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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva chovanim chemickych filtrii ultrafialového zéafeni. V teoretické
¢asti je charakterizovano UV zéfeni, dale je zde uvedena klasifikace UV filtri a jejich
mechanismus absorpce zafeni. Pievazna ¢ést teoretické ¢asti je poté vénovana strukturalnim

zménam UV filtrd a analytickym metodam stanoveni UV filtra.

Prakticka cast byla vénovéna vyvoji spektrofotometrickych a chromatografickych metod pro
charakterizovani a sledovani vlastnosti UV filtri. Pfevazna Cast praktické ¢asti je vénovana
plynové chromatografii, kterda byla vyuzita k detekci jednotlivych UV filtrd a jejich

pozménénych forem.

Klicovéa slova: ultrafialové zateni, UV filtry, fotodegradace, fotoizomerace, plynova

chromatografie

ABSTRACT

The diploma thesis deals with the behaviour of chemical filters of ultraviolet radiation. In
the theoretical part, UV radiation is characterized followed by the classification of UV filters
and their mechanism of radiation absorption. The main part of theoretical part is devoted to

structural changes of UV filters and to analytical methods for determining UV filters.

In the experimental part of the diploma thesis, the development of spectrophotometric and
chromatographic methods for characterization and monitoring of UV filter properties was
executed. The main part of the experimental part is devoted to the gas chromatography,

which was used to detect individual UV filters and their altered forms.

Keywords: ultraviolet radiation, UV filters, photodegradation, photoisomerization, gas

chromatography
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UvVOD

V poslednich letech se zvysila poptavka po ptipravcich, které ve svém slozeni obsahuji filtry
ultrafialového zareni, zkracené UV filtry. UV filtry jsou chemické latky chranici nejen
uzivatele, ale 1 riizné materialy, obaly nebo kosmetické ptipravky pred negativnimi vlivy
zptisobenymi UV zafenim, které na nasi zemi dopadd spolecné se sluneénim zéienim.
Existuji dva typy UV filtra, které se od sebe 1i§i mechanismem plisobeni na UV zéfeni. Jsou
to anorganické filtry, které jsou schopny zéfeni absorbovat, rozptylovat nebo reflektovat.
Dale pak organické filtry, které UV zéfeni absorbuji a vyzafi jej jednak v jiné podobé, napft.
ve formé tepla, nebo projde molekula béhem absorbovani UV zateni konformacéni zménou.
Konformaéni zmény UV filtrii zpisobené absorpci zafeni mohou mit vliv na funkei téchto

latek. Proto je nutné znat chemické chovani filtrii po jejich vystaveni UV zafeni.

Nékteré druhy UV filtrG prochéazi po vystaveni UV zéafeni zménami, napt. fotodegradaci,
fotizomerizaci, fototautomerizaci, fotolyzou a dalSimi chemickymi reakcemi. Vedlejsi
produkty téchto reakci mohou déle reagovat s dal§imi slozkami vyskytujicimi se spole¢né
s filtry. Pfikladem je Octinoxate (EHMC), ktery po vystaveni zafeni podléha fotoizomerizaci
a prechazi tak z komeréné pouZzivaného E-izomeru na Z-izomer, ktery ma jiné fyzikalne-
chemické vlastnosti. V dne$ni dobé¢ jsou stale vyvijeny metody, jak UV filtry stabilizovat
a chranit je pted neptiznivymi vlivy UV zéfeni. Jedna z moznosti je kombinace vice riznych
UV filtra. Nekteré UV filtry jsou schopny stabilizovat ty méné stalé. DalSi moZnosti je
enkapsulace UV filtrGi do lipidovych castic nebo jejich kombinace s ovocnymi extrakty,

které¢ zabranuji fotodegradaci.

Nezbytnou nutnosti je identifikace a sledovani zmén UV filtrh jak v Zivotnim prostiedi, tak
1 v kosmetickych ptipravcich. Proto je dilezité vyvijet metody napomahajici k identifikaci
a sledovani vlastnosti UV filtrii. V dnes$ni dob¢ existuji validované metody pro detekci UV
filtrd v riznych matricich/materidlech. Nejvyuzivanéj$si metodou detekce UV filtrti je
kapalinova chromatografie (HPLC). Mén¢ casto se pak vyuziva plynovéa chromatografie.

Absorp¢ni vlastnosti UV filtrti jsou studovany pomoci spektroskopickych metod.

Vtéto diplomové praci byl proveden vyvoj metod, spektrofotometrickych
1 chromatografickych, které jsou vyuzivany k detekci UV filtri v rGznych materialech.
Pomoci plynové a kapalinové chromatografie byla provedena detekce jak jednotlivych UV
filtra, tak i detekce pozméneéné formy UV filtru EHMC. Rovnéz byly sledovany vlivy UV

filtra na fotostabilizaci méné€ fotostabilniho UV filtru.
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I. TEORETICKA CAST
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1 UV ZARENI

Slunecni zafeni dopadajici na zemsky povrch je tvofeno vice druhy zareni, které jsou od sebe
rozlisitelné dle jednotlivych vinovych délek. Zahrnuje ultrafialové zareni, viditelné svétlo
a infracervené zafeni. Ultrafialové zateni (UV) pfedstavuje ¢ast elektromagnetického zateni
s krat§i vlnovou délkou nez viditelné svétlo, ale s delsi vinovou délkou nez zafeni
rentgenoveé. Jeho vinova délka se pohybuje v rozmezi 100400 nm. Jednd se o 10 %
dopadajiciho slune¢niho zafeni na zemsky povrch. Dle vinovych délek je UV zarfeni

detailngji klasifikovano do tfi kategorii: UVA, UVB a UVC zafeni. [1][2]

Intenzita dopadajiciho UV zafeni v poslednich letech stoupd, jelikoz dochazi k ubytku
ozonové vrstvy. Ozonova vrstva ma funkci Castecné eliminace dopadajiciho zareni.
Obdobnou funkci ma 1 zvySend prasnost prostiedi. Na intenzitu zafeni ma zna¢ny vliv 1 ro¢ni

obdobi, denni doba, zemépisna Sitka ¢i nadmoiska vyska. [3]

Samotna expozice UV zafeni piedstavuje v malé mife terapeuticky efekt. UV zafeni se
povazuje za spoustec produkce vitaminu D. Mimo to je s nim spjato také opéleni pokozky,
které je v dneSni dobé povazovano za modni dopln€k. Nicméné vysoka expozice tomuto
zateni bez ochrannych pomucek ma negativni vliv na pokozku i zdravi ¢lovéka. Miize se
jednat o spaleni pokozky s naslednou tvorbou puchyiki, pred¢asné starnuti kiize nebo tvorbu

nadorovych bunék vedoucich az k rakoviné ktize. [2][4]

Zdrojem zafeni jsou horké pfedméty, jako je slunce. V dne$ni dobé€ se vytvari i umélé zdroje,
které jsou vyuzivany v primyslu nebo k rekreaci, jako naptiklad zdroje solarniho zatizeni.
Ty vyuzivaji obloukové a plynové vybojky, které jsou naplnény plynem. Ptikladem jsou

rtut'ové nebo xenonové vybojky tvofené kiemennym sklem. [5][6][7]

1.1 UVA

Predstavuje jednu ze tii kategorii, do kterych je UV zéateni déleno. Ma nejdelsi vinovou
délku, kterd se pohybuje v rozmezi 320-400 nm. Jednd se o vinovou délku s nejnizsi energii
v UV spektru. Na zemsky povrch dopada nejvic paprski téchto vinovych délek v rozsahu
UV zéteni. Zateni tohoto typu snadno prochazi sklem a mraky. Paprsky prostupuji do hlubsi
vrstvy pokozky, konkrétné do dermis (obrazek 2). Vlivem téchto vlastnosti miZze dochazet
k ptfed¢asnému starnuti koznich bun€k. To souvisi s tim, ze UV zafeni ma vliv na degradaci
elastinovych a kolagenovych vlaken. UVA zafeni tak miiZze podporovat tvorbu vrasek a také

opaleny vzhled pokozky. Pii delSim pobytu na tomto zarfeni mize dochazet k poskozeni
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DNA ¢i bunék v téle a to mit za nésledek tvorbu nddorovych bunék. Intenzita UVA zafeni

byva po vétsinu roku stabilni. [1][3][8]

1.2 UVB

Dalsi ¢ast UV zéteni se sttedni vinovou délkou v rozmezi 280320 nm. Znacnd Cast tohoto
zateni, az 90 %, je pohlcovana ozoénovou vrstvou. Zbyla ¢ast dopada na zemsky povrch.
Stiedné dlouha vinova délka zafeni ptisobi pfedevsim na epidermis, svrchni ¢ast pokozky.
To ma za nésledek zaCervenani/spaleni pokozky doprovézené tvorbou puchyikli nebo
opaleni pokozky. Jedna se o akutni u¢inek UVB zafeni. ZaCervenani se objevuje v fadech
minut az hodin podle fototypu pokozky jedince. Zateni typu UVB nepronika okennim sklem,
muze byt pohlceno mraky (vodni parou). Behem dne i roéniho obdobi intenzita zafeni kolisa.
Nejsiln€jsi intenzitu nabyva béhem jara a l1éta, dale pak ve vysokych nadmotskych vyskach

a béhem dne mezi 10—16 hodinou, viz obrazek 1. [3][4][8]

150 = —— jasny den
- pod mrakem
—— zatazeno

100 -+

intenzita UVB zafeni

I | I I 1
10 11 12 13 14 15 16 17 18

) =
m.—
-

¢as [hod]

Obrazek 1 Intenzita UVB zafeni béhem dne [upraveno dle [9]]

1.3 UVC

Ultrafialové zareni C ma nejkratsi vinové délky, ale zaroven nejvyssi energii. Jeho vinova
délka se pohybuje vrozmezi 100-280 nm. Tyto vlastnosti mohou poskodit jakykoliv
organismus. Nastésti veSkeré zafeni s touto vlnovou délkou je pohlcovano ozdénovou
vrstvou, tudiz nedochézi k jeho dopadu na zemsky povrch. Casto se toto zafeni pouziva ke

sterilizaci prostiedi. [§8]
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STRATOSFLERA

0ZONOVA VRSTVA

POVRCH KUZE
EPIDERMIS

DERMIS

Obrazek 2 Prostup UV zéteni [upraveno dle [10]]
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2 UV FILTRY V KOSMETICE

Za filtry ultrafialového zareni se v kosmetice vyuzivaji takové aktivni chemické latky, které
se pouzivaji za ucelem ochrany lidské pokozky pfed negativnimi vlivy ultrafialového zafeni.
Dle Natizeni 1223/2009 Sb. o kosmetickych ptipravcich je UV filtr charakterizovan jako:
., latka, ktera je vyhradné nebo prevazne urcena k ochrané kiize pred urcitym ultrafialovym

zarenim prostrednictvim absorpce, odrazu nebo rozptyleni tohoto zareni.* [11][12]

Toto nafizeni se tykd vSech zemi spadajicich pod Evropskou unii a musi se jim fidit.
V ptiloze VI natizeni 1223/2009 Sb. jsou uvedeny vsechny povolené UV filtry v Evropské
unii véetné jejich maximalni koncentrace. V nékterych statech svéta se UV filtry fadi do
kategorie 1éka a 1é¢iv. Jedna se predevsim o USA, Australii ¢i Novy Zéland. Zde spadaji
tyto latky pod asociace kontrolujici 1é¢iva. Ostatni staty jako Japonsko, Cina a predeviim
zem¢ Evropské unie tadi tyto latky do sekce kosmetickych substanci. V riznych statech
svéta mohou byt povolené jiné druhy UV filtri s rozdilnymi koncentracemi. Ptikladem
nepovolenych UV filtri v EU, avSak povolenych v jinych statech, mize byt kyselina
p-aminobenzoova ¢i Cinoxate. Ty jsou povoleny v USA 1 Japonsku. Dale pak tieba

benzophnenone-1 nebo benzophnenone-2. Tyto dva jsou povoleny pouze v Japonsku.
[4][11][13]

Jednd se o latky, které se pfidavaji do riznych kosmetickych formulaci, nejcastéji
oznacovanych jako sunscreeny €i opalovaci piipravky, které slouZi pfevazné k ochrané
spotiebitele pred slunecnim/ultrafialovym zéafenim. Kosmeticky piipravek muze byt rtizné
formulace, dle ni se také vybiraji ptislusné filtry. Jsou to rizné emulze o/v ¢i v/o, vodni
spreje, krémy nebo oleje €1 balzamy na rty. Mélo by se jednat o latky fotostabilni, bez tvorby
Skodlivych meziproduktil, schopné absorbovat svételnou energii. Latky by nemély pronikat
do organismu. Pfijatelné je jejich prostoupeni do vyssSich vrstev pokozky, kde maji plnit svou

funkei. [2][4][14]

V dnesni dobé jsou UV filtry zakomponovany i do kazdodenni kosmetiky, ale ne v tak
vysokém mnozstvi. Jedna se pfedev§im o make-upy, vlasovou kosmetiku, rt€nky, denni
krémy nebo baze pod make-up. Je dulezité podotknout, ze UV filtry se pouzivaji v kosmetice
1 za Gcelem ochrany samotného produktu, nikoliv jen ochrany spotiebitele. V tomto ptipadé
se UV filtry oznacuji jako UV absorbéry. JelikoZ ptsobeni UV zéafeni ma negativni vliv i na
obalové materidly, a to predev§im ty vyrobené z polymerd, jsou UV filtry pfiddvany do

téchto materidlovych smési pii vyrobe. Jedna se o jiz zminéné UV absorbéry, které chrani
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polymerni latky pied fotodegradaci zptisobenou UV zatenim. Casto jsou tyto absorbéry také
pridavany do natérovych barev, aby se zabranilo jejich podléhani nezddoucim zménam.
Musi byt voleny fotostabilni UV filtry, které samy vlivem ptasobenim UV zatreni nepodléhaji

fotodegradaci, ptikladem je Homosalat nebo Octocrylen. [2]

Vsechny chemické latky pouzivané jako UV filtry musi projit testovanim, o které se stara
The Scientific Committee on Consumer Products (SCCP). Testuje se, zda jsou latky

dostate¢n¢ ucinné a zda neptedstavuji riziko pro spotiebitele. [2]

V kosmetice se pouzivaji dvé skupiny UV filtrl, které se 1iSi mechanismem pusobeni
a chemickym slozenim. Jedna se o organické a anorganické UV filtry. Dale je 1ze délit podle
rozpustnosti anebo dle toho, pied kterym typem UV zafeni poskytuji ochranu. V kone¢nych
kosmetickych ptipravcich se pouziva kombinace jak organickych, tak anorganickych filtrii
a také kombinace filtri chranicich pfed UVA 1 UVB spektrem zafeni, tak aby byla zajiSténa

dostate¢na ochrana spotiebitele. [2][11]

2.1 Anorganické UV filtry

Casto nazyvané a ozna¢ované jako fyzikalni UV filtry. Pracuji na principu odrazu a rozptylu
UV zafeni jak UVA, tak i UVB. Castice o mensich rozmérech jsou schopny &ast zafeni
absorbovat. Mechanismus funkce anorganickych filtrGi je vyobrazen na obrazku 3. Do
skupiny anorganickych filtri spadaji 2 typy, oxid titanicity (TiO2) a oxid zine¢naty (ZnO)
a dalsi oxidy kovli. Oba se mohou v kosmetice pouzivat v nejvyS$im pfipustném mnoZzstvi
a to 25 %. Maji vyssi ochrannou u¢innost nez organické filtry a nejsou rozpustné ve vode.
Vykazuji mensi toxicky vliv na spottebitele a po ozateni nepodléhaji chemickym reakcim,
proto jsou povazovany za fotostabilni. Spolecnosti nejsou pfili§ vyhledavané, jelikoz na
pokozce vytvari bily film. Kvili tomuto problému doslo k pfevedeni téchto latek na
nanocastice, které na pokoZce vytvaii transparentni film, a proto jsou pfiijatelné;si.

[1[2][11][12]

e Oxid titani€ity (TiO») je latka vyskytujici se ve tfech krystalovych modifikacich, jako
anatas, rutil a brookit. Do kosmetickych pfipravkia se pouziva nejcastéji forma
anatasu a v mensi mife rutilu. UV ochrana tohoto typu UV filtru je Sirokad, pokryva
UVA i UVB oblast. Lze jej pouzivat v kompozici samostatné. Casto je vsak

kombinovén s oxidem zine¢natym. [15][16]
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Ptirodni oxid zine¢naty (ZnO) je bily, lehce nazloutly prasek. V kosmetickém
odvétvi se pouziva synteticky pfipraveny. Predstavuje niz$i ochranu nez oxid

titanicity. Vesmés se pouziva jako doplnkovy UV filtr.[17]

Nanocastice jsou castice s velikosti udavanou pod 100 nm. Kvili své velikosti
vykazuji lepsi vlastnosti lomu svétla a na pokozce tak vytvari transparentni a lehce
rozpustny povlak. Casto jsou tyto rozméry ¢astic spojovany s negativnimi u¢inky na
lidsky organismus, kdy hrozi proniknuti ¢astic do organismu. To by mohlo vést
k toxickému ucinku. Znac¢na ¢ast studii ukazuje, ze jejich pouziti je bezpecéné. Tyto
latky se vSak nesmi pouzivat ve sprejovych kosmetickych ptipravcich. Jejich pouziti

musi byt na obalu vyznaceno pfiponou nano-. [13][15][16]

Nejcastéji se tato skupina filtrd pfidava do détské kosmetiky a do kosmetiky pro jedince

s citlivou pokoZzkou, jelikoz nevykazuje alergicky potencidl a je Setrnéj$i k pokozce. [15]

2.2 Organické UV filtry

VétsSinou znameé jako chemické UV filtry, jelikoZ jsou vyrabény pfevazné synteticky. Pracuji

na principu pohlceni UV zéafeni a konvertovani tohoto zafeni na jiny druh energie, naptiklad

teplo. Nékteré druhy chemickych filtri dokazou pracovat na principu rozptylu dopadajiciho

zateni. Pro jejich vysokou moléarni absorptivitu se vyuZivaji k ochrané v Sirokém spektru UV

zateni. Pouzivaji se v kombinaci s vice druhy UV filtrd, protoZe jeden druh neposkytne

dostate¢né vysokou ochranu SPF (sun protection factor) nebo absorpci Sirokého spektra UV

zateni. [1][18]

Sun protection factor (SPF) wurcuje ucCinnost samotnych opalovacich
ptipravki/sunscreenti. Hodnoty SPF udavayji, jak dlouho je uzivatel chranén pred UV
zafenim, neZ dojde k zarudnuti pokozky. Piiklad: pokozka uzivatele nechranéna UV
filtry z€ervend po 10 minutdch vystaveni slune¢nimu zafeni. Pti pouZiti opalovaciho
piipravku s SPF 15 se tato doba prodlouzi o 10 x 15, tedy na dobu 150 minut.
Nejedna se o piesnou teorii, navic tyto ¢asy jsou individudlni a velmi zalezi také na
fototypu pokozky uzivatele. SPF nesouvisi pifimo s dobou slune¢ni expozice, ale
s velikosti slune¢ni expozice tzn., kolik zateni UV filtry absorbuji pfi daném stupni
ochrany. Aplikace pfipravku na ochranu proti sluneénimu zafeni musi byt

opakovana, aby doslo k zajisténi dostate¢né ochrany. [1][19]
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Co se tyce struktury organickych UV filtrdi, jednd se vétSinou o aromatické struktury
s jednim nebo vice aromatickymi kruhy, které jsou konjugované dvojnymi vazbami
uhlik=uhlik (C=C), nebo karbonylovymi skupinami. Tyto struktury jim umoziuji
absorbovat nebo rozptylovat UV zafeni. Do struktur jsou také zabudovany 1 elektrondonorni
skupiny (amino- a methoxy-). Nekteré druhy jsou kviili své struktufe fotonestabilni a pfi
vystaveni zafeni méni svoji strukturu. Fotonestabilita té€chto filtri miize mit za nasledek
produkci metabolitl, které nemayji fotoprotektivni ucinky, a ty mohou mit negativni vliv na

organismus a vyvolavat alergické reakce. [11]

Vétsina chemickych filtrdi je rozpustna v tucich. AvSak nckteré latky, predevSim ty
obsahujici sulfonové nebo karboxylové skupiny, jsou rozpustné ve vodé. Proto se UV filtry
n&kdy déli podle jejich rozpustnosti. Cast&ji se déli podle spektra UV zéfeni, které pohlcuji,
atona UVA a UVB filtry nebo Sirokospektralni UV filtry, uc¢inné proti UVA 1 UVB zareni.
Do skupiny organickych UV filtrG spadaji derivaty kafru, kyseliny salicylové, kyseliny
skoficové, para-aminobenzoové kyseliny, derivaty benzofenonu a dalsi. Celkovy piehled
UV filtrt pouzivanych v EU je uveden v tabulce 1, kdy ma jeden filtr vice pouzivanych

nazvi a zkratek, mnohdy zalezi na autorovi literarniho zdroje. [1][11][15]

Produkty obsahujici chemické filtry by mély pronikat do urcitych vrstev pokozky. Nemély
by pronikat do krevniho fecisté, ani lymfatického systému. [18]

2.2.1 Mechanismus absorpce zafieni

Pokud jsou sloueniny vystaveny elektromagnetickému zafeni, absorbuji jen zatfeni
ourcitych vlnovych délkach. Elektromagnetické paprsky interaguji s UV filtry bud’
absorpci, odrazem nebo rozptylem jejich energie. Anorganické UV filtry piedev§im odréazi
a rozptyluji dopadajici energii z paprskl, avSak maji ¢astecnou schopnost pohlceni této
energie. Organické UV filtry jsou aromatické slouCeniny s konjugovanymi vazbami a se
substituovanymi skupinami v poloze ,,ortho®, které poskytuji elektrony, anebo ,,para®, které
naopak elektrony pfijimaji. Tyto struktury uptednostiiuji delokalizaci elektronil, a proto
dochazi po absorpci energie fotonti UV filtrem k ptfechodu z jeho zakladniho stavu do stavu
excitovaného. Jinak feCeno, organické UV filtry pfijimaji energii fotonli ze slune¢niho
zateni, respektive z UV zareni. Kdyz molekula absorbuje foton, elektrony v niZe obsazeném
molekulovém orbitalu pteskakuji do vysSich molekulovych orbitalii. Absorbovana energie
se tedy pfenasi na elektrony, které ptechazi ze zédkladniho stavu do stavu excitovaného. Pfi

navratu molekuly do zdkladniho stavu miize dochazet k n¢kolika reakcim, jak preménit
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a vyzarit ptebytecnou pohlcenou energii, viz obrazek 3. Zaprvé organické filtry mohou po
piijmu energie z fotonu podstoupit konformacni zménu. Dals$i moznosti je emitovat zafeni
s vyssi vinovou délkou. Jednou z moznosti je také uvolnéni energie v jiné podobé, napiiklad
teplem. Posledni mozZnosti je pieneseni energie na jinou molekulu vyskytujici se v okoli.
Mechanismu absorpce zareni jednotlivych UV filtrti je dilezitym parametrem, ktery je nutné
znat pti vyvoji novych piipravka obsahujici UV filtry, jelikoz, jak jiz bylo zminéno, urcité
UV filtry mohou podléhat riznym chemickym reakcim, které¢ zméni jejich fyzikalné-

chemické vlastnosti. [13][15][20][21]

vyzafeni energie v
podobé tepla

vyzafeni zafeni s
_\vyssi vinovou délkou

- /rména konformace
UV filtru

—/ organicky UV filtr
) anorganicky UV filtr

Obrazek 3 Mechanismus ptsobeni UV filtri na UV zafeni upraveno dle [15]
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Tabulka 1 Pfehled organickych UV filtra
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2.2.2 Derivaty benzophenonu

Do skupiny benzophenont (BP) spada siroka skéala UV filtri (BP1, BP3, BP4, BP5, BP9
aBP12). Jsou to slouCeniny vyrobené z 2-hydroxybenzophenonu praskové/pudrové
struktury. Mezi nejznamé;jsi a nejvice pouzivané filtry patii Oxybenzone (BP3), jinak zndmy
jako benzophenone-3, a Sulisobenzone (BP4), znamy jako benzophenone-4. Rozdil v obou
UV filtrech je v jejich substituentech, kdy BP4 mé ve své struktuie zabudovanou sulfonovou
skupinu. Pokud je ve struktufe BP4 zabudovan sodny kationt, jedna se o sodnou stl, jez je
oznacovana jako benzophenone-5 (BP5). VSechny tyto filtry jsou povoleny k pouziti
v Evropské unii do koncentrace 6 % pro BP3 a 5 % pro BP4 i pro BP5. UV filtry
benzophenového typu jsou Siroce pouzivané v raznych vyrobcich osobni kosmetiky.
Poskytuji Sirokospektralni ochranu proti UV zéfeni. Vyznamnou pozitivni vlastnosti je jejich
fotostabilita pfi dlouhodobém ozafovani. To vede k jejich ¢astému pouziti v ochrannych
opalovacich ptipravcich ¢i jinych kosmetickych formulacich. Zvysena spotteba derivati BP
vede k jejich uvoliiovani do vodniho prostredi, kde maji negativni dopad na motsky zivot.

[4][12][16][22]

2.2.3 Derivaty kyseliny skoficové/cinnamaty

Tato skupina chemickych filtrti je odvozena od kyseliny skoficové, a proto se casto oznacuji
jako cinnamaty. V kosmetice, v pfipravcich proti slune¢nimu zafeni se jednd o jedny
z nejvice pouzivanych latek. Spektrum absorpce UV zéfeni této skupiny derivati je v oblasti
UVB zafeni. Proto jsou oznatovany jako UVB filtry. Casto jsou spojovany
s fotosenzibilizaci pokozky, kdy po aplikaci a reakci se slune¢nim zafenim vytvari
podrazdéni na pokoZce. V zna¢né mife jsou vyuzivany jako UV absorbéry, jez chrani ostatni

kosmetické ptipravky pied UV zafenim. [23]
e Octinoxate

Octinoxate je hlavnim zéastupcem skupiny derivati kyseliny skoficové. Vzhledem k jeho
vlastnostem patii k nejcastéji pouzivanym filtrim v kosmetice. Dle INCI ndzvu se jedna
o Ethylhexyl methoxycinnamate (EHMC). Celosvétoveé pouzivany chemicky filtr, jehoz
maximalni povolena koncentrace v EU ¢ini 10 %. Jednd se o chemicky filtr, ktery Casto
podléha fotodegradaci, ptesnéji fotoizomerizaci. To je zpusobeno jeho strukturou, kdy
E-izomer, komeréné pouzivany, prochdzi po ozéfeni transformaci a méni se na Z-izomer

(vice v kapitole 3). [4][12][13]
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e Octocrylene

UV filtr, ktery chemicky spadad do skupiny derivata kyseliny skoficové (cinnamatii). Jedna
se o ester, ktery vznika reakci 3,3,-difenylkyanoakrylatu s 2-ethylhexanolem, chemicky
nazyvany jako 2-ethylhexyl 2-kyano-3,3-difenylalrylat. Diky své struktuie jde o hydrofobni
latku, coz ptredstavuje dobrou vodéodolnost. Jedna se o UV filtr, ktery piredevsim absorbuje
zéafeni v oblasti UVB, mén¢ pak kratké vinové délky UVA. Do ptipravki k ochrané proti
slune¢nimu zafeni se pouzivd vkoncentraci do 10 % anejcastéji v kombinaci
s Avobenzonem, kdy pfispiva k jeho stabilizaci a zvySeni ochrany. Nej¢astéji se pouziva do
pripravki, které neslouzi primarné k ochrané proti slune¢nimu zateni, ale spise za ucelem

ochrany samotného ptipravku pfed UV zareni.

Octocrylen je Casto spojovan s fotoalergickym potencidlem a s rizikem vlivu na endokrinni
systém, a to kviili prostupu této latky pres kiizi do lymfatického systému. Studie v poslednich
letech vsak uvedly, Ze rizika spojovana s vlivem na endokrinni systém jsou zanedbatelna,
jelikoZz povolend maximalni koncentrace neni tak vysokd, aby doSlo k zna¢nému

ovlivnéni. [4][13][24]

2.2.4 Derivaty kyseliny salicylové

Skupinu derivath kyseliny salicylové tvoii dva vyznamné chemické UV filtry, Octisalate
(ES), dle INCI Ethylhexyl salicylate a Homeosalate. Absorbuji zafeni v oblasti od
300-310 nm a jsou povaZzovany za slabé UVB filtry. Obvykle se pouzivaji k doplnéni funkci
jinych UV filtrd. Jednd se o stabilni a ve vodé€ nerozpustné latky. ES je ester, vznikajici
reakci kyseliny salicylové s 2-ethylhexanolem. Maximalni povolena koncentrace v EU dle
natizeni 1223/2009 ¢ini 5 %. ES je s jeho dobrou fotostabilitou a zna¢nou rozpustnosti
jednim z Casto uzivanych filtri v opalovacich krémech. Homosalate vznika reakci kyseliny
salicylové s 3,3,5-trimethylcyclohexanolem. Je jednim z nejvice pouzivanych chemickych
UV filtrd, jelikoz se kumuluje ve svrchni vrstvé pokozky Stratum corneum. V Evropské unii

¢ini jeho maximélni mozné pouzitelnd koncentrace 10 %. [4][12][13][14]

2.2.5 Derivaty dibenzoylmethanu

Skupina UV filtrt,, do které spada jeden z nejvice pouzivanych filtri, a to Avobenzone
(BMDM). Dle nazvoslovi INCI se jedna o Butyl methoxydibenzoylmethan. BMDM ma
vysoky ucinek proti UVA zafeni. Maximalni povolend koncentrace v EU je do 5 %.

Fyzikalni formu ma v podobé bilych az nazloutlych krystalkii. Uvadéna maximalni absorpce
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nastava pti vinové délce 357 nm. Na slunci se jedna o ne piilis fotostabilni latku, proto se do
koneénych ptipravkii pouziva v kombinaci s jinymi fotostabilnimi filtry. Casto jsou s timto

filtrem spojovany alergické reakce a poSkozeni ktize. [4][12][13]

2.2.6 Derivaty kyseliny p-aminobenzoové

Kyselina p-aminobenzoova (PABA) a jeji derivat Padimate O (octyl dimethyl PABA) jsou
jedny z nejdéle pouzivanych chemickych UV filtrii. Dalsi derivat, pouzivany v EU jako
chemicky UV filtr, je PEG-25 PABA. Dle natizeni 1223/2009 je jejich nejvyssi povolena
koncentrace 5 % pro PABA, 8 % pro Padimate O a 10 % pro PEG-25 PABA. V kosmetice
se predevsim pouzivaji na ochranu proti UVB zafeni. Chemické slozeni jim zajist'uje
rozpustnost ve vod¢. V poslednich letech kvili tvorbé koznich iritaci (kozni dermatitidé)
vyuziti kyseliny p-aminobenzoové klesa a misto toho je nahrazovana vySe zminénymi
derivaty. Samotna kyselina p-aminobenzoova byla ze seznamu povolenych UV filtrl

vyrazena kvuli jeji fotonestabilité a vysoké tvorbé fotoalergickych reakci. [4][12][13]

2.2.7 Derivaty kafru

V Evropské unii se jedna o jednu z nejvice zastoupenych skupin chemickych UV filtrt.
Zatimco ve Spojenych statech je jejich pouzivani zakdzano, v natizeni 1223/2009 lze najit 5
derivatl. Jsou rozpustné v tucich ¢i oleji a jsou vysoce fotostabilni diky jejich rigidni
struktute, coZ je 1 divodem, proc€ jsou tak Casto vyuzivany. Nejznaméjsi a nejpouzivané;si
je Enzacamene, dle nazvoslovi INCI znamy jako 4-Methylbenzylidene camphor.
Absorbuje zateni v oblasti UVB a jeho maximalni povolena koncentrace ¢ini 4 %. Dalsi

derivaty s koncentracemi jsou uvedeny v tabulce 1. [4][12][13]

2.2.8 Derivaty triazinu (triazone)

Dalsi skupina chemickych UV filtri absorbujici zafeni pfedevsim v oblasti UVB. Diky jejich
struktufe jsou vysoce fotostabilni. Obvykle jsou vyuzivany i v jinych kosmetickych
ptipravcich pro jejich ochranu. V natizeni 1223/2009 jsou uvedeny derivaty Iscotrizinol
a Bemotrizinol, komer¢né oznaCovany jako Tinosorb S. Jednotlivé koncentrace uvedenych

filtr jsou zaznamenany v tabulce 1.[4][12][13]

2.2.9 Derivaty benzotriazolu

Skupina se dvéma zastupci, Dometrizole trisiloxane a Bisoctrizole, ktery je komercné

oznacovan jako Tinosorb M. Tinosorb M se vyrabi ve form¢ mikro jemnych castic. Pokud
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dojde k pouziti téchto jemnych ¢astic, oznacuje se tento filtr pfiponou nano. Jedna se o dalsi
ze skupiny nano filtrti, jelikoz jsou jeho Castice mensi nez 100 nm. Oba filtry poskytuji
Sirokospektralni ochranu. Maximalni povolené koncentrace v EU jsou uvedeny v tabulce 1.

[12][25]

2.2.10 Derivaty benzimidazolu

Skupina UV filtrQ, jez jsou rozpustné ve vodé. V nafizeni 1223/2009, které plati pro
Evropskou unii, je zde povoleno pouzivat pouze 2 chemické Ensulizole (PBSA) a Disodium
phenyl dibenzimidazole tetrasulfonate. Povolena koncentrace pro PBSA ¢ini 8 %. Tento
filtr poskytuje ochranu predevsim proti UVB zafeni a v malé¢ mife proti UVA. Zatimco
disodium phenyl dibenzimidazile tetrasulfonate absorbuje zatfeni v oblasti UVA. Maximalni
koncentrace tohoto filtru je dle nafizeni 10 %. Oba UV filtry jsou relativné

fotostabilni. [4][12][16]
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3 STRUKTURALNI ZMENY UV FILTRU PO OZARENI

Latky pouzivané jako UV filtry, predevsim ty chemické, by mély prokazovat fotostabilni
Gginky pfi vys$si intenzité nebo delsi dobd ozafovani. Casto byva tvrzeno, ze UV filtry jsou
fotostabilni latky, coz neni zcela pravda. Fotostabilita je charakteristickd vlastnost jednoho
filtru. Jedna se o schopnost UV filtru absorbovat dopadajici zafeni, aniz by doslo ke
strukturdlnim a funkénim zménam. Fotostabilita UV filtru napomahéd zachovani jeho
fotoprotekénich uc¢inki po expozici slune¢nimu zareni. Pokud dojde k poklesu téchto

ucinkil, dochéazi ke snizeni ochranné funkce pokozky pted dopadajicim zatenim.

Organické UV filtry jsou vétSinou latky sjednim nebo vice aromatickymi kruhy
s konjugovanymi vazbami uhlik=uhlik (C=C) nebo s karbonylovymi skupinami. Vlivem
téchto struktur mize dochazet k utlumu energetického ptenosu fotonl. Proto mohou
chemické UV filtry podléhat fotochemickym/fotodegradacnim zméndm ve struktuie.
Vedlejsimi produkty téchto zmén mohou byt latky, které vznikaji postupnou fotodegradaci
UV filtrd. Tyto vedlej$i produkty mohou byt nebezpecné, proto je dulezité UV filtry
stabilizovat dal$i podplrnou latkou. N&kdy miZe dochazet k reakci mezi UV filtry
a fragmenty degradovanych UV filtri. Fotochemické reakce mohou zna¢n€ ménit fyzikalné-
chemické vlastnosti UV filtri. Jednou ze zmén je snizeni absorpéniho koeficientu, nebo
naopak jeho zvyseni. Déle je to tvorba neptiznivych produkti, které se hromadi na povrchu

téla.

Ke vSem témto zménam dochédzi v momentg, kdy je UV filtr vystaveny slune¢nimu zafeni.
Respektive v moment¢, kdy absorbuje energii ze zateni, anebo pii kontaktu s dezinfekénimi
prosttedky, napt. chlorem v bazénech. Pti absorbovani UV zafeni UV filtrem dochazi
k excitaci molekuly, kterd absorbovala velké mnozstvi energie. UV filtry musi byt schopné
po vystaveni sluneénimu zéafeni nejen absorbovat energii, ale také ji zpétné uvolnit.
Excitovany UV filtr vybudi absorbovanou energii velmi rychle, v jiné formé&, napt. ve formé
tepla, pfi prechodu do pivodniho stavu. Pokud neni UV filtr schopny pfeménit
absorbovanou energii dostatecné rychle, zistdva molekula v excitovaném stavu a podléha
nezaddoucim fotochemickym/fotodegrada¢nim reakcim. Pfi téchto reakcich dochazi ke
vzniku tepla, které je zptisobeno vibraci mezi sousednimi molekulami. Cim vétsi teplo
vznikd, tim je rychlost pfemény energie vyssi. S rychlosti pfemény energie roste samotna
fotostabilita UV filtrQ, tzn., Ze pti vy$si rychlosti pfemény energie je UV filtr fotostabilné;si.

Absorpce UV zafeni chemickym filtrem mtZze zptsobit destrukci chromofora a tim vést ke
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sniZzeni nebo ke ztraté jeho schopnosti absorbovat energii prostfednictvim fotodegradac¢nich

procest, fragmentaci a tvorbou volnych radikald. [14][25][26][27][28][29]

Teoreticky by se proces absorpce, piechodu do excitované¢ho stavu a opétovného vyzareni
energie, m¢l n¢kolikrat opakovat, ale existuji i jiné formy rozptylovani absorbované energie,
které mohou byt pro UV filtr destruktivni. Mezi mozné fotochemické reakce, vznikajici
v disledku neuvolnéni pohlcené energie, patii napi. fotoizomerace nebo fotolyza
(obrazek 4). V nékterych ptipadech se mtize jednat o reverzibilni reakce, které jsou ovSem
ojedinglé. Spi§ se jedna o nevratné zmény chemické struktury. V lepSim piipad€ miize

dochazet k eliminaci jeho schopnosti absorbovat energii ze zatreni. [27][28][30][31]

Fotostabilita kone¢nych pripravkl, ve kterych je pouzito vice UV filtr, se odviji od
mnozstvi nestabilnich UV filtrh a jejich kombinaci. Fotostabilni vlastnost UV filtrh je dale
ovlivnéna i typem pouzitych rozpoustédel, intenzitou zéfeni, pH prostiedim, teplotou,
koncentraci a dalSimi slozkami, vyuzivanymi v kone¢né formulaci. V soucasné dobé
neexistuje zadnd validovanad metoda pro hodnoceni fotostability UV filtrG. Existuji vSak
metody, které umoZiuji odhadnout fotoprotektivni wcinnost UV filtri a jejich

kombinaci. [14][28][32]
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izomery a
. ] derivaty z
fotoizomerace o ;
J plvodnich
fotodegradace \ sloucenin y
. volné kyslikové
v fotolyza radikaly
filtry . ) g
degradace vedlejsi vysoce toxické
dezinfekcnimi produkty halogenované
prostredky dezinfekce slouceniny

Obrazek 4 Schéma procesu degradace UV filtri [upraveno dle [29]]
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Samotna fotostabilita se posuzuje experimentalnimi pokusy, jako je ozafovani UV filtrt
specialni lampou, ktera simuluje slunecni zafeni. Jedna se o solarni komoru, kterd produkuje
potfebné zareni ve zvolenych vinovych délkach pii urcité teploté. Jako zdroj zafeni je
nejcastéji vyuzivana xenonova lampa, ktera simuluje slune¢ni zatreni. Je brano v potaz, ze

na fotostabilitu ma vliv intenzita pouzitého zafeni, nez samotna doba ozafovani. [33]

3.1 Fotoizomerace

Jedna se o formu izomerace, ke které dochédzi po pifedchozim ozareni UV filtrii slunecnim
zatenim. Pti reakci dochazi ke zmén¢ usporadani atomti v molekule, avSak neméni se jejich
pocet. Vznikaji pribuzné struktury, které mohou byt potencionalné toxictejsi a Skodlivejsi.
U fotoizomeracnich zmén dochazi ke zméné& fyzikaln&-chemickych vlastnosti. Tento
poznatek se tyka predevSim cinnamati, salicylard, derivati kafru nebo dibenzoylmethanu.

Do skupiny fotoizomerac¢nich reakci patii nejznaméjsi izomerie a to £/Z izomerace a dale

pak tautomerizace. [29]

Co se ty¢e E/Z izomerd, nejcastéji se pouzivaji E-izomery chemickych UV filtrQ, jelikoz
vykazuji vyssi molarni absorpéni koeficient oproti svym Z-izomertim. Nicméné vlastnosti
nékterych druhlt E-izomert je, Ze jsou méné stabilni. Proto po absorpci dostate¢ného
mnoZzstvi energie podléhaji izomerizaci a pfechazi do své druhé formy, a to Z-izomeru.
Studie prokazaly, Ze pfi vystaveni slune¢nimu zafeni nekteré druhy UV filtri pfechazi ze
svého ucinngjsiho E-izomeru na Z-izomer. VEtSi vyskyt Z-izomerl sniZzuje G€innost daného
filtru, dochazi ke zméné jeho fyzikdlné-chemickych vlastnosti. Jednim z UV filtra
vyskytujicim se v izomerii E/Z je Enzacamen (4MBC). Jedna se o izomery, které¢ jsou
chirélni, a tvofi tak enantiomery, které se od sebe 1i$i svym prostorovym uspotadanim, tzn.,
ze spolu netvoii zrcadlové obrazy. Mohou se projevovat podobnymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, ale mohou se lisit v biologickych ucincich. Po ozafeni 4MBC a jeho izomeraci
z E-izomeru na Z-izomer (obrazek 5) zlstava zachovéna celkova koncentrace, ktera je

souctem obou izomert. [30][34][35][36]
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Obrazek 5 Izomerace Z-4MBC na E-4MBC'!

Jak jiz bylo zminéno, dal§i moznou zménou struktury chemickych UV filtrli je tautomerni
presmyk. Pii této reakci dochdzi k tvorbé keto-enol tautomerii. Jedna se o rovnovaznou
reakci, kdy z ketonu vznika enol forma a opa¢né. K tomuto presmyku dochézi pii pouziti
UV filtru Avobenzon (BMDM). Komeréné se BMDM vyuzivd v enol-formé, kterd je
vyhodna, jelikoZ absorbuje zafeni v oblasti UVA. Po ozéfeni enol-formy dochazi
k tautomerizaci této formy a k pfechodu na keto-formu (obrazek 6). Presnéji dochazi
k pfesunu elektronti vlivem nahromadéni nadmérného mnozstvi energie ze zafeni. To
pfedstavuje znacnou ztratu absorpce BMDM v oblasti UVA, jelikoZ keto-forma tohoto filtru
absorbuje UVC zafeni. BDMD je jeden z UV filtrd, ktery je z 50-90 % fotodegradovan po
hodin¢ vystaveni UV zafeni. Aby tato reakce nebyla jesté vice urychlena, nem¢l by se
kombinovat s UV filtry, které maji taktéZ nizkou fotostabilitu, napt. Octinoxate. V tomto
ptipadé dochazi ke vzniku nové slou€eniny, ktera ztraci schopnost ochrany pfed UVA 1 UVB

zafenim. [25][32][37]

! Jednotlivé struktury byly vytvofeny v programu BIOVIA Draw 2019
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Obrazek 6 Keto-enol tautomerizace

BMDM

3.1.1 Degradace a fotoizomerace Octinoxate

Octinoxate (EHMC) je jeden z chemickych UV filtrt, ktery se kviili své struktufe vyskytuje
ve dvou izomerech. Stabilngj§i E-izomer se pouziva jako UV filtr. Jeho Z-izomer, ktery
vznikd po ozafeni slune¢nim zafenim z E-izomeru (obrazek 7), ma niz8§i molarni absorpéni
koeficient (molarni absorpéni koeficient pro E-EHMC je ptiblizné 2200024000 M '-cm ™!
a pro Z-EHMC piiblizng 12000 M '-cm™), proto jej lze vyuzit do jinych kosmetickych
prostiedkti, nez jsou opalovaci piipravky. EHMC podstupuje fotoizomerizaci po vystaveni
vinovym délkam del$im nez 300 nm. Oba izomery maji podobné azZ stejné vinové délky, pti
kterych absorbuji zafeni. OvSem rozdil je v jejich mife absorpce, jak jiz bylo zminéno. Po
vystaveni sluneCnimu zéafeni a tvorb¢ izomerd, podléha EHMC dale fotodegradaci a tvoii
produkty jako 4-methoxybenzaldehyd (4AMBA) a 2-ethylhexanol (2EH). Ty dale mohou
dimerizovat v riizné cyklodimery. Tyto produkty maji rtizné toxické Gc€inky na bunécné
urovni. Dale mohou senzibilizovat singletovy kyslik, ale tento mechanismus neni zcela
prozkouman. Izomery mohou podléhat dalsi degradaci a tvofit tak vedlejsi produkty, které
ztraci svoji funkci. K tvorb¢ izomert a snizeni absorpce ¢astecné dopomahaji i rozpoustedla,
ve kterych je UV filtr rozpustény. Dalsi mozné fotodegradace EHMC je zpilisobovana
dezinfekénimi prostredky, predevsim chlérem v bazénech. [26][34][38][39][40]
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Sharma a spol. se zabyvali genotoxickymi vlivy £ a Z-EHMC. Izomer Z-EHMC
ptredstavoval vyssi genotoxické ucinky ve vSech zkoumanych koncentracich. Prokazalo se
i znaéné poskozeni DNA, které bylo vyvolano timto izomerem pfi koncentraci 2 pg-ml".
Z téchto poznatk Ize odvodit, ze Z-EHMC ma negativni vliv na lidsky organismus, proto je

jeho pouziti v kone¢nych ptipravcich nezadouci. [26]
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Obrazek 7 Izomerace Octinoxate

z E-izomeru na Z-izomer

3.2 Fotolyza

Fotolyza je zpiisob strukturni zmény, kdy molekula absorbujici zafeni disociuje na reaktivni
fragmenty, volné radikély, nebo reaktivnéj$i meziprodukty. Dochdzi k produkci reaktivnich
fotooxidantii, které obsahuji reaktivni kyslikové radikdlky ROS (napf. hydroxylovy,
peroxylovy nebo volny kyslikovy radikal). Jedna se o reaktivni formy, které mohou napadat
a interagovat s vysokou §kalou biomolekul, pfedevsim s koznimi sloZkami (lipidy, proteiny
a nukleonovymi kyselinami). Tyto interakce mohou vést k tvorbé novych molekul
s neznamymi toxikologickymi vlastnostmi. Fotolyza je pomérné€ sloZitd fada reakci, které
mohou byt vyvolany pfimymi nebo nepiimymi cestami. K pfimé fotolyze dochdzi pfi
absorpci zéafeni specifickymi ¢astmi UV filtru, oznacujici se jako chromofory. Zatimco
k nepiimé fotolyze dochazi po absorpci zafeni jinymi strukturami nebo slou¢eninami nez
UV filtrem, oznacujici se jako fotosenzibilizatory. Ty nasledné vyvolavaji transformaci nebo

fotodegradaci UV filtrd. Rychlost fotolyzy a celkovy pribch je ovlivnén podminkami
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prostiedi, ve kterém ke zmén€ dochéazi. K ovlivnéni znacné pfispivaji i dalsi latky, které

proces mohou urychlit nebo jej naopak zpomalit.

Ptitomnost dusi¢nanii ve vod¢, reaktivnich forem dusiku (RNS), ma také vliv na
fotodegradaci benzophenonovych derivati. Fotolyza dusi¢nanu (NOs3") vede k tvorbé
volnych radikalu jako je hydroxylovy radikal (OH"), radikal oxidu dusného (NO") a radikal
oxidu dusicitého (NO2"). Jejich pfitomnost ma vliv na rychlost fotodegradace
Benzophenonu-1 (BP1), kdy dochézi k rychlejsi fotodegradaci UV filtru. V piitomnosti
dusi¢nant mize UV filtr podstoupit ¢tyfi moZzné cesty degradace, v zavislosti na pfitomném
radikalu. Jedna se o hydroxylaci, nitrosylaci, nitraci a dimerizaci. Rizné cesty degradace
maji vliv na produkci vedlejSich produktt, které mohou mit negativni dopad. Na rychlost
fotodegradace mé vliv koncentrace dusi¢nantl, kdy se jedna o pfimou iméru mezi témito
parametry. Dale pH prostiedi, kdy v alkalickych prostiedich je fotodegradace rychlejsi nez
v kyselych. Jednou z moznosti zpomaleni nebo zamezeni fotolyzy je pridavek latek, které
vychytaji reaktivni kyslikové radikaly (ROS). Jedna se o isopropylalkohol (IPA), jelikoz
jeho piitomnost v prostiedi s BP1 sniZila rychlost degradace tohoto UV filtru. Jeho G¢innost
byla vys§i 1 oproti terc-butylalkoholu (TBA), ktery taktéz vychytdvd ROS.
[28][29][31][34][41]

3.3 Degradace vyvolana dezinfekénimi prostredky

Proces dezinfekce transformuje organické slouceniny ve vod€ a vytvari se tak vedlejsi
produkty dezinfekce, pfedevsim chlorované vedlejsi produkty. Uvadi se, Ze tyto slouceniny
jsou vyznamng toxicke, nejen v rozsahu karcinogenity, ale také genotoxicity a cytotoxicity.
Kombinaci UV filtri a chlorovanych dezinfekénich prosttedkt ve vodnim prostiedi dochazi
vlivem UV zéfeni k chemickym reakcim mezi témito latkami. Po ozafeni dochazi
k fotodegradaci latek, které nasledn¢ spolu mohou reagovat a produkovat tak toxictejsi

vedlejsi produkty. [29]

Jednim z moznych piikladi je fotodegradace Enzacamenu (4MBC) v pfitomnosti volného
chloru. Jelikoz chlor absorbuje slunecni zafeni o vinovych délkdch 300 nm, existuje zde
spojitost, ze slunecni zareni spousti fotochemické reakce za vzniku degradacnich produkti
chloru, jako jsou reaktivni druhy chloru (napt. CI"a CIO). Tyto latky mohou reagovat s UV
filtry a jinymi kontaminanty ve vodé. Do zna¢né miry reaktivni druhy chloru ovliviuji
degradaci 4MBC. Lai a spol. [36] ve své praci zkoumali vliv téchto druhti chloru na strukturu

4MBC. Vysledky srovnavali se samotnym kafrem. To odhalilo, ze kafrova struktura
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v 4MBC nebude podstatnym mistem reakce s reaktivnimi druhy chloru. K reakci nejspis
dochdzi na 4-methylstyrenové skupiné (obrazek 8), ktera je ve struktuie 4MBC. Tyto reakce
nasledn¢ vedou k fotodegradaci 4MBC nésledujicimi cestami: hydroxylaci, substituci
chloru, oxidaci a demethylaci. Rychlost fotodegradace 4MBC je ovlivnéna podminkami
prostredi. V pfitomnosti slune¢niho zéfeni a volného chloéru je fotodegradace rychlejsi. Dale
je rychlost ovlivnéna koncentraci pfitomnych latek, pii vyssi koncentraci chloru je rychlost
fotodegradace vyssi. To je nejspiS zplsobeno pritomnosti vyS§iho mnozstvi reaktivnich
latek. Tyto reakce také ovliviiuje pH prostiedi, které ma vliv pfedevsim na disociaci volného
chloru. Rychlost fotodegradace klesa pti zvySovani pH prostiedi, tim padem je rychlost
fotodegradace v alkalickych podminkach pomalejsi, nez v kyselych podminkach. Co dale
ovlivituje degradaci 4MBC v bazénech jsou slozky vodniho prostfedi, jako je pfitomnost
HCOj;™ a rozpusténé organické latky. Produkty téchto degradaci mohou byt toxické latky,
které mohou mit negativni dopad na Zivé organismy pfitomné v prostiedi.
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Obrazek 8§ 4MBC s vyraznénou
4-methylstyrenovou skupinou

3.4 Stabilizace UV filtru

Jelikoz je zména struktury chemickych UV filtri nezddoucim procesem pfi jejich ozateni,
je potieba tyto latky stabilizovat. Nékteré UV filtry prokazuji v kombinaci s jinymi UV filtry
pozitivni synergicky G¢inek ochrany a stabilizaci mén¢ stabilnich UV filtrti. Pod tyto UV
filtry spadd Octocrylen, ktery naptiklad stabilizuje Avobenzon. Nékdy dochézi ke snizeni
stability kombinaci UV filtrt, proto je doporucovano vyuzit do formulace latky, kter¢ UV
filtry stabilizuji.[24]

Dals$i moznou stabilizaci chemickych UV filtrG je pouziti extraktu z hroznovych jader.
Vyuzitim tohoto extraktu se zabyvali Martincigh a Ollengo ve své studii [42] o stabilizovéani
tii chemickych UV filtri. Ve studii pouzivaji chemické filtry Octinoxate (EHMC),
Oxybenzone (BP3) a Avobenzone (BMDM). Filtry byly vystaveny umélému slune¢nimu
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zateni jako Cisté latky v rozpoustédle, tak i s pfimési extraktu z hroznovych jader. Doba
ozafovani byla od 30 minut do 240 minut. Ve stanovenych ¢asovych intervalech byly
odebirany vzorky, které byly spektrofotometricky méteny. VSechny testované UV filtry
vykazovaly lepsi fotostabilitu s pfimési extraktu z hroznovych jader. Pfi pfimichani extraktu
doslo také k rozsiteni absorpcniho spektra. Pfi prvnim pfeméteni UV filtrh s extraktem, po
30 minutach, dochazelo k mirnému poklesu absorpce zafeni. Béhem dalSich méfeni jiz
nedochazelo k zddnym dalSim poklestiim. Lze tedy piedpokladat, ze doslo ke stabilizaci UV
filtrti a ze extrakt z hroznovych jader ma znac¢ny vliv na stabilitu téchto UV filtrh. Je dilezité
podotknout, ze méfeni bylo provadéno na Cistych latkach, tim padem nelze fici, ze tato
ucinnost bude stejna pti zatazeni extraktu do findlniho komeréniho piipravku. Zde se to bude

odvijet od pouzité formulace samotného ptipravku.

UV filtr se musi stabilizovat tak, aby nedoslo ke ztrat¢ jeho G¢innosti. Jednou z moznosti je
jeho enkapsulace do polymeru nebo jinych latek.[35] Scalia a Mezzena [43] ve svém
vyzkumu zkoumali, zda ma enkapsulace UV filtru Avobenzonu (BMDM) do lipidovych
mikrocastic vliv na jeho stabilitu. Zvoleny UV filtr BMDM byl také kombinovan s UVB
filtrem Octrocrylenem (OCR). Porovnavali mezi sebou nékolik kombinaci, jak enkapsulaci
BMDM a OCR do lipidovych mikrocastic, tak jen zabudovani BMDM do lipidovych
mikroc¢astic a OCR ponechén jako volny v pfipravené emulzi. Ovéteni stabiliza¢niho ¢inku
bylo srovnano s UV filtry, které nebyly enkapsulovany do lipidovych mikrocastic.
Podminky experimentu byly pro obé stanoveni stejné. Lipidové mikrocéstice byly
pfipraveny z tristearinu, anebo glycerylbehenatu a povrchovych aktivnich latek (PAL), jako
je hydrogenovany fostatidylcholin a poloxamer 188. Nejpomalejsi uvoliiovani BMDM
a OCR bylo dosazeno v ptipad€ lipidovych mikroc¢astic pfipravenych z glycerylbehenatu
v kombinaci s poloxamerem 188. To naznacuje lepSi zabudovani UV filtri do struktury
mikrocastic, proto byla vétSina vyzkumu provadéna prave s témito ¢asticemi. Experimenty
odhalily, ze enkapsulovany UV filtr BMDM v kombinaci s OCR podléha nizsi
fotodegradaci, ¢imz se zajiStuje zlepSeni jeho fotostability. Co se tyCe kombinace
enkapsulovaného pouze BMDM a volného OCR, zde fotostabilita nebyla vyznamné
zvySena, jako u diive zminé€ného. Divodem je, ze pii spolecné enkapsulaci dochazi
k efektivnéjSimu pienosu energie z BMDM na OCR. Také ovéfili, zda ma enkapsulace UV
filtr do lipidovych mikrocastic vliv na snizeni ochranného slunecniho faktoru (SPF).
Stanoveni probihalo in vitro a nebylo pozorovano zadné vyznamné snizeni ochranného

slune¢niho faktoru.
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Dals8i moznosti stabilizace UV filtru je pouziti antioxidantd, jelikoZ antioxidanty neutralizuji
ucinky reaktivnich forem kysliku. Nékteré antioxidanty (vitamin C a E) prokazuji

fotoprotektivni tcinky. [40]

Chaudhuri a spol. [44] se ve své praci zabyvali moznou stabilizaci UV filtru Avobenzonu
(BMDM) pomoci antioxidantu Diethylhexyl syringylidenemalonatu (DESM). Jedna se
o latku, kterd ma znacny vliv na eliminaci volnych kyslikovych radikalt. Kli¢ovymi
vlastnostmi DESM je jednak hydroxylova skupina, ktera potlacuje vliv volnych kyslikovych
radikali na UV filtr, a také benzylidenemalonatovéd funkéni skupina, ktera ¢ini molekulu
chemicky stabilni a pomaha stabilizovat fotocitlivé latky. Ve studii byl srovnan Avobenzon
s DESM. Nejprve byla vzorkim zmeéfena transmitance pied ozafenim. Vzorky byly
vystaveny umélému zéfeni a nasledné byla stanovena transmitance téchto vzorkti. BMDM
bez ptidavku DESM m¢l snizenou transmitanci, zatimco BMDM s ptidavkem DESM si
zachoval znacnou stabilitu transmitance v porovnani se vzorkem pied ozarenim. Proto je
vhodné jej vyuzit ke stabilizaci BMDM a snad i jinych fotonestabilnich UV filtri. DESM je
dle toxikologickych studii neskodny pro lidské zdravi, proto je bezpecny pro pouziti

v kosmetickych piipravcich.

Posledni studie se zabyvaji stabilizaci UV filtru, ptedev§im EHMC a jeho zabudovanim do
mikroemulzi olej ve vodé. Mikroemulze jsou transparentni a termodynamicky stabilni
systémy, které maji velikost kapicek v rozmezi od 10 do 200 nm. Tyto emulze predstavuji
vyhody, jako je dlouhotrvajici uvoliiovani aktivnich latek (UV filtrh), dale pak také ochranu
méng¢ stabilnich latek pfed fotodegradaci vyvolanou UV zafenim. Je nutné brat v uvahu, Ze
stabilita UV filtrt je ovlivnéna podminkami skladovani samotnych UV filtrii nebo piipravka
obsahujici UV filtry. Doporucuje se UV filtry uchovavat v netransparentnich obalech,
nejlépe ve tmé a pii nizSich teplotach. Byly provedeny testy stability UV filtrd v zévislosti
na obalovém materidlu. Kompozice skladovany v kovovych tubach vykazovaly dobrou
stabilitu pti skladovani pti pokojové teploté. Podobné vysledky stability byly ziskany
u kompozic skladovanych v plastovych obalech, avSak pfi teplotach vyssich nez 35 °C byly
pozorovany zmeény. Nejcastéji jsou piipravky obsahujici UV filtry uchovavany v plastovych
nepruhlednych obalech, aby vlivem UV zéfeni nedochazelo k jejich zbyte¢né fotodegradaci.

Nekteré je mozné nalézt v tmavych sklenénych lahvich. [42][45][46]
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4 ANALYTICKE METODY STANOVENI UV FILTRU

Pro stanoveni a identifikaci UV filtri musi byt vhodné voleny analytické metody. Tyto
metody musi byt spolehlivé a znovu reprodukovatelné s obdobnymi vysledky pro pozdéjsi
analyzy. Analytické metody pro stanoveni UV filtrii jsou nezbytné ke kontrole mnozstvi
pouzivanych UV filtri, stanoveni jejich vedlejSich produkti. Kvuli potencialni
bioakumulaci UV filtrl v tkanich jsou tyto metody pouzivany k jejich detekci ve tkanich.
UV filtry jsou ve svych formulacich kombinovéany s dalsimi latkami, coz zapfticinuje jejich
stanoveni pfimym méfenim bez predchozi separace. Jednou z moznych metod izolace UV
filtrd z riznych formulaci je extrakce. Nejcastéji se provadi extrakce na pevné fazi (SPE).
Tato metoda se vétSinou pouziva pii analyze UV filtrG ve vodé&. Jako sorbenty, které
zachycuji analyt, se pouzivaji monomerné¢ vazané sorbenty oxidu kiemicitého, dale pak
polymerni sorbenty. Pfi pouziti UV filtri v pfipravcich na opalovani je potfeba zamezit
jejich rychlému rozpusténi ve vodé. Proto jsou casto do polarnéjSich molekul zaclenény
hydrofobné;jsi struktury, které zamezuji rozpusSténi téchto latek ve vode. Proto se pro jejich
extrakcei z vody €asto pouziva dichlormethan (DCM) nebo ethyl-acetat. Déle 1ze UV filtry
ziskat extrakci kapalina-kapalina (LLE). Nevyhodou téchto dvou extrakei je vysoka spotieba
rozpoustédel. Dalsi nevyhoda je Casova naroc¢nost téchto metod. V poslednich letech dochazi
k ndhrad¢ téchto dvou metod metodou mikroextrakce. Pii mirkoextrakci dochazi ke sniZeni
mnozstvi zkoumaného vzorku i1 pottebného rozpoustédla. TaktéZ by méla byt snizena doba
provadéné zkousky. Takto extrahované analyty podstupuji dal§i analytické metody
stanoveni. Ke stanoveni lze pouzit chromatografické metody, at’ uz kapalinovou (LC), tak
1 plynovou (GC) ¢i tenkovrstvou kapalinovou chromatografii (TLC). VSechna tato stanoveni
jsou do zna¢né miry ovlivilovdna moldrni hmotnosti a tékavosti samotné stanovené
latky. [2][11][31][47][48]

Vyuzivané metody pro stanoveni UV filtrti jsou dle mezindrodni normy analytickych metod
pro kosmetiku EN 16344:2013 screening UV filtri v kosmetickych pfipraveich
a kvantitativni stanoveni 10 UV filtri pomoci vysoce u¢inné kapalinové chromatografie
(HPLC). Dale pak EN 17156:2018 LC/UV metoda pro identifikaci a kvantitativni stanoveni
22 organickych UV filtri pouzivanych v kosmetickych ptipravcich v Evropské unii. Jedna
se o evropské standardy. Mezi dalsi mozné metody stanoveni UV filtrGi patii

1 spektroskopické metody nebo elektrochemické techniky. [11]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

4.1 Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinova chromatografie (LC) patii mezi nejcastéji pouzivané chromatografické metody.
Jedna se o techniku, ktera si poradi i s t¢kavymi slouceninami. Jelikoz jsou UV filtry latky
s relativné vysokymi teplotami varu, je tato metoda upfednostiiovana oproti plynové
chromatografii. Obvykle se u této metody pouziva reverzni faze za pouziti modifikovanych
silikagelovych kolon, pficemz je silikagel pozménén oktadecylem (C18). Jako mobilni faze
se pouzivaji smési vody s acetonitrilem, methanolem nebo tetrahydrofuranem (THF) bud’to
s izokratickou nebo gradientovou eluci. Novéji jsou pouzivany i smeési ethanol-voda, které
ptispivaji k ekologictéjSim (princip zelené chemie) analytickym metoddm. Pti pouziti LC
s normalni fazi se jako mobilni fize pouZzivaji hexan, ethyl-acetat a aceton. Dulezitym
parametrem u LC s normalni fazi je teplota, kterd miiZze ovlivnit reten¢ni ¢asy jednotlivych
UV filtra a jejich separaci. Kvili vysoké schopnosti UV filtrii absorbovat UV zéfeni se jako
detektor pouziva nejcastéji spektrometricky UV/VIS detektor. Lze pouzit i detektor
diodového pole (DAD), ktery umoznuje piehled o celém UV spektru pro kazdé maximum,
pfedevsim ve vodnych roztocich. Rovnéz 1ze pouZit i detektor hmotnostni spektrometr (MS).
Ten je vyuzivan pii detekci vedlejSich produkti UV filtrG, které vznikaji jejich
fotodegradaci. Taktéz je vhodny pro detekci nizkych koncentraci UV filtrii. Jednou
z rozSifenych mozZnosti kapalinové chromatografie je tandemovd s hmotnostni
spektrofotometrii. Tato metoda se vyuziva k detekci kontaminantii v Zivotnim prostredi,

napt. zbytkti UV filtrd ve vodé. [2][11][47][49]

4.1.1 Screening UV filtri v kosmetickych pripravcich a kvantitativni stanoveni

pomoci HPLC EN 16344:2013?

U této metody se pouziva HPLC s reverzni fazi a s gradientovou eluci k detekei 10 UV filtra,
pouzivanych ptedevsim v kosmetickych piipravcich na bazi emulzi a ve sprejich. Pro
kvalitativni stanoveni UV filtrii se jako detektor pouziva spektrofotometricky detektor (UV),
nebo detektor diodového pole (DAD). Oba tyto detektory se vyuzivaji pro latky absorbujici
voblasti UV zafeni. UV spektra jsou porovnavana se spektry v databazi. Méfeni je
provadéno pii vinové délce 300 nm a 350 nm.

Nejprve jsou z kosmetického piipravku extrahovany UV filtry smési aceton:methanol.
Nasledné jsou pfipraveny kalibracni roztoky téchto filtri dle jejich polarity. Polarni filtry

jsou rozpusténé v methanolu, sttedné polarni ve smési aceton:methanol (1:1) a nepolarni UV

2 Veskeré detaily a podminky analyzy nebylo moZné dohledat, jelikoZ nejsou normy vetejné dostupné
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filtry jsou rozpustény v THF. Nasledn¢ je 100 mg vzorku pfevedeno do barky a rozpusténo
smési acetonu s methanolem. Riizné kombinace UV filtri mohou vyzadovat upravena
rozpoustédla na jejich rozpusténi. Gradientova eluce mobilni faze se sklada z vodného
roztoku lauryl trimethyl amonium bromidu (LTAB), bromidu amonného a kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA) ve vodé. Organicka faze je slozena z LTAB a bromidu

amonn¢ho v ethanolu (EtOH). [11][50]

4.1.2 LC/UV metoda pro identifikaci a kvantitativni stanoveni organickych UV
filtri EN 17156:2018

Analytickd metoda zalozend na kapalinové chromatografii (LC) se UV/VIS

spektrometrickou detekei pro kvantitativni stanoveni 22 organickych UV filtrt.

U této metody se kosmeticky vzorek zvazi a rozpusti v EtOH. U Spatné rozpustnych
kompozic si Ize pomoci ultrazvukovou l4zni nebo vortex. Nasledn€ jsou odebrana potiebna
mnozstvi vzorku, kterd se zfedi prislusnymi rozpoustédly v zavislosti na jejich polarité.
Skupiny rozpustné ve vodé jsou smichany se smési EtOH s acetatovym pufrem. Skupiny
rozpustné v tucich a v EtOH a navic polymerni skupiny (polysilikon-15) jsou rozpusStény
v THF. Nasledn¢ jsou takto pfipravené roztoky méteny pomoci LC s UV/VIS detektorem
pfi ustanoveni riznych chromatografickych podminek. Jednou z podminek je pouziti
kolony. Pro vodou rozpustné systémy je pouzivdna kolona s reverzni fazi a mobilni faze
EtOH acetatovy pufr. Skupiny rozpustné v tucich jsou stanoveny také pomoci kolony
sreverzni fazi a s mobilni fazi ze smési EtOH a kyseliny mravenci, kterd obsahuje
hydroxypropyl-pB-cyklodextrin. Pro polymerni skupiny jsou pouZzivany kolony, které eluuji

v zavislosti na velikosti. Jako mobilni faze je zde pouzity THF. [11][51]

4.2 Plynova chromatografie (GC)

Plynovéa chromatografie (GC) je dalsi z chromatografickych metod, které 1ze vyuzit ke
stanoveni nebo identifikaci UV filtri. GC metoda je malo pouZzivana, jelikoZ podminkou pro
stanoveni je dostatecnd t€kavost a termostabilita. Pokud jsou UV filtry $patné t€kavé, nebo
by po nastifiku mohly byt absorbovany, je potfeba je derivatizovat, tzn. upravit vlastnosti
stanovovaného UV filtru, aby byla dosaZena jeho lepsi detekce ¢i separace. Jedna se napf.
o zvyseni citlivosti detekce nebo usnadnéni identifikace. Principem derivatizace za pouziti
derivatizacnich Cinidel je ndhrada aktivniho vodiku pfisluSnou ¢asti ¢inidla. Vlivem této

reakce dochézi k pozménéni fyzikalné-chemickych vlastnosti cilené latky. Na derivatizaci
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se pouzivaji derivatizacni €inidla, pro GC metodu se jedna o silylacni, acylacni a alkylacni
¢inidla. Silyla¢ni ¢inidla reaguji s latkami, které ve své molekule obsahuji funkéni skupiny
s aktivnim vodikem (-SH, -OH). Acyla¢ni ¢inidla reaguji s vysoce polarnimi funkénimi
skupinami, proto jsou vyuzivany pfevazné pro derivatizaci sacharidi nebo aminokyselin.
Alkylaéni ¢inidla jsou vyuzivana pievazné na upravu tékavosti amind, jelikoz reaguji
s volnym aktivnim vodikem a s volnym aktivnim vodikem kyselych hydroxylovych skupin.
Metoda je doporuc¢ovana pro latky s nizkou polaritou. Jako detektor se vyuziva plameno-

ioniza¢ni detektor (FID) nebo detektor hmotnostni spektrometrie (MS). [2][48][49]

4.3 Spektroskopické metody

Spektroskopie je védni disciplina zabyvajici se studiem interakce mezi hmotou
a elektromagnetickym zafenim. Jednd se o studium absorp¢nich charakteristik hmoty, kdyz
je vystavena zafeni. Do této védni discipliny se fadi spektrometrie ¢i spektrofotometrie.
Spektroskopické metody jsou méné Casto vyuzivané metody. Nejcastéji se vyuzivaji jako

detektory pii chromatografickych stanoveni. [52]
Spektrometrie

Metoda studujici mefeni konkrétniho spektra, pii které dochazi po absorpci zafeni ke zméné
rotacné vibracnich energetickych stavi molekul. Jsou tak ziskéna spektralni data, ze kterych
lze vycist strukturdlni vlastnosti a informace o zkoumané latce. Spektrometrie je Siroce
vyuzivana pro spektroskopickou analyzu vzorkidl a materiald. Jako néstroje se vyuzivaji
spektrometry, které se pouzivaji k méfeni fyzikalnich charakteristik v daném spektru.
Spektrometr méfi vlnovou délku a frekvenci svétla. To ndm umoZzni identifikovat
a analyzovat atomy ve vzorku. Spadd sem hmotnostni spektrometrie (MS),
chemiluminiscence (CL), nukledrni magnetickd rezonance (NMR), anebo Ramaniv
rozptyl. [2][11][52]

Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je jeden z oborid spektroskopie. Zabyva se kvantitativnim studiem
spekter, tzn. méfenim mnozstvi pohlceného, odraZzeného ¢i propusténého zateni v zavislosti

na vlnové délce. Kvantitativni analyza u UV/VIS spektrofotometrii se fidi Lambert-

Beerovym zakonem, ktery urcuje miru absorpce zaieni studovanym vzorkem. [53]

U spektrofotometrického stanoveni dochazi k ozafovani vzorku v  kyveté

monochromatickym svétlem (vybranou oblasti vinovych délek). Zareni je vzorkem
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absorbovano a detektor méfi intenzitu zateni, které nebylo vzorkem absorbovano. Mnozstvi
absorbovaného zareni je umérné koncentraci latky zkoumaného vzorku. Tudiz se tato
metoda zabyva pfevdazné kvantitativnim stanovenim vzorkll. Zdrojem = zafeni
spektrofotometru byvaji nejcastéji halogenové vybojky nebo vhodné zarovky. Ty se ale
vyuzivaji pro spektrum v oblasti infraerveného nebo viditelného zateni. Pro oblast UV

zateni se vyuzivaji deuteriové nebo vodikové vybojky.

Jedna se prevazné o UV/VIS spektrofotometrii. Tato metoda se pouziva k méefeni absorbance
svétla v oblasti ultrafialového a viditelného zafeni (oblast vinovych délek od 185400 nm
pro UV a 400-700 nm pro VIS). Absorpce zafeni v této oblasti zplisobi atomovou excitaci.
UV/VIS spektrofotometr méii intenzitu prochazejiciho svétla vzorkem a srovnava tuto

intenzitu s referencnim vzorkem. [54]

Pro spektrofotometrickou metodu je podstatné volba oblasti vinovych délek, po kterou bude
vzorek méten. Pokud neni znama maximalni vinova délka pro stanovovany UV filtr, je
vhodné zvolit takovou oblast vinovych délek, kterd zaznamenava celou UV oblast. Déle je
nutno volit vhodné rozpoustédlo. Takové, které v dané oblasti neabsorbuje dopadajici zafeni.

[55]
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Obrazek 9 Schéma spektrofotometru [upraveno dle [55]]
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5 CILPRACE

Cilem diplomov¢é prace bylo zpracovat literarni reSerSi zamétenou na vlastnosti UV zaieni,
vypracovat piehled chemickych UV filtr,, jejich vlastnosti a funkci. Dale byly
charakterizovany strukturalni zmény UV filtri vznikajici po ozateni. Cilem teoretické Casti

byla taktéz charakteristika metod pouzivanych pfi studiu a stanovovani UV filtrt.
Cile praktické casti byly:

e spektrofotometrické  stanoveni  absorpénich  spekter pomoci  UV/VIS

spektrofotometru,
e vyvoj metody kapalinové chromatografie (LC) pro detekci UV filtrd,
e vyvoj metody plynové chromatografie (GC) pro detekci UV filtr,

e sledovani vlivu simulovaného slune¢niho zafeni na fotostabilitu UV filtru s detekci

na GC,

e vyhodnoceni dat s diskuzi.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI ABSORPCNICH
SPEKTER V UV OBLASTI

Pti spektrofotometrickém stanoveni dochéazi k absorpci dopadajiciho zatfeni vzorkem.
Pomoci spektrofotometrického stanoveni lze stanovit kvantitativni mnozstvi vzorku. Pfi
spektrofotometrickém stanoveni nami zvolenych UV filtrti byla ziskana absorpcni spektra,
kdy by maximalni hodnota absorbance méla odpovidat hodnoté vinové délky, pii které¢ UV
filtr maximaln¢ absorbuje UV zafeni. Pomoci ziskanych absorp¢nich spekter miizeme
srovnat data z riiznych védeckych praci, kde provadéli obdobnd méteni za pouziti napf.

jinych rozpoustédel.

6.1 Pouzity material a pristroje
Pro stanoveni bylo vybrano 11 chemickych UV filtrG uvedenych v tabulce 2.

Tabulka 2 Ptrehled pouzitych UV filtri pro spektrofotometrickou analyzu

Nazev UV filtru ZKkratka Vyrobce — Dodavatel Navazka [mg]
Avobenzone BMDM SynCare 100,1
Oxybenzone BP3 SIGMA-ALDRICH s. 1. o. 99,9

Benzophenone-1 BP1 SIGMA-ALDRICH s. 1. o. 100,0

Octinoxate EHMC SynCare 110,0
Bemotrizinol EMT 99,8
Octisalate ES SIGMA-ALDRICHs. 1. o. 100,0
Ethylhexyl triazon ET 100,7
Enzacamene 4MBC SIGMA-ALDRICH s. 1. 0. 100,2
Bisoctrizole MBT SIGMA-ALDRICH s. 1. 0. 100,3
Padimate-O PDO SIGMA-ALDRICH s. 1. o. 102,7
Octocrylene OCR SIGMA-ALDRICH s. 1. o. 101,7

Laboratorni fotometr WTW photoLab® 6600 UV-VIS

Samotné méteni probihalo na laboratornim ptistroji WTW photoLab® 6600 UV-VIS, ktery

je majetkem univerzity.

Dale bylo pouzito laboratorni sklo jako odmérné barky a pipety.
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Obrazek 10 Pristroj WTW photoLab® 6600 UV-VIS

6.2 Samotné méreni

Piiprava roztoku

Nejdiive byly pfipraveny 1% roztoky jednotlivych UV filtri jejich rozpusténim
v 96% EtOH. Do 10ml odmérné banky bylo odvaZzeno 100 mg UV filtru a doplnéno EtOH.
Spatné rozpustné latky byly zahtaty po kratkou dobu na elektrickém vafi¢i. Nasledné byly
pripravené 1% roztoky prométeny na UV spektrometru. Poté byly z piivodniho 1% roztoku
pfipraveny dalsi roztoky o niz8i koncentraci postupnym fedénim (0,1%, 0,01% a 0,001%).

Dlivodem byla vyrazné vysoka absorbance vice koncentrovanych roztokd.

Individuélni vzorky jednotlivych koncentraci byly zméfeny pomoci pfistroje photoLab®
UV-VIS s pouzitim kiemenné kyvety. Kfemenna kyveta byla zvolena z toho divodu, ze
v oblasti UV-VIS neabsorbuje prochézejici zafeni. Oblast méteni byla navolena od 200 do

400 nm.

6.3 Vyhodnoceni vysledkit méreni UV absorbance

Na obrazku 11 lze vidét graf zavislosti absorbance na vinové délce. Jedna se o absorpéni
spektra pro dvé koncentrace (1% a 0,1% roztok) Avobenzonu (BMDM). V oblasti mezi
200 az 220 nm se objevuje pik, ktery patii rozpoustédlu EtOH, jelikoz absorbuje zareni

v oblasti 210 nm, jedna se o tzv. cut off rozpoustédla. Maximalni absorbance byla odectena
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pfi vlnové délce Amax = 358 nm pro 1% roztok. Pro 0,1% roztok se maximalni absorbance

posunula k Amax = 362 nm.

Absorbance [1]
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Vlnova délka[nm]  —1% BMDM —0,1% BMDM

Obrazek 11 Graf zavislosti absorbance na vlnové délce BMDM

Ve védecké praci [56] Dondi a spol. se uvadi, ze pii méfeni nastava jejich maximalni
absorbance pfi vinové délce tohoto UV filtru v oblasti 350-360 nm. Tuto teorii jsme si
potvrdili na§im méfenim, kdy se vinova délka pohybovala v rozmezi 356-362 nm. Vysledna

hodnota vinové délky je do zna¢né miry ovlivnéna pouzitym rozpoustédlem.

Vysledky byly srovnany se starSim meétenim, které provadél pan Rudolf z Univerzity
Tomase Bati ve Zling. Pro své méfeni pouzil dva roztoky, THF a EtOH. Maximalni

absorbance nastala pti 360 nm v rozpoustédle THF a pti 359 nm v EtOH.
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Obrazek 12 Graf zavislosti absorbance BP3 na vlnové délce

U BP3 bylo vyhodnoceno pouze absorpéni spektrum pro 0,001% roztok, jelikoz u vysSich
koncentraci byly hodnoty absorbance vyrazné vyssi nez 1, proto nebylo mozné zméfit
absorp¢ni spektrum. Jak je z grafu z4vislosti na obrazku 12 patrné, BP3 mé dvé absorp¢ni
maxima. Jedno pii vinové délce Amax1 = 288 nm a Amaxo =319 nm. Divodem je, ze BP3 patfi
do skupiny Sirokospektralnich UV filtri. Vysledky byly taktéz srovnany se star§im métent,
které provadél pan Rudolf z Univerzity Tomase Bati ve Zlin€. Pfi svém méteni pouZil jako
rozpoustédlo opét EtOH. Maximalni absorbance byla stanovena kolem 290 nm pro oblast
UVB a 325 nm pro oblast UVA. Malé odchylky métfeni mohou byt zplisobeny kalibraci
pfistroje nebo Cistotou rozpoustédla. Rozdil v méfeni byl také v hodnotach absorbance, coz
neni pro toto méfeni patrné, jelikoz hodnoty absorbance jsou ovlivnény koncentraci

méfeného roztoku.

Ve védecké praci Gonzaleze-Arjona a spol. [57] uvadi, Ze maximalni absorbance BP3
v oblastt UVB zafeni je pfi vlnové délce 288 nm. Jako rozpoustédla pouZzili methanol,
cyklohexan a dimethylsulfoxid. K podobnému vysledku jsme dospéli pii naSem méfeni
v EtOH. Co se tyce maximalni absorbance v oblasti zafeni UVA, v praci Gonzéleze-Arjona
a spol. kni doslo vrozmezi vlnovych délek od 320 do 330 nm. Ve srovnani s nasim
vysledkem jsme schopni si tuto teorii potvrdit, jelikoz u nds k maximalni absorbanci doslo

pfi vinové délce 319 nm a to pii pouziti EtOH jako rozpoustédla.
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Nasledujici obrazek 13, graf zavislosti absorbance na vinové délce, srovnava UV spektra tii
rozdilnych UV filtrG o stejné koncentraci. VSechny tfi uvedené UV filtry spadaji do

kategorie Sirokospektralnich UV filtri a obsahuji dvé absorpcni maxima.

Absorbance [1]
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Obrazek 13 Graf zavislosti absorbance EMT, MBT a BP1 na vlnové délce

Jak je z grafu patrné, UV filtr Bemotrizinol (EMT) ma pfi stejné koncentraci hodnoty
absorbance daleko vys8i nez dal§i dva UV filtry. Tento fakt mlzZe byt ovlivnén jeho
mnozstvim absorpcnich mist (chromofort) v molekule. Maximalni absorbance EMT
v oblasti UVB nastala pfi vinové délce Amax1 = 316 nm. Co se tyce oblasti UVA, zde byla
maximalni absorbance stanovena pii vinové délce Amaxx = 339 nm. Pan Rudolf uz diive
provadél spektrofotometrické méfeni toho filtru. Jako rozpoustédlo pouzil EtOH. Hodnota
vlnové délky v oblasti UVB se zna¢n¢ neliSila od ndmi stanovené. AvSak hodnota vinové
délky v oblasti UV A pii jeho méfeni ¢inila 363 nm. Zde pii naSem méteni doslo k znacnému
posunu na nizsi vinovou délku. Tento posun mize byt zpiisoben staiim UV filtru nebo jeho

Spatnym skladovani, béhem kterého doslo ke zméné jeho fyzikaln&-chemickych vlastnosti.

Co se tyce Bisoctrizolu (MBT), maximalni absorbance nastala pifi vlnové délce
Amax1 = 304 nm v oblasti UVB. V oblasti UVA k tomu doslo pii vinové délce Amax2 =346 nm.

Pti téchto vinovych délkach dochazi k absorpci veskerého prochazejiciho zareni vzorkem.

Stejn¢ jako u BP3 predstavuje benzophenon-1 (BP1) dvé absorpéni maxima. Co se tyce

oblasti UVB zafeni, zde dosahoval maximalni absorbance pfi vinové délce Amaxi = 292 nm.
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V oblasti zafeni UVA maximalni hodnota absorbance nastala pfi vinové délce 330 nm. Oba

parametry jsou zvyraznény na obrazku 13.

Ackoliv se jednd o tii Sirokospektralni UV filtry, kazdy ma svou charakteristickou
maximalni vinovou délku pro oblast UVB 1 UVA. To, ze se tyto hodnoty riznych UV filtra

od sebe lisi, je zpuisobeno samotnou strukturou UV filtra.

2,5
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Obrazek 14 Graf zavislosti absorbance EHMC na vinové délce

Na obréazku 14 je vyobrazena zavislost absorbance na vlnové délce pro dvé koncentrace UV
filtru EHMC. Jedna se o 1% a 0,01% roztoky dané¢ho filtru v EtOH. Jak je patrné, hodnoty
absorbance pro 1% roztok jsou vyrazné vyssi nez 1, proto byl roztok dale fedén. Co se tyce

maximalni absorbance 0,01% roztoku EHMC, k té doslo pii vinové délce Amax= 312 nm.

Po srovnani dat z védecké prace [56], kdy zde byla maximalni absorbance stanovena pfi
vlnoveé délce 310 nm, lze potvrdit, Ze EHMC spada do skupiny UVB filtri. Rozpéti, pti
kterém muze nastat maximalni absorbance UV filtru EHMC, se pohybuje od 290 do 310 nm
v zé&vislosti na pouzitém rozpoustédle a dalsich ptidanych latkach. Pan Rudolf opét provadeél
jiz dtive spektrofotometrické méfeni EHMC. Jako rozpoustédla pouzil THF a EtOH. Pii
pouziti obou rozpoustédel dosSel k zavéru, Zze maximalni absorbance nastava pii vlnové
délce 310 nm. K podobnym zavértiim dosel i1 pii pouziti acetonitrilu jako rozpoustédla. Zde

byla stanovena maximalni absorbance v rozpéti vinovych délek od 303 do 311 nm.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

Absorbance [1]
= o =
wn o wn (U8) wn

[a—

0,5
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Vlnova délka [nm)] —1% ES —0,01% ES

Obrazek 15 Graf zavislosti absorbance ES na vinové délce

Absorpéni spektrum pro Octisalate (ES) bylo spektrofotometricky stanoveno pro dvé
koncentrace, jak je patrné z obrazku 15. Pro 1% roztok ES v EtOH byla stanovena maximalni
absorbance pfi vinové délce Amax = 307 nm. K podobné vinové délce jsme dospéli 1 pfi
stanoveni 0,01% roztoku ES, rozdil je pouze v poklesu hodnoty absorbance v zavislosti na
koncentraci. Zde byla maximalni absorbance detekovana pii vinové délce Amax=310 nm. Na
oficidlnich strankach SIGMA-ALDRICH s. r. 0. uvadi, Ze rozpéti vinové délky, pti které ma
ES maximalni absorbanci, se pohybuje v rozmezi 280—-315 nm. Tato hodnota se bude odvijet
od pouzitého rozpoustédla. Jelikoz analyza byla provedena u filtru od této spolecnosti,

potvrdil se fakt, ze ES absorbuje zafeni v této oblasti. [58]
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Naésledujici obrazek 16 srovnava zéavislost absorbance tii UV filtrti o stejné koncentraci,
0,001% roztoky. Jak je z grafu zavislosti patrné, jedna se o UV filtry spadajici do kategorie
UVB filtry.
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Obrazek 16 Graf zavislosti absorbance ET, 4MBC a PDO na vinové délce

UV filtr Ethylhexyl triazone (ET) mél maximalni absorbanci detekovanou pfi vinové délce
Amax = 315 nm. Pii této vlnové délce absorbuje ET veSkeré dopadajici UV zareni. Tsuchyia
a spol. [59] taktéZ stanovovali maximalni absorbanci ET. Jako rozpoustédlo pouzili
methanol. K maximalni absorbanci v tomto ptipad¢ doslo pii vinové délce 312 nm. Dalo by
se tvrdit, ze jsme si podobnymi vysledky potvrdili vlastnost ET, jelikoz méfeni mize byt

ovlivnéno pouzitym rozpoustédlem.

Pti stanoveni absorp&niho spektra Enzacamenu (4MBC) nastala maximalni absorbance pfi
vlnove délce Amax =302 nm. Tato vlnova délka odpovida tomu, Ze 4MBC spada do skupiny
filtrG absorbujicich UVB zateni. Kockler a spol. [25] ve své praci uvadi, Ze k maximalni
absorbanci 4MBC v EtOH dochézi pti vinové délce 301 nm. Ke stejnému zavéru jsme dosli
také, a to pii pouziti stejného rozpoustédla. Hodnota byla rovnéZ srovnéna s literaturou [60],
kde v kapitole o UV filtrech uvadi, Ze maximalni absorbance 4MBC nastava pti vlnove délce

300 nm. Tato hodnota byla stanovena taktéz pro EtOH jakozto rozpoustédla.

Co se ty¢e Padimatu O (PDO), ¢inil mezi tfemi srovndvanymi nejvyssi absorbanci, a to az

pfes 2,5. K této absorbanci doslo pfi vinové délce Amax= 312 nm. Jak je patrné z obrazku 16,
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ET a PDO méli maximalni absorbanci pfi stejné vinové délce. Lze konstatovat, ze ET a PDO
maji podobné absorp¢ni vlastnosti. Gonzalez-Arjona a spol. [57] méfili absorbanci PDO
rozpustétného  ve tfech  rozdilnych  rozpoustédlech  (methanol, cyklohexan
a dimethylsulfoxid). Maximalni absorbance PDO nastala v zavislosti na rozpoustédle
v oblasti vinovych délek od 280 do 320 nm. U PDO rozpusténého v methanolu nastala
maximalni absorbance pfi vinové délce 310 nm. Pouzitim EtOH pfi naSem méteni nedoslo

k zna¢né zmén¢ hodnoty vinové délky.

(U8
wn

[
wn

b

Absorbance [1]

=
wn

0 e e b e Ty P

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Vlnova délka [nm] 0,01% OCR —0,001% OCR

Obrazek 17 Graf zavislosti absorbance OCR na vlnové délce

Na obrazku 17, grafu zavislosti, jsou srovnany dvé koncentrace piislusné UV filtru
Octrocrylenu (OCR). Jak je patrné, jedna se o UV filtr absorbujici v oblasti zafeni UVB. Pfi
prométeni UV spektra 0,01% roztoku OCR, maximalni absorbance nastala pii vinové délce

max = 298 nm. Hodnoty absorbance byly zna¢né vysoké, proto byl roztok dale nafedén na
0,001%. U takto nafedéného roztoku OCR bylo nasledné zméteno UV spektrum. Maximalni

absorbance nastala pii hodnoté vinové délky Amax =305 nm.

Reena Rai [61] ve své praci uvadi, ze absorpcni rozpéti pro UV filtr OCR je od 290 do
360 nm, kdy k maximalni absorbanci dochazi pti 307 nm. Tato skutecnost bude ovlivnéna
kone¢nou formulaci, do které¢ bude UV filtr zahrnut. Co se tyce naSeho stanoveni v EtOH,

dle uvedeného spektra (obrazek 17) jsme tuto skutecnost potvrdili.
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Podle jednotlivych absorpénich spekter lze fici, Zze kazdy UV filtr ma svoji typickou oblast
UV zareni, ve kter¢ absorbuje veskeré dopadajici UV zafeni. Tyto vlastnosti je dilezité brat
v potaz pii vyrobé a zpracovani novych ptipravkli na opalovani. Nékteré hodnoty vinovych
délek se od jinych praci lisi. Tyto fakta mohou byt ovlivnéna pouzitym rozpoustédlem.
V nasem ptipad¢ nebyly vSechny UV filtry dobte rozpustné v EtOH, proto doslo k jejich

zahtati. Tento krok mohl vést k posunu naméfenych hodnot.
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7 DETEKCE uv FILTRU POMOCI PLYNOVE
CHROMATOGRAFIE (GC)

Cilem prace byl vyvoj chromatografické metody k analyze Cistych UV filtra i nékterych
jejich pozménénych forem (napi. EHMC). Pomoci plynové chromatografie byly ziskany
retencni Casy jednotlivych UV filtri. Dale byla testovand minimalni koncentrace, pii které
lze UV filtry detektovat. Stanoveni se provadélo za dvou rozdilnych chromatografickych

podminek, které se od sebe liSily zejména nastavenym gradientem teplot stanoveni.

7.1 Pouzity material a pristroje

K separaci UV filtrii pomoci plynové chromatografie byly pouzity UV filtry uvedené

v tabulce 3. Byly voleny vzorky s dobrou rozpustnosti a niz§i molarni hmotnosti.

Tabulka 3 Ptehled pouzitych UV filtrti pro GC analyzu

Nazev ZKkratka Vyrobce Navazka [mg]
Avobenzone BMDM SynCare 102,9
Octocrylene OCR SIGMA-ALDRICH s. 1. o. 103,7
Octabenzone BP12 SIGMA-ALDRICH s. r. o. 100,4

Benzophenone-1 BP1 SIGMA-ALDRICH s. 1. o. 106,5
Padimate O PDO SIGMA-ALDRICH s. 1. 0. 100,5
Oxybenzone BP3 SIGMA-ALDRICH s. 1. o. 104,4
Octinoxate EHMC SynCare 103,6
Enzacamene 4MBC SIGMA-ALDRICH s. 1. o. 103,0

Methyl anthranilate MA SIGMA-ALDRICH s. 1. o. 120,6
Octisalate ES SIGMA-ALDRICH s. 1. o. 105,4

Plynova chromatografie (GC)

Jako pfistroj byl pouzit plynovy chromatograf, DANI Master GC Fast Gas Chromatograph,
ktery byl vybaven nepolarni kapilarni kolonou GC Zebrnon™ ZB-5MS o parametrech
30 m x 0,25 mm x 0,5 um a plameno-ioniza¢nim detektorem (FID). Jako nosny plyn byl

pouzit dusik. Data byla vyhodnocovana pomoci programu Clarity, DataApex.
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Obrazek 18 Pristroj DANI Master GC

e Parametry pro GC metodu A
Injektor: T =280 °C, priitok = 1 ml-min', split 1:50, oplach septa 5 ml-min"".

Teplotni profil: pocatecni teplota 80 °C (doba setrvani teploty 1 min) s teplotnim gradientem
20 °C-min! na 250 °C (doba setrvani teploty 1 min), nisledn& s teplotnim gradientem
6 °C-min' do 280 °C (doba setrvani teploty 2 min), dale s teplotnim gradientem 10 °C-min™"

do 290 °C a setrvani 20 min.
Detektor: FID, T =310 °C, pritok: N2 25 ml-min~'; H> 40 ml-min"'; vzduch 280 ml-min!.
Celkovy ¢as analyzy: 38,50 min.
e Parametry pro GC metodu B
Injektor: T =250 °C, priitok = 1 ml-min"!, split 1:8, oplach septa 5 ml-min ",

Teplotni profil: pocatecni teplota 110 °C, teplotni gradient 10 °C-min~' do 260 °C (doba

setrvani teploty 17,5 min).
Detektor: FID, T =280 °C, pritok:N> 25 ml-min"!; H> 40 ml-min"'; vzduch 280 ml-min™"'.

Celkovy ¢as analyzy: 52,5 min.
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Solarni komora SUNTEST CPS+

Pro ptipravu zménénych forem UV filtrG byl pouzit ptistroj pro simulaci slune¢niho zateni
(jinak oznaCovan jako simulator slune¢niho zareni), SUNTEST CPS+ s piislusenstvim
SunTray od firmy Atlas. Tento pfistroj je na univerzité¢ zaptijceny od spolecnosti SynCare
Plus s. 1. 0. Principem je produkce umélého slune¢niho zatfeni v rozpéti vinovych délek dle
nastaveni. Zdrojem zafeni je xenonova lampa o vykonu 1500 W s moznosti regulace
intenzity zafeni v rozsahu 250765 W-m 2 pro rozsah vlnovych délek od 300 do 800 nm.
Ptistroj je sloZen ze solarni komory, ktera obsahuje tloZny prostor pro 6 vzorkl. Veskera

nastaveni jsou zadavana pies ovladaci panel a displej pfistroje. [33]
e Parametry pro solarni komoru SUNTEST CPS+

Pred zahdjenim samotného ozafovani byly nastaveny parametry solarni komory.
V uzivatelském testu byly nastaveny tyto parametry: Doba ozatovani byla nastavena na 2 az
4 hodiny, dle provadéného testu, pii teploté 35 °C. VInova délka byla nastavena v rozpéti od
300 do 800 nm. Vykon byl nastaven dle vychoziho nastaveni (0; 250-765)W-m 2. Energie
ozafeni ¢inila pro 2 hodiny 3601 kJ-m 2 a pro 4 hodiny 7201 kJ-m 2.

SunTray

Obrazek 19 Solarni komora SUNTEST CPS+
7.2 Samotné méreni

Cisté UV filtry byly podrobeny analyze. Byly voleny dvé metody stanoveni, které se od sebe

li§i nastavenymi parametry.
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Byly pfipraveny 3 koncentrace UV filtr v EtOH, 1%, 0,1% a 0,01% roztoky UV filtra.
Me¢fteni probihalo od nejvySsi koncentrace po nejnizs$i. Vlivem snizovani koncentrace
roztoku dochazelo ke sniZzeni odezvy na detektoru (poklesu pikl). Nastfikovy objem

pripravenych roztokl byl 1 ul.

Pro analyzu pozménénych forem UV filtrd bylo piipraveno 7 vzorkd UV filtru EHMC
o ptiblizné hmotnosti 500 mg. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny na hodinovém skle do
pristroje SUNTEST CPS+ a ozafovany umélym svétlem z xenonové lampy. Jednotlivé

vzorky byly odebirany v ¢asovém rozhrani 30, 60, 90, 120, 150, 180 a 240 minut.

Po samotném ozafeni byl pfipraven roztok UV filtru + EtOH, kdy 10 mg UV filtru bylo
rozpusténo v cca 1,5 ml EtOH. Takto pfipravené roztoky byly analyzovany pomoci plynové

chromatografie. Pro detekci byly vyuzity dv¢ jiz zminéné metody stanoveni.

Analyza pozménénych forem UV filtrii byla provedena i u Octocrylenu (OCR). Jedna se
o fotostabilni UV filtr, ktery po ozafeni UV zafenim nepodléhd fotodegradaci nebo jiné
zméné. Octocrylen byl také smichan s méné stabilnim EHMC. V této smési bylo sledovano,

zda kombinace fotostabilniho UV filtru ma vliv na fotodegradaci EHMC.

Na analyzu OCR byly pfipraveny vzorky o navédzce cca 500 mg, které byly podrobeny
ozéfeni. Z takto ozatenych vzorkd byly pfipraveny roztoky na plynovou chromatografii
odebranim 10 mg vzorku a jeho rozpusténim v cca 1,5 ml EtOH. Intervaly odbéru vzorku

byly po 30, 60, 90 a 120 minutach.

Obdobnym zplisobem byly ptipraveny vzorky smési EHMC:OCR v poméru 1:1 (smés 1).
Nejprve byla pfipravena smés o hmotnosti 10 g obsahujici 5 g EHMC a 5 g OCR. Nasledné
byly ptipraveny vzorku o hmotnosti cca 500 mg. Tyto vzorky byly ozatovany po dobu 30,
60, 90 a 120 minut. Nasledn¢ byly pfipraveny roztoky UV filtru a EtOH, na plynovou
chromatografii, odebranim 10 mg UV filtru a pfidanim 1,5 ml EtOH.

Dale byla pfipravena nova smés dvou UV filtrt EHMC:OCR v poméru 4:1 (smés 2).
Nejprve byla pfipravena smés o hmotnosti cca 8 g, navazenim cca 6,4 g EHMC a 1,6 g OCR.
Dale byla smés rozdélena po 500 mg a ozatfovana po dobu 30, 60, 90 a 120 minut. Po ozareni

byly ptipraveny roztoky na GC navazenim 10 mg vzorku rozpusténého v cca 1,5 ml EtOH.

Dale byly pfipraveny dvé smési UV filtrt EHMC:ES jednak v poméru 1:1 (smés 3) tak
1 v pomeéru 4:1 (smés 4). Celkova navazka Cinila cca 4 g, kdy pro smés 3 to byly 2 g pro
EHMC tak i 2 g pro ES. Pro smés 4 Cinily navazky UV filtrt 3,2 g pro EHMC a 0,8 g pro

ES. Z takto pfipravenych smési byly navaZeny vzorky na simulator o hmotnosti cca 500 mg.
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Tyto vzorky byly ozafovany po dobu dvou hodin a odebirdny v 30minutovych intervalech.
Jako v predchozich ptipadech byly zozéatfenych vzorkli pfipraveny roztoky na GC

rozpusténim cca 10 mg v 1,5 ml EtOH.

7.3 Vyhodnoceni vysledki

V tabulce 4 jsou uvedeny jednotlivé retencni ¢asy pro zvolené druhy UV filtri. Jednd se
o reten¢ni Casy detekované pii méfeni za jiz zminénych podminek metody A, tak 1 metody
B. Reten¢ni Casy jednotlivych filtri se v zavislosti na zvolené metod¢ 1i8i. Je to zplisobeno
podminkami, pfi kterych dana metoda probihd, predevsim teplotou nastfiku a teplotnim

gradientem analyzy.

Tabulka 4 Piehled retencnich ¢asu UV filtrd v 0,01% roztoku

UV filtr Retenc¢ni ¢as [min]
Metoda A Metoda B
MA 7,51 8,68
ES 10,37 14,19
BP3 12,24 17,07
4MBC 12,49 17,483
BP1 12,85 18,10
PDO 14,15 20,52
EHMC 14,57 21,41
OCR 18,43 32,02
BP12 20,14 38,51
BMDM 20,51 39,76

Retenc¢ni ¢asy samotného UV filtru jsou ovlivnény molarni hmotnosti, polaritou ¢i typem
kolony. Stanovenim retencnich ¢asti Cistych UV filtrii ziskdme ptiblizny ptehled pro budouci
analyzu téchto latek v riznych formulacich. Na obrazku 20 jsou znazornény
chromatografické zdznamy 0,01% smési UV filtrli pro jednotlivé metody. Velikost odezvy

je zéavisla na pouzité koncentraci vzorka a na pouzitych chromatografickych podminkéch.
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Podobnou analyzou se zabyval ve své praci Vila a spol. [62]. Ti pouzili k detekci 16 UV
filtrd z kosmetickych formulaci GC-MS. Z pouzitych UV filtri bylo 7 stejnych, jako jsme
pouzili i my. Jedna se o UV filtry ES, 4MBC, BP3, BP1 EHMC, MA a OCR. Analyza byla
provedena pomoci plynového chromatografu spojené¢ho standemovym hmotnostnim
spektrometrem. Pro separaci pouzili kapilarni kolonu SLB-5ms a jako nosny plyn pouzili
helium. Teplota pece byla gradientni, kdy na zacatku analyzy byla teplota nastavena na
100 °C a konec¢na teplota na 290 °C. Teplota injektoru c¢inila 260 °C. Data byla
vyhodnocovédna pomoci softwaru TraceFrinder. Vzorky byly rozpustény v ethyl-acetatu.
Jelikoz po prvni analyze nedoslo k dostateéné separaci nékterych UV filtrt, byly proto UV
filtry s hydroxylovymi nebo aminoskupinami derivatizovany. Po dalsi analyze byly odezvy
téchto UV filtru Iépe detekované a dokonce u téchto filtrii doslo k posunu jejich retenéniho
casu. Ve srovnani s naSimi daty se liSime v potadi eluce UV filtrti, které byva ve vétSiné
pfipadi stejné. Muze to byt ovlivnéno pouzitou staciondrni fazi kolony nebo
chromatografickymi podminkami. V1iv na to ma derivatizace UV filtri, ktera posunula jejich
polaritu a nasledné i reten¢ni ¢asy. Z toho vyplyva, Ze jakékoliv zména podminek analyzy

bude mit vliv na jeji samotny pribeh.
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Obrazek 20 Chromatograficky zaznamy 0,01% smési UV filtri pro a) metodu A;
b) metodu B

Cilem analyzy bylo studovani fotostability EHMC v zavislosti na dob¢ vystaveni
simulovanému slune¢nimu zatreni. Po ozareni vzorki EHMC xenonovou lampou byla pii
odbéru pozorovana zmeéna barvy vzorkd. Z pavodniho ¢irého roztoku doslo ke zmén¢ barvy

az na zelenozlutou. Jedna se o typickou zménu barvy EHMC po ozéfeni. Sytost a intenzita
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barvy vzorkl se stupfiovala v zavislosti na dobé ozatovani (obrazek 21). Tato zména muze

naznacovat, ze EHMC prochazi chemickymi reakcemi, které méni jeho vlastnosti.

Obrazek 21 Zména barvy vzorku EHMC po ozéfeni

Vzorky byly analyzovany plynovou chromatografii. V tabulce 5 jsou uvedeny spolecné
s Casy odbéru a retencnimi ¢asy, plochy chromatogramu (pikd) dvou forem UV filtru
EHMC. Analyza odhalila postupny narhst plochy piku v relativnich procentech pro
Z-EHMC a pokles E-EHMC v zavislosti na ¢ase ozafovani umélym slunecnim zafeni. Na
obrazku 22 jsou znazornény chromatografické zaznamy EHMC pfii stanoveni metodou

A1iB.

Tabulka 5 Prehled retenénich Casti a ploch pikti pro EHMC

Cas Metoda A Metoda B
odbéru Rt [min] Plocha [%] Rt [min] Plocha [%]
[min]
4 E Z E Z E 4 E
30 2,7 97,3 2,6 97,4
60 5.2 94,8 5,0 95,0
90 5,5 94,5 5,6 94,4

120 13,110 14,635 7,2 92,8 18,513 21,607 6,9 93,1

150 9,3 90,7 9,7 90,3

180 8,7 91,3 8,9 91,1

240 10,1 89.9 10,4 89,6
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Intervaly odbéru byly ze zacatku po 30 minutdch az do 180 minut. Posledni odbér byl
proveden po 240 minutdch ozatfovani. Analyza na GC odhalila, ze jiz béhem prvnich
30 minut doslo k naristu plochy piku Z-EHMC, a to pfiblizné€ o 2,5 % pfi retencnim Case
cca 13,11 minut pro metodu A, a 18,51 minut pro metodu B. Doslo tedy k fotoizomeraci

E-EHMC a tvorb¢ jeho Z-izomeru.

Po provedeni analyzy vzorkl v ¢ase odbéru 60 a 90 minut byly nartsty ploch pikti pro
Z-EHMC podobné, a to ptiblizn€ 5,5 % jak pro metodu A, tak i metodu B. Nartisty ploch
piki pro jednotlivé asy odbéru jsou uvedeny v tabulce 5, kde 1ze vidét, ze s prodluzujicim
se ¢asem vystaveni simulovanému zafeni dochazi k nartistu fotoizomerni formy EHMC. Po
240 minutach ozafovani cCinila plocha piku Z-EHMC cca 10 %. Obecné se nejednalo
o vysoké narusty ploch piki. Tento fakt mohl byt ovlivnén nastavenou intenzitou zafeni na
slunecnim simulatoru. Je mozné, ze pii pouziti vysSi intenzity zafeni, by dochazelo
k fotozomerizaci vétsiho mnozstvi E-EHMC. Tyto nartsty ploch pikti naznacuji, ze dochazi
ke zvySovani koncentrace Z-EHMC, ktery vznikd po ozéafeni fotoizomerizaci ptivodniho
E-EHMC. Zavérem této analyzy jsme si ovéfili, Ze s prodluzujici se dobou vystaveni UV
filtrG simulovanému zareni dochazi k fotoizomerizaci vétSiho poméru ptivodniho E-EHMC.

S tim je spojena tvorba vedlejsich produktd, které znehodnocuji funkci UV filtrt.

Obdobnym experimenty se zabyval Silva a spol. [63] Ti se zabyvali izolaci UV filtrii
z vodnych vzorkil pomoci SPE a jako analytickou koncovku pouzili plynovy chromatograf
s hmotnosti detekci (iontova past) s usporaddnim GC-MS/MS. Vyhodnocovaci software
pouzili Star Workstation software 6.9.2. Jako nosny plyn bylo pouZito hélium. Dale kapilarni
kolonu z taveného kiemene ZB-5 MSi. Teplota injektoru byla gradientni, kdy pocate¢ni
teplota ¢inila 60 °C a kone¢na 300 °C. Pfi jejich analyze dochdzelo stejné jako u nas nejprve

k eluci Z-EHMC a nasledné k eluci E-EHMC.
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Obrazek 22 Chromatografické zdznamy EHMC v ¢ase 240 min a) metoda A, b) metoda B
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Déle byla provedena analyza stability UV filtru OCR. UV filtr OCR byl podroben ozatovani
simulovanym slune¢nim zafenim. Casy odbéru byly po 30, 60, 90 a 120 minutach. Oproti
UV filtru EHMC nedoslo po ozafeni OCR ke zméné barvy vzorki. Retencni ¢as UV filtru
se pohybuje kolem 18,50 minuty pro metodu A. Jak je zobrazku 23 patrné, pii
chromatografické analyze nebyly detekovany zadné fotodegradacni produkty UV filtru ani
po vystaveni 120 minutdm zafeni. D4 se fici, Ze OCR je fotostabilni, nebo Ze ndmi zvolena

analytickd metoda nedokéze tyto zmény rozpoznat.

[mv]

— C\Carjty\ UV filtry\ Data\'\DP TK 2021\ Ozafovani OCR 30,60,90,12 TK 2021\ OCR 120 min v BEOH (metoda filtry) - FID
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Obrazek 23 Chromatografické zaznamy pro UV filtr OCR 120 min

Pro sledovani fotostabiliza¢nich uc¢inkti byly vybrany dva UV filtry. OCR, ktery ma
napomahat stabilizaci UV filtru EHMC, jenz je zndmy pro svou nestabilitu. Pfipravena
smés 1 byla po ozafeni podrobena chromatografické analyze, kterd ukdazala, zda
v ptitomnosti OCR dochazi k fotoizomerizaci EHMC a o kolik je tento narist vétsi nebo

mensi v porovnani s nestabilizovanym EHMC.

V tabulce 6 jsou uvedeny plochy pikii EHMC v této smési pro jednotlivé ¢asy odbéru.
Plocha pikli pro OCR v tomto pifipadné¢ uvedena neni, jelikoz je zde sledovan jeho
stabiliza¢ni G¢inek UV filtr. Pfi odbéru vzorkt z ptistroje SUNTEST CPS+ byla sledovédna
minimalni zména barvy vzorkd, oproti samotnému ozafenému EHMC, viz obrazek 24. Jiz

u tohoto poznatku je ziejmé, ze ma urcity OCR vliv na fotostabilitu EHMC.
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Tabulka 6 Prehled reten¢nich Casti a ploch pikli pro smés 1 a 2, metoda A

Plocha [%] Plocha [%]
Cas odbéru [min] smés 1 smés 2
Z E Z E

30 0,6 99,4 1,4 98,6
g 60 1,2 98,8 2,3 97,7
;g 90 1,3 98,7 2,6 97,4

120 2,0 98,0 3,9 96,1

30 0,7 99,3 1,1 98,9
g 60 1,1 98,9 2.4 97,6
;g_ 90 1,3 98,7 2,4 97,6
(@)

120 1,8 98,2 4,5 95,5

Obrazek 24 Srovnani zmény barvy vzorkl po ozareni, vlevo smés 1, vpravo samotny
EHMC

Pti chromatografické analyze byl v pfitomnosti OCR detekovany izomerni typ EHMC. Opét
se s nartistajicim ¢asem ozafeni zvétSuje plocha pikti Z-EHMC, ktery signalizuje nartist
koncentrace tohoto izomeru ve smési. Po 30 minutach vystaveni UV filtrii simulovanému
zéteni dochazelo k fotoizomerizaci a k néartstu plochy piku Z-EHMC na 0,7 %. Po 60
a 90 minutach vystaveni zafeni doSlo k nartistu plochly pikti Z-EHMC na celkovou plochu

1,2 %. Jedna se o mensi narist plochy nez u nestabilizovaného EHMC. Po 120 minutach
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plocha pikti pro Z-EHMC ¢inila pfiblizné 2 %. Ve srovnani s plochou pikd samotného
EHMC je plocha piku Z-EHMC ve smési pfiblizné tiikrat mensi’. Lze tvrdit, ze UV filtr
OCR ma znac¢ny vliv na fotostabilizaci EHMC, a brani tak jeho fotoizomerizaci. Na
obrazku 26 jsou zobrazeny chromatografické zdznamy této smési. Neoznaceny pik v Case

18,5 minut odpovida UV filtru OCR.

Pro ovéfeni vlivu OCR na stabilitu EHMC byla pfipravena dalsi smés téchto UV filtri
v rozdilném poméru (smés 2). Lze predpokladat, ze snizeni koncentrace OCR bude mit vliv

na snizeni fotostability EHMC, jelikoZ jiz pii odbéru vzorkl ze slune¢niho simulétoru byla

pozorovana zména barvy vzorkt, viz obrazek 25.

&\\“%nc o Em““(
oc?- oc}i
: — ’: =:_:-’~,Tl

Obrazek 25 Srovnani zmény barvy smési 2 vlevo se smési 1 vpravo

Oproti smési 1 byly ve smési 2 detekovany vyssi nartsty ploch pikd pro Z-EHMC
(obrazek 27). Nartsty ploch pikti Z-EHMC byly v ¢asovych intervalech 30, 60 a 90 minut
dvakrat vétsi nez ve stejnych Casovych intervalech smési 1, viz tabulka 6. Po 120 minutach
dochézelo k nartistu pfiblizné 4,5 % Z-EHMC. Jednid se o menSi narast plochy piku
Z-EHMC nez u ¢istého vzorku ve stejném Case odbéru. Po srovnani dat obou smési dochazi
ve smési 2 k vy§$Simu nartstu plochy piku Z-EHMC. Ovéfili jsme tim, Ze pomér pouzitych
UV filtrG ve smési ma vliv na fotostabilizaci UV filtrG. AvSak v tomto ptipadé, kdy byla
koncentrace OCR nizsi, nebyl nariast plochy Z-EHMC o moc vyss$i neZ u nestabilizovaného

EHMC.

3 Pro lepsi prehled je v ptiloze P I tabulka, kterd obsahuje piehled ploch pikti izomertt EHMC pro jednotliva
stanoveni
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Obrazek 26 Chromatografické zdznamy smési 1 pro 30 a 120 min
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Obrazek 27 Chromatografické zdznamy smési 2 pro 30 a 120 minut
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Pro sledovani vlivu jinych UV filtr na fotostabilitu jiného typu UV filtru byly pfipraveny

dvé smési filtri EHMC:ES, smés 3 a smés 4, ve stejnych pomérech jako pfedchozi smési.
Jiz pti odbéru vzorkil jak smési 3, tak 1 smesi 4 ze simulétoru, byla zfejma zména barvy
vzorkl. Z Ciré barvy doslo opét ke zméné na zelenozlutou barvu. Tento poznatek naznacuje,

ze kombinaci s ES dochazi k vyrazngjsim zménam oproti zménam v piitomnosti OCR.

Obrazek 28 Zména barvy smési 4 vlevo a smési 3 vpravo

Pti chromatografické analyze dochazi k detekci UV filtru ES v reten¢nim ¢ase 10,5 minut,
jak je patrné z obrazku 29. Dalsi odezvy na detektoru naleZi izomernim formam EHMC. Ve
smesi 3 dochazelo k vyraznému nartstu plochy piku Z-EHMC jiz v prvnich 30 minutich

ozafeni, a to az na hodnotu plochy 4,5 %, viz tabulka 7.

Ve srovnani s predchozimi kombinacemi a se samotnym EHMC se jedna o nejvétsi narlst
plochy piku po 30 minutach vystaveni simulovanému zafeni. Analyza dal$iho vzorku v Case
odbéru 60 minut opét odhalila vyrazny narist u plochy piku na celkovou hodnotu piiblizné
8 %. K dalsimu nartstu plochy piku doslo i v dalsSim case odbéru. Po dvou hodinach
ozafovani ¢inila plocha piku pro Z-EHMC 10-14 %. Jedna se o hodnotu plochy, ktera je
vétsi nez plocha piku cistétho Z-EHMC po ¢tytech hodinach ozafeni. Vysledky naznacuji
tomu, ze kombinace EHMC v ES neni vhodna, co se tyc¢e fotostabilizace EHMC, a Ze

v pritomnosti ES podléha rychlejsim zménam.
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Tabulka 7 Prehled reten¢nich Casti a ploch pikli pro smés 3 a 4, metoda A

Plocha [%] Plocha [%]
Cas odbéru [min] smés 3 smés 4
Z E Z E

30 4,5 95,5 3,7 96,3
g 60 8,7 91,3 6,1 93,9
;g 90 10,9 89,1 8,5 91,5

120 10,6 89,4 9,5 90,5

30 4,0 96,0 3,1 96,9
g 60 7,0 93,0 5,6 94,4
;g 90 9,4 90,6 7,3 92,7
i

120 14,4 85,6 8,8 91,2

SniZeni poméru ES ve smési 4 se projevilo tim, Ze doSlo k mirnému zvysSeni stabilizace
EHMC oproti smési 3. AvSak stabilizace neni tak zna¢nd, naopak oproti samotnému EHMC
dochazi opét k vyrazné fotoizomerizaci. Po prvnich 30 minutach vystaveni smési simulatoru
doslo ke zmén€ 3,7 % puvodniho E-EHMC. Béhem analyzy kazdého dal§iho vzorku
v danych casovych intervalech dochazelo k nartstu plochy piku pro Z-EHMC. Naristy
ploch pikii jsou uvedeny v tabulce 7. Po 120 minutach, kdy byl vzorek vystaven
simulovanému slune¢nimu zareni, doslo k nartstu plochy piku Z-EHMC o 9,5 %. Tato
hodnota je totozna s nartistem plochy piku €istého vzorku EHMC, ktery byl zafeni vystaven
po dobu 150 minut. Ze ziskanych dat analyzy vyplyva, ze i snizend koncentrace ES ma
vyrazny vliv na fotostabilitu UV filtru EHMC. Pfi¢inou mizZe byt pfitomnost reaktivnéjSich
substituentll, které tvoii strukturu ES. Na obrazku 30 jsou porovnany chromatografické

zaznamy narustu plochy piku Z-EHMC ve vybranych ¢asovych intervalech.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

— C\|Clarity\ UV filtry\ Data\ DP TK 2021\ Ozafovani EHMC+ ES 1_1 30,60,90,120 TK\ EHMC+ ES 1_1 30 min metoda filtry 2 - FID

0,8

0,67

Voltage

————— 14,59 trans Octinoxate

18

0 5 10 15

i=-13,08 cis Octinoxate

o
=1

[min.]

— C\ Clarity\ UV filtfly\ Data\ DP TK 2021\ Ozafovani EHMC+ES 1_1 30,60,90,120 TK\ EHMC+ES 1_1 120 min metoda filtry 2 - FID

800~

600

Voltage

400

14,58 trans Octinoxate

200+

= 13,08 cis Octinoxate

Time [min.]

Obrazek 29 Chromatografické zdznamy smési 3 pro 30 a 120 minut
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Obrazek 30 Chromatografické zaznamy smési 4 pro 30 a 120 minut
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8 DETEKCE UV FILTRU POMOCI VYSOKOUCINNE
KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE (HPLC)

Cilem byl vyvoj metody kapalinové chromatografie pro detekci vybranych UV filtrt.
Metoda byla také vyuzita k detekci pozménénych forem vybranych UV filtrt.

8.1 Pouzity material a pristroje

Pro detekci UV filtri pomoci HPLC byly vybréany tii UV filtry, Avobenzone (BMDM),
Octrocrylene (OCR) a Octinoxate (EHMC), u kterého byla HPLC pouzita 1 k detekei jeho
pozménénych forem. PouZity vzorek pozménéné formy EHMC byl ptipraven jiz v piedchozi

kapitole pfi stanoveni pomoci plynové chromatografie.
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Byla pouzita kapalinova chromatografie Waters 600E Systém Controller s UV detektorem
UV200 DeltaChrom. Byla pouzita kvartérni pumpa s kvartérnim odplynovac¢em mobilni
faze Vacuum Degasser VD 0040 DeltraChrom. Jako kolona byla pouzita reverzni kolona
XSelect® CSH™ C18 s velikosti ¢astic 5 um a o rozmérech 4,6 x 250 mm. Data byla

vyhodnocena pomoci softwaru Clarity, DataApex.
e Parametry pro HPLC

Jako mobilni faze (MF) byl pouzit vysoce €isty acetonitril (ACN) pro HPLC s izokratickou
eluci. Tato mobilni faze byla pouzita k separaci Cistych UV filtrd, filtrl ve smési a také pro
separaci pozménénych forem EHMC. Pfi dal§im stanoveni ¢istych UV filtrd a jejich smési
byla pouzita MF acetonitril:voda (ACN:H>0) v poméru 9:1 (90:10 (w/w)). Pritok MF ¢inil
1 ml'min!, objem néstiiku 20 ul a doba méfeni 20 minut. Vlnova délka na UV detektoru

byla nastavena na 310 nm.

8.2 Samotné méreni

Byly pfipraveny roztoky UV filtri nejprve o koncentraci 1 mg'ml . Jako rozpoustédlo byla
pouzita mobilni faze dle probihajici analyzy. Roztoky o koncentraci 1 mg-ml™!' mély vysoké
az nemcfitelné odezvy na detektoru, proto byly roztoky natfedény na koncentraci

0,1 mg'ml'a 0,01 mg:ml'.
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Smés ti1 uvedenych UV filtrii byla pfipravena z nejvice nafedénych roztoku, a to v poméru
pro MF ACN 3:1:1 pro BMDM:OCR:EHMC. Pro MF ACN:HO ¢inil pomér UV filtrd 2:1:1
BMDM:OCR:EHMC.

8.3 Vyhodnoceni vysledki

Tabulka 8 Retencni ¢asy UV filtra v zavislosti na MF

Retencni ¢as [min]

MF ACN  MF ACN:H,0 (90:10 (w/w))

>

5: OCR 4,00 6.61: 7.32

>

= BMDM 4.45: 448 6.61: 6,99: 7.32
EHMC 44 6.60: 6.97; 7.13: 7.30

Nejprve byly pomoci kapalinové chromatografie analyzovany jednotlivé UV filtry.
V tabulce 8 jsou uvedeny retencni casy UV filtrii, které byly detekovany pii pouZiti dvou
mobilnich fazi. Jak je patrné, pfi pouZiti acetonitrilu jako MF jsou reten¢ni casy UV filtrl
zkraceny, a navic jsou pro jednotlivé filtry velmi blizké. U MF ACN:H>O se pfi stanoveni
vSech UV filtrii reten¢ni Casy prodluzuji a piky jsou detekovany v podobnych az stejnych
casech, viz tabulka 8. Navic je detekovano vice odezev na detektoru, nez bylo o¢ekavano.
Dtvodem muze byt nedokonalé separace UV filtrti zptisobena jak pouZzitou MF, tak pouZitou
kolonou. Dal$im moznym dGvodem je zadrzeni ptedchoziho vzorku v koloné a jeho
naslednou detekci s nasledujicim vzorkem nebo zadrzeni zbytku vzorkii v davkovacim
ventilu se smyckou. Také to mize byt zplisobeno vyssi citlivosti detektoru, ale tato moznost

je malo pravdépodobnad, jelikoz na GC byl vidén pouze jeden pik.

Na obrazku 31 jsou zndzornény chromatografy pro smés UV filtri OCR, BMDM a EHMC
pii pouZziti dvou zminénych MF. Samotna separace UV filtri na kolon& nebyla dokonala,
jelikoz se na detektoru objevuji spojené piky s vice vrcholy. Pti pouziti MF jako rozpoustédel
mohlo dojit k neoCekévané reakci mezi UV filtrem a rozpousStédlem. To se na detektoru

muzZe projevovat odezvou v rozdilném retennim case.
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Obrazek 31 Chromatografy smési UV filtru pro MF a) acetonitril, b) ACN:H>O

Data byla srovnéna s jinymi analyzami, které se od sebe liSily typem kolon, vybavenim
a nastavenymi podminkami analyzy. Nyeborg a spol. [64] se ve své praci zabyvaji ovéfenim
metody HPLC pro kvantitativni stanovené UV filtrti. Pouzivaji 12 UV filtra, z toho 3, které
jsme ve své analyze pouzili i my (OCR, BMDM, EHMC). HPLC se skladala ze separa¢niho

modulu s automatickym injektorem a detektorem fotodiodového pole (DAD). Zpracovani
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dat probihalo pomoci softwaru Empower. K separaci pouzili kolonu Symmetry Shield C18
o velikosti ¢asti 5 um, délce kolony 150 mm a vnitinim priméru 4,6 mm. Jako mobilni fazi
pouzili smeés ethanol:voda okyselenou piidavkem kyseliny trihydrogenfosforecné
s gradientovou eluci a pritokem 1,2 ml'min~!. Maximalni vinova délka na detektoru byla
nastavena na 312 nm. Data jsme srovnaly s daty z nasi analyzy a dospéli jsme k zavéru, ze

potadi eluce UV filtrt je stejné.

To potvrzuji 1 vysledky, které ve své praci uvadi Peruchi a Rath [21], ktefi k detekci UV
filtrt pouZili ¢tyfi druhy kolon a dva druhy mobilni faze. Zde je potadi UV filtrG zachovano
a méni se jen retenéni Casy. Pomoci rozdilnych kolon se snazili dosahnout co nejlepsi
separace vSech UV filtrti pfi izokratické eluci. To se podafilo za pouziti kolony ACE C18
o velikosti ¢astic 3,5 um, délce 150 mm a vnitinim primeéru 4,6 mm. Pro tuto kolonu byla
volena MF methanol:voda (88:12 (w/w)) s priitokem 1 ml'-min!. Dile pouzivali systém
HPLC vybaveny detektorem fotodiodového pole model PDA. Sbér a vyhodnocovani dat

probihalo pomoci softwaru Millennium 32 4.0.

Pii chromatografickém stanoveni 0,01 mg-ml™! ozafeného (240 minut) vzorku EHMC,
nebyly na detektoru zaznamenany vyznamné odezvy/piky. Retenc¢ni ¢as 4,51 minut
odpovidd nezménéné formé UV filtru E-EHMC. V ¢ase 8,44 minut a 9,70 minut byly
detekované¢ minimalni odezvy na detektoru. Proto byly pro dal$i analyzy pouzity vyssi
koncentrace (I mgml™'). Pfi analyze vyssi koncentrace EHMC byly na detektoru
detektované vyrazné piky pfi Casech 8,5 a 9 minut. Tyto piky se objevovaly i pii analyze
dalSich dvou vzorkid ozadfteného EHMC (¢as odbéru 30 a 120 minut). Dalo by se
predpokladat, Ze se jedna o fotodegradaéni produkty EHMC, jelikoZ s pfibyvajicim Casem
ozafeni se zvétSuje jejich plocha pikl, viz obrdzek 32. Pro ptfesnou identifikaci by bylo
potieba podrobit vzorek identifikaci na hmotnostnim spektrometru, aby se dalo pfesné ur€it,

o jakeé struktury se jedna.

Nyeborg se také ve své praci [64] zabyval detekci pozménéné formy EHMC. Pouzil stejné
podminky, které jsou uvedeny vyse. K odezve na detektoru doslo v retencnim ¢ase 11 minut,
kdy tento ¢as nalezel pravé Z-EHMC. Nepozménéna forma E-EHMC se eluovala v Case
12,5 minut. V zavislosti na té€chto datech bychom ocekévali, Ze pti nasi analyze dojde k eluci
Z-EHMC v kratS§im reten¢nim case nez pro jeho E-izomer. Mozny divodem, pro¢ nejspis
nedochazelo k detekci Z-EHMC, jsou nami pouzit¢ podminky analyzy, a to nevhodna

kolona, nevhodnd MF nebo nedostate¢ny rozsah detekce detektoru.
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Obrazek 32 Chromatografické zaznamy EHMC v €asech odbéru 30 a 240 minut
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ZAVER

Hlavnim tématem této diplomové prace byla analyza strukturdlnich zmén chemickych UV
filtrG zptisobenych slune¢nim zaifenim. Teoreticka ¢ast byla zamétena na UV zafeni a jeho
vlastnosti. V teoretické ¢asti byly predevsim charakterizovany jednotlivé tfidy a druhy UV
filtrd. Detailnéji byl popsan mechanismus ptisobeni UV filtri a jejich strukturdlni zmény

zpusobené interakci se zafenim nebo chemikaliemi. Také byly charakterizovany metody pro

stanoveni, identifikaci a charakterizaci vlastnosti UV filtru.

Prakticka ¢ast se vénovala predevsim vyvoji metod pro stanoveni, identifikaci a sledovani
strukturalnich zmén a vlastnosti UV filtrG. U vybranych filtrG byly sledovany absorpéni
spektra v oblasti UV zafeni. Na zaklad¢ ziskanych dat, které byly porovnany s literaturou,
jsme si ovéfili a potvrdili absorpéni vlastnosti UV filtri a ziskali jsme tak ptehled o vinovych

délkach, které jsou pro jednotlivé UV filtry charakteristické.

Dalsi ¢ast byla vénovana vyvoji chromatografickych metod pro analyzu UV filtrti. Pro
analyzu byly zvoleny jiz nastavené a otestované chromatografické podminky na plynovém
chromatografu DANI MASTER. Jednalo se o metodu A a B. Pfi obou metodach dochézelo
k dostatecné separaci a detekci pouzitych UV filtri. Pomoci metod bylo ziskano potadi UV
filtrG ve smési i s prislusSnymi retenénimi ¢asy. Piislusné metody (A, B) byly vyuzity pro
identifikaci pozménénych forem UV filtri, které byly vystaveny simulovanému slune¢nimu
zateni. Pro analyzu byl zvolen UV filtr Octinxate (EHMC), o kterém je znamo, ze podléha
fotochemickym reakcim, pfedev§im fotoizomerizaci. Ze ziskanych dat vyplyva, Ze jiz po
30 minutach, co byl vystaven slune¢nimu zafeni, podléha fotoizomerizaci. S ptibyvajicim
casem ozafeni narlsta koncentrace/plocha piku Z-EHMC. Jedna se o pozménénou formu

puvodné pouzitého E-EHMC.

Rovnéz byl sledovan vliv jinych druhtit UV filtri na chovani EHMC. Pro analyzu byl zvolen
Octocrylen (OCR) a Octisalate (ES). Byly pfipraveny smési, které obsahovaly vzdy EHMC
a druhy ptislusny UV filtr. Pomér UV filtrd ve smési byl 1:1 (smés 1 a 3) nebo 4:1 (smés 2
a 4) EHMC a pfislusného UV filtru. Z dat bylo zjisténo, ze kombinace EHMC a OCR ve
smésich 1 a 2 ma znacny vliv na fotostabilizact EHMC, a ze v této smési dochazi k mensimu
narastu mnozstvi Z-EHMC. Pti analyze smési 3 a 4 s ES dochazelo k opa¢nému piipadu.
V téchto smésich dochdzelo k vyraznému nartistu mnozstvi Z-EHMC. Z toho vyplyva, Ze

ES vyrazn¢ ptispiva ke snizeni fotostabilizacnich ucinkd.
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Na zavér byly tfi UV filtry (BMDM, EHMC a OCR) analyzovany pomoci kapalinové
chromatografie (HPLC). Pro analyzu byly pouzity dvé mobilni faze, acetonitril a smés
acetonitril:voda (90:10 (w/w)). Z vysledki vyplyva, ze pouzitd MF ma vliv na posun
retencnich ¢ast UV filtri. Pti analyze nedochézelo k dostatecné separaci vzorktl na koloné,
coz muze byt zpisobeno typem kolony a podminkami analyzy. Kapalinova chromatografie
byla také pouzita k analyze pozménéné formy EHMC. Pfi této analyze byly na detektoru
detekovany odezvy, ale nelze potvrdit, zda tato odezva nalezi pozménéné formé EHMC. Pro
upfesnéni by bylo potfeba pouZzit detektor hmotnostni spektroskopie, ktery jsme neméli

k dispozici.

Z vysledki analyz vyplyva, ze zisk informaci o UV filtrech z provedenych analyz je do
znaéné miry ovlivnén pouzitymi pfistroji a samotnou metodikou provadéného
experimentalniho vyzkumu. Samotny vyvoj metod pro studovani chovéani a sledovani
vlastnosti chemickych UV filtri je nezbytnou soucasti pro vyvoj a aplikaci téchto latek

v budoucnu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2EH 2-ethylhexanol

4MBA 4-methoxybenzaldehyd
4MBC Encazamene

ACN acetonitril

BDMD Avobenzone

BP benzophenone

C18 oktadecyl

CL chemiluminiscence

cr radikal chloru

CIO oxid chlornaty

DAD detektor diodového pole
DCM dichlormethan

DESM Diethylhexyl syringylidenemalonat
DNA deoxyribonukleova kyselina
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EHMC Octinoxate

E-izomer trans izomer

EMT Bemotrizinol

ES Ethylhexyl salicylate

ET Ethylhexyl triazone

EtOH ethanol

FID plameno-ionizaéni detektor
GC plynova chromatografie
HCO;™ hydrogen uhli¢itan

HOCI kyselina chlorna
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HPLC
INCI
IPA
LC
LLE
LTAB
MBT
MF
MS
NMR
NO*
NO?
NOs~
oCI”
OCR
OH’
PABA
PBSA
PDO
RNS
ROS
Rt
SCCP
SPE
SPF

TBA

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
mezinarodni nomenklatura kosmetickych ptisad
isopropylalkohol

kapalinova chromatografie

extrakce kapalina-kapalina

lauryl trimethyl amonium bromid
Bisoctrizole

mobilni faze

hmotnostni spektrometr

nuklearni magnetické rezonance

radikal oxidu dusnatého

radikal oxidu dusicitého

dusi¢nan

chlornan

Octocrylene

hydroxylovy radikal

kyselina p-aminobenzoova

Ensulizole

Padimat O

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

reten¢ni Cas

The Scientific Committee on Consumer Products
extrakce na pevné fazi

sun protection factor

terc-butylalkohol
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THF
TiO2

uv
UV/VIS
Z-izomer
ZnO

A

tetrahydrogenfuran

oxid titanicity

Ultrafialové zatreni

detektor ultrafialového a viditelného zaieni
cis izomer

oxid zineCnaty

vlnova délka
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