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Uvod

D-pantenol-((2R)-2,4-dihydroxy-N-(3-hydroxypropyl)-
-3,3-dimetylbutanamid; dexpantenol) je vdaka svojim
priaznivym u¢inkom doélezitou biologicky aktivnou zloz-
kou farmaceutickych vyrobkov (lieky, vyzivové doplnky,
atd’.) a kozmetickych vyrobkov (telové mlieka, Sampony,
kondicionéry, atd’.) na oSetrenie pokozky, na zmiernenie
svrbenia alebo na podporu hojenia ran'. Obsah
D-pantenolu v kozmetickych vyrobkoch uréenych na telo,
ako Tapr. telové mlieka, krémy, byva maximalne do 5,3 %
(cit.”).

Kozmetické vyrobky, napr. krémy, telové mlieka, su
mnohozlozkové zmesi, ktoré¢ okrem ucinnych latok obsa-
huju dalsie zlozky, napr. konzerva¢né latky (parabény),
parafiny a mineralne oleje, glykoly, vonné latky vo forme
prirodnych alebo  syntetickych  pridavnych  latok.
Z hladiska chemickej analyzy st to zlozité vzorky a pri
chromatografickej analyze mdzu negativne ovplyvnit’ vy-
sledok separacie a stanovenia cielovej latky (moze napr.
dochadzat’ ku koelucii matricovych zloziek a sledovanych
analytov). Takéto vzorky je potrebné pred analyzou upra-
vovat,, napr. pouzitim extrakénych technik, ktorych cielom
je ¢o najucinnejsie izolovat’ alebo aj skoncentrovat’ analyt.
NajcastejSie sa pouZiva extrakcia analytu z komplexnej
matrice v systéme kvapalina-kvapalina alebo tuha faza-
kvapalina. Extrakcia v systéme kvapalina-kvapalina (LLE,
liquid-liquid extraction) je proces oddelovania latok po-
zostavajuci z prenosu rozpustenej latky z jedného rozpus-
tadla do druhého, pricom tieto dve rozpustadla su navza-
jom nemieSatelné alebo Ciastocne mieSatel'né. Extrakcia
tuhou fazou (SPE, solid phase extraction) je extrakény
postup zalozeny na zachytavani analytov vhodnym adsor-
bentom. Interferujiice latky sa odstrania z adsorbentu pre-
myvanim rozpustadlom a nasledne sa adsorbované analyty
desorbuji pomocou vhodného eluéného ropustadla®™.
V pripade kozmetickych vyrobkov je vhodné kombinovat’
obe extrakéné techniky.
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Ciel'om préce je preSetrit’ vplyv zloZenia extrakéného
rozpustadla na vytaznost LLE D-pantenolu zo vzoriek
vybranych kozmetickych vyrobkov a zvolit' vhodny typ
SPE adsorbentu na precistenie extraktu pred HPLC ana-
lyzou.

Experimentalna ¢ast’
Chemikalie a vzorky

D-pantenol (98 %, Alfa Aesar), acetonitril (pre
HPLC, Centralchem), n-hexan (pre HPLC, VWR Che-
micals), chloroform (Mikrochem), etanol (pre HPLC,
Merck), metanol (pre HPLC, VWR Chemicals), deionizo-
vana voda, 15% roztok hexakyanozeleznatanu draselného
(Carrez I), 30% roztok siranu zino¢natého (Carrez II).

Vzorky mliek na opal’ovanie a po opalovani sa zaob-
starali v obchodnej siete drogérii a lekarni (Styri vzorky od
roéznych vyrobcov). Pred analyzou boli uskladnené v po-
vodnom obale na suchom a tmavom mieste pri laborator-
nej teplote.

Postupy

Extrakcia v systéeme kvapalina-kvapalina: Vzorka
(0,2 g telového mlieka) sa zmieSala s extrakénym rozpus-
tadlom (3 ml; zmes chloroform/voda a n-hexan/voda
v pomeroch 1:3, 2:2, 3:1, v/v) a zmes sa mieSala na labora-
tornej miesacke (200 rpm) 10 min pri teplote 23 °C. Na-
sledne sa oddelila vodna vrstva. K vodnému podielu sa
pridalo 0,2 ml roztoku Carrez I a 0,2 ml roztoku Carrez II,
zmes sa premieSala a nasledne centrifugovala (10 min,
3000 rpm). Tekutina sa oddelila, prefiltrovala cez 0,45 pm
nylénovy filter a nasledne sa precistila pomocou SPE
a analyzovala pomocou HPLC.

Extrakcia tuhou fazou: SPE kolonka sa kondicionova-
la metanolom (2 ml) a vodou (2 ml), davkoval sa roztok
referen¢nej latky D-pantenolu pre vyhodnotenie vytaznos-
ti (0,5 ml, koncentracia 1 mg ml™) alebo vodny podiel po
LLE pre analyzu realnych vzoriek. Kolonka sa vysusila
vakuom (5 min) a analyt sa eluoval etanolom (1 ml).
Extrakt sa davkoval do HPLC kolony. Testovali sa nasle-
dujice typy SPE koloniek: C8 (100 mg, Chromabond),
Sep-Pak C18 (200 mg, Waters), C18 Hydra (100 mg,
Chromabond), HR-P (100 mg, Chromabond), HR-X
(100 mg, Chromabond), Sep-Pak Aminopropyl-NH,
(100 mg, Waters), Silica-CN (100 mg, Tessek).

HPLC analyza extraktov

Na analyzu extraktov sa pouzila metéda HPLC
s DAD detekciou. Separacia sa uskuto¢nila na kolone typu
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C18 (Nucleosil 100-5 C18 (125 x 4 mm, 5 pm)) s mobil-
nou fazou acetonitril:voda (10:90, v/v). Prietok mobilnej
fazy bol 0,5 ml min~'. Chromatogramy sa snimali pri vIno-
vej dizke 210 nm a UV spektra sa snimali v rozsahu vIno-
vych dizok 190-400 nm.

Vysledky a diskusia

Neexistuje univerzalne rieSenie na pripravu vzoriek,
pretoze extrahované latky maji odlisné fyzikalno-
chemické vlastnosti. Podmienky pre extrakciu cielovej
latky zo vzorky sa volia na zaklade zlozitosti matrice
atypu latky. Pre LLE D-pantenolu zo vzoriek telovych
mliek sa testovali ako extrakéné ¢inidld zmesi chloroform/
voda a n-hexan/voda v ré6znych pomeroch. Tymto spdso-
bom bolo mozné oddelit’ latky vo vode rozpustné zahriu-
juce aj D-pantenol, od inych nerozpustnych zloziek.
Na vyc¢irenie extraktov sa pouzila zmes roztoku Carrez |
a Carrez II. Z vysledkov hodnotenia vplyvu typu extraké-
ného rozpustadla na vytaznost' extrakcie vyplynulo, Ze
ako vhodné rozpustadlo sa javi zmes chloroform/voda
(1:3, v/v). Pre toto rozpustadlo sa dosiahla vytaznost
86,6 % (testované pre telové mlieko s pridavkom
D-pantenolu na koncentraénej hladine 1,5 mg g"). Porov-
nanie vytaznosti LLE v zavislosti od typu a pomeru zlo-
ziek v extrakénom rozpustadle je zobrazené na obr. 1.

Na precistenie D-pantenolu od dalSich zloziek vo
vodnom extrakte je vhodna SPE. Testovali sa viaceré typy
SPE kolénok s adsorbentami s rozdielnou polaritou (typ
C8, C18, NH,, CN a polymérny typ HR-P a HR-X), avsak
pre vSetky bol vhodny mechanizmus sorpcie v systéme

Tabulka I
Chromatografické charakteristiky a niektoré validacné
parametre metddy

Chromatografické charakteristiky *

tr (min) 3,81+0,07
RSD % (1 deti) 2,03
RSD % (3 dni) 1,73
k 0,69 + 0,07
A 12123,60 + 679,03
RSD % (1 deii) 0,23
RSD % (3 dni) 5,60
n 2298 + 147
H (um) 54
Validacné parametre
Linearita (mg ml™") 0,25-5,00
R? 0,9991
LOD (mg ml™") 0,04
LOQ (mg ml™") 0,14

a — ur&ené pre koncentragnii hladinu 0,2 mg ml ™'

341

Cena Karla Stulika 2022

100

Vytaznost (%)

3:1

% chloroform:voda

2:2 1:3

mhexan:voda

Obr. 1. Vytaznosti LLE D-pantenolu pouZitim testovanych
extrakénych rozpustadiel (RSD % menej ako 6 %, n=3, testova-
né pre telové mlieko s pridavkom D-pantenolu na koncentraénej
hladine 1,5 mg g ')

n 4 1
U=patitctiul
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Obr. 2. Chromatograficky zaznam separacie D-pantenolu
v extrakte vzorky mlieka na opalovanie

s obratenymi fazami. Uspokojiva vytaznost D-pantenolu
(viac ako 85 %) sa dosiahla pri pouziti adsorbentu typu
NH,, ktory sa zvolil ako najvhodnejsi.

Pre extrakciu D-pantenolu z kozmetickych vzoriek,
ako su telové mlieka, sa kombinovali obe techniky, LLE
a nasledne SPE. Pouzitim najvhodnejSich podmienok zis-
tenych v jednotlivych krokoch (chloroform/voda (1:3, v/v)
pre LLE; adsorbent typu NH, pre SPE) sa dosiahla vytaz-
nost’ 79,7 % (RSD % menej ako 6 %, n=3, testované pre
telové mlieko s pridavkom D-pantenolu na koncentracnej
hladine 1,5 mg g ").

HPLC metéda v systéme s obratenymi fazami so
spektrofotometrickou detekciou sa pouzila na analyzu
extraktov. Celkovy ¢as HPLC analyzy bol 6 min. Metoda
bola hodnotend na zaklade parametrov vhodnosti HPLC
podmienok (opakovatelnost’ &asov a ploch eluénych vin,
pocet teoretickych priehradiek, vyskovy ekvivalent teore-
tickej priehradky) a niektorych validaénych parametrov
(linearny koncentraény rozsah, LOD, LOQ), ktoré st uve-
dené v tab. L.
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Zvolené¢ podmienky extrakcie a HPLC separacie sa
aplikovali pre analyzu vzoriek mliek na opal’ovanie a po
opalovani. Obr. 2 dokumentuje chromatograficky zdznam
extraktu vzorky mlieka na opalovanie. V testovanych
vzorkach bol stanoveny obsah D-pantenolu v rozsahu
0,2-1,5 %.

Zaver

Praca sa zaoberala vyberom vhodného rozpustadla na
extrakciu D-pantenolu zo vzoriek opalovacich mliek
a vyberom vhodného adsorbentu pre jeho precistenie, pri-
padne aj skoncentrovanie. Zvolené podmienky extrakcie
a HPLC stanovenia boli vhodné pre analyzu realnych vzo-
riek s obsahom D-pantenolu. Navrhnuté extrakéné pod-
mienky sa mézu vyuzit' aj pre pripravu vzoriek mliek pre
naslednu chiralnu HPLC analyzu.
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