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Abstrakt:

Bylo prostudovéano voltametrické chovani triclosanu na uhlikové pastové elektrodé
metodou diferencni pulzni voltametrie v prostiedi Brittonova-Robinsonova pufru o rizném
pH a obsahu methanolu. Optimalni pH Brittonova-Robinsonova pufru bylo stanoveno
na pH 11. Mnozstvi methanolu ve vzorku nijak neovlivnilo stanoveni. Akumulace
na elektrodu zvysila odezvu jen nevyrazné.

Za optimalnich podminek byla stanovena mez detekce v destilované vodé
na 1,2:107 mol dm™ a #i¢ni vodé na 2,0-10”" mol dm triclosanu.

Reélné vzorky byly proméfeny metodami diferenéni pulzni voltametrie, vysokoucinné
kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekci v ultrafialové oblasti a
spektrofotometricky. Tyto koncentrace byly porovnavany a byla posouzena pouZzitelnost
diferen¢ni pulzni voltametrie na vzorky bez specialni piedptipravy. V nékterych ptipadech
tenzidy piitomné ve vzorcich znemoznovaly stanoveni 1 v pfipad¢ pouziti metody
standardniho ptidavku.



Abstract:

Differential pulse voltammetry was used to study the behaviour of triclosan at a carbon
paste electrode. The influence of various pH values of Britton-Robinson buffer and various
amounts of methanol was studied. Optimal found value of pH was pH 11 and there was no
difference in voltammetric signal in the media with various amounts of added methanol.
Accumulation on the electrode surface was negligible and did not result in significant
triclosan signal increase.

The limit of detection of 1,2:107 mol dm™ and the limit of quantification of
2,0-107 mol dm™ triclosan were found.

Real samples were studied by differential pulse voltammetry, high-performance liquid
chromatography and spectrophotometry. The results were compared and applicability of
differential pulse voltammetry to real samples without special preparation step was evaluated.
Surfactants present in samples obscured the voltammetric determination of triclosan in some
samples even in case of the utilization of standard addition method.
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Seznam pouzitych zkratek:

A absorbance [AU]

ACN acetonitril

DPAdSV diferen¢ni pulzni adsorpcni rozpoustéci voltametrie (Differential Pulse
Adsorptive Stripping Voltammetry)

BR pufr Brittontiv-Robinsontv pufr

c koncentrace [M, mol-dm™]

CAS Chemical Abstracts Service

CPE uhlikovéa pastova elektroda (Carbon Paste Electrode)

E potencial [mV]

Eaxu potencial akumulace [mV]

E, potencial piku [mV]

DPV diferen¢ni pulzni voltametrie (Differential Pulse Voltammetry)

HMDE visici rtutova kapkova elektroda (Hanging Mercury Drop Electrode)

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

UV/VIS spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra

1, vyska piku [nA]

L linearita (smérnice zavislosti dekadického logaritmu odezvy
na dekadickém logaritmu koncentrace)

L mez linearity (nasobek rozptylu a tabelovaného koeficientu)

LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

MeOH methanol

A vlnova délka [nm]

n pocet opakovanych méteni

p.a. pro analyzu

pH zéporny dekadicky logaritmus koncentrace oxoniovych iontt

R? koeficient determinace

S plocha piku [mAU:s]

o smérodatnd odchylka [mg]

O, smerodatna odchylka odezvy [nA]

O; relativni smérodatné odchylka

SPCE tisténa uhlikova elektroda (Screen-Printed Carbon Electrode)

t ¢as [min]

taku ¢as akumulace [s]

TCN triclosan

X sttedni hodnota obsahu analytu [mg]

Xppy sttedni hodnota obsahu analytu zjiSténa metodou diferencni pulzni
voltametrie [mg]

XupLC sttedni hodnota obsahu analytu zjiSténa metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie [mg]

Xsp sttedni hodnota obsahu analytu zjisténa spektrofotometricky [mg]



1. Teoreticka cast

1.1 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je studium chovani triclosanu (5-chlor-2-(2,4-
-dichlorfenoxy)fenolu), latky pouzivané v Cisticich a hygienickych prostedcich jako
antibiotické ¢inidlo, vyvoj metod pro jeji stanoveni pomoci diferencni pulzni voltametrie
(DPV) na uhlikové pastové elektrodé a vyuziti ziskanych poznatkii pro stanoveni triclosanu
v realnych vzorcich.

1.2 Studovana latka

Cl OH

Cl Cl

Obr. 1
Strukturni vzorec triclosanu

CAS c¢islo: 3380-34-5

Sumarni vzorec: C12H7CI30;

Molarni hmotnost: 289,545 g/mol

Bod tani: 329-331 K (56-58 °C) (cit. [1])

Rozpustnost v destilované vodeé pti 25 °C: 0,01g/1000g (cit. [2])

Tlak par: 7-10* Pa (cit. [2])

Disocia¢ni konstanta skupiny OH: 7,8 (cit. [3])

Rozdélovaci koeficient oktanol/voda: 4,76 (cit. [4])

Dalsi pouzivana jména: 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenol, USEPA/OPP Pesticide Code:
05490, Aquasept, Gamophen, Irgasan DP 300, Sapoderm, Ster-Zac, Cloxifenol, TCPP.

Triclosan je polychlorovany difenylether s alkoholovou skupinou. V pevném stavu je
tato sloucenina ve form¢ bezbarvych jehlicek s fenolovym zapachem, prakticky
nerozpustnych ve vod¢, rozpustnych v alkalickych roztocich a nékterych organickych
rozpoustédlech. V roce 1969 byl registrovan jako pesticid. V roce 2008 stanovila EPA (US
Enviromental Protection Agency) povolené koncentrace a limity uziti [5].

Triclosan muze byt pfitomen v krémech na oSetfeni citlivé pokozky, tonizacnich vodach,
tekutych mydlech, tuhych deodorantech, zasypech a sprejich na nohy, aj. Maximalni povolena
koncentrace triclosanu v kosmetickych prosttedcich je 0,3 % [5, 6] .

Do ptirody se od spottebitelii dostava odpadnimi vodami. Usazuje se a akumuluje
ve vodnich organismech. Vzhledem k vyskytu methyltriclosanu se usuzuje na moznou
nachylnost k biodegradaci [7]. Pti fotolyze triclosanu v destilované vodé¢ v laboratornich
podminkach byl stanoven polocas rozpadu pii pH 8 a intenzité zafeni poledniho slune¢niho
svétla na 45° severni zemépisné Sitky na 5 hodin [8], v pfirod€ na 21 dni [9].



Toxicita triclosanu se studuje na zvitatech. Testy zkoumaji zarudnuti pokozky
po aplikaci 0,1 — 6% roztoku na pokozku riznych druhti laboratornich zvirat. Pfi chronickém
vystaveni 0,5% roztoku nedochazelo k zddnému podrazdéni kiize ani k systémovym toxickym
ucinkiim [2]. Proniknuti triclosanu pokozkou je zkoumano na mysich [10] a kryséach [11].
Nebyly zjistény zadné toxické tc€inky, ptibirani ¢i ubytek na vaze, ovlivnéni plodnosti ani
zmény doby lihnuti €1 rozeni pii chronickém podéavani triclosanu vybranym druhiim ¢ervi,
pst, krys, ryb, dafnii a paviant [2, 7] .

Dalsi studie se vénuje pfirozené¢ akumulaci triclosanu, zejména v lidském matetském
mléce, pii jejimz feSeni bylo nalezeno v odebranych vzorcich stopové mnozstvi
(20-300 pum/kg tuku), coz je vice nez v mléce kravském (<20 pum/kg tuku) [12].

U clovéka byla alergie zpozorovéana pouze u 2 piipadii[13]. Karcinogenita zatim nebyla
prokazana [12]. Pfes opakované studie nebyl prokazan zvySeny ucinek zubni pasty
s triclosanem na mnozstvi zubniho plaku [14], avSak snizuje krvacivost dasni [15].

Byly vyvinuty riizné metody stanoveni triclosanu. Mezi nejrozsifenéjsi metody
stanoveni triclosanu patii vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
(HPLC-MS) [16] a nebo s detekei v ultrafialové oblasti (HPLC-UV) [17]. Po nich ptichazi
na fadu voltametrické stanoveni v zasadité nebo neutralni oblasti [ 18] a kapilarni
elektroforéza [19].

Voltametricka stanoveni jsou citliva, pomé&rmné rychla a levnéjsi nez chromatograficka.
Elektrochemicka oxidace triclosanu byla studovana na borem dopované filmové diamantové
elektrod€ [20] a na skelné uhlikové a diamantové elektrodé s mikrovinnou aktivaci [21].
Mnohé dalsi studie se zabyvaji riznymi elektrodami a moznostmi zvySeni citlivosti pomoci
nanocastic [18, 22] .

Dalsi studie se zabyvaly riiznymi matricemi. Pro stanoveni zubni pasty a Ustni vody byla
zvolena SPCE [18], HMDE pro zubni pastu a odpadni vodu [23]. Problematika stanoveni
triclosanu v tenzidech je zkouména v praci se skelnou uhlikovou elektrodou a feSeni
ptidavkem hydrotropni latky p-toluensulfonatu sodného (STS) [24] a stanoveni Ctyt
desinfek¢nich Cinidel v jednom vzorku metodou DPV na skelné uhlikové elektrodé [25].

Tab. 1.1 Srovnani meze detekce a stanovitelnosti triclosanu vybranymi analytickymi
metodami.

Metoda stanoveni triclosanu m§10dlr)n3 zdroj
HPLC-MS s gradientovou eluci 2,6:107" [26]
UPLC-PDA s gradientovou eluci 6,7-10" [27]
DPAdSV na HMDE v BR pufru o pH=7 6,4-107° [23]
Amperometricky sensor s MIP filmem 8,0-10°® [28]
Akumulace na CNP-PDDAC filmu ve fosfatovém pufru o pH 9,5 1,7-1077 [29]
DPV na GCE v BR pufru o pH=9,9 7,4-10°° [25]
DPV na SPCE v diethanolaminu o pH 10 1,2:10° [18]
HPLC-UV s mobilni fazi ACN-fosfatovy pufr 70 mM o pH 3,5 6,7-10°° [16]
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1.3 Uhlikova pastova elektroda

Uhlikova pastova elektroda (CPE) byla vynalezena R. N. Adamsem v roce 1958 [30],
ktery zjistil, ze vhodny material pro elektrodu se zajimavymi elektrochemickymi vlastnostmi
je hustsi smés praskového uhliku s mineralnim nebo silikonovym olejem. Pti realizaci
elektrody se touto pastou naplni elektrodové télo. Pastu nelze pouzit ihned po piipraveni.
Mnohdy je tfeba cekat, fddoveé hodiny, nez se pasta samovoln¢ ustali. Byva uchovavana
v igelitovych pytlicich ¢i tésnicich nadobkach, aby bylo zabranéno jejimu vysouSeni.

Mezi kladné vlastnosti CPE patii jednoduché modifikovatelnost [31]. MiZeme pouzit
nejen grafit, ale t€z rizné modifikace uhliku. Takovymi modifikacemi mohu byt nanotrubicky,
mikrokuli¢ky skelného uhliku a jiné materidly. Dals$i moZznosti, jak modifikovat CPE, je pfidat
k uhlikovému prasku treti slozku, ktera zméni chemické vlastnosti pasty. Mohou to byt
napiiklad zeolity nebo nanocastice. Dalsi pozitivum této elektrody spoc¢iva v Sirokém
potencialovém okné —1,3 az +1,4 V [32] a pfitomnost pastovaci kapaliny snizujici hodnoty
zbytkovych proudu [33].

Naopak mezi negativa patii naadsorbovany kyslik v pasté, ktery ptisobi rusivé v oblasti
katodickych potencialti a omezena reprodukovatelnost otirani, dana definovanym povrchem
uhlikové pasty, zptisobem otéru a nizkou mechanickou odolnosti elektrodového téla. Nizsi
stabilita pasty ve vzorcich organického rozpoustédla lze fesit pouzitim mikrokuli¢ek skelného
uhliku namisto uhliku praSkového. CPE lze pouzit 1 jako detektor pro pratokové metody [34].
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

Studovana latka: Irgasan > 97,0 % (HPLC) Sigma-Aldrich, USA

Zasobni roztoky triclosanu byly pfipraveny odvaZenim pfesného mnozstvi latky
na analytickych vahach a rozpusténim v methanolu (p.a., Merck, Némecko) v odmérné banice
a byly uchovavany potmé za laboratorni teploty. Méteni UV/VIS spektra prokazalo stalost
latky za téchto podminek uchovavani.

BR pufry o pfislusném pH byly pfipravovany misenim zasadité a kyselé slozky
do dosazeni pozadovaného pH, jehoz hodnota byla méiena pH metrem. Kysela slozka pufru
obsahovala kyselinu boritou (p.a., Lachema Brno, CR), kyselinu fosfore¢nou (85%, p.a.,
Lachema Brno, CR) a kyselinu octovou (98%, p.a., Lach-Ner Neratovice, CR) , kazdou
o koncentraci 0,04-mol dm™. Zasadita slozka pufiu je 0,2 mol dm™ roztok hydroxidu sodného
(p.a.,Lach-Ner Neratovice, CR).

Fosfatovy pufr byl pfipraven z 0,07 mol dm roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného
(p.a., Lachema, CR), jehoZ pH bylo upraveno na pH 3,5 kyselinou fosfore¢nou.

Uhlikova pasta byla vytvofena smisenim 0,5 g mikrokuli¢ek skelného uhliku o priméru
0,4 — 12 um (Alpha Aesar, USA) a 200 pl mineralniho oleje (Fluka Biochemika, Svycarsko).

Redlné vzorky kosmetickych ptipravki byly: tuhy deodorant Playboy New York (Coty,
Francie), zubni pasta Colgate Total Advanced Fresh (Colgate-Palmolive, USA), desinfek¢ni
mydlo Profiline Herbavera (3K s.r.0., CR) a mydlo uréené pro intimni hygienu Chilly intima —
delicate formula, (L. Manetti — H. Roberts & C.p.A., Italie).

2.2 Pouzité pristroje

2.2.1 Voltametrie

Sestava: Eco-Tribo-polarograf se softwarem Polar Pro v.4 (Polarosensors, CR)
Elektrody:
pracovni elektroda: CPE v teflonovém téle s kruhovou aktivni plochou o priméru
2 mm
referentni elektroda: argentochloridova, 3 mol dm™ chlorid draselny
pomocna elektroda: platinova pliskova elektroda

2.2.2 Vlysokoucinna kapalinova chromatografie

Pumpa: High pressure pump 5001, Laboratorni piistroje Praha

Davkovac: Sample injector D se smyckou 20 pl, Ecom

Ptedkolonka: LiChroCART® 4-4 Purospher® RP-18 (5 um), Merck, Némecko
Kolona: LiChroCART® 125-4 Superspher® 100 RP18, Merck, Némecko
Detektor: Sapphire 800, Ecom, CR

Program: Clarity version 2.4.1.87 DataApex

2.2.3 Spektrofotometr
Agilent 8453, Agilent Technologies, USA

2.2.4 pH metr
pH meter 3510 (Jenway, UK) s kombinovanou sklenénou elektrodou (Jenway, UK)
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Voltametrie

Vsechna méteni byla provadéna za laboratorni teploty. Pii voltametrickych métenich
byl vzdy piipravovan objem vzorku 10 ml a méfeni opakovano tiikrat. Do vypocta a grafti byl
udavan jejich primér. Pouzité parametry DPV techniky byly rychlost polarizace 20 mV s,
Sitka pulzu 100 ms a vyska pulzu 50 mV.

Roztoky o pozadované koncentraci byly pfipraveny ze zasobniho methanolického
roztoku triclosanu o koncentraci 110~ mol dm™, pfidanim potfebného mnoZstvi methanolu a
doplnénim do pozadovaného objemu BR pufrem o daném pH.

2.3.2 Vlysokoucinna kapalinova chromatografie

Mobilni faze byla piipravena smisenim ACN a fosfatového pufru o koncentraci
70 mmol dm™ a pH 3,5 (55:45, V/V).

K detekci byla vyuzita spektrofotometricka detekce pii 280 nm. Pritok mobilni faze byl
1 ml min"'. Davkovéno bylo 20 pl roztoku a standardni pfidavky €inily 100 ul standardniho
roztoku koncentrace 1-10~° mol dm™ triclosanu do 5 ml. Podminky méfeni byly pievzaty a
upraveny z [23].

2.3.3 Spektrofotometrické méreni

Mg¢éteni realnych vzorki triclosanu bylo provadéno v 10 mm kiemenné kyveté, do které
bylo napipetovano 3 ml vzorku a postupné ptidavan standardni piidavek 30 pul o koncentraci
1-107 mol dm triclosanu a provadéna méfeni v rozmezi vinovych délek 200 az 800 nm.

2.3.4 Priprava realnych vzorku

Pfi piipravé fi¢niho vzorku o koncentraci 1-10~° mol dm™ triclosanu bylo odpipetovano
0,25 ml methanolického roztoku triclosanu o koncentraci 1-102 mol dm™ do 250 ml bafiky a
doplnén ti¢ni prefiltrovanou vodou, nabranou ve Vltavé na Vytoni (21. 2. 2012). Pro méteni
bylo 5 ml vodného roztoku o pozadované koncentraci triclosanu doplnéno do 10 ml RB
pufrem o pH 11. Uvadéné hodnoty koncentraci se vztahuji ke vzorku fi¢ni vody pied
ziedénim pufrem.

Pro voltametrické stanoveni v kosmetickych ptipravcich byly vzorky pfipraveny
rozpusténim ptiblizné presné 0,1000 g vyrobku v 10 ml methanolu a sonifikovany. Vzorky
pro spektrofotometrii byly navic filtrovany pies stfikackovy filtr (ProFill Plus PTFE 0,45 um,
Fisher Scientific).

Pti ptipravé vzorki pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii byl methanol
nahrazen mobilni f4zi a po sonifikaci a zchlazeni na 0 °C byly vzorky filtrovany pies
sttikaCkovy filtr.

2.3.5 Zpracovani vysledku

Mez detekce byla spoctena jako trojnasobek smérodatné odchylky odezvy prepoctené
na koncentraci podélenim danou smérnici z kalibra¢ni pifimky. Mez stanovitelnosti byla
urcena jako desetinasobek smérodatné odchylky odezvy piepoctené na koncentraci.

Jako mira linearity z&vislosti byla pouzita smérnice zavislosti dekadického logaritmu
odezvy na dekadickém logaritmu koncentrace.
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2.4 Spektrofotometrické méreni stalosti

Stalost zasobniho roztoku byla sledovana spektrofotometricky.

Absorpcni spektrum bylo proméfovano v zasobnim methanolickém roztoku,
jehoz koncentrace byla 1-10° mol dm™ triclosanu, proti methanolu v kiemennych kyvetach
tloustky 1,01 mm v rozmezi vinovych délek 200 az 800 nm (Obr. 2. 1). Absorpcni maximum
triclosanu ma hodnotu 280 nm. Pokud by se latka rozkladala, tento pas by ménil svoji velikost
nebo se objevovaly jiné pasy jinde. Z opakované¢ho méteni po del§im ¢asovém tseku vyplyva,
ze triclosan, skladovany za laboratorni teploty a temnu, je staly (Tab. 2.1).

1,5

A

05 F

0,0 - , I \ 1 \ 1 \ 1 ) 1 \
200 300 400 500 600 700 1, nm 800

Obr. 2.1 Ultrafialové a viditelné spektrum zasobniho roztoku triclosanu 1-10~° mol dm™
v methanolu méteno v kiemennych kyvetach tloustky 1,01 mm v rozmezi vinovych délek 200
az 800 nm.

Tab. 2.1 Stalost zasobniho roztoku triclosanu 110~ mol dm™ v methanolu.

J
! 282 nm
dny
A %
0 0,510 100,0
2 0,506 98,96
8 0,501 97,99
15 0,500 100,0
29 0,522 102,2
154 0,521 101,8
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3. Vysledky a diskuse

3.1 Optimalizace metody stanoveni triclosanu diferencni pulzni
voltametrii

3.1.1 Vliv pH

Dutlezitou roli pti méteni hraje hodnota pH. Velikost odezvy elektrody se miize
v riizném prostiedi znacné lisit, je tedy dllezité zvolit pH, pii kterém je odezva pfistroje
nejvetsi a tedy kalibracni zévislost nejstrméjsi. Byla provedena série méfeni, pti kterém mél
BR puft rizné hodnoty pH, od pH 2 po pH 12. Prosttedi 10 % obj. methanolu zajist'ovalo
rozpustnost triclosanu v celé skale.

Triclosan poskytuje v celé skale pH jeden pik (Obr. 3.1), jehoz potencial se
se snizujicim pH posouva k vy$sim hodnotadm podle zavislosti EfmV] =— 53,4-pH + 1087
(R2 =0,9892). (Obr. 3. 2). Odezva se zvysuje od pH 8 vlivem disociace latky, vyska piku

vvvvv

dal$ich méfenich.
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Obr. 3.1 Anodické DP voltamogramy triclosanu o koncentraci 1-10* mol dm méfené
na CPE v prostfedi BR pufru o pH 2 (2) az pH 12 (12) a methanolu (9:1, V/V). Podminky
DPV: rychlost polarizace 20 mV s™', vyska pulzu 50 mV, Sitka pulzu 100 ms.
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Obr. 3.2 Zavislost potencialu pikd na pH BR pufru a methanolu (9:1, V/V).
Koncentrace triclosanu 110~ mol dm™. Mé&feno na CPE metodou DPV, rychlost polarizace
20 mV s, vyska pulzu 50 mV, sitka pulzu 100 ms.
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Obr. 3.3 Zavislost vysky pikt triclosanu na pH BR pufru s obsahem methanolu (9:1,
V/V). Koncentrace triclosanu 1-10* mol dm™. Méfeno na CPE metodou DPV, rychlost
polarizace 20 mV s, vyska pulzu 50 mV, $iika pulzu 100 ms.
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3.1.2 Pasivace elektrody

Déle bylo tteba ovéfit, zda nedochazi k pasivaci elektrody. Pokud k ni dochazi, je tfeba
povrch elektrody mechanicky obnovovat po kazdé namétené kiivce. Pti opakovaném méfeni
bez otirani bylo zjisténo, ze k pasivaci elektrody dochazi (Obr. 3.4), je dokonce natolik silna,
Ze behem tfinacti méfeni pik triclosanu témét zcela vymizi.

200
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150

100

50

0 200 400 600 800 E. mV 1000

Obr 3.4 Anodické DP voltamogramy 1-10~° mol dm™ triclosanu méfené na CPE
v prostiedi BR pufru o pH 10 a methanolu (9:1, V/V), bez otirani elektrody. Cislo kiivky
odpovida pofadi méfeni. Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s, vyska pulzu 50 mV,
Sitka pulzu 100 ms.

3.1.3 Akumulace

Akumulaci latky na povrchu elektrody Ize zvysit citlivost méteni. Lze ji akumulovat
v michaném roztoku bez vloZeného potencidlu nebo s prochazejicim proudem. Ke zkoumani
akumulaénich podminek byl pfipraven roztok triclosanu o koncentraci 1-10~° mol dm™,
ktery obsahoval 1 ml methanolu a byl doplnén BR pufrem o pH 11. Nejprve byla studovana
velikost signalu v zavislosti na akumula¢nim ¢ase (Obr. 3.5), poté byl zvolen ¢as 5 minut a
bylo ménéno akumulacni napéti (Obr. 3.6). Pfi desetiminutové akumulaci stoupla odezva jen
2,5-krat, akumulacni potencial ovlivnil vy§ku odezvy téz nevyrazné, proto byla dalsi méteni
provadéna bez akumulac¢niho kroku.
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Obr. 3.5 Zavislost vysky piku triclosanu na dobé akumulace. Koncentrace triclosanu
1-10° mol dm, mé&feno metodou DPV na CPE v prostiedi BR pufru o pH 11 a methanolu

(9:1, V/V). Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s', vy$ka pulzu 50 mV, §itka pulzu

100 ms.
400

w

o

o
T

200

100

O L | L | L |

0 100 200 300 E mV 400

Obr. 3.6 Srovnani velikosti piku triclosanu na rizném potencidlu akumulace.
Koncentrace 110~ mol dm™ triclosanu v prostiedi BR pufru o pH 11 a methanolu (9:1, V/V).
Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s, vyska pulzu 50 mV, $iika pulzu 100 ms.
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3.1.4 Vliv mnozstvi methanolu

S ohledem na nizkou rozpustnost triclosanu ve vode¢ se pii stanoveni v realnych
vzorcich da pfedpokladat pouziti methanolu jako rozpoustédla ¢i extrakéniho ¢inidla. Proto
byl ovéfen vliv mnozstvi methanolu pfitomného v roztoku na odezvu elektrody. Mnozstvi
methanolu ve stanovovaném roztoku nemélo vliv na voltamogram triclosanu v rozmezi
0 — 50 % obj., protoze prabehy voltametrickych kiivek jsou témét totozné (Obr. 3.7), a proto
nezalezi na jeho pfidaném mnozZstvi ve vzorku.
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Obr. 3.7 Anodické DP voltamogramy 1-10~* mol dm™ triclosanu méfené na CPE
v prostfedi BR pufru o pH 10 a methanolu (9:1, V/V). Ktivka (1) znazoriiuje indiferentni pufr,
(2) triclosan s 10 % obj. methanolu, (3) triclosan bez methanolu a (4) triclosan s 50 % obj.
methanolu. Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s, vyska pulzu 50 mV, §ifka pulzu
100 ms.
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3.2 Kalibracéni krivka

Po zjiSténi optimalnich podminek stanoveni, prostfedi BR pufru o pH 11, bez
akumulace, je tfeba ovéfit linearitu zavislosti odezvy na koncentraci. Pro zméteni
koncentracni zavislosti byla pfipravena koncentra¢ni fada roztokti obsahujici 10% ob;.
methanolu, doplnéna BR pufrem o pH 11 a proméfena od koncentrace 1-10* mol dm™

Cvwr

swwvr

koncentra¢ni zavislosti je zanedbatelny a koeficient determinace potvrzuje linearitu zavislosti.
Meze detekce a stanovitelnosti nesou dilezitou informaci o citlivosti dané metody.

Tyto meze byly zkoumany na roztoku triclosanu o koncentraci 6-107 mol dm™ v prostiedi

BR pufru o pH 11 a 10% obj. methanolu.
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Obr. 3.8 Vybrané anodické DP voltamogramy triclosanu métené na CPE v prostiedi BR
pufru o pH 11 a methanolu (9:1, V/V). Koncentrace triclosanu 1-107*(1), 8:107(2), 6:107(3),
4-107°(4),2-107°(5), 1-10°(16), 8-107°(7), 6:107°(8), 4:10~° mol dm™ (9) a zakladni elektrolyt
(el). Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s, vys$ka pulzu 50 mV, §itka pulzu 100 ms.
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Obr. 3.9 Kalibraéni kiivka triclosanu méfena metodou DPV v prostiedi methanolu
a BR pufru o pH 11 (1:9, V/V). Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s, vyska pulzu
50 mV, sitka pulzu 100 ms.

Tab. 3.1 Parametry kalibra¢ni zavislosti triclosanu, méfeno metodou anodické DP
voltametrie na CPE v prostfedi methanolu a BR pufru o pH 11 v poméru (1:9, V/V), linearita,
hodnota smérodatné odchylky odezvy z opakovaného méteni, limit detekce a limit
stanovitelnosti.

c usek smérnice R I a, LOD LOQ
mol dm™ nA  nA pmoldm’ nA mol dm”®  mol dm”
1-107-1-10* 0,32 10,4 0,9981 0,990 0,432 1,2:107  4,1-107
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3.3 Voltametrické stanoveni triclosanu v fic¢ni vodé

Ze zasobniho roztoku modelového vzorku fi¢ni vody o koncentraci triclosanu
1-10° mol dm™ byly nachystany kalibra¢ni roztoky a proméfeny voltamogramy v prostiedi
BR pufru o pH 11. Parametry ziskané kalibra¢ni ptimky jsou uvedeny v Tab. 3.2,
voltametrické kiivky jsou ukazany na Obr. 3.10 a odpovidajici kalibra¢ni kiivka
koncentracnim rozsahu na Obr. 3.11. Smérnice piimky koncentracni zavislosti
triclosanu v fi¢ni vode¢ je, s ohledem na fedéni vzorku, velmi blizka smérnici piimky
koncentracni zavislosti téze latky v Cistych rozpoustédlech. Ve srovnani s timto méfenim ma
ale kalibracni kiivka maly linedrni rozsah; na Obr. 3.11 jsou vidét dva body nelezici na
pfimce, které mohou byt zplisobené interakci analytu s matrici ficni vody.

120 <

I,nA |

100

80

60

40

20 L | L | L | L | L |
200 300 400 500 600 700 my 800

Obr. 3.10 Anodické DP voltamogramy triclosanu métené na CPE v prostfedi BR pufru
o pH 11 s #iéni vodou (1:1, V/V). Koncentrace triclosanu ve vzorku 1-107° (1), 8:10°(2) 6-:10"
6(3),4:10°(4),2:10°(5), 1,6-10°(6), 1,2:10°° (7), 8-107" mol dm(8) a zakladni elektrolyt
(el). Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s, vy$ka pulzu 50 mV, §itka pulzu 100 ms.
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Obr. 3.11 Zavislost vysky piku na koncentraci triclosanu v fi¢ni vodé a BR pufru
o pH 11 (1:1, V/V) po nafedéni. Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s™', vyska pulzu
50 mV, sitka pulzu 100 ms.

Tab. 3.2 Parametry kalibra¢ni zavislosti triclosanu, méfeno metodou anodické DP
voltametrie na CPE v prostfedi methanolu a BR pufru o pH 11 v poméru (1:9, V/V), linearita,
hodnota smérodatné odchylky odezvy z opakovaného méteni, limit detekce a limit
stanovitelnosti.

c usek smérnice R I a, LOD LOQ
mol dm nA  nA pmol’dm’ nA mol dm™®  mol dm™
1-10°-8-107 2,72 4,8 0,9988 1,400 0,308 2,0-107  6,4-107
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3.4 Voltametrické stanoveni triclosanu v realnych vzorcich metodou
standardniho pfidavku

Jako realné vzorky byl zvolen tuhy deodorant, zubni pasta, desinfek¢ni mydlo a mydlo
urcené na intimni hygienu. Po odvazeni, rozpusSténi v methanolu a sonifikaci prob&hlo méfeni
v pozadovaném prostiedi. Vzorek tuhého deodorantu, rozpustény v methanolu po piidani
BR pufru o pH 11 (1:1, V/V), vytvofil fidky gel. U vzorku pasty zlstala v roztoku nerozpustna
slozka. Vzorky mydel zlstaly Ciré.

Po proméfeni bylo do voltametrické nadobky piidano 100 pl zdsobniho roztoku
o koncentraci 110~ mol dm™ a provedeno méfeni. Standardni piidavek byl pfidan dvakrat
pro zvyseni piesnosti vysledkd.

V tabulce (Tab. 3.3) jsou vyhodnoceny anodické DP voltamogramy vzorkl tuhého
deodorantu (Obr. 3.12), zubni pasty (Obr 3.13), desinfekéniho mydla (Obr 3.14) a mydla
urceného k intimni hygiené (Obr. 3.15). Méfeni vykazuje u nékterych vzorkli znacny rozptyl
zpusobeny matrici.

Tab. 3.3 Vypocteny pramérny obsah triclosanu v redlnych vzorcich z namétenych DP
voltamogramu vztazenych na 100 g vyrobku, interval spolehlivosti, smérodatnd odchylka a
relativni smérodatna odchylka. Pocet méfeni n=3.

XDpV L, 2 o
vzorek or

mg mg mg
tuhy deodorant 142 11 5 0,04
zubni pasta 282 46 43 0,07
desinfek¢éni mydlo 212 72 60 0,28
mydlo uréené

42 22 8 0,24

k intimni hygiené
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Obr. 3.13 DP voltamogramy tuhého deodorantu rozpusténé¢ho v methanolu a BR pufru
opH 11 (1:1, V/V). Ve vloZzeném grafu zavislost vysky piku na koncentraci triclosanu.
Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s™', vyska pulzu 50 mV, $iika pulzu 100 ms.
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Obr. 3.14 DP voltamogramy zubni pasty rozpusténé v methanolu a BR pufru o pH 11
v poméru (1:1, V/V). Ve vlozeném grafu zavislost vySky piku na koncentraci triclosanu.
Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s', vyska pulzu 50 mV, $iika pulzu 100 ms.
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Obr. 3.15 DP voltamogramy desinfekéniho mydla rozpusSténého v methanolu a BR
pufru o pH 11 (1:1, V/V). Ve vloZeném grafu zavislost vysky piku na koncentraci triclosanu.

Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s™', vyska pulzu 50 mV, $iika pulzu 100 ms.
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Obr. 3.16 DP voltamogramy mydla urc¢eného pro intimni hygienu v methanolu a
BR pufru o pH 11 (1:1, V/V). Ve vloZzeném grafu zavislost vysky piku na koncentraci
triclosanu. Podminky DPV: rychlost polarizace 20 mV s, vyska pulzu 50 mV, $iika pulzu
100 ms.
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3.5 Spektrofotometrické stanoveni triclosanu v realnych vzorcich
metodou HPLC-UV metodou standardniho pfidavku

HPLC metoda byla ptevzata z literatury [16] a slouzi jako srovnavaci metoda. Na ukor
sv¢ presnosti je ndrocnd na provoz a proto se ji vyvijena metoda snazi nahradit.
Po pripravé vzorki a odstranéni ¢asti matrice, jak je popsano v kapitole 2.3.4, byla prométena
zavislost ploch pikli na koncentraci. Vzhledem k experimentalni narocnosti byl ptidavan
pouze jeden piidavek 100 pl zasobniho roztoku triclosanu o koncentraci 1-10~ mol dm™.
V tabulce (Tab. 3.4) jsou opét vyhodnoceny chromatogramy vzorkti tuhého deodorantu
(Obr. 3.17), zubni pasty (Obr. 3.18), desinfekéniho mydla (Obr. 3.19) a mydla urc¢eného k
intimni hygiené (Obr. 3.20).
Mezi méfenim jednotlivych druhii kosmetickych ptipravkl byla kolona promyta
acetonitrilem, aby se odstranily pfipadné interferenty.

Tab. 3.4 Vypocteny priimérny obsah triclosanu v realnych vzorcich z naméfenych
chromatogrami vztazenych na 100 g vyrobku, interval spolehlivosti, smérodatnd odchylka a
relativni smérodatna odchylka. Pocet méteni n=2.

XHPLC Li, o
vzorek O:
mg mg mg

tuhy deodorant 283 39 27 0,09
zubni pasta 290 23 16 0,06
desinfekéni mydlo 227 60 41 0,18
mydlo urcené

84 12 8 0,01

na intimni hygienu
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Obr. 3.17 Chromatogramy tuhého deodorantu na kolon€ LiChroCART® 125-4
Superspher® 100 RP18, Merck, v mobilni fazi ACN a fosfatovy pufr 70 mM o pH 3,5 (55:45,
V/V), davkovano 20 pl, spektrofotometricka metoda detekce pii 280 nm.
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Obr. 3.18 Chromatogramy zubni pasty na koloné LiChroCART® 125-4 Superspher®
100 RP18, Merck, v mobilni fazi ACN a fosfatovy pufr 70 mM o pH 3,5 (55:45, V/V),
davkovano 20 pl, spektrofotometrickd metoda detekce pii 280 nm.
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Obr. 3.19 Chromatogramy desinfekéniho mydla na kolon¢ LiChroCART® 125-4
Superspher® 100 RP18, Merck, v mobilni fazi ACN a fosfatovy pufr 70 mM o pH 3,5 (55:45,
V/V), davkovéno 20 pl, spektrofotometrickd metoda detekce pii 280 nm.
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Obr. 3.20 Chromatogramy mydla ur¢eného k intimni hygien¢ na kolon¢ LiChroCART®
125-4 Superspher® 100 RP18, Merck, v mobilni fazi ACN a fosfatovy pufr 70 mM o pH 3,5
(55:45, V/V), davkovano 20 pl, spektrofotometricka metoda detekce pii 280 nm.
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3.6 Spektrofotometrické stanoveni triclosanu v realnych vzorcich
metodou standardniho pridavku

Meéfeni bylo provadéno v 10mm kiemenné kyveté, do které byl napipetovan vzorek
a po promé&ieni pipetovan a proméfen standardni ptidavek. Z daného méteni byl spocten
obsah triclosanu (Tab. 3.5). Standardni piidavek byl pipetovan k vzorku tuhého deodorantu
(Obr. 3.21), zubni pasty (Obr. 3.22), desinfekéniho mydla (Obr. 3.23) a mydla urc¢eného k
intimni hygiené (Obr. 3.24). Pii pohledu na grafy je zfejmé, Ze na pozadi vystupuji
interferenty znemoziujici stanoveni triclosanu touto metodou.

Tab. 3.5 Vypocténé mnozstvi triclosanu stanoveného spektrofotometricky metodou
standardniho ptidavku. Vysledek je vztazen na 100 g vzorku.

vzorek rr)1€g
tuhy deodorant 341
zubni pasta 4

desinfekéni mydlo 387
mydlo uréené 139

na intimni hygienu

¢ —nebylo mozno vyhodnotit z grafu.
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Obr. 3.21 UV/VIS spektra tuhého deodorantu (1) a standardnich ptidavka (2), (3) a (4)
o kroku 1-107° mol dm™ triclosanu.
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Obr. 3.22 UV/VIS spektra zubni pasty (1) a standardnich ptidavki (2), (3) a (4)
o kroku 1-107° mol dm™ triclosanu.
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Obr. 3.23 UV/VIS spektra desinfekéniho mydla (1) a standardnich pfidavki (2), (3) a
(4) o kroku 1107 mol dm™ triclosanu.
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Obr. 3.24 UV/VIS spektra mydla urc¢eného k intimni hygiené (1) a standardnich
ptidavki (2), (3) a (4) o kroku 1:10~° mol dm™ triclosanu.
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3.6 Srovnani vzorkuU

Vypracovana metoda byla ovéfena na readlnych vzorcich. Vysledky byly srovnany
metodou HPLC-UYV, kterou povazujeme za verifikovanou metodu (Tab. 3.6).
metodou DPV polovi¢ni. Tento jev Ize vysvétlit vlivem dalSich latek pfitomnych ve vzorku,
zejména tenzidl pfitomnych ve vzorcich [24]. Mozné feSeni je pfidani anti-surfaktantu,
které zamezi vzniku micel a ndslednému ustanoveni rovnovahy mezi micelami a okolim.
U vzorku zubni pasty pevné slozky neovliviiuji stanoveni triclosanu. Uspokojive Ize
dosdhnout stanoveni triclosanu metodou DPV bez ptedpiipravy vzorku u zubni pasty a
desinfek¢niho mydla.

Pro spektrofotometrické stanoveni metodou standardniho ptidavku je dilezité mit
ve vzorku co nejméné latek absorbujici v oblasti, kde absorbuje analyt. Ve v§ech vzorcich
vSak byly pfitomny interferenty znemoziujici spravné vyhodnoceni kiivek.

Tab. 3. 6 Srovnani vysledkil stanoveni triclosanu ve vzorcich metodami DPV na CPE,
HPLC-UYV a spekrofotometrickém stanoveni. Vysledky jsou vztaZzeny na 100 g vzorku.

X
mg XDPV/XHPLC Xsp/XHPLC
vzorek Soektrofot A o
DPV HPLC-UV pekirototo-
metrie
tuhy deodorant 142+12 283427 341 50 121
zubni pasta 282446 290+16 - 97 =
de§1nfekcn1 2124130 227441 387 93 170
mydlo
mydlo uréené 49499 8448 139 50 165

k intimni hygiené

* —nebylo mozno vyhodnotit.
® — nelze vypoditat.
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4. Zaveér

Bylo prostudovéno voltametrické chovani triclosanu na CPE metodou DPV v prostiedi
BR pufru o rizném pH a mnozstvi methanolu. Mnozstvi methanolu neovliviiovalo stanoveni a
optimalni pH BR pufru bylo stanoveno na pH 11. Prostudovana byla moznost akumulace,
triclosan se vSak akumuloval nevyrazné.

Za optimalnich podminek byla stanovena mez detekce na 1,2:10”7 mol dm™. Tato
hodnota je srovnatelna s akumulaci na CNP-PDDAC film metodou DPV [29] a lepsi nez
popsané elektrochemické metody s vyjimkou visici rtutové kapkové elektrody [23]

(viz Tab. 2.1).

Prostudovana byla moznost akumulace, triclosan se vSak akumuloval nevyrazné.

Vypracovana metoda byla ovéfena na realnych vzorcich. Vysledky byly srovnany
s komparativni metodou HPLC-UV (Tab. 3.6). Niz§i naméfenou koncentraci triclosanu
metodou DPV Ize vysvétlit pomoci micel vytvoienych tenzidy pfitomnymi ve vzorcich mydel
a tuhého deodorantu [24]. Uspokojivée 1ze dosahnout stanoveni triclosanu metodou DPV
bez predptipravy vzorku u zubni pasty a desinfekéniho mydla. Spektrofotometrické stanoveni
metodou standardniho ptidavku nelze povazovat za vérohodné.
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