazi k retro-aldolové reakci OC na jeho vychozi slouc¢eniny [31]. Naprosto nejhtie tedy
dopadl vzorek ¢. 7 (Sun Dance Spray) od znacky DM, jenz obsahoval nepfipustné mnozstvi
OC a EHS, a navic v ném byl jesté detekovan zakdzany BF, a to v koncentraci téméf 1 %. Dalsi
alarmujici vysledky pak vykazovaly vzorky €. 2 (Transparent Spray od znacky Lilien), ¢. 3 (Sun
Spray od znacky Cien) a ¢. 6 (Sun Dance Cream od znacky DM), v nichz zdaleka nebyly
dodrzeny maximalni pfipustné koncentrace UV filtrd, a navic jeSté obsahovaly (vzorek €. 2 a
3) nemalé mnozstvi BF. Z namétenych vysledku je dale patrné, ze SPF faktor nehraje roli ve

kvantitativnim zastoupeni jednotlivych UV filtra.

V literatufe nebyly obsahy UV filtri v komercnich produktech pfili§ casto
kvantifikovany ¢i jinak vyznamné hodnoceny. Pozornost autorti byla zaméfena spise na jejich
kvalitativni analyzu s dlirazem na vysoké rozliSeni vSech pikt [10; 26; 62; 63; 65]. Zajimavosti
je, Ze a¢ je EHS jednim z nejcastéji pouzivanych UV filtrGi sou€asnosti, literatura se jeho
stanoveni ¢asto viibec nevénuje, ale zaméfuje se na ,,problémovéjsi UV filtry, jako je OC,

HMS ¢i OB (potencionalni karcinogeny a endokrinni disruptory).
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Obrdazek 17 Priklad HPLC separace vzorku ¢. 7 s deklarovanym obsahem OC a EHS

Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (15 cm x 3,0 mm; 2,7 um); teplota 30 °C; izokraticka eluce 90% vodného roztoku
methanolu (v/v); 0,5 ml/min; davkovani 2 pl; UV/VIS detekce 285 nm.
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3.4 Stanoveni fotostability oktokrylenu

Z predchozich poznatkli bylo nutné ovéftit, zda OC nepodléha retro-aldolové reakcei
vedouci ke sniZzeni koncentrace detekovaného OC a zaroven k nariistu mnozstvi BF ¢i poctu
pikli v chromatogramu. Z tohoto diivodu byl opalovaci krém ¢. 6 a opalovaci sprej €. 2 (oba
obsahujici vysoké mnozstvi OC) vystaven UV zafeni po dobu 7 hodin, a to ve dvou UV boxech
a pod lampou simulujici slunecni zafeni. Nejprve bylo postupovano podle normy tykajici se
stanoveni SPF faktoru [73], v niz vzorek nanaSeji na polymethylmetakrylatové desticky o
rozmérech 4x4 cm. Nasledné¢ vSak bylo zjisténo, ze komponenty obsazené v opalovacich
krémech (pf. zmékcovadla) tyto desticky rozleptavaji, a proto byly pro dal$i experimenty
pouzivany porcelanové a sklenéné materialy. V nasledujicich grafech (obrazek 18 az 20) jsou
zaznamenany zmény koncentrace OC v case pfi pouziti jednotlivych pfistroji. Pfi
vyhodnocovani vysledkl byla porovnavana namétend plocha piku po degradaci s naméfenou

plochou piku pfed degradaci. Vysledky jsou pak uvedeny v relativnich procentech.
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Obrdazek 18 Zmény koncentrace OC standardu a OC pritomného ve vzorku ¢. 2 a 6 po ozareni v UV

boxu UVITEC
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Obrazek 19 Zmeény koncentrace OC standardu a OC pritomného ve vzorku ¢. 2 a 6 po ozareni v UV
boxu Desaga
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Obrdzek 20 Zmény koncentrace OC standardu a OC pritomného ve vzorku ¢. 2 a 6 po ozaieni pod
lampou Philips

Z grafti na obrazcich 18 az 20 je patrné, ze ke statisticky vyznamnému poklesu

koncentrace OC pfi jednotlivych méfeni nedochazelo. Obsah OC ve vSech métenych vzorcich
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kolisal mezi 95-105 %, coz mohlo byt ¢astecné zpusobeno 1 chybou pii navazce. U zddného
vzorku zaroveil nedochdzelo ani ke zvyseni poc¢tu pikli v chromatogramu, ani ke zvétSovani
plochy piku BF. Lze tedy konstatovat, ze se OC v zadném ze vzorkl nerozkladal. Vzorky byly
navic vystaveny zafeni po nadstandardni dobu. Vyrobci totiz obvykle uvadi, ze ¢lovék ma mit
na sob¢ produkt na opalovani maximaln¢ 2 hodiny, a poté doporucuje vrstvu obnovit. Simulace
vSak byla provedena v delSim casovém rozsahu, protoze u nékterych profesi (rybati, délnici na
stavbach atd.) by v extrémnim pfipadé i takova doba byla moznd. Jelikoz redlny vzorek
opalovaciho pfipravku obsahuje i latky stabilizujici UV filtry, byl stejnym zplisobem ozafovan
1 standard OC. Ani v tomto pfipad€ vSak nebyla zaznamenana fotochemick4 degradace OC
(obrazky 18-20). Ackoliv jiz byla publikovana jista data tykajici se potencialniho rozkladu OC
na BF [31], podrobny vyzkum, v némz by byl standard OC nebo opalovaci ptipravky

obsahujici OC vystavovany UV zétfeni nebyl nalezen.

3.5 Libera¢ni testy oktokrylenu

Pti liberacnich testech je zjistovano, zda zkoumané latky neprochazi ptes modelovou
membranu, ktera ma imitovat lidskou kazi. Tato metoda je uréena primarn¢ pro vyzkum Iéciv,
kdy je zjiStovano, zda 1é¢iva prochézi pres kiizi na misto svého ti€inku. Naopak se u n¢kterych
latek hodnoti, jestli pfes kizi neprochdzi [76-80]. Tak tomu je také v ptipadé OC, jehoz
prachod kiizi je vysoce nezadouci, a to kvili ztraté ochrany kiize pted UV zafenim a zaroven
jeho potencialni karcinogenité. Z tohoto ditvodu byl OC podroben libera¢nim testim. Podobny

vyzkum, ktery by se liberaci OC vénoval, nebyl objeven.

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny v koncentraénim rozmezi 0—1 % OC v ethanolu a
zméefeny za podminek uvedenych v kapitole 2.5.3 a postupem uvedenym v kapitole 2.5.4.
Grafické znazornéni kalibrace OC je vEetné rovnice regrese a koeficientu determinace uvedeno
na obrazku 21. Koeficient determinace dosahoval hodnoty 0,999. Zaroven byla studovana
statistickd vyznamnost usekll ziskanych z rovnic regrese a pro usek 1 smérnici byly spocitany
smérodatné odchylky. Usek rovnice byl vyhodnocen jako vyznamny. Kalibraéni kiivka byla

v rozsahu stanovovanych koncentraci linearni.
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Obrazek 21 Kalibrace OC pro liberacni testy

Liberace OC byla métfena nejprve po dobu 120 minut (obrazek 22) a nasledné po dobu
90 minut (obrazek 23). Jelikoz je OC prakticky nerozpustny ve vode¢, a tim také v octanovém
pufru, byl jako tfeti liberacni médium pouzit roztok octanového pufru s 10 % ethanolu
(obrazek 24). Hodnota pH octanového pufru a nastavené podminky liberace odpovidaji
podminkam na lidské ktizi. Pocate¢ni signal pii méteni prichodu OC je odezvou samotného
octanového pufru, narGst signalu pak znamena procentudlni nartst koncentrace OC

v libera¢nim ¢inidle.
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Obrdazek 22 Liberace OC do octanového pufiru sledovana po dobu 120 minut

Z obrazku 22 je patrné, ze k prichodu OC membranou dochézelo a jeho koncentrace
v liberaénim médiu postupné narGstala z0 % na pocatku na maximdlnich 0,168 % po
115 minutach méteni. Patrny je postupny narist, zejména pak v prvnich 100 minutach méteni.
Nejvyssi zaznamenana koncentrace OC (0,168 %) je vSak potad velice nizka, coz svéd¢i o tom,
ze kuzi do téla prochdzi pouze zanedbatelné, zdravi neSkodné mnozZstvi. JelikoZ koncentrace
OC vyraznéji rostla v prvnich 100 minutach, byl experiment s octanovym pufrem jesté jednou
zopakovan, avsak pouze v tomto kratSim ¢asovém intervalu. Jak je zfejmé z obrazku 23, oba
experimenty poskytly srovnatelné vysledky. V tomto piipad¢ byl ale prakticky cely nartst
zaznamenan jiz v prvnich 50 minutach. Jelikoz se OC Spatné rozpousti ve vodé, byla nasledné
zmétena librace OC do roztoku octanového pufru s 10 % ethanolem. Méfeni bylo provadéno
po dobu 105 minut. Z obrazku 24 je zjevné, ze ptidani ethanolu do libera¢niho média, a tim
potencialni zvySeni rozpustnosti OC, vyznamné neovlivnilo priichod OC pifes membranu. Po
70 minutach méteni bylo dosaZeno koncentra¢niho maxima (0,18 %), které se vSak vyznamné
neliSilo od predchozich métenich (0,168 %). Zajimavé je, Ze k nartstu koncentrace OC doslo
opét béhem kratSiho ¢asového tiseku. Divodem rozdilu v rychlosti nartistu koncentrace OC
mohlo byt vytvofeni bubliny v dolni casti Franzovy cely pfi prvnim méfeni, ¢imz bylo

zvySovani koncentrace pomalejsi.
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Prace na podobné téma se vétSinou zabyvaji hodnocenim liberace 1éCiv z jejich
mast'ovych zéklada (pi.: liberace klotrimazolu [76; 77]). Samotné UV filtry t€émto libera¢nim
testim témet vilbec nejsou podrobovany. Byla vSak provedena jedna studie, kterd se vénovala
liberaci UV filtru sulisobenzonu (benzofenon-4), ktery se pies polykarbonidtovou membranu
uvolnoval velice snadno ze vSech testovanych roztokii opalovacich krém, a to az v 90 % [78].
OC tedy v porovnani se sulisobenzonem neprochazi kazi témér viibec, a l1ze ho tedy povazovat

za zdravi neSkodny.
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ZAVER

V ramci diplomové prace byla vyvinuta metoda ultrazvukem asistované extrakce
organickych UV filtrQ, které jsou nejCastéji pouzivané v kosmetickém prumyslu, a dale jejich
stanoveni pomoci kapalinové chromatografie v systémech s obracenymi fazemi. V piipadée
extrakce poskytovalo nejlepsi vysledky pouziti 100% acetonitrilu. Optimalizované podminky
chromatografické analyzy vyuzivaly analytickou kolonu Ascentis Express C18 (15cm X
3,0 mm; 2,7 um) temperovanou na teplotou 30 °C, mobilni fazi tvofenou smési methanolu a
vody (9:1; v~v) v rezimu izokratické eluce s pritokem 0,5 ml/min a spektrofotometrickou
detekcei pfi 285 nm. Separace prob¢hla do 6 minut (s minimalné jednotkovym rozliSenim vSech
monitorovanych latek). Celkem bylo analyze podrobeno 17 vzork(i se zaméfenim na
procentudlni obsah sledovanych UV filtri (oktokrylenu, oxybenzonu, homosalatu a ethylhexyl
salicylatu) a obsah benzofenonu. Hodnocena byla skute¢nost, zda jejich koncentrace
nepfesahuje limity dané legislativou Evropské Unie. Limity oktokrylenu nebyly splnény
v poloving ptipadi, ethylhexyl salicylat byl obsazen v nadlimitnim mnozstvi v pétin¢ vzork a
oxybenzon v jednom ptipadé¢ ze dvou vzorkil sjeho deklarovanym obsahem. Homosalat
nepiekrocil povolené mnozstvi ani v jednom ze dvou vzorki s jeho deklarovanym obsahem.
Karcinogenni benzofenon, jehoZ ptitomnost je v kosmetickych ptipravcich zakézéna, byl

nalezen ve tfech vzorcich.

Hodnocena byla také stabilita oktokrylenu pii expozici UV nebo slune¢nimu zateni
Expozice probihaly vzdy 7 hodin, a to ve dvou UV boxech a pod lampou simulujici slunce. Ani
v jednom piipadé nedochéazelo k zddnému statisticky vyznamnému ubytku jeho koncentrace,
proto by mohl byt povaZovan za fotostabilni. Byla tedy vyvracena hypotéza popisujici jeho

retro-aldolovou kondenzaci vedouci k tvorbé karcinogenniho benzofenonu.

Ve spolupraci s Farmaceutickou fakultou Univerzity Karlovy v Hradci Kralové byly
dale provedeny i liberacni testy oktokrylenu, které ukazuji, Ze oktokrylen pfes membranu
imitujici lidskou kiizi v zddném vyznamném mnozstvi neprochazi. Z tohoto divodu miize byt
povazovan za zdravi neSkodny a pfipravky na opalovani s jeho obsahem neztraci stupen

ochrany vlivem penetrace UV filtru pokozkou.
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PRILOHA

Tabulka P 1 Navratnost metody

Latka Plocha piku | Skute¢na Stanovena Navratnost
(prumér) koncentrace koncentrace [Yo]
[mV.s] [mg/10 ml] [mg/10 ml]
Benzofenon 342,77 0,525 0,521 99,2
Oxybenzon 2742.,0 1,500 1,480 98,7
Oktokrylen 2278.,8 2,450 2,430 99,2
Homosalat 400,2 2,025 2,019 99,7
Ethylhexyl 247,8 1,231 1,230 99,9
salicylat

Tabulka P 2 Intradenni a mezidenni opakovatelnost benzofenonu

Pocet Intradenni opakovatelnost Mezidenni opakovatelnost
méfeni | tr [min] | Plocha piku | ¢ [%] | tr [min] | Plocha piku | ¢ [%]
[mV.s] [mV.s]
1 1,677 209,9 12,8 1,676 211,7 12,9
2 1,679 212,1 12,9 1,679 210,9 12,8
3 1,673 217,7 13,2 1,677 209,9 12,8
4 1,671 208,2 12,7 1,679 211,9 12,9
5 1,680 210,5 12,8 1,676 210,2 12,8
Primér | 1,676 211,7 12,9 1,677 2109 12,8
SD 0,003 3,2 0,17 10,0014 0,8 0,05
RSD 0,2 1,5 1,3 0,08 0,4 0,4
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Tabulka P 3 Intradenni a mezidenni opakovatelnost oxybenzonu

Pocet Intradenni opakovatelnost Mezidenni opakovatelnost
méfeni | tr [min] | Plocha piku | ¢ [%] | tr [min] | Plocha piku | ¢ [%]
[mV.s] [mV.s]

1 1,907 431,7 9,2 1,900 430,4 9,1
2 1,892 427,2 9,1 1,905 439,9 9,3
3 1,895 4243 9,0 1,903 439,1 9,3
4 1,904 437,1 9,3 1,904 442,1 9,4
5 1,903 431,9 9,2 1,903 440,3 9,4
Pramér | 1,900 430,4 9,2 1,903 438,4 9,3
SD 0,01 4,379 0,1 0,001 4,1 0,1
RSD 0,3 1,01 1,1 0,09 0,9 1,1

Tabulka P 4 Intradenni a mezidenni opakovatelnost oktokrylenu

Pocet Intradenni opakovatelnost Mezidenni opakovatelnost
méfeni | tr [min] | Plocha piku | ¢ [%] | tr [min] | Plocha piku | ¢ [%]
[mV.s] [mV.s]

1 2,947 162,2 6,9 2,935 162,1 6,9
2 2,927 160,1 6,8 2,939 170,3 7,3
3 2,927 161,5 6,9 2,936 172,5 7,4
4 2,936 163,5 7,0 2,934 170,4 7,3
5 2,936 163,3 7,0 2,935 168,1 7,2
Pramér | 2,935 162,1 6,9 2,936 168,7 7,2
SD 0,007 1,3 0,08 | 0,002 3,6 0,2
RSD 0,2 0,8 1,2 0,01 2,1 2,4
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Tabulka P 5 Intradenni a mezidenni opakovatelnost ethylhexylsalicylatu

Pocet Intradenni opakovatelnost Mezidenni opakovatelnost
méfeni | tr [min] | Plocha piku | ¢ [%] | tr [min] | Plocha piku | ¢ [%]
[mV.s] [mV.s]

1 5,101 24,7 5,1 5,097 23,9 5,0
2 5,108 25,5 53 5,067 24,7 5,1
3 5,092 24,4 5,1 5,102 24,9 5,2
4 5,099 26,1 5,4 5,095 23,8 4,9
5 5,093 24,9 5,2 5,101 24,8 5,1
Pramér | 5,097 25,1 5,2 5,092 24,4 5,1
SD 0,006 0,6 0,1 0,01 0,5 0,1
RSD 0,1 2,4 1,9 0,2 2,0 2,0

Tabulka P 6 Intradenni opakovatelnost homosaldtu

Pocet méieni | Intradenni opakovatelnost
vzorku tr 1 [min] tr 2 [min] Plocha piku | ¢ [%]
(suma) [mV.s]
1 4,868 5,572 52,8 10,3
2 4,855 5,561 50,0 9,8
3 4,879 5,589 51,7 10,1
4 4,864 5,571 55,2 10,8
5 4,872 5,579 52,7 10,3
Pramér 4,868 5,574 52,5 10,3
SD 0,008 0,009 1,7 0,3
RSD 0,2 0,2 3,2 2,9
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Tabulka P 7 Mezidenni opakovatelnost homosalatu

Den Mezidenni opakovatelnost
tr 1 [min] tr 2 [min] Plocha piku (suma) | ¢ [%]
[mV.s]

1 4,868 5,574 53,3 10,4
2 4,857 5,560 51,8 10,1
3 4,857 5,559 52,0 10,2
4 4,854 5,557 52,3 10,2
5 4,862 5,569 52,0 10,2
Pramér 4,859 5,564 52,3 10,2
SD 0,005 0,007 0,6 0,1
RSD 0,1 0,1 1,03 0,9
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