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Abstrakt:

Byla optimalizovana metoda stanoveni benzofenonu-Brostedi Brittonova-
Robinsonova pufru a methanolu. Za optimalni hodpbdiltbylo zvoleno pH 12. Dale byl také
prostudovan vliv mnozstvi methanolu na vySku pilanzmfenonu-3. MnoZstvi methanolu
nentlo vliv na ziskané vysledky. Byl také prozkoumarnvvhkumulace na vysku piku
benzofenonu-3. #@stoZze akumulace nezvysila odezvu analytliSspnnoho, néteni probihala

za akumulace 300 gimkumulanim potencialu +400 mV.

Pii méfeni za optimalnich podminek byl stanoven limit Eege benzofenonu-3

v deionizované vogina 6x10° M a v pitné vod na 5,5x10 M benzofenonu-3.

Reédlny vzorek byl prosten pomoci diferefi pulsni voltametrie a

spektrofotometricky.



Abstract:

A method for analysing benzophenone-3 on carbotepsctrode was developed. As
a solvent a mixture Britton-Robinson buffer and magiol was used. The pH value of 12 was
determined as optimal for further measurementsatt also found out that methanol added to
the analyte solution did not negatively influenbe voltammetric measurement. To decrease
the limit of benzophenone-3 determination the aadation of the analyte in the electrode
surface was studied. The accumulation time of 38bisds and accumulation potential of

+400 mV were used as optimal.

When measured under optimal coniditions the liofitdetection was 6xI0 M in

deionised water and 5,5x1® in drinking water.

Real sample was measured using differential pulgeltammetry and
spectrophotometry.
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Seznam pouzitych zkratek:

A absorbance (AU)

BDD borem dopovana diamantova elektroda

CAS Chemical Abstracts Service

CPE uhlikova pastova elektroda (carbon pasteretbe}
E potencial (mV)

(= akumul&ni potencial (mV)

Ep potencial pik (mV)

HDME visici rtwova kapkova elektroda (hanging mercury drop eléeyo
I proud (A)

lp proud pik (nA)

LOD limit detekce (limit of detection)

pKa disoci&ni konstanta



1. Teoreticky Uvod

1.1 Cil prace

Cilem prace je vyvoj a optimalizace metody pro et@mi 2-hydroxy-4-
methoxybenzofenonu (benzofenonu-3), ktery je pauzizejména jako latka pohlcujici UV
z&eni v kosmetickych ifpravcich, a to metodou difer@ari pulsni voltametrie na uhlikové
pastové elektratl a vyuziti optimalizované metody pro stanoveni loégzonu v realném

vzorku.

1.2 Zkoumana latka

2-hydroxy-4-methoxybenzofenon (benzofenon-3)

oOH | |
Z—Fh
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Obr. 1.1

Strukturni vzorec 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonu

CAS¢islo: 131-57-7
Sumarni vzorec: GH1,03

Molekulova hmotnost: 228,6 g.mol
Teplota tani: 62 — 65 °C
RozdElovaci koeficient: 3,7 (oktanol-voda)

pKa 7,560,35 g.cit



Rozpustnost ve vad0,0037 g1t

Rozpustnost v ethanolu: 6,0 %

Absorgini maximum: 287 nm (methanol)

DalSi nazvy: Oxybenzon, benzofenon-3, (2-hydroxyethoxyfenyl)fenyl-methanon,
2-benzoyl-5-methoxyfenol, Aduvex 24, Escalol 567

2-hydroxy-4-methoxybenzofenon je bila az nazloktigstalicka latka, bez zapachu
nebo se slabym charakteristickym zapachem. Posgyako Sirokospektralni filtr UV zéni
v kosmetickych produktechjgvazr opalovacich krémech, Bujako jediny filtr UV z&eni
nebo spolu s jinymi, podobn fungujicimi latkami. Kromy opalovacich krén se
benzofenon-3 fidava také do jinych kosmetickychtipravki. Koncentrace wthto
produktech se pohybuje v rozmezi mezi 0,05 — 05dvodu ochrany ostatnich slozekep

slung&nim z&enim[1].

DalSi pouziti benzofenonu-3 se da také nalézt rapwtd&ském pamyslu.
Benzofenon-3 je obsazen v ochranné wgtekryvajici obaly od potravin, kde zabge
fotodegradaci vyrob2]. Benzofenon-3 je Spainrozpustny ve vod dokie rozpustny

v nepolarnich rozpouidlech.

Pri studiu akutni toxicity na potkanech a kralicighabzjiS€na toxicita 12800 mg/kg
(oralni, potkan) a 16000 mg/kg (dermalni, kraliWe studii drazdivosti na pokozku byl
benzofenon-3 prohlasen za latku nedrazdici pokatidovanych zvat (kralik). DalSi d¥
nezavislé studie potvrdily vysledky studie prvniejBé studie se zabyvaly i schopnosti
benzofenonu-3 drazditéokralika. Vysledky byly opt negativni (testovani preéblo na 6
zviratech, vSechny vysledky ukazaly skore 0). JelikezvSechny studie shoduji svymi
negativnimi vysledky, lze povaZovat benzofenon-3lalu nedrazdici pokozku, ankio
krdlika. Ri zkoumani absorpce benzofenonu-3 lidskéaikylo provedeno dkolik studiiin
vitro, uzivajicich roztok benzofenonu-3 nebo kosmetjatadukty obsahujici benzofenon-3.
V dusledku fiznych podminek jednotlivych studii &znych metod provedenédhto studii
nelze vyvodit jasny zav. Z tchto tesi Ize vyvozovat jen obecné zaty, jako napiklad fakt,
Ze absorpce benzofenonu-3 lidskdizikse zda byt nizka gtsina absorbovaného mnozstvi je
zachycena vestratum corneum(vrstva odunelych burk pokozky) a Ze itzné gimesi,

piidavané spolu s bezofenonem-3 do kosmetickyiéprgvki, mohou ovlivnit rychlost a i
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celkové mnoZstvi absorpce benzofenonu-3i ¥Wzkumu genotoxicity a mutagenity

benzofenonu-3 nebyla prokazana schopnost poskogewnatickou strukturu organisim

Pfi studii provadné na ma¥atech a kralicich zac¢alem zkouméni fototoxicity a
fotosenzitizace (krém na opalovani s obsahem 6®adienonu) nebyla prokazana schopnost
fototoxicity ani fotosenzitizace[1]. Na zakkatkchto dat bylo Evropskou komisi rozhodnuto,
Ze obsah benzofenonu-3 do 6 % v opalovacich krénzeato 0,5 % v jinych typech

kosmetickych pipravki nenese riziko pro spebitele[3].

Benzofenon-3 se n&gsgji analyzuje sepatamimi metodami, fevazrie HPLC a GC.
Detekce po separaci je mozna Sirokym spektrem tietelod UV detekce, i@s hmotnostni
spektrometrii, aZ n&pk ampérometrické detekci[2]. Diky své nizké &anvysoké rychlosti
analyzy jsou v posledni debhojré pouzivany také elektrochemické metody, inap
cyklicka[4] a square wave voltametrie[2] nebo potaafie na visici rttové kapce[5]. Limity

detekce stanoveni benzofenonw®ito metodami jsou uvedeny v tabulce 1.1.

Tab. 1.1 Limity detekce fiznych metod stanoveni benzofenonu

) LOD _
Medota stanoveni 5 Zdroj
(molxdm™)
HPLC-UV s gradientovou eluci (EtOH:voda) 3,94¥10 6
Square wave voltametrie (BDD elektroda) 1,37%10 2
Cyklick& voltametrie (pyroliticka grafitova eletrayl 5x10° 4
Diferencni pulsni polarografie (HDME) 1,7x10 5
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1.3 Uhlikova pastova elektroda

Uhlikova pastova elektroda se sklada ze dvasti: €la elektrody s kontaktem a
vypln¢é tvorené uhlikovou pastou. Uhlikova pasta f@m@mvena smichanim uhliku (ve fotm
grafitu, skelného uhliku nebo i jinych vhodnychefor) a vhodného kapalného pojidla[7].
Tato snés se da poté dale modifikovat vhodnygimidly pro specializovanou detekciémito
¢inidly mohou byt 6zné nanomaterialy, surfaktanty, komplexy &pmakrocyklické latky a
podobrg[8].

Vyhodou pastovych elektrod je jejich vysoka cikt a dobra mechanicka
odolnost[9]. Dale také vysoky potencialovy rozspbhybujici se od -1,3 Vaz k +1,4 V.
Elektrody s uhlikovou pastou maji ale také jednznamnou nevyhodu. Kvalitadteni zavisi
z velkécasti na operatorovi pracujicim s elektrodou, jelibasta se obvyklgipravuje gimo
v laboratdi misto toho, aby byla pasta dodana jiz hotova gahce. ZkuSenositlovéka
pripravujiciho pastu tak vyrazrovlivni vlastnosti elektrodyipsamotném ri¥eni v zavislosti

na dosazené praxi v praci s pastovou eletrodou[7].

Télo elektrody je tveéeno teflonovym dlem, ve kterém je vyvrtan otvor onéru
obvykle 2 - 3 mm. V tomto otvoru se pohybuje obeyklerezovy pist, ktery slouzi jako
kontakt a zarodf i jako pist posunujici uhlikovou pastti pbnovovani pracovniho povrchu
elektrody. Totodlo je takéc¢asto vyrobeno na mistkde probiha r¥eni, misto toho, aby bylo
objednano u vyrobce. Vlastnosti takto vyrobenyatkiebd se tedy mohou vyznamhsit a
neni tedy doporteno elektrody v gib¢hu mereni nenit.
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2. Experimentalni ¢€ast

2.1 Pouzité chemikalie

Studovana latka: 2-hydroxy-4-methoxybenzofeno®498igma-Aldrich)

Zasobni roztok byl vyt@n navaZzenim ipsného mnozstvi benzofenonu na
analytickych vahach a jeho rozpesiim v methanolu. Zasobni roztok byl uchovavan za

laboratorni teploty.
Methanol: 99,9% (p.a., MERCK,&hecko), rok plani: 2008

Brittontv-Robinsoriv (BR) pufr byl vytvaden smiSenim kyselé a zasadité slozky na

pozadované pH.

Kysela slozka pufru byla vyt¥ena navazenim 2,7446 gBO; (p.a., LACHEMA), a
odnmetenim 2,7 ml HPO, (85%, p.a., Lachner) a 2,31 ml octové kyseliny%9%.a.,
Lachner). Roztok byl dopém na objem 1 | deionizovanou vodou.

Z&sadita slozka byla vyrobena rozgasin 8 g NaOH (p.a., Penta) a dagiim na 1 |

deionizovanou vodou.

Uhlikova pasta byla vyrobena navazenim 0,25 gngkel uhliku a smisenim se 120 ul

mineralniho oleje.
Skelny uhlik: Glassy carbon spherical powder,I24m, type 2 (Alfa-Aesar)
Mineralni olej: Mineral Oil (CAS:8042-47-5, SignAddrich)

Redlny vzorek: Voda po holeni Adidas Intense Tdi@dty)
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2.2 Pristroje

Voltametrie: Eco-Tribo-Polarograph, software P&dr
pracovni elektroda: CPE (teflon, kontaktnirmp&r 2mm)
referentni elektroda: argentchloridova (MonokaysiTurnov,CR, 3M KCI)
pomocna elektroda: platinovy dratek (Monokrystailynov,CR)
Spektrofotometr: Agilent 8353 (Agilent Technologjie

pH metr: Jenway 3510, elektroda: Kombinovanéa skiérelektroda téze firmy

2.3 Pracovni postupy

Teplota ngieni: laboratorni teplota (24 — 26 °C)
Voltametrie: rychlost polarizace: 20 mVssika pulsu: 80 ms, vyska pulsu: 50 mV

Spektrofotometrické #teni: pro ndreni stalosti i pro reni redlného vzorku byla

pouzita Kemenna kyveta o pméru 1 mm

14



3. Vysledky a diskuse

3.1 Spektrofotometrické m éreni stalosti

Pro zjis€ni, zda je zasobni roztok latky staly n&tky, bylo pftbézné promerovano
spektrum benzofenonu-3. Zasobni roztok benzofer@orumethanolu byl nadn 10x

methanolem na koncentraci 1<iB1.

V kiemenné kyvet praiméru 1 mm bylo zndfeno absorgni spektrum benzofenonu-3
v rozmezi vinovych délek od 190 do 800 nm. Abgnipnaximum pi vinové délce 287 nm
by se pi swtelném rozkladu latky posunulo, absorbance by seany zngnila nebo by

spektrum proslo jinou patrnou 2Znou.

K zadneé velké zgné¢ ale nedoSlo, coZz ukazuje na fakt, Ze roztok besmzwfu-3
v methanolu je staly a nepodléha rozkladu, a topinuchovavani roztoku za laboratorni

teploty a na sitle.

2,5

A (AU)

15

05

380)\(nm)400

Obr. 3.1 Vytez nandieného spektra benzofenonu-3 (c = IXM) kiemenna kyveta,

[ =1,01 mm, 190 — 800 nm)

15



Tab. 3.1 Zména absorbance 1x1® zasobniho roztoku benzofenonu-3ase

t A (287 nm)

dny A %

0 1,340 100,0
12 1,419 105,9
25 1,288 96,1
47 1,441 107,6
225 1,336 99,7
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3.2 Optimalizace metody stanoveni benzofenonu-3

3.2.1 Vliv pH

Pro zjiseni, pri kterém pH by bylo nejlépe #it, tedy pH s ne#tSi odezvou latky,
byla vytvaena sada roztéko mizném pH. Rozmezi pH¢hto roztok se pohybovalo od
pH 2 az po pH 12.

Roztoky byly pipraveny pipetovanim 100 pl zasobniho roztoku bfmmu a

doplnriny na objem 10 ml BR pufrem o zvoleném pH.

Roztok benzofenonu-3 poskytujeéi pnéieni jeden pik, coz nazfige pritomnost
jednoho centra elektrochemické aktivity. Poten@édu se posunuje se Znou pH, coz
ukazuje na &ast protoii pii pienosu elektroin S pH se réni i vySka odezvy, ktera je nepsi
pii pH 12. Toto pH bylo zvoleno jako optimélni a vBea nasledujici geni prokhla i

tomto pH.
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Obr. 3.2 DP voltamogramy benzofenonu-3 v rozmezi pH od X%doprostedi BR pufru.
Koncentrace vzorku 1xIOM, parametry metody: rychlost polarizace 20 m¥.syska pulsu

50 mV, Stka pulsu 80 ms
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Obr. 3.3 DP voltamogramy benzofenonu-3 v rozmezi pH od 7L8o/ prostedi BR pufru.
Koncentrace vzorku 1xItM, parametry metody: rychlost polarizace 20 m¥/.syska pulsu

50 mV, Stka pulsu 80 ms
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Obr. 3.4 Zavislost potencialu DP voltametrického piku bdamonu-3 na pH pufru.
Koncentrace analytu 1xItM, parametry metody: rychlost polarizace 20 m¥.syska pulsu
50 mV, Stka pulsu 80 ms
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Obr. 3.5 Zavislost proudu piku benzofenonu-3 na pH pufranéentrace vzorku 1xIHM,

parametry metody: rychlost polarizace 20 m¥Y.syska pulsu 50 mV, &a pulsu 80 ms
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3.2.2 Pasivace pracovni elektrody

Pro zjiSéni miry pasivace elektrody byla provedena sérigemi, ¥ které nebyla
otirdna vrstva pouzité pasty po skeni neteni. Pokud by dochazelo k pasivaci, proud piku
by poklesl. Proud piku dhem rgkolika meteni znateld poklesl. Pastu je tedy nutno po
kazdém niteni otirat, a tim mechanicky obnovovat pracovnirpioelektrody.

1200
b (NA) |

800

400

0

200 400 600 800 E (mV) 1000
Obr. 3.6 Nasledné DP voltamogramy benzofenonu-3 v pedstBR pufru, nifeno bez
mechanického obnovovani povrchu elektrody. pH 1RE@lektroda, ¢ vzorku 1x10M,
parametry metody: rychlost polarizace 20 m¥.syska pulsu 50 mV, #a pulsu 80 ms.
Cisla uvadji poradi méienych pik benzofenonu-3. Bteni v pdadi od 4 do 10 nelze z

obrazku spolehlig rozlisit.
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3.2.3 Vliv mnozstvi methanolu na kvalitu m  éreni

Benzofenon-3 je latka ve véodéntt nerozpustna a lze tedyekavat, Ze jakakoli
analyza bude muset probihat v pfedf obsahujicim &Si ¢i mensSi mnozstvi methanoli
jiného organického rozpoustla a vody. Methanol bude zaj@at rozpu&ini analytu v tomto
smésném prosedi. ZvySeny obsah methanoluize mit ovSem negativniidledky na kvalitu
meieni, a proto je wezité zjistit, jaky vliv ma jeho obsah na vysSkikkypia jiné parametry

méfeni.

Pro zjistni vlivu methanolu byla provedena sériérani vzorku analytu ve sfanéem

vodreg-methanolickém prostdi o fizném obsahu methanolu.

Z obrazku 3.7 je patrné, Ze methanol ve studovam@mezi nema vliv nha vysku piku

benzofenonu-3, a to az do obsahu 50 % (V/V).
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Obr. 3.7 Vybrané DP voltamogramy 1xfOM benzofenonu-3 ukazuijici vliv methanolu na
prabéh mefeni v prostedi BR pufru o pH 12 a methanolu.fitka (1) ukazuje DP
voltamogram zé&kladniho elektrolytu, (2) DP voltamasg v prostedi s obsahem 1 %
methanolu (V/V), (3) DP voltamogram v priedi 10 % methanolu (V/V), (4) DP
voltamogram v prosedi 50 % methanolu (V/V). parametry metody: rychlpslarizace 20

mV.s?, vyska pulsu 50 mV, &a pulsu 80 ms
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3.2.4 Vliv doby a potencialu akumulace

Pro zvysSeni citlivosti metody se pouziva akumulaoalytu na povrch elektrody.
Timto postupem je ip samotném &eni v blizkosti elektrody mnohem vySSi koncentrace
analytu, nez by bylaip méreni bez akumulace. Akumulaceibe probihat azné dlouhou
dobu a za tzného akumukniho potencialu. Vhodnou volbowchto paramefr Ize

mnohonasobkhzvysit citlivost néteni.

Nejprve byla na roztoku o koncentraci 8<® promgiena zréna vysky signélu
v zavislosti na dob akumulace. Doby akumulace byly 30, 60, 90, 12@ 80600 sekund.
Akumulace po dobu 300 sekund byla zvolena jako middbmpromis mezi mirou zvyseni

signalu a prodlouZzenim dobyheni.

Pfi 5—minutové akumulaci byla nasledaméiena zmd¢na proudu piku benzofenonu-3
v zavislosti na akumutaim potencialu. Vybrané potencialy byly: —200, @p@é a +400 mV.
Pri zmén¢ potencialu nebyl sice pozorovan vyraznyusérsignalu, ale akumulaceip-400
mV piinesla vyhodny vedlejSi efekt a sice fakt, Ze zdkidinie voltamogramu leZela nize,

nez @i akumulaci pi jiném potencidlu¢gimz umoznila lepSi vyhodnocovani voltamogtiam
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Obr. 3.8 Zavislost vySky DP voltametrického piku benzofem@ i pH 12 v prostedi BR
pufru na dob akumulace. Koncentrace 8xf®, parametry metody: rychlost polarizace 20

mV.s ™, vyska pulsu 50 mV, &a pulsu 80 ms
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Obr. 3.9 Zavislost vySky DP voltametrického piku benzofem@pi pH 12 v prostedi BR
pufru na potencialu akumulace. Koncentrace an@yili0® M, parametry metody: rychlost

polarizace 20 mV33, vyska pulsu 50 mV, #a pulsu 80 ms
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Obr. 3.10 Srovnani DP voltamograim benzofenonu-3 # akumulaci s akumutaim
potencialem 0 mV (1) a +400 mV (2fipH 12 v prostedi BR pufru. Koncentrace analytu
8x10° M, doba akumulace 300 s, parametry metody: ryctpofarizace 20 mV3, vyska
pulsu 50 mV, &ka pulsu 80 ms,
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3.3 Kalibra éni krivka

3.3.1 DP voltametrie v deionizované vod &

Za vySe utenych optimalnich podminek byla préifena kalibrani zavislost pro DP
voltametrické stanoveni benzofenonu-3. Pro sestrdfalibraini zavislosti byla vytviena
fada roztolk o koncentraci od koncentrace 148 a7 po bod, kde jiz nebude mozné
spolehliv urcit vydku piku. Timto bodem se stala koncentrace01%¥. M&teni probihalo
v prostedi BR pufru o pH 12.#&d samotnym gfenim byla provedena akumulace analytu po
dobu 5 minut, za pouziti akumgdldho potencialu +400 mV.

Na obrdzku 3.11 jsou uvedeny vybrané voltamograNg.obr. 3.12 je uvedena
Z chto voltamograrin sestrojena kalibeai zavislost. V tabulce 3.1 jsou uvedeny parametry

popisujici ptibeh kalibratni zavislosti.

s

koncentraci. Koncentrace tohoto vzorku byla T*M), mé&teni protshlo v prostedi BR pufru
o pH 12, akumulace trvala 5 minut, akumimigpotenciél byl +400 mV. Dale bylo provedeno

i kalibragni mgieni bez pouziti akumulace

Limit detekce ukéazal, e koncentrace 1¥1M je jiZz na hranici stanovitelnosti

s vysokou mirou Sumu.
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Obr. 3.11 Vybrané DP voltamogramy &ené v prosedi BR pufru o pH 12, doba akumulace
300s, potencial akumulace +400 mV, parametry metgaylost polarizace 20 mV’s vyska
pulsu 50 mV, &ka pulsu 80 ms. Koncentrace analytu: (1) IXM) (2) 8x10° M, (3) 6x10°

M, (4) 4x10° M, (5) 2x10° M, (6) 6x10° M, (7) 2x10° M, (8) 1x10° M
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Obr. 3.12 Kalibratni zavislost benzofenonu-3¢bena DP voltametrii v pragdi BR pufru o
pH 12, doba akumulace 300 s. potencial akumula@® +4V, parametry metody: rychlost

polarizace 20 mV33, vyska pulsu 50 mV, #a pulsu 80 ms

Tab. 3.1 Parametry nagené kalibra&ni zavislosti benzofenonu-3. d&ieno DP voltametrii
v prostedi BR pufru o pH 12, doba akumulace 300 s, po#éénakumulace 400 mV,

parametry metody: rychlost polarizace 20 m¥Y.syska pulsu 50 mV, &a pulsu 80 ms

C smernice usek R On LOD
. NAXpmolx .
molxdnm dm3 nA nA molxdm
m
1x10° - ]
1x10% 11,5 69,9 0,9922 1,82 6x10
X

R® koeficient determinacey, smirodatna odchylka
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Pro srovnani byla vyhodnocena i kalidmwd primka pro mndteni, g kterém
nedochazelo k akumulaci analytu. Zde byl limit #ete p&itan ze srérnice kalibr&ni
piimky.
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Obr 3.13 Vybrané DP voltamogramy &ené v prosedi BR pufru o pH 12, parametry
metody: rychlost polarizace 20 mV.svyska pulsu 50 mV, #a pulsu 80 ms. Koncentrace
analytu: (1) 1x19 M, (2) 8x10° M, (3) 6x10° M, (4) 4x10° M, (5) 2x10° M, (6) 1x10° M,
(7) 6x10° M, (8) 2x10° M. (ZE) zakladni elektrolyt
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Obr. 3.14 Kalibratni primka benzofenonu-3 &ena DP voltametrii v pragdi BR pufru o
pH 12, parametry metody: rychlost polarizace 20 siiyvyska pulsu 50 mV, #a pulsu 80

ms

Tab. 3.2 Parametry DP voltametrické kalilird zavislosti benzofenonu-3, $rodatna

e

doba akumulace 300 s, potencial akumulace +400pakdmetry metody: rychlost polarizace

20 mV.s?, vyska pulsu 50 mV, &a pulsu 80 ms

C smErnice usek R Oy x LOD
4 NA  pmol™ R
molxdm e nA nA molxdm
m
1x10° -
1x10% 7,8 -4.3 0,9993 7,883 3,6><_f0
X

R® koeficient determinac@y,x smerodatna odchylka
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3.3.2 DP voltametrie v pitné vod &

Pro zngteni kalibr&ni pfimky benzofenonu-3 v pitné véd vodovodniho kohoutku
byly zasobni roztoky vytieny tak, ze k 5 ml pitné vody bytigan vzorek benzofenonu-3 ze
zasobniho roztoku a tato 8mbyla poté dopkna do 10 ml BR pufrem o pH 12. Tyto
kalibratni roztoky byly poté progteny na CPE elektréd s dobou akumulace 300 s a

potencialem akumulace +400 mV.

Na obrazku 3.15 jsou znazeény vybrané kivky a na obrazku 3.16 vytvena

kalibratni pfimka.

Ve vzorku pitné vody dochazelo nejspiSe k interakalytu s matrici, jelikoz linearni
dynamicky rozsah kalibrace je velmi nizky. Je tal@né, Ze se zde vice ukazuje nevhodnost

akumulace pro &feni vzorki s vysokou koncentraci analytu.

Limit detekce byl spé&en jako 10-nasobek smodatné odchylky vzork o nejnizsi

koncentraci.
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Obr. 3.15 Vybrané DP voltamogramy étfené v prosedi BR pufru o pH 12 sifmési vody z
vodovodu, doba akumulace 300 s, potencial akumul@femV, parametry metody: rychlost
polarizace 20 mV:3, vyska pulsu 50 mV, 8a pulsu 80 ms. Koncentrace analytu: (1) 1%10
M, (2) 8x10° M, (3) 4x10° M, (4) 6x10° M, (5) 2x10° M, (6) 1x10° M, (7) 8x10° M, (8)
2x10° M, (9) 1x10° M.
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Obr. 3.16 Kalibracni primka benzofenonu-3 &ena DP voltametrii v pragdi BR pufru o
pH 12 a pitné vody, doba akumulace 300 s, poterakéimulace +400 mV, parametry
metody: rychlost polarizace 20 m:svyska pulsu 50 mV, #a pulsu 80 ms

Tab. 3.3 Parametry natitené kalibrani zavislosti benzofenonu-3, srodatna odchylka

e

pH 12 a pitné vody, doba akumulace 300 s, poterskéimulace +400 mV, parametry
metody: rychlost polarizace 20 m:svyska pulsu 50 mV, #a pulsu 80 ms

C snErnice Usek R on LOD
4 NA  pmol™ .
molxdm dm3 nA nA mol.dm
m
1x10° -
X104 25,5 4,2 0,9856 1,814 5,5x10
X

R® koeficient determinacey, smirodatna odchylka
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3.4 Stanoveni v realném vzorku

Jako redalny vzorek byla zvolena voda po holenidAsiintense Touch. Vzorek nebyl
nijak chemicky upravovan, byl pouzetaein 200x BR pufrem o pH 12 a poté &i@n
metodou standardnihdigavku.

Do odngrné baiky bylo napipetovano 50 ul vody po holeninka byla poté dopkna
na objem 10 ml BR pufrem o pH 12. Zasobni roztokzoéenonu-3 byl nadn na
koncentraci 5x13 M a z tohoto roztoku bylo poté pipetovano dvakt8il pl jako dvou
standardnich #idavka. Standardni fidavek byl pidavan dvakrat pro zvySeniigsnosti
meieni. Na obrazku 3.17 je witlprabéh meéieni metodou standardnihdigavku s akumulaci

a bez akumulace.
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Obr. 3.17 ZAvislost vySky DP voltametrického piku na&idaném latkovém mnoZstvi
benzofenonu-3 do &eného roztoku. Linie 1 znazarje nmeteni s pouZzitim akumulace, linie

2 m&feni bez akumulace.
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Tab. 3.4 Vypocteny obsah benzofenonu-3 vrealném vzorku dle &ypoz rovnice
standardnihoifdavku

Metoda ¢ benzofenonu ve vzorku w benzofenonu ve vzorku
molx dm™ %

Akumulace 8,513x10°° 0,194

Bez akumulace 2,141x10° 0,0489

Ziskané vysledky se velmi vyznahsi. Davod tohoto rozdilu nebyl jiz v této BP odhalen a

bude mu ¥novana pozornost v budoucnu.
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3.5 Spektrofotometrické stanoveni benzofenonu-3vr  ealném vzorku

Realny vzorek byl dale zten metodou standardnihotigavku s pouzitim
spektrofotometrického stanoveni v kyyvet ptiméru 1 mm.. Pro tentod@! byly pripraveny 3
roztoky o objemu 5 ml. VSechny roztoky obsahovd lul readlného vzorku. Ke vzorku 2 a 3
byl piidan standardniifdavek v podob 100 resp. 200 pl zdsobniho methanolického roztoku
benzofenonu-3 o koncentraci 1% nolxdni>. VSechny roztoky byly dopkmy na konény

objem 5 ml methanolem.

Nameiena spektra byla vyhodnocena a z jejichupfoté spoétena koncentrace
benzofenonu-3 v realném vzorku. Jiz z d&enych spekter je znat, Ze spektrofotometrie neni
vhodnd metoda pro stanoveni benzofenonu-3 v redlwzorcich, jelikoz piky nabyvaji
jiného tvaru. To ukazuje na fakt, Ze n#ana spektra se skladaji @#qpsvkn vice slodenin

obsazenych v realném vzorku.

Také vypdétena koncentrace neodpovidéegpokladm. Koncentrace benzofenonu-3
v redlném vzorku by podle spektrofotometrickéheteni odpovidala hodnot3,05x10%
molxdnm>, tedy fiblizng 0,7 % benzofenonu-3 ve vzorku. Takto vysoka kotreer oviem
neni povolena Evropskou komisi, ktera rozhodla; kesmetickych vyrobcich, které neslouzi
jako krém na opalovani, nesniefrctit koncentrace bezofenonu-3 hodnotu 0,5 %.
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Obr. 4.1 Namétena UV spektra vody po holeni Adidas (1) a standatdgidavki 100 pl (2)
a 200 pl (3) 1x18 benzofenonu-3, celkovy objemsteného roztoku 5 ml.
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Obr. 4.2 Zavislost absorbance vzorku vody po holeni a dstandardnichijdavki o objemu
100ul a 200ul na koncentraci standardnilimgvku. Méfeno pomoci spektrofotometrie v

kiemennych kyvetach o tlote 1 mm.
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4. Zaver

Byla vyvinuta a optimalizovana metoda stanovemizbénonu-3 metodou diferémi
pulsni voltametrie s pouzitim uhlikové pastové &lmky. Jako optimalni prastdi byla
pouzita smis Brittonova-Robinsonova pufru a methanolu, s ogliihhodnotou pH 12. Déale
byla prozkoumana moznost pouZziti akumulace proeawiysitlivosti néteni. Mez detekce DP
voltametrického stanoveni s pouzitim akumulace rgvreatelny s metodou HPLC s UV
detektorem. Metoda bez pouziti akumulace ma hodmoéze detekce vyssi, ale stale
srovnatelnou s jinymi elektrochemickymi metodarakyjmi je napiklad cyklicka voltametrie

nebo voltametrie na visici rttavé kapce.

Tato optimalizovana metoda byla poté aplikovana realny vzorek. Stanoveni

réalného vzorku bylo ale zatizeno systematickoubchykterou nebylo mozné identifikovat.

Stanoveni bezofenonu-3 v realném vzorku metodaretifni pulsni voltametrie tak nemohlo
byt uUsgsSre provedeno. Srovnavaci ¢éheni pomoci spektrofotometrie ukazalo, Ze

benzofenon-3 nelze &g stanovit ve sisi s dalSimi absorbujicimi latkami.

Méfreni na uhlikové pastové elekttodle dokézalo, Ze tato elektroda je citliva na
piitomnost bezofenonu-3 ve vzorku, neni vSak schaglektivniho stanoveni. Do budoucna
by bylo vhodné pouzit uhlikovou pastovou elektrodwo detekci benzofenonu-3 po
separovani slozek vzorku raps pouzitim kapalinové chromatografie. Vysoka ivaitt
elektrody by byla vyhodn& v prdetli, ve kterém neni nutné gat s latkami negativn
ovliviujicimi pribéh stanoveni. Spojenim HPLC a uhlikové elektrodyrnmhlo byt dosazeno

vySSi citlivosti, nez maji s@asré pouzivané metody.
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