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ABSTRAKT

Diplomova prace vychazi ze soucasné problematiky kontaminace Zivotniho prostredi
syntetickymi vonnymi latkami. Musk slou€eniny se z divodu biologické perzistence
a schopnosti kumulace rozSifily do vSech slozek zivotniho prostfedi, pfedevSim vodnich
ekosystému. Tato prace je zaméfena na vybér a optimalizaci metody stanoveni umélych
musk sloucenin v realnych biotickych vzorcich (rybach). Pro izolaci analytu ze vzorku byla
pouzita metoda tlakem podporované extrakce (PSE), precisténi vzorku bylo realizovano
metodou sloupcové kolonové chromatografie. Identifikace a kvantifikace jednotlivych musk
slouc¢enin byla provedena pomoci vysokorozliSovaci plynové chromatografie s hmotnostni
detekci (GC-MS). Na zavér byla provedena diskuze vysledkl a zhodnoceni kontaminace ryb
z feky Svratky odlovenych na pFitoku a odtoku COV.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with actual issues of the contamination in the environment
with synthetic fragrances. Musk compounds are infiltrated to many environmental
components (especially an aquatic ecosystem) because of their biological persistence
and the ability of accumulation. This diploma thesis is focused on the selection
and the optimization of method for the determination of musk compounds in real biotic
matrices (fish). The isolation of analytes was realized by PSE method and the purification
of extract was realized by the method of the adsorption column chromatography.
Identification and quantification of individual musk compounds was carried out by GC-MS.
In conclusion were results and the contamination of fish from the river Svratka disscissed
and evaluated. These fish were caught at the inflow and at the outflow of the wastewater
treatment plant.

KLICOVA SLOVA

Musk slouceniny, ryby, extrakce podporovana tlakem, kolonova adsorp&ni chromatografie,
plynova chromatografie s hmotnostni detekci
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1 UVOD

Clovék své okoli vnima pomoci smysli. Jednim ze zakladnich smysli &lovéka je gich.
Proces smyslového vnimani je zaloZzen na vyhodnoceni vnéjSiho podnétu zachyceného
smyslovym organem. V pfipadé Cichu je timto podnétem vané.

Vuné nebo pach je organolepticka vlastnost chemickych latek, kterou je €lovék schopen
registrovat. Zda se jedna o vlini nebo zapach rozhoduje kazdy c¢lovék individualné
na zakladé pocitt, které v ném vnimany vjem vyvola. Vnimani vani ma prokazatelny vliv
na psychiku ¢lovéka. S viinémi jsou spojeny nase nalady, emoce i pamét.

Lidsky mozek je schopen zapamatovat si vini, se kterou se jiz nékdy setkal
a pfi opétovném vystaveni této vlni si vybavit pocity, které v ném jiz dfive vyvolala.

Uméni vyuzivat vini z pfirodnich materialu ovladali nasi predci jiz 4000 let pfed nasim
letopoétem. Tajemstvi vini bylo pfijimano s velkou pokorou a slouzilo predevsim
pfi bohosluznych ceremoniich a tajemnych ritudlech. Lidé ovladajici schopnost ziskavani
vuni z pfirodnich material byli uctivani. Viné byla spojovana s bohatstvim a moci.

Do doby, kdy byla objevena metoda destilace éterickych oleju z kvétl rostlin, byly
pfi vyrobé parfémd pouzivany predevS§im pryskyfice vzacnych stromd, rizna kofeni
a vymésky zivocichu. Po zdokonaleni destilace a extrakce vuni v 17. stoleti doslo k velkému
rozmachu pouzivani parfému prfedevs§im ve Francii. Vyroba parféma byla v této dobé znaéné
nakladna, vzhledem k nedostupnosti surovin a slozitym postuplm vyroby, a proto byla
uréena pouze pro vysoce postavenou bohatou spole¢nost.

K rozSifeni parfému pfispél prfedevSim rozvoj analytické a organické chemie v 18. stoleti.
V této dobé doslo k prvnim pokusim o laboratorni syntézu vonnych latek, které se vyskytuji
v pfirodé. Tak vznikly pfirodné identické vonné latky. V nasledujicich letech byly postupné
syntetizovany nové vonné latky, které nemaji strukturu shodnou s pfFirodnimi latkami,
ale vyznacuji se silnym pizmovym zapachem; proto se rozsifili pod nazvem musk slou¢eniny.

O masové rozSifeni musk slouCenin se zaslouzila pfedevsim jejich finanéné a provozné
nenaroéna syntéza. Musk slou¢eniny se zacaly pfidavat témér do vSech produkti osobni
péce, Cisticich a pracich prostfedkl, parfému, osvézovacu vzduchu apod. Vzhledem k jejich
pFijemné viini a schopnostem ovliviiovat lidské mysleni vzrostla spotieba téchto latek, s ¢imz
souvisi zvySeny pranik musk slou¢enin do sloZek Zivotniho prostredi.

Musk slouceniny pronikaji do zivotniho prostfedi splachem z odpadnich vod nebo pfimou
expozici do ovzdusi. Vzhledem ke svym chemickym vlastnostem (biologicka perzistence
a akumulace) se fadi do skupiny POPs (perzistentni organické polutanty). O jejich osudu
v Zivotnim prostiedi a toxicité majici vliv na organismy se v soucasnosti vi stale velmi malo.
Jejich pritomnost v8ak byla prokazana jiz ve v8ech slozkach Zivotniho prostfedi, pfedevsim
ve vodnich ekosystémech. Diky svym lipofilnim vlastnostem a schopnosti bioakumulace byly
tyto latky identifikovany ve vodni bioté a dokonce i v lidském matefském mléce a tukové
tkani.

Teoreticka Cast diplomové prace pojednava o vlastnostech a rozsSifeni musk sloucenin
v Zivotnim prostfedi a o metodach identifikace a kvantifikace téchto latek v jednotlivych
slozkach ekosystému. V praktické Casti je popsan postup stanoveni musk sloucenin
v realnych vzorcich vodni bioty vCetné optimalizace metody. Zavér diplomové prace
je vénovan zhodnoceni vysledkll analyz a porovnani obsahu musk slou¢enin v rybach
odlovenych pFed a za €istirnou odpadnich vod v Brné Modficich.



2 TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast diplomové prace pojednava o vonnych latkach, jejich vnimani ¢lovékem
a jejich vlivu na lidské mysleni, emoce a pamét. Pozornost je soustfedéna na syntetické
musk slou€eniny, jejich rozdéleni, vlastnosti a osud v zivotnim prostfedi. Dale je pozornost
zamérena na analytické metody stanoveni musk slou€enin v jednotlivych slozkach Zivotniho
prostredi.

2.1 Cich

Zakladnim kamenem pro objeveni vonnych latek je bezesporu ¢&ich. Cich je daleZitou
soucasti smyslového vnimani vétSiny organismu. U ¢lovéka je Cich vyvojové nejstarsi smysl
a je nedilnou soucasti smyslového vnimani. Dovoluje ndm poznavat okolni svét na zakladé
vlni, které nas obklopuji. Pomoci ¢ichu jsme schopni monitorovat kvalitu ovzdusi, ve kterém
Zijeme, i rozliSit hrozbu v podobé zkazené potravy. Soucasné hraje ¢ich velmi dalezitou roli
v socialnim chovani ¢lovéka, v€etné chovani sexualniho [1].

2.1.1 Organ ¢ichu

Cichovy organ ¢&lovéka se sklada ze dvou &asti: gichovych bunék a &ichového centra
v mozku. Cichové buriky &lovéka se nachazeji v nosni duting. Clovék ma az 100 milionu
¢ichovych bunék, které pokryvaji plochu asi 5 ¢tvereénich centimetrl a obnovuji se kazdych
60 dni. Na silné prokrvené Cichové sliznici (epitelu) jsou umistény jemné chloupky (nervova
zakoncCeni Cichovych bunék) pokryté vrstvou hlenu. Tato vrstva zachycuje vonné latky
z plynné faze, rozpousti je a tim zprostfedkovava jejich kontakt s nervovymi zakonéenimi.
Cichové buriky pak vyslou signal do mozku, kde je informace pfedana a zpracovana. Piesny
mechanismus vnimani vini na molekulové Urovni je velice sloZity a neni jesté presné
popsan. Vladkna bunék Cdichového epitelu vedou pfimo do mozku, &imz se odliSuji
od ostatnich bunék smyslovych organt obratlovcl [2, 3, 4].

Signaly pfivedené z Cichového Ustroji jsou zpracovavany v ¢asti mozku, ktera je nazyvana
Cichové centrum. Toto centrum je umisténo na spodiné Celniho laloku koncového mozku
a je spojeno s limbickym systémem. Limbicky systém Clovéka pracuje s lidskymi emocemi,
naladou a paméti. Spojeni téchto ¢asti mozku vysvétluje vliv vini na emocialni reakce
¢lovéka a schopnost pamatovat si viné a vyhodnocovat je na zakladé zkuSenosti v pfipadé,
Ze jsme se s vuni jiz setkali [2, 5].

Citlivost ¢ichu je pro kazdého C¢&lovéka rlzna, stejné jako vnimani a rozeznavani
jednotlivych vuni a pachl. V priméru je ¢lovék schopen rozeznat a zapamatovat si pfiblizné
4000 rozlicnych vini a pachl. Ktomu, abychom byli schopni zaregistrovat urcitou vuni,
se musi na Cichovych burfikach zachytit dostatecné mnozstvi latek stejného typu (prahova
koncentrace) [3, 6].
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Obr. 1: Stavba Cichového epitelu [4]
2.2 Viné

Vané je organolepticka vlastnost chemickych latek, kterou ¢lovék objektivizuje a hodnoti.
Je to smyslovy vjem, ktery jsme schopni zaznamenat pomoci Cichového Ustroji. Abychom
mohli vini chemické latky citit, musi byt molekuly latky uvolnény v plynné nebo kapalné fazi
do prostiedi a nasledné zachyceny hlenem na nosni sliznici [4, 6].

O tom, zda se jedna o vlni nebo zapach, rozhodujeme individualiné na zakladé pocitd,
ktery v nas vnimany vjem vyvolava. Viné byva spojovana s né¢im prijemnym, pozitivnim,
naopak pach se pouziva pro oznaCeni nepfijemného, negativniho pozitku. Neutralni vyraz
pro Cichovy viem se v Eeském jazyce neuziva [7].

V soucasnosti neexistuje obecné platna norma, na jejimz zakladé by bylo mozné latky
tfidit, popisovat a charakterizovat na zakladé znalosti jejich struktury. V souvislosti
s vyuzivanim vani v pramyslu existuje klasifikace vonnych kompozic zalozena na senzorické
charakterizaci vonnych slozek [6].

Vyuzivani vani k terapeutickym G¢inkim (navozovani pfijemné atmosféry, zlepSeni
duSevni pohody) se zabyva obor nazyvany aromaterapie; aromachologie se zabyva
zkoumanim vlivl viini na emocialni stranku ¢lovéka (zmény nalady a chovani) [3].

Pouziti vani ma v sou€asnosti vyznam predevSim v primyslové vyrobé kosmetickych,
Cisticich, pracich a jinych parfemovanych vyrobku, které parfemaci ziskavaji na atraktivnosti.
Hlavnim divodem pfidavani vané do téchto vyrobkl je upoutat zakaznika, ktery ma
o produkt zajem, a prekryt nepfijemné viné detergentl pouzitych pfi vyrobé [6].

2.2.1 Vnimani vuni

Cich se pravdépodobné zadal vyvijet jako prvni z péti nasich smysld. Jeho prostrednictvim
bylo ¢lovéku umoznéno poznavat okoli a vytvaret si vztah k riznym vinim a pachum. Jiz
brzy ¢lovék pochopil, Ze to co zapacha, je s velkou pravdépodobnosti zkazené a mize mu
ublizit a naopak pfijemna viné v ném vzbuzovala pfijemné pocity. Kazdy ¢lovék vnima vani
individualné. Teprve v pribéhu Zivota dochazi k hodnoceni vini na zakladé vychovani,
zvyklosti a zkuSenosti. S vinémi si spojujeme osobni zazitky, emoce, nalady a kazda viné
v nas muze vyvolavat rozdilné pocity [1, 3].



Dulezitym faktorem pfi vnimani a hodnoceni vlni je koncentrace, v jaké latka na smyslovy
organ pusobi. Nékteré latky mohou v nizké koncentraci vyvolavat pfijemné pocity, avSak
ve vy§§i koncentraci nepfijemné zapachat. Charakter vonnych latek se s koncentraci maze
vyznamné ménit. Citlivosti k vnimani viné a schopnosti rozpoznavat jednotlivé pachy se Ize
naucit tréninkem [3, 6].

2.2.2 Psychologie viini

To, Ze v nas dokaze viné vyvolavat pocity, je hlavni diivod, pro¢ se ¢lovék za¢al vonnymi
latkami zabyvat. Nepfijemna viné v ¢lovéku probouzi nelibost az odpor. | tato vlastnost
je pro Clovéka pfinosem. Pachnouci latky ¢asto varuji pfed nebezpecim, napfiklad ucitime-li
kouf, uvédomime si pfitomnost ohné, pach zkazené potravy nas ochrani pfed otravou
a dokonce muzeme vycitit nebezpeci z pachu potu druhych lidi. Naopak pfijemna viné
v Clovéku probouzi pozitivni nalady. Znama viné dokaze navodit pocit Stésti a uvolnéni.
Viné do zna¢né miry ovliviiuji i vybér Zivotniho partnera. Pokud nam c¢lovék pfi prvnim
setkani nevoni, jisté nas nebude pfitahovat. Vybér partnera podle télesné viné je podminén
evoluénim vyvojem a souvisi se schopnosti posoudit na zakladé feromonl produkovanych
partnerem, zda bude vhodny pro zplozeni potomka [1, 3].

Kombinace v8ech téchto faktorli vedla ke zrodu parfumerie. Hlavnim cilem vonnych latek
pfidavanych do produktli osobni péce a Cisticich a dalSich prostiedkd je vyvolat zajem
o koupi produktu pravé svoji pfijemnou vani [6].

2.3 Vonné latky

Do skupiny vonnych latek se fadi celd fada slou¢enin rdznych chemickych struktur
a vlastnosti. Zakladnim spoleénym rysem téchto latek je specificka viné. Vonné latky Ize
délit na zakladé jejich puvodu na pfirodni a syntetické. PFirodni vonné latky se dale déli
na zivoCisné a rostlinné a syntetické vonné latky se déli na pfirodné identické a umélé
slou€eniny. Rozdéleni vonnych latek je znazornéno na obrazku 2 [8].

VONNE LATKY

PRIRODNI SYNTETICKE

Rostlinné Zivogigné Pfirodné - identické Umélé

Obr. 2: Rozdéleni vonnych latek [9]
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2.3.1 Prirodni vonné latky

Pfirodni vonné latky vznikaji biologickymi pochody v Zivych organismech. VSechny
organismy béhem svého Zzivota produkuji mnoho chemickych latek procesem zvanym
metabolismus. Produkty primarniho metabolismu jsou pfedevSim cukry, tuky a nukleove
kyseliny. Tyto latky zajiStuji zakladni Zivotni funkce rostlin i Zivo€ichu (zasoba energie,
stavebni funkce). Pokud ma organismus dostatek téchto latek a vhodné podminky (dostatek
svétla a slunec¢ni energie, tepla, vldhy), zacnou probihat reakce sekundarniho metabolismu.
Béhem téchto procesl dochazi k degradaci produktd primarniho metabolismu a vysledkem
je mimo jiné i vznik pfirodnich vonnych latek. Podle puvodu Ize pfirodni vonné latky délit
na zivoCisné a rostlinné. Vonné latky maji v Zivoté organismO nezastupitelné misto
a pro mnoho Zivogichd i rostlin jsou Gasto otazkou preziti. Clovék ziskava vonné latky
z pfirody predevS§im pro jejich wvyuziti v parfumerii, kosmetice, farmacii, ale také
v potravinarském primysiu [8, 10].

2.3.1.1 Prirodni vonné latky rostlinného puvodu

Prvni skupinu pfirodnich vonnych latek tvofi latky produkované rostlinami.

Viyznam prirodnich vonnych latek:

V rostlinné fisi slouzi vonné latky k vabeni hmyzu, ktery zajiStuje opilovani kvéta, ¢imz
umozriuje rozmnoZzovani rostlin, a sou¢asné odpuzuje $kGdce a puvodce chorob [5, 11].

Charakteristika rostlinnych vonnych latek:

Prirodni vonné latky rostlinného plvodu jsou nazyvany silice, pfipadné také éterické,
aromatické nebo esencialni oleje. Jsou to vonné, tékavé, ve vodé nerozpustné kapaliny,
které jsou dobfe rozpustné v tucich a v organickych rozpoustédlech. Z chemického hlediska
jsou silice kapalné smési slozené z chemickych latek terpenického charakteru. Obsahuiji
uhlovodikovy skelet tvofeny isoprenoidnimi jednotkam; mohou to byt kyslikaté latky,
alifatické, cyklické a aromatické slouCeniny (oxidy, fenolické ethery, alkoholy, estery,
aldehydy, ketony a fenoly) [7, 10, 11].

Silice:

Silice se vyskytuji v riznych ¢astech rostlin (kvéty, plody, klra). Jsou ulozeny v sili¢énych
burikach a Zlazkach, pfipadné vyplnuji mezibunécny prostor rostlin. Jedna se o produkty
sekundarniho metabolismu vznikajici v rostlinach dvéma rliznymi zplsoby. Prvni proces se
nazyva mevalonatovy (biogeneticky); takto vznikaji predevSim terpenické latky, a to
kondenzaci isoprenovych jednotek za pfFitomnosti specifického enzymu. Druha cesta
se nazyva Sikimatovy (fenylpropanovy) proces, pfi kterém vznikaji latky s aromatickym
jadrem [7, 12].

Balzamy a pryskyrice:

Vonné latky jsou mimo jiné souc€asti balzaml a pryskyfic. Tyto latky jsou koneénymi
produkty metabolismu nékterych druh( rostlin. PFfi poranéni jsou vyluCovany do
pryskyfiénych kanalkl a dutin. Balzamy jsou smési sirupové konzistence s vysokym
obsahem aromatickych balzamickych kyselin. Po odpareni tékavych slozek (silic a tékavych
esterl) vznikaji tuhé pryskyfice [11].
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Ziskavani vonnych latek z rostlin:

Z rostlin se vonné latky ziskavaji destilaci vodni parou, extrakci organickymi rozpoustédly
nebo lisovanim [13].

Jsou vyznamné pro svoji vini a pouzivaji se nejen v kosmetice a parfumerii, ale rovnéz
v potravinafském pramyslu pro vyrobu vonnych a chutovych latek. Mezi nejznaméjsi
zastupce patfi napfiklad pinen (borovice), limonen (citron) a mentol (mata) [7].

Obr. 3: Citron a mata

2.3.1.2 Prirodni vonné latky Zivo¢isného puvodu

PFirodni vonné latky jsou produkovany nejen rostlinami, ale také nékterymi Zivocichy.

Viyznam prirodnich vonnych latek:

Zivogichové uzivaji vonné latky predev&im v socialni komunikaci. Pomoci feromon( jsou
schopni pfedavat si informace o nalezené potravé nebo o hrozicim nebezpeci. Vonné latky
napomahaiji rovnéz pfi rozmnozovani, kdy na zakladé feromond dochazi k vybéru vhodného
partnera a k oznacovani teritoria [14].

Charakteristika zivo¢isnych vonnych latek:
Jedna se o vymeésky Zlaz rGznych ZzZivocichld. Jsou to slozZité chemické slouéeniny
vyznacujici se charakteristickou silnou vuni, ktera v nezfedéném stavu spiSe zapacha [15].
NejznameéjSimi prirodnimi vonnymi latkami ZivociSného puUvodu jsou ambra, cibet,
kastoreum a mosus.

Ambra:

Ambra je vymések traviciho traktu vorvané (Physeter catodon). Vznika jako produkt
sekundarniho metabolismu v Zaludku pfi porudeni Zaludec¢ni sliznice, napf. pfi poranéni.
Je to tuha voskovita hmota s hustotou niz§i nez voda. Ziskava se pfi lovu velryb z ulovenych
zvirat, nebo ji Ize nalézt ve formé vyplavenych chuchvalcli na pobfezi [9, 15, 16, 17].
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Obr. 4: Vorvari obrovsky (Physeter catodon) [9]

Cibet:

Cibet je sekret z pachovych vacku cibetek (Vivera civetta, Civettictis civetta). Je to hnéda
mazlava hmota, ktera se tvofi v pachovych Zlazkach pobliz fitniho otvoru téchto Selem.
Je velice aromaticka, a proto se pouziva ve velmi zfedéném stavu [9, 15, 16, 17].

Obr. 5: Cibetka africka (Civettictis civetta) [9]

Kastoreum:

Kastoreum je vyméSek lymfatickych Zlaz bobra evropského (Castor fiber). Tento
tmavohnédy sekret se ziskava z bobfich striiju (vacky pod ocasem) a také je velmi silné
zapachajici, a proto se musi pred pouzitim silné fedit [9, 15, 16, 17].

Obr. 6: Bobr evropsky (Castor fiber) [9]
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MosSus:

Mosus, znamy také jako pizmo, je pravdépodobné nejcenngjSi vonna latka, ziskavana
z pachovych vackla kabara pizmového (Moschus moschiferus). Je to velice aromaticka,
ale rovnéz velmi draha latka, ktera je pouzivana vyhradné v parfumerii [9, 15, 16, 17].

Obr. 7: Kabar pizmovy (Moschus moschiferus) [9]

Latku podobnou mosSusu produkuje ondatra pizmova [9].

Ziskavani vonnych latek z tél Zivocichi:

Ziskavani vonnych latek z Zivoc€iSnych zdroji je pomérné slozita zalezitost a ziskané
mnozstvi vonnych latek neni dostacujici pro moderni spolec¢nost. V minulosti dochazelo
k lovim a vybijeni nékterych zvirat, a to pravé kvuli ziskavani vonnych latek pro potreby
parfumerie. Zivo&i$né vonné latky je potfeba pied pouzitim v parfumerii upravovat slozitymi
postupy a nechat del$i ¢as odvétrat, aby se zajistila optimalni viiné. Pouzivaji se jako fixatory
vlni v drahych parfémech, zaokrouhluji vonnou kompozici, zajistuji stalost vani ve flakonku
a dlouhou vydrz na kuazi. Jsou cenné a velice drahé [15, 17, 18, 19].

2.3.2 Syntetické vonné latky

Druhou skupinou vonnych latek jsou uméle syntetizované vonné slouceniny. Tyto latky
jsou pfipravovany antropogenni cestou. Zahrnuji celou fadu slozZitych chemickych sloucenin.
Hlavnim divodem pro rozvoj chemickych syntéz byla rostouci poptavka po vonnych latkach.
Nové se zacCaly uméle syntetizovat latky obsazené v pfirodnich materidlech (pfirodné
identické vonné latky) i zcela nové slouceniny podobnych vlastnosti [18, 19].

2.3.2.1 Pfirodné identické vonné latky

Jako pfirodné identické vonné latky jsou oznaCovany uméle syntetizované slouceniny,
které maji shodnou chemickou strukturu i vlastnosti s latkami vyskytujicimi se v pfirodnich
materialech. Zakladem pro vyrobu pfirodné identickych aromat je identifikace pfirodnich
vonnych latek a Fizena chemickd syntéza latek stejné struktury. Pfirodné identické latky
nelze od pfirodnich latek rozliit, protoze maji stejnou vlni i chemickou strukturu. Hlavnim
ddvodem pro vyrobu pfirodné identickych vonnych latek zlstava pomérné nizka cena
a moznost syntézy latek ve velkych objemech (nezavislost na pfirodnich zdrojich) [8, 14, 18].
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Pfirodné identické latky jsou hojné vyuzivany v potravinafském primyslu (aromata,
prichuté) i v kosmetice. Prvnim vyznamnym krokem bylo objeveni a izolace vanilinu jako
Cisté latky v roce 1858 Nikolasem Theodorem Gobleym. V roce 1874 se podafilo némeckym
védcum Ferdinandu Tiemannovi a Wilhelmu Haarmannovi odvodit jeho strukturu a popsat
chemickou cestu jeho syntézy. Pfirodné identickd aromata jsou v soucasnosti nejvice
vyuzivana v potravinarském primyslu pro dochucovani a navonéni potravinarskych vyrobku.
Pfirodné identické vonné latky, pouzivané v potravinarském primyslu, nepredstavuiji
pro Clovéka zdravotni riziko. Vzhledem k jejich dlouhodobému vyskytu v potravinach a Siroké
spotfebé bez zjevného ucinku na lidské zdravi jsou povaZzovany za bezpecné [20].

2.3.2.2 Umélé vonné latky

Vedle pfirodné identickych vonnych latek jsou dnes primyslové vyrabény pfedevsim nové
umeélé latky, které maji podobné vonné vlastnosti jako latky pfirodni, ale odliSuji se svoji
chemickou strukturou. Jsou to latky, které se v pfirodé pfirozené nevyskytuji a jejichz
existence je zplUsobena antropogenni c&innosti. Zahrnuji zastupce témér vSech skupin
organickych latek (uhlovodiky, halogenderivaty, alkoholy a fenoly, thioly, ethery, sulfidy,
dusikaté derivaty, aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny a jejich derivaty — predevSim
estery a heterocyklické slou¢eniny) [6, 14, 19].

NejsledovanéjSimi slouceninami ze skupiny umélych vonnych latek jsou takzvané umélé
musk slou€eniny - chemicky vyrobené nahrazky pfirodniho mosusu (pizma) [8].

2.4 Historie vuni a vonnych latek

Pfirodni vonné latky vznikaji biosyntetickymi reakcemi v Zivych organismech. Jejich
historie proto souvisi s vyvojem jednotlivych druht rostlin a Zivo€ichu na planeté Zemi.
Historie uméle syntetizovanych vonnych latek je naproti tomu stara jen nékolik set let
a souvisi s rozvojem védecké cCinnosti Clovéka. Obecné Ize fict, Zze historie vonnych latek
se zaCala psat v okamziku, kdy Clovék objevil, Ze chemické latky charakteristické svym
aroma, se daji z pfirodnich materialu izolovat; nékteré dalSi vuné lze pfipravovat
chemickymi syntézami.

2.4.1 Historie prirodnich vini

SpiSe nez o vonnych latkach mluvime v souvislosti s historii o pfirodnich vlanich. Vinémi
byli lidé obklopeni odjakziva. Uz nasi prapredci dokazali ocenit vini nékterych bylin, luéniho
kviti nebo ovoce. Zvlastnosti z pohledu ¢&lovéka je to, Ze viné dokazi ovliviiovat lidské
emoce analady, a proto se brzy objevily snahy o podmanéni kouzel, vznikajicich
v souvislosti s pfirodnimi zdroji vini [19].

Pro svoji vlastnost vzbuzovat pfijemné pocity, byly vonné latky vyhledavany predevsim
pfi slavnostnich pfilezitostech. Lidé ziskavali vuni zrostlin maceraci, su$Senim, drcenim
a spalovanim. Zapalovanim pryskyfic strom0 kadidlovniku a myrhovniku vznikaly omamné
vliné, pouzivané predevsim k nabozZzenskym ucelim (oslavovani bohl, nabozZzenské seslosti,
apod.). Odtud ma plvod slovo parfém (parfum), které pochazi z feckého vyrazu per fumum,

coz znamena ,skrz kour“ nebo kourfem [3, 8, 13].

15



Viné se staly hlavni napini obchodnich cest mnohych narodi. Obchodovalo se predevsim
s vonnym dfevem kadidlovniku a myrhy. Spalovani dfeva olibanu a myrhy se ve vyspélych
kulturach (Egyptané, Rekové, Rimané) zadalo vyuzivat nejen pro naboZenské,
ale i pro kulturni Géely (vykurovani obydli). Dal§im zplsobem uzivani vonnych latek se stala
vyroba masti aoleju. Zaklad tvofily aromatické rostliny, jejichz vonné casti
se pro prodlouzeni trvanlivosti svafovaly s zivoCiSnym tukem nebo s rostlinnym olejem
a vodou. Castym zdrojem vini byly v minulosti kvéty rizi, jasminu, lilii, levanduli, z bylin
potom bazalka, mata, dale koreni, plody citrus(i, mandli a podobné [3, 13].

Postupné se viné stava symbolem spole¢enského postaveni. Neslouzi jen k oslavam,
ale pfedevSim k prekryvani zapachu pfi Spatnych hygienickych podminkach. Vzhledem
k vysoké cené si parfémy mohli dovolit jen vysoce postaveni, bohati obyvatelé [3].

Dulezitym krokem vedoucim k vyrobé parfému, a to ve skuteéném slova smyslu, bylo
rozvinuti techniky destilace k vyrobé cCistého éterického oleje. O tento krok se zaslouzil
alchymista znamy jako Avicenna kolem roku 1000 n. |. Od té chvile se za&al rozvijet moderni
parfumarsky pramysl [3, 8].

2.4.2 Historie parfému

Historie moderniho parfumarstvi se v Evropé datuje od 12. stoleti, kdy kral Filip August
dovazenym z Arabie, kde se vyrabély vonné vody destilaci z pfirodnich materiald.
Od 12. stoleti slouzily parfémy predevsim k prekryvani nepfijemnych télesnych pachl. Jako
suroviny pro vyrobu parfémua slouzily predevSim intenzivni animalni esence jako pizmo,
ambra a cibet. Vané byly znaéné silné a tézké, aby prekryly pachy. Obliba silnych vani kon¢i
v poloviné 18. stoleti, kdy se do mody vraci svézi pfirodni viné a dba se na zvysSenou
hygienu. Stale je hlavnim problémem cena parfému, a proto si ho mohou dovolit pouze
bohati. Tato situace se méni ve 20. stoleti, kdy dochazi ke spojeni parfumerského
a chemického primyslu a k objeviim syntéz novych vonnych latek. Vyroba umélych vonnych
latek je levnéjSi nez a v dusledku toho se parfémy rozsifuji mezi stfedni i niz$i vrstvy.
Z luxusu se stava bézny produkt masové spotieby [3, 8].

2.4.3 Historie umélych vonnych latek

Pfirodni zdroje vonnych latek se s rozvojem kosmetického primyslu a zejména
se vzrustajici spotfebou vonnych latek nejen v kosmetice, ale také v ostatnich oblastech
pramyslu (praci a distici prostfedky, osvézovace, parfemované vyrobky), staly
nedostateCnymi. Dochazelo k rozsahlym téZbam vzacnych dfevin a nekontrolovatelnému
lovu zvifat produkujicich vonné slouceniny. Aby se zabranilo vyhlazeni téchto zivo€iSnych
druht, stala se hlavnim cilem védcl a chemik( snaha o izolaci a stanoveni struktur
pfirodnich latek a vypracovani postupl pro syntézu vonnych latek v laboratornich
podminkach [19].

Poté, co se podafilo z pfirodnich materiall izolovat vonné latky, objevily se prvni snahy
o uréeni struktury téchto chemickych slou¢enin a snahy chemikl se upiraly k pokusim
zaméfenym na umélou syntézu vonnych latek chemickou cestou [14].
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2.4.3.1 Dulezita data v historii umélych musk sloucenin

Prvni vysledky badani, souvisejici se strukturou vonnych latek, jsou datovany od obdobbi
1833-1834, kdy francouzsti chemici Dumas a Peligot izolovali ze skoficové silice vonny
aldehyd a v roce 1856 vypracovali postup na jeho syntézu. DalSi vyznamny krok
pfedstavovala izolace benzaldehydu z oleje z hofkych mandli, kterou v roce 1837 popsali
chemici Liebig a Wohler. NejvétSim uspéchem vSak bylo objeveni vanilinu a heliotropinu
o par let pozdéji. Zasluhu na jejich syntéze, uskutecnéné a popsané vroce 1874, méli
némecti chemici Haarmann, Tiemann a Riemer [7, 8, 14, 19].

V letech 1845-1850 tak vznikaji prvni uméle syntetizované esencialni oleje vyrabéné
v chemickém primyslu. Zakladem téchto umélych oleju jsou estery vy$Sich mastnych kyselin
a nékterych alkoholll a jsou zvlasté vyhledavany pro své ovocné aroma. Doposud se jedna
o pfirodné identické latky. Zisk téchto latek umélou cestou nese nejen snizeni nakladu
na vyrobu, ale také zvySeni objemu vyroby, protoze vétSina latek ziskavanych z pfirodnich
materiall se vyskytuje jen ve stopovych mnozstvich [7, 8, 14, 19].

Mezi dulezita data v historii umélych vonnych latek patfi bezesporu rok 1878. Pravé
vtomto roce doSlo k syntéze prvni umélé vonné sloueniny — kumarinu — chemikem
Perkinem. Prvni moSusoveé vonici latkou, kterou se podafilo objevit chemiku Albertu Baurovi
vroce 1888, bylo tzv. Baurovo pizmo. DalSimi nitrovanymi slou€eninami vydavajicimi
charakteristickou piZmovou vuni jako mosus, byly moSus ambret, keton a xylen (1898 - Bauir,
Thurgau). Pro svoje aroma a vlastnosti se moSusové vonici latky staly stfedem pozornosti
mnoha chemiki. Roku 1957 se podafilo syntetizovat galaxolid, latku ze skupiny
isochromanovych mosusu. Objev ucinili védci Beets a Theimer. DalSimi vyzkumy mély
za nasledek objeveni fady vyznamnych latek, jako napf. derivaty indanu (celestolid)
a tetrahydronaftalenu (tonalid) [7, 8, 14, 19].

2.5 Produkce vonnych latek

V obdobi 19. a 20. stoleti doslo k obrovskému pokroku v oblasti vonnych latek. S vyvojem
postupl syntetické vyroby vonnych slou¢enin se mnohonasobné zvySilo mnozstvi
pouzivanych vonnych latek v pramyslu. Puvodnich 150-200 znamych pfirodnich vonnych
latek pouzivanych v parfumerii, se za poslednich 200 let zvySilo na nékolik tisic nové
syntetizovanych chemickych slouéenin [7, 15, 21].

Dnes se prumyslové vyrabi kolem 10 000 syntetickych vonnych latek. Asi 2 500-3 000
slouenin se bézné pouziva v praxi, znichz asi 300 se pouzivda ve velkém mnozstvi
(produkce nad 50 t ro¢né). Prvnimi primyslové vyrabénymi musk slouc¢eninami byly
nitromusk Islou¢eniny. Brzy po prokazani jejich toxicity a negativnich dopadd na Zivotni
prostfedi byla vyroba nitromusk slou€enin snizena na minimum (v EU zcela zastavena)
a jako nahrada zacaly byt vyrabény latky ze skupiny polycyklickych musk slou€enin. Také
u téchto latek byly nasledné prokazany toxické vlivy na ekosystémy, a proto se hlavnim
trendem ve vyrobé staly v souCasné dobé& makrocyklické a nové alicyklické musk slouceniny
[7, 21, 22].

Diky legislativnim opatfenim v dalSich letech produkce pomalu klesa. V souasnosti
je pouzivani syntetickych musk slou€enin upravovano pomoci direktiv 2002/34/ECz
15. dubna 2002 a 2003/14/EC z 19. unora 2003 [10, 23].

Vyvoj ve svétové spotiebé musk slouCenin je uveden v tabulce 1. Tabulka 2 prezentuje
udaje o spotfebé& jednotlivych musk slougenin v evropskych zemich. Udaje v tabulkach jsou
uvedeny v mnozstvi v tunach za pfisludny rok [19, 21, 22].
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Tabulka 1: Svétova produkce umélych musk slouéenin (t/rok) [19, 21]

Rok Musk slouéeniny Polycyklické Nitro musk Makrocyklické
1988 7000 4300 (61%) 2450 (35%) 250 (3-4%)
1996 8000 5600 (70%) 700 (12%) 250 (3-4%)

Tabulka 2: Spotfeba jednotlivych musk sloucenin v Evropé (t/rok) [24]

Musk sloucenina 1992 1995 1998 2000
Musk xylene 174 110 86 67
Musk ketone 124 61 40 35

HHCB 2,400 1,482 1,473 1,427
AHTN 885 585 385 358

2.6 Umélé musk slouceniny

V soucasné dobé patfi mezi nejvice sledovanou skupinu vonnych latek bezesporu
syntetické musk slou€eniny.

2.6.1 MosSusové latky

MoSusové latky nebo také musk slou€eniny jsou pfirodni i umélé vonné latky. Pfirodni
musk slouéeniny jsou Zivoc¢iSného puvodu (vymésky kabara pizZmového), umélé musk
slou€eniny zahrnuji mnozstvi synteticky pfipravenych chemickych slou€enin [7].

Nazev byl odvozen od pfirodniho moSusu, a to diky typické pizmové vuni, kterou se tyto
latky vyznaduji. Pfirodni moSusové latky jsou velmi cenné a velice drahé. Vzhledem
k podstatné niz§im vyrobnim nakladiim zacaly v parfumerii a v kosmetickém prdmyslu umélé
musk slou¢eniny ve velké mife nahrazovat pfirodni vonné latky. S rozSifenim pouziti dochazi
k priniku téchto slou¢enin do Zivotniho prostfedi. Musk slou¢eniny jsou perzistentni
polutanty, které se kumuluji ve sloZkach Zivotniho prostfedi. Bylo zjisténo, Ze dochazi k jejich
bioakumulaci a biokoncentraci v potravnich fetézcich; také byly prokazany jejich toxické
ucinky na organismy [8].

2.6.2 Charakteristika umélych musk slouéenin

Jedna se o uméle syntetizované chemické latky pouzZivané jako nahrady pfirodniho
mosusu. Skupina syntetickych musk slouc¢enin zahrnuje 3iroké spektrum chemickych latek
rlznych struktur a vlastnosti. Zastupce lze nalézt témér ve vSech hlavnich skupinach
organickych sloucenin (uhlovodiky, halogenderivaty, alkoholy a fenoly, thioly, ethery, sulfidy,
dusikaté derivaty, aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny a jejich derivaty, pfedevsim estery
a laktony, heterocyklické slouCeniny a dalSi). Charakteristickou vlastnosti téchto latek
je pfijemné pizmové aroma. Pfirodni moSusové latky jsou pro moderni spole¢nost
nedostacujici z hlediska objemu. S objevem syntetickych musk slouéenin doSlo k revoluci
v parfumarském primyslu a obrovskému rozvoji parfémovani vyrobkd.
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Ziskavani vonnych latek z pfirodnich materialu je nakladné a mnozstvi, které se ziska
je pro moderni spole€nost, je zcela nedostacujici. Postupy vyroby umélych musk sloucenin
nejsou slozité ani finanéné naroc¢né, a proto mize vyroba musk slou¢enin probihat ve velkém
objemu. Proto v poslednich letech umélé musk slouceniny nahrazuji pfirodni mosusové
latky, které jsou z hlediska ziskavani velice nakladné a malo dostupné [6, 14].

2.6.2.1 Vyznam, pouzZiti musk sloucenin

Musk slouceniny jsou vyznamnou surovinou pfi vyrobé parfému. Diky svému pfijemnému
aroma se v soucasnosti pouziva okolo 3000 vonnych latek. Jejich hlavni prednosti
je schopnost fixace a uceleni vonné kompozice. Diky fixacnim schopnostem musk sloucenin
dochazi k postupnému pomalému uvolfiovani tékavych latek z vonné kompozice a také
k prodlouzeni vonného tonu. K dalSim vlastnostem musk sloucenin patfi schopnost vazat
vlni v textilnich tkaninach, a proto se rozsifily jako slozky d&isticich a pracich prostredku
(zejména avivaze) [22, 25].

2.6.2.2 Problematika umélych musk slouéenin

S rostouci spotfebou musk slouc¢enin souvisi jejich zvy$eny prinik do Zivotniho prostredi.
Nizka cena a moznost vyrabét ttmér neomezené mnozstvi téchto latek prispélo k masovému
rozSifeni umeélych musk slou¢enin do vSech slozek ekosystému. Vzhledem k fyzikalné-
chemickym vlastnostem syntetickych musk slou€enin je jejich pfitomnost ve sloZzkach
zivotniho prostfedi skute€nym problémem. Musk sloucCeniny a jejich bioaktivhi metabolity
kontinualné pronikaji do slozek Zzivotniho prostfedi riznymi cestami, akumuluji se zde
a pUsobi toxicky na zivé organismy [25, 26].

Nejvétsi problémy zplsobuji musk slouceniny v akvatickém prostfedi. Vodni organismy
jsou vystaveny Skodlivym ucéinkim musk slou¢enin po celou dobu svého vyvoje v mnoha
generacich. Mozné efekty na organismech nejsou zcela odhaleny, protoZze kumulace musk
slouc¢enin i jejich plUsobeni je dlouhodobé a velmi pomalé. Nékteré zmény v chovani
organismu proto mohou byt pfisuzovany adaptaci organismu a ekologické sukcesi [25, 27].

2.6.2.3 Fyzikalné-chemické viastnosti musk slouc¢enin

Syntetické musk slouceniny jsou diky svym vlastnostem zafazovana do skupiny POPs
(perzistentni organické polutanty) a mezi takzvané PCP (personal care products), farmaka
a pfipravky denni spotfeby. Mezi PCP kontaminanty patfi spolu s farmaceutickymi vyrobky
a potravnimi dopliky také produkty osobni péce, detergenty, kosmetické prostfedky a dalsi.
PCP kontaminanty jsou skupinou organickych polutantt, které jsou ve velkych objemech
produkovany lidskou c¢innosti a po spotfebé jsou uvolfiovany do Zivotniho prostiedi,
a to predevsim prostfednictvim odpadni vody [5, 23, 28].

Umélé musk slouCeniny jsou semivolatilni organické latky a jejich tékavost zavisi
na chemické struktufe latek. Maji lipofilni charakter, a proto jsou malo rozpustné ve vodé
(nepolarni charakter molekul), avSak dobfe se rozpoustéji v tucich a v organickych
rozpou$tédlech. Relativni molekulovd hmotnost umélych musk sloucenin se pohybuje
v rozmezi 200-300. Vlastnosti musk slou€enin jsou odvozovany od struktury jednotlivych
latek. VétSina umélych musk slou¢enin ma velmi stabilni struktury a v pfirodé jsou obtizné
rozloZitelné. U nékterych musk slou€enin byla prokazana odolnost proti tepelné degradaci,
fotodegradaci a biodegradaci [14, 22, 23, 25, 29].
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Tyto latky se velmi ochotné absorbuji na organickou hmotu a snadno prochazeji
bunéCnymi membranami. Diky svym lipofilnim vlastnostem maji vysokou schopnost
bioakumulace. Faktory bioakumulace odpovidaji hodnotam rozdélovacich koeficientl
oktanol-voda [31].

2.6.4 Vstup do zivotniho prostredi

Umeélé musk slou€eniny vstupuji do zZivotniho prostfedi prostfednictvim lidské &innosti.
Kontaminace prostfedi je mozna ve tfech hlavnich rovinach, a to pfi uniku ve vyrobnim
procesu, z odpadl obsahuijicich tyto latky a pfedevsim odpadni vodou po pouziti prostredku
obsahujicich vonné musk slou¢eniny [28, 30].

Umélé, syntetizované musk slouceniny se dostavaji do vSech slozek zivotniho prostfedi.
Za transportni medium je povazovano predevSim ovzduSi, do kterého se diky svym
semivolatilnim vlastnostem uvoliuji molekuly vonnych latek nejen pfi pouzivani vonavych
vyrobkd, ale rovnéz z odpadni vody. Z vody se tyto latky dostavaji do pady, pfedevsim vSak
do kalli z COV a do sedimentl v Fekach. Odpadni voda je povaZovana za nejvétsi zdroj
kontaminace. VSechny ¢istici, myci a praci prostfedky, véetné prostfedk( osobni hygieny,
jsou splachovany do odpadni vody. V COV nedochazi k dostateénému odstranéni musk
slougenin z ddvodu jejich nizké biodegradace a musk slougeniny potom odchazeji z COV
do recipientu. Diky svym vlastnostem se kumuluji v organické hmoté (sedimenty, bioticky
material) a pronikaji do dalSich ekosystém pres potravni fetézce [19, 21, 22, 28].

Schématické znazornéni kontaminace zivotniho prostfedi umélymi musk sloueninami
je uvedeno na nasledujicim obrazku.
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Obr. 8: Zjednodusené schéma priiniku musk sloucenin do Zivotniho prostredi
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2.6.5 Vyskyt musk slouéenin ve slozkach ZP

Vzhledem k masovému uzivani umélych musk slou¢enin v primyslu se tyto latky rozsifily
do vsech slozek zivotniho prostfedi. V soucasnosti existuje stale velmi malo informaci
0 negativnich vlivech musk sloucenin na ekosystémy, a proto se mnoho studii zaméruje
pfedevSim na hodnoceni toxikologickych rizik a na stanoveni obsahu musk slouéenin
v jednotlivych matricich [28, 30].

2.6.5.1 Hydrosféra

Nejvice kontaminovanou slozkou Zivotniho prostfedi je voda. Jak bylo uvedeno jiz dfive,
umeélé musk slouceniny jsou do prostfedi vnaseny pfedevsim prostfednictvim odpadni vody.
Nejvice kontaminované jsou méstské odpadni vody z velkych aglomeraci a primyslové
odpadni vody z podnikd zabyvajicich se vyrobou detergentl a vonnych latek. Odpadni vody
vstupuji do procesu Cisténi v Cistirnach odpadnich vod, avSak 100% odstranéni vonnych
musk slouc¢enin neni v dusledku jejich vlastnosti mozné. Vzhledem ke své stabilité prochazi
biologickym stupném &isténi a jsou vypoustény do recipientu. Uginnost odstranéni musk
slougenin v COV je rizné pro rlzné skupiny téchto latek; uvadi se v rozmezi 34-78 %
pro nitro-musk a 60-86 % pro polycyklické musk slou€eniny. V Ffekach dochazi k sorpci musk
slou€enin na organickou hmotu a také k desorpci do ovzduS$i. Musk slou€eniny se vzhledem
ke svému vysokému koeficientu Kow dobfe sorbuji do sedimentl fek a pres bunécné
membrany vstupuji do vodni bioty. Vlivem lipofility téchto latek dochazi k akumulaci
a biokoncentraci umélych musk slou€enin v sedimentech a vodni bioté. Potravnimi fetézci
se Sifi musk slou€eniny do vysSich trofickych urovni [19, 23, 27, 29, 30, 31, 34, 45].

Koncentracni hladiny musk slouéenin v fekach se pohybuji v Sirokém rozpéti hodnot
(HHCB: 100-400 ng/l, AHTN: 50-240 ng/l, MK: 0,5-4 ng/l, MX: 0,5-2 ng/l ). Koncentrace
musk slouéenin klesa se vzdalenosti od Gsti COV z velkych aglomeraci vlivem nafedéni,
sorpce a akumulace v sedimentech a ve vodni bioté [33, 34].

2.6.5.2 Atmosféra

Do atmosféry jsou musk slou€eniny uvolfovany ze v8ech matric diky svym semivolatilnim
vlastnostem. Do ovzdusi se dostava pfiblizné 0,01-0,02 % vyprodukovanych umélych musk
latek; jejich poloCasy rozpadu se vS8ak pohybuji v fadech nékolika hodin, protoZze dochazi
k jejich reakcim s volnymi radikaly v atmosféfe, zejména k fotodegradaci. Z tohoto divodu
nepfedstavuji musk slouceniny v atmosféfe zavazny zdroj znecisténi, ackoliv je ovzduSi
povazovano za transportni médium téchto latek do ostatnich slozek Zivotniho prostredi [19,
23, 32].

2.6.5.3 Pedosféra

Do pldy se umélé musk slouceniny dostavaji z atmosféry (splach destém), moznymi tniky
pfimo v misté vyroby nebo ze skladek (odpady obsahujici musk slouc¢eniny). Hlavnim
zdrojem znegisténi pid je véak kal z COV, pouzivany jako hnojivo v zemé&délstvi. Musk
sloudeniny obsazené v odpadni vodé& se v procesu &isténi v COV sorbuji na organickou
hmotu Cistirenského kalu a vzhledem k jejich chemické stabilité nedochazi k rozkladu,
ale ke kumulaci. Pokud je potom kal pouzit v zemédélstvi, dochazi k uvolfiovani musk
slou¢enin do pudy.
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Legislativné je upraveno pouzivani Cistirenskych kall pro zemédélské ucely (vyhlaska
¢. 382/2001 Sb. ,O podminkach pouziti upravenych kall na zemédélské pudé®), av§ak limitni
hodnoty musk slouéenin v této vyhlasce chybi [23, 30, 32, 35].

Dal$i rizikovou skupinou jsou suspendované sedimenty. Musk slougeniny jsou pres COV
vypousdtény do recipientu, kde dochazi k sorpci na fiéni sediment. Vzhledem k relativné
velkému specifickému povrchu mineralnich €astic a vysokému obsahu organické hmoty
je sediment vhodny k akumulaci musk slou¢enin. Diky anaerobnim procesim, které zde
probihaji, vznikaji Casto nebezpeéné metabolity. Hlavnim rizikem je moznost vyplaveni musk
sloucenin a jejich metaboliti ze sedimentl a prinik do vodni bioty a potravniho fetézce [19,
32, 36].

Koncentracni hladiny musk slou€enin jsou v porovnani s koncentracemi téchto latek v Ficni
vodé mnohonasobné vyssi (HHCB: 150-300, AHTN: 150-300 ug/kg susiny; MK: 180-290,
MX: 130-19 ng/kg susiny), coz vypovida o jejich schopnosti sorpce na organickou hmotu
a o jejich nasledné kumulaci [33, 34].

2.6.5.4 Biosféra

Nejvice exponovanou biotou jsou vodni zivo€ichové. Umélé musk slou€eniny jsou lipofilni
latky, které pronikaji pfes buné€né membrany a kumuluji se v tukové tkani zivogichd. Maji
schopnost bioakumulace (pfijem latek z okolniho média), biokoncentrace (vysledek pfijmu
potravy a vylu€ovani) a bioobohacovani (zvySovani latky na trofickych urovnich potravniho
fetézce). Cestou potravniho fetézce jsou musk slouceniny transportovany do vySsich
organisml (dravé ryby, ptaci a savci Zivici se vodni biotou). V organismech dochazi
k metabolickym pochodim musk slou¢enin a vznikaji toxické metabolity [27, 31, 34, 40, 44].

Na vrcholu potravniho fetézce stoji Clovék. Kontaminace ¢lovéka musk slou¢eninami byla
prokazana mnoha studiemi, avSak za hlavni cestu neni povazovana potrava, ale expozice
kGzi a nosni sliznici. PFfi pouzivani vesSkerych parfémovanych pfipravkl (parfémy,
osvézovace a aromatické oleje) dochazi k uvolfiovani musk slouc¢enin do okoli. Ty jsou pak
vdechovany a pfes nosni sliznici prochazeji do organismu, pfipadné pfichazi pfimo do styku
s pokozkou (krémy, mydla, &istici, praci a avivazni prostfedky) a opét dochazi k jejich
praniku pres bunééné membrany do organismu [22, 30, 33].

Koncentraéni hladiny musk sloucenin ve vzorcich rybi tkané (jelec tloust) se v letech 1997-
2000 ve vybranych lokalitach CR pohybovaly v rozmezi : MX: 0,03 — 0,53; MK: 0,03 — 0,23;
AHTN: 0,6 — 2,4; HHCB: 0,4 — 2,7 mg/kg tuku [23].

Koncentrace musk slouéenin stanovené ve vzorcich lidské krve, tukové tkané
a matefského mléka, se pohybuji v rozmezi MX: 0.005 - 1.22, MK: 0.001 - 0.24, HHCB:
0.001 - 0.360, AHTN: 0.001 - 0.290 mg/kg tuku [31].

2.6.6 Osud v zivotnim prostredi

Prestoze jsou umélé musk slou€eniny velice stabilni latky, dochazi v zivotnim prostredi
k jejich EasteCné degradaci a k metabolickym pfeménam. V soucasnosti je vénovano hodné
pozornosti pravé vyzkumu osudu umeélych musk sloudenin v Zivotnim prostredi,
a to prfedevS§im nitromusk a polycyklickych musk, a sledovani vlivu pfipadnych metabolitt
na ekosystémy (toxicita). Po zjisténi, Zze se umélé musk slouceniny rozsifily do zZivotniho
prostfedi a kumuluji se vném, je dilezité objasnit dalSi osud musk slouéenin
v ekosystémech a zejména jejich negativni vliv na organismy [19, 22, 30].
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2.6.6.1 Degradace

Za ptiznivych podminek (teplota, slunec¢ni zareni, pfitomnost radikalti) dochazi k fotolyze
(fotodegradaci) umélych musk sloucenin. Jevy fotolyzy probihaji v ovzdusi nebo ve vodnim
prostfedi (podminkou je prinik UV zareni). V atmosféfe reaguji molekuly vonnych latek
s hydroxylovymi radikaly a ozonem. Pfi pokusech byly prokazany relativné kratké poloCasy
zivota (1-12 dni pro MX ve vzduchu), a proto se atmosféra nepovazuje za zavazny zdroj
znecisténi témito latkami. Pfi fotodegradacnich procesech vSak mohou vznikat mnohem

stabilngjsi produkty, které jsou Casto SkodlivéjSi nez plvodni musk slouceniny [19, 21, 24,
40].

2.6.6.2 Metabolizace

Dalsi moznosti degradace musk sloucenin je biodegradace za pfispéni mikroorganismu.
Tyto procesy probihaji v anaerobnich podminkach, kde se napfiklad redukuji nitromusk
slougeniny a vznikaji aminometabolity. Vhodnym prostifedim pro biodegradaci je kal z COV
a sedimenty morského dna [19, 32].

2.6.6.3 Toxicita

Vyznamnou vlastnosti musk sloucenin je jejich schopnost bioakumulace. V dusledku
pfijimani musk slou€enin organismem z okolniho prostfedi dochazi k jejich hromadéni
v organismu a ke zvySovani koncentrace. Bioakumulacni vlastnosti se hodnoti na zakladé
biokoncentracniho faktoru (pomér koncentraci xenobiotika v organismu a okolnim prostfedi)
a bioakumula¢niho faktoru (pomér koncentraci v potravnim fetézci a okolnim prostfedi).
Schopnost bioakumulace a biokoncentrace zvySuje toxicitu téchto latek [19, 21, 27, 31].

Toxicita latky pfedstavuje jeji schopnost poskodit zivy organismus a je dana fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi latky [30].

V poslednich letech se toxicita umélych musk slou€enin stala hlavni naplni prace mnoha
védcl. Expozice organismu musk slou¢eninami muze probihat externi i interni cestou.
Mezi externi zplUsoby expozice je zahrnut pfedevSim vstup latek pokozkou téla. V tomto
pfipadé prochazi latka v misté expozice (u vodnich organismu cely povrch téla, u ¢lovéka
misto aplikace musk slouc¢enin), dostava se pres kozni bufky do krevniho obéhu a nasledné
pusobi na cely organismus. Za interni cestu vstupu se poklada inhalace musk latek
a peroralni pfijem. Toxikologie a ekotoxikologie musk sloucenin je v sou¢asné dobé hlavnim
pfedmétem mnoha studii. Zkouma se pusobeni musk slou¢enin na organismy (endokrinni
disruptory, alergeny), akutni toxicita a chronicka toxicita, pfipadné karcinogenita, mutagenita
a teratogenita) [19, 21, 25, 27, 31, 44].

V soucasnosti byla prokazana toxicita nékterych hlavnich sledovanych musk slouc¢enin,
pfedevsim ze skupiny nitromusk a polycyklickych musk latek. Musk ambrette ma pro Clovéka
prokazatelné fotoalergenni vlastnosti; musk xylen je klasifikovan Evropskou unii jako
karcinogen 3. tfidy (informace o karcinogenité nedostacuji pro zafazeni dané latky mezi
prokazatelné karcinogenni, existuje podezfeni na karcinogenni ucinky), u lidi zpusobuje
slabou fotoalergickou reakci [27].

Akutni toxicita nitro musk slou€enin (oralni a dermalni expozice) je pro laboratorni zvifata
(krysy, myS8i) pomérné nizka LDsy: (MX, MK, MOS, TIB) > 5 g/kg, AMB: 339 mg/kg ;
polycyklické musk slou¢eniny maji LD50: (AHTN) > 3 g/kg, HHCB > 5 g/kg [27].
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2.6.7 Déleni umélych musk slouéenin

Na z&kladé chemické struktury Ize umélé musk slouceniny rozdélit do &tyf zakladnich
skupin:

> Nitromusk slouéeniny

> Polycyklické musk slou¢eniny
> Makrocyklické musk slou¢eniny
> Alicyklické musk slou¢eniny

2.6.7.1 Nitromusk slou¢eniny

Charakterizace:

NejstarSi skupinou umeélych vonnych latek jsou nitromusk slouCeniny. Nitromusk
slouceniny jsou nitroderivaty benzenu se dvémi nebo tfemi substituovanymi nitroskupinami
na benzenovém jadre a s alkylovou, keto nebo methoxy skupinou [26].

Jako prvni slou€enina bylo objeveno tzv. Baurovo pizmo, latka charakteristického
pizmového zapachu, a to pfi syntéze vybusnin Albertem Baurem. Objeveni Baurova pizma
vroce 1891 odstartovalo novou etapu v oblasti primyslu vonnych latek. Do té doby byly
v primyslu uzivany pouze pfirodni vonné latky, s objevem syntetickych musk slouéenin
doslo k obrovskému zvySeni vyroby parfémovanych produktd. Do roku 1980 byly nitromusk
slou¢eniny masové uzivany pfi vyrobé& parfemovanych vyrobk( (kosmetika, detergenty,
vonné pripravky). V roce 1980 doslo k poklesu jejich vyroby a uzivani z davodl zjisténi
fotoalergickych reakci na zastupce této skupiny (musk ambrette). V roce 1981 byla poprvé
studiemi prokazana pritomnost nitromusk slou¢enin v povrchové vodé a dokonce v rybi tkani.
S timto zji§ténim doSlo ke znaénému zvySeni zajmu o osud nitrovanych musk sloucenin
v zZivotnim prostfedi a o hodnoceni téchto latek z hlediska ekotoxicity. Mnoho provedenych
testi ekotoxicity prokazalo zfetelny vliv nitrovanych musk slouenin na ekosystémy
(bioakumulace, perzistence); také byla prokazana toxicita metabolizovanych produkti
nitromusk sloucenin (aminometabolity). PfedevSim proto bylo uzivani nitromusk sloucenin
znacné omezeno nebo dokonce zakazano (1995 musk ambrette, 1995 musk moskene
a musk tibetene) [19, 21, 23, 24, 37, 44].

Mezi nejznaméjsi zastupce nitromusk slou€enin patfi musk xylen, musk keton, musk
ambrette, musk moskene a musk tibeten. Musk mosleme, ktery byl objeveny v roce 1955,
Ize hodnaotit jako pfechod mezi nitromusk slou¢eninami a polycyklickymi musk slou¢eninami,
jejichz vyvoj nasledoval. | pres objeveni polycyklickych musk slou¢enin zlstaly nitromusk
slouceniny jesté dlouhou dobu hlavnimi vonnymi latkami na poli primyslu, a to pfedevsim
pro své univerzalni pouziti v mydlech a detergentech (musk xylen, musk keton) [19].

Dopad na Zivotni prostredi:

Zavaznou hrozbou pro Zivotni prostfedi nejsou pfimo nitrované musk slouceniny,
ale pfedevS§im jejich aminoderivaty, vznikajici metabolickymi a degradac¢nimi pochody
v pfirodé. Pfi téchto reakcich dochazi k redukci nitroskupiny za vzniku aminosloucenin.
Aminometabolity jsou Casto detekovany v ekosystémech, a to v mnozstvi nékolikanasobné
vy$§im, nez plvodni nemetabolizované musk slou¢eniny. Rovnéz toxicita téchto derivatl
je prokazatelné vyssi [21, 23, 27, 25, 37, 44].
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Viyznamni zastupci nitro musk sloucenin:
> Musk Baur

Je prvni uméle pripravena mosusova latka; o objev se zaslouzil Albert Baur, ktery
jinahodné syntetizoval pfi vyvoji novych vybusnin vroce 1891 (nitrace benzenového
jadra); dnes se jiz nepouziva [19].

> Musk xylen

Latka dfive hojné pouzivana v kosmetickych pfipravcich a detergentech. V sougasnosti
jsou stanoveny limity na jeji pouziti, a to z dlvodu akumulace v Zivotnim prostifedi
a tvorby toxickych metabolitd. Metabolickda prfeména musk xylenu je znazornén
na obrazku 9. Mnoho studii se zabyva vyskytem musk xylenu a jeho metabolitl
v ekosystémech [27].

CH,
HsC.. | ~EHa
o T 0
N N
./‘“:‘\\‘/T\;
H,C CH,
NH, W, G NH,
aF = T :
4-NH,-Musk Xylene | 2 .4-di-NH,-Musk Xylene
.
HiC™ 7 SCHy
0F%g

2-NH.-Musk Xylene

Obrazek 9: Metabolické pfemény musk xylenu

> Musk keton

Stejné jako musk xylen i musk keton vytvari nebezpecné aminometabolity,a proto je jeho
pouziti v kosmetickych produktech v sou€asnosti limitovano. Metabolismus musk ketonu
zachycuje obrazek 10. Jeho nadmérné uzivani v minulosti zpGsobilo kontaminaci ZP
touto latkou a také jejimi metabolickymi produkty, coZz dokazuje spousta studii, které
se zabyvala osudem musk ketonu v Zivotnim prostfedi [27].

ey Rer
HiC 3 HiC. 3
i il o T
[« "FL
G S NeH, HC” S ™ CHy
o =
07" “CHy 07 cH,
Musk Ketone 2-NH.-Musk Ketone

Obrazek 10: Metabolicka preména musk ketonu [27]
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»> Musk ambrette

Pouzivani musk ambrette v kosmetickych pfipravcich bylo roku 1995 zakazano v celé
EU, a to po zjisténi, ze tato latka vykazuje fotoalergenni Ucinky; do té doby byla hojné
vyuzivana v pramyslu, a proto je ¢asto detekovana ve véech slozkach ZP [37].

»> Musk mosken, musk tibeten

Obé latky jsou od roku 1998 zahrnuty v seznamu sloucenin, které nesmi byt obsazeny
v kosmetickych produktech [19].

2.6.7.2 Polycyklické musk slouceniny

Charakterizace:

Dalsi skupinou umélych vonnych latek jsou polycyklické musk slou€eniny. Z chemického
hlediska se jedna o derivaty indenu, tetralinu, tricyklické sloueniny a derivaty kumarinu.
Objev kumarinu vroce 1875 odstartoval etapu vyvoje téchto latek. Vzhledem k tomu,
Ze neobsahuji nitroskupinu, jsou z ekologického hlediska mensi hrozbou, nez nitro musk
slou¢eniny. Jsou to chemické, uméle syntetizované latky, které se bézné& v pFirodé
nevyskytuji, maji vSak stejné jako ostatni musk slouceniny bioakumulaéni schopnosti a jsou
prokazatelné perzistentni (vy$Si rezistence vuci svétlu a zasadam). Diky svym univerzalnim
vonnym vlastnostem a schopnosti |épe se vazat na tkaniny v primyslu, brzy nahradily
skupinu nitrovanych musk latek. Detekce polycyklickym musk slou€enin v matricich zivotniho
prostfedi v roce 1994, v€etné posouzeni zavaznosti jejich pfitomnosti v Zivotnim prostredi,
zpUsobilo pokles v uzivani téchto latek pfi vyrobé parfemovanych prostfedkl. Latky byly
prokazany nejen ve vodnich ekosystémech (voda, ryby, sedimenty), ale také v lidském tuku
a v matefském mléce, a to v koncentracich o mnoho vysSich, nez nitrované musk slou¢eniny
[19, 23, 24, 28, 34, 40].

Mezi vyznamné zastupce této skupiny patfi Galaxolid (HHCB), Tonalid (AHTN), Phantolid,
Traseolid, Crysolid a dal$i. Po omezeni uzivani nitrovanych mosusovych latek doslo
k vyraznému zvySeni spotfeby polycyklickych musk slou¢enin v primyslu a k jejich
naslednému masoveému rozsifeni do vSech oblasti Zivotniho prostfedi [19, 28, 34].

Dopad na Zivotni prostredi:

Polycyklické musk slouceniny jsou perzistentni lipofilni latky se schopnosti bioakumulace.
Z toxikologického hlediska jsou polycyklické musk slou€eniny potencialné nebezpecné,
protoze mohou naru$ovat celularni metabolismus a plsobit jako endokrinni disruptory.
Do Zivotniho prostfedi se dostavaji prostfednictvim odpadni vody. V COV dochazi
k akumulaci téchto latek do Cistirenského kalu, odtud prostupuji do pudy, zejména pfi pouziti
kalu v zemédélstvi. MoZna cesta degradace polycyklickych latek je fotooxidace nebo reakce
s alkylovymi radikaly v atmosféfe [21, 23, 27, 34, 40, 41].
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Tabulka 3: Vyznamné nitromusk slouceniny a jejich charakteristiky [19, 23]

Chemicky nazev

2-(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-1,3,5-trinitro-benzen

Trivialni nazev Musk Baur i
oM M,
Vzorec C11H13N30 L
neTTsve Struktura ] EH,
. CH;
NG, CHy
Chemicky nazev 4-tert-butyl-2,6-dimethyl-3,5-dinitroacetophenone
C o, CHCH, g
T | Musk k
rivialni nazev usk keton 6 \/I\/
Vzorec C14H1gN>Os5 IC_)
Struktura HaC M‘ Ha
u;u
I
CH-
Chemicky nazev 1-tert-butyl-3,5-dimethyl-2,4,6-trinitrobenzene
Trivialni nazev Musk xylen '.IZ:CH_-.13
fa M a8
Vzorec C12H15N306 |
Struktura O
Ho CH;

Chemicky nazev

1-(1,1-dimethyl

ethyl)-2-methoxy-4-methyl-3,5-dinitro-benzene

Trivialni nazev

Musk ambrette

Vzorec

C12H16N205

Struktura

l:ﬂ;H_ﬂ-__

Chemicky nazev

1,3,3,5-pentamethyl-4,6-dinitro-indan

Trivialni nazev Musk mosken O,N CH4
Vzorec C14H1sN204
Struktura !
H4C n e CHs
NO,
Chemicky nazev 1-tert-butyl-2,6,-dinitro-3,4,5-trimethyl-benzen
Trivialni nazev Musk tibeten LMty
(T MO,
Vzorec C43H41sNLO O |
Struktura |
HaC CHy
“H
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Viyznamni zastupci polycyklickych musk sloucenin
> Galaxolid

Musk slouc¢enina pouzivana ve znaéném mnozstvi v pramyslu. Jeji pfitomnost
ve slozkach zivotniho prostfedi je zjiStovana pfi studiich provadénych v ramci
monitoringu a vyzkumu zaméfeného na posouzeni osudu musk slouCenin
v ekosystémech. Metabolickymi pfeménami vznikda HHCB-lakton, ktery se dale
hydrolyzuje na HHCB-kyselinu. Schéma reakce je zndzornéno na obrazku 11 [27].

CHy CHy CHi, CH.  §'®
C CHj & CHy s
)\I " EEC ’i—-f”‘%:./k ~CHaOH
i — E ¢ R | |
chy—( lo— o L 1) ek ’Jl\';fk“'ﬂ’m
CHi' CH, CHY Cig {ﬂ; CHY' CH; 0
HHCB-lakton HHCB-kyseling

Obrazek 11: Metabolické premény galaxolidu
> Tonalid

Je daldi ze skupiny polycyklickych moSusovych latek. Spolu s galaxolidem patfi mezi
nejCastéjSi musk kontaminanty nachazené v souCasnosti ve slozkach vodniho
ekosystému [19].

> Phantolid, Traseolid, Celestolide

Latky nachazené ve slozkach zivotniho prostfedi. O osudu a metabolickych pfeménach
se vi jen velice malo informaci, proto se vénuje pozornost vyzkumu téchto latek [30].

2.6.7.3 Makrocyklické musk slouc¢eniny

Charakterizace:

DalSi skupinou uméle vyrabénych moSusovych latek jsou makrocyklické musk slou€eniny.
Molekuly latek jsou slozeny z 15-ti az 17-ti uhlikovych cykli a obsahuji ketonovou nebo
laktonovou skupinu (ketony, diketony, laktony, dilaktony, ketolaktony, oxalaktony a estery).
Strukturné se podobaji pfirodnim vonnym latkam (ketony — ZivociSné, laktony — rostlinné).
Byly objeveny roku 1926 ve vymésku kabara pizmového a tentyZz rok uméle syntetizovany
chemikem Ruzi¢kou. V primyslu jsou vyhledavany predev§im proto, Ze maji silngjsi fixacni
uCinek, jsou trvanlivéjSi a stabilnéjSi nez nitrované a polycyklické musk slouceniny. Diky
intenzivnéj$i vani postacuji mensi mnozstvi k dosazeni stejného Ucinku, coz predstavuje
mensi zatéz pro zivotni prostfedi. RozSifeni makrocyklickych musk sloucenin brani slozity

postup syntézy a vysoké vyrobni naklady [19, 23, 24, 38].

NejznaméjSimi latkami ze skupiny makrocyklickych musk slou¢enin jsou muskon, Ciceron,
ethylen brassilate, dodekanediol, amberol a dalSi. Vzhledem ke svym pfiznivym vlastnostem
jsou makrocyklické musk slou¢eniny velkou vyzvou do budoucna [30].
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Dopad na Zivotni prostiedi:

O osudu makrocyklickych slou€enin v zivotnim prostfedi se vi stale velice malo. Nékteré
uméle vyrabéné slougeniny se vyskytuji v pfirodé (pfirodné identické latky — muskon,
cyklopentadekanolid), jiné jsou jim strukturné velice blizké. Obecné jsou makrocyklické musk
slou€eniny Iépe degradovatelné nez nitrované musk slou€eniny a maji mensi estrogenni

aktivitu [38].

Tabulka 4: Vyznamné polycyklické slouceniny a jejich charakteristiky [19, 23, 28]

Chemicky nazev | 1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-hexamethylcyklopenta-y-2-benzopyran

Trivialni nazev Galaxolid
Vzorec C1gH260
Struktura
Zkratka HHCB
Chemicky nazev 7-acetyl-1,1,3,4,4,6-hexamethyltetralin
Trivialni nazev Tonalid CHa
CH
Vzorec CgH260 o :
Struktura

Zkratka AHTN HoC CH
Chemicky nazev 6-acetyl-1,1,2,3,3,5-hexamethyl-dihydro-inden
Trivialni nazev Phantolid
Vzorec C17H24O
Struktura
Chemicky nazev 5-acetyl-1,1,2,6-tetramethyl-3-isopropylinden
Trivialni nazev Traseolid . HiG  CHy
HaC =
Vzorec C1gH260 o | CHs
Struktura e e
|
C—CHy
CHs  po
H

N

Chemicky nazev -acetyl-1,1-dimethyl-6-tert-butylinden

Trivialni nazev Celestolid

Vzorec C47H240

Struktura
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Viyznamni zastupci makrocyklickych musk slouc¢enin

> Muskon

Jedna se o latku, ktera se vyskytuje v sekretu kabara pizmového. V soucasnosti
je vyrabéna uméle (pfirodné identicka latka) a je uzivana v kosmetickém pramysiu
pro svou sladkou vini a dobré ustalovaci charakteristiky [19].

» Civeton

Sladce vonici makrocyklickd musk slou€enina, cenéna pro svoji schopnost ustalovat
jejich vlni pfi pouziti v parfémech [19].

> Etylenbrassylat
Sladce, kvétinové vonici latka, nasla uplatnéni v kosmetickém pramyslu i parfumerii [19].
»> Cyclopentadecanolid

Pfirodné identicka musk slou€enina, pfirodné se vyskytuje v kofenu andéliky Iékarské.
Uziva se v parfumerii a kosmetickém pramyslu [19].

Tabulka 5: Vyznamné makrocyklické slouceniny a jejich charakteristiky [19, 23, 38]

Chemicky nazev 3-methylcyclopentadecan-1-one
Trivialni nazev Muskon ﬁ
Vzorec C16H300 i
Struktura
Chemicky nazev (9Z)-cykloheptadek-9-en-1-on
Trivialni nazev Civeton
Vzorec C17H300 8]
Struktura
Chemicky nazev 1,4-dioxacycloheptadecane-5,17-dione
Trivialni nazev Ethylenbrassylat /"' B S
\ {
Vzorec C15H2604 }
Struktura / -
e [N
) R \ '|II
e -_‘_.-"
i -
Chemicky nazev 16-oxacyclohexadecan-1-one
Trivialni nazev Cyclopentadecanolid -""’.%"“f".&}
Vzorec C15H250, ;J I'xx
Struktura i, P
[
L o ._.____.
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2.6.7.4 Alicyklické musk slouceniny

Charakterizace:

Nejméné prozkoumanou skupinou umeélych vonnych latek jsou alicyklické (linearni) musk
slou¢eniny. Po chemické strance jsou linearni musk slouceniny estery cyklohexanu.
Alicyklické musk slouceniny jsou pomérné nedavno objevenou skupinou latek. V roce 1975
byla syntetizovana slou¢enina cyklomusk a od ni byly postupné odvozeny dal3i. Vyvoj téchto
latek byl iniciovan potfebou nahradit nitromusk a polycyklické musk sloueniny novymi
vonnymi slouéeninami, které by mély mensi dopad na ZP [24, 39].

Znamé alicyklické musk slou€eniny jsou napfiklad cyklomusk, helvetolid, romandolid
a citronelyl oxalat. Alicyklické moSusové latky jsou v souCasnosti stfedem zajmu mnoha
védcu, ktefi se snazi objasnit nejen jejich osud a chovani v Zivotnim prostfedi, ale také vlivy
na organismy [39].

Dopad na ZP:

Vzhledem ktomu, Ze alicyklické musk slou€eniny jsou pomérné novou skupinou,
je vsouCasné dobé k dispozici velmi malo studii zabyvajicich se osudem téchto latek
v zivotnim prostfedi a jejich vlivem na organismy [39].

Vyznamni zastupci alicyklickych musk slouéenin
»> Cyklomusk

Prvni objevena musk sloucenina ze skupiny alicyklickych moSusovych latek,
ma charakteristické jahodové aroma [39].

> Helvetolid, romandolid
Latky s pfijemnou ovocnou vuni [39].
> Citronelyl oxalat

Nedavno objevena sloucenina s vyraznou vani razi, v parfumerii se nepouziva kvuli
vysokému prahu citlivosti vnimani [39].
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Tabulka 6: Vyznamné alicyklické musk slouceniny a jejich charakteristiky [39]

Chemicky nazev

2,2-dimethyl-3-(2-methyl-5-prop-1-en-2-yl-1-cyklopentenyl) propyl propanoat

Trivialni nazev

Cyklomusk

Vzorec

C47H250
17282 Struktura

Chemicky nazev

2-(1-(3',3'-dimethyl-1'-cyclohexyl)ethoxy)-2-methyl propyl propanoate

Trivialni nazev

Helvetolid

Vzorec

C17H3203

Struktura

Chemicky nazev

1-[(3',3'-dimethyl-1'-cyclohexyl)-ethoxycarbonyllmethyl propanoate

Trivialni nazev

Romandolid

Vzorec

C15H2604

Struktura

-
"

)

i

Oy fl'Lx,f
()

~_M

et

Chemicky nazev

1-0-(3,7-dimethylokt-6-e

nyl) 2-O-ethyl oxalat

Trivialni nazev

Citronellyl oxalat

Vzorec

C14H2404

Struktura

(]
w\g)kﬂ

2.7 Sledovani zastupci

Pro zjiStovani

musk slou€enin v redlnych vzorcich byly vybrani

Ctyfi  zastupci

z polycyklickych musk slouc€enin (galaxolid, tonalid, traseolit a phantolid) a pét latek
ze skupiny nitromusk slou€enin (musk keton, musk xylen, musk mosken, musk tibeten
amusk ambrette). Tyto latky byly vybrany pfedevSim proto, Zze jsou v ekosystémech

nejCastéji

detekovany,

coz prokazaly studie zaméfené na prFitomnost musk

v ekosystémech. Je to pfedevsSim vzhledem k jejich masovému a neuvazenému pouzivani
v minulosti a schopnosti kumulace a perzistence v pfirodnim prostredi.

Zakladni udaje o téchto latkach jsou shrnuty v tabulkach 7-15 [19, 23, 24, 34].
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Tabulka 7: Zakladni viastnosti musk ketonu

Trivialni nazev

Chemicky nazev (IUPAC)

Vzorec

Musk keton

4-tert-butyl-2,6-dimethyl-3,5-dinitroacetophenone

C14H18N2C)5

/t_’!
4

O=M CH;
CH;

bila az svétle Zluta krystalicka

Strukturni vzorec | H:C Vlastnosti . ., .
_ latka vonici po mydle
CH. CH;
(j}:T\'\ CH:
'l
log Kow Molekulova hmotnost CAS Tlak nasycenych par
4,31 294,30 81-14-1 0,000 04 Pa
Tabulka 8: Zakladni viastnosti musk xylenu
Trivialni nazev Chemicky nazev (IUPAC) Vzorec
Musk xylen 1-tert-butyl-3,5-dimethyl-2,4,6-trinitrobenzene C12H15N306
0
A
O—N ! CH
"H "'f P N ,
; ' bily az svétle Zluty jemny
Strukturni vzorec H.C N Vlastnosti krystalicky prasek se slabou
cH ™ mydlovou vuni
=M 'H
B
log Kow Molekulova hmotnost CAS Tlak nasycenych par
4,45 297,24 81-15-2 0,000 03 Pa
Tabulka 9: Zakladni viastnosti musk ambrette
Trivialni nazev Chemicky nazev (IUPAC) Vzorec

Ambrette

1-(1,1-Dimethylethyl)-2-methoxy-4-methyl-3,5-dinitro-benzene

C12H16N205

CH,

9]
o
\O \N:U

svétleZluty prasek nasladlé az

Strukturni vzorec Vliastnosti zatuchlé viiné po semenech
ibiSku jedlého
N=0
&
log Kow Molekulova hmotnost CAS Tlak nasycenych par
4,17 268,27 83-66-9 --- mbar
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Tabulka 10: Zakladni viastnosti musk moskenu

Trivialni nazev Chemicky nazev (IUPAC) Vzorec
Mosken 1,3,3,5-pentamethyl-4,6-dinitro-indan C14H15N204
H.C CH.
Strukturni Viastnosti Zluty krysta!lckny E>rasek
vzorec sladké vuné
L] ’/"\. =0
log Kow Molekulova hmotnost CAS Tlak nasycenych par
5,39 280,32 116-66-5 --- mbar
Tabulka 11: Zakladni viastnosti musk tibetenu
Trivialni nazev Chemicky nazev (IUPAC) Vzorec
Tibeten 1-tert-butyl-2,6,-dinitro-3,4,5-trimethyl-benzen C43H1gN,O
H.C CH:
Strukturni vzorec Vlastnosti svétle zluta ’kry’staehcvk 4 latka
nasladlé vané
log Kow Molekulova hmotnost CAS Tlak nasycenych par
4,69 266,3 145-39-1 --- mbar
Tabulka 12: Zakladni viastnosti galaxolidu
Trivialni nazev Chemicky nazev (IUPAC) Vzorec
1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-h thylcykl ta-y-2-
Galaxolid (HHCB) S5, 1,ENeXanydro=a,0,, 7,9,o-nexametyleyiiopenta-y CrgHacO
benzopyran
SRR = o
H I.___
1 ""-% ,f\\ bezbarva Cira viskozni
Strukturni vzorec L 5 Vlastnosti kapalina se silnou sladkou
HA— Jll_ l\\w_-f J'[ kvétinovou vni
CH —
II
EE
log Kow Molekulova hmotnost CAS Tlak nasycenych par
59 258,4 1222-05-5 0,060 8 Pa
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Tabulka 13: Zakladni viastnosti tonalidu

Trivialni nazev Chemicky nazev (IUPAC) Vzorec
Tonalid 1-(5,6,7,8-tetryhydro-3,5,5,6,8,8-hexamethyl-2-naphthalenyl)- CicHaO
(AHTN) ethynone 187726

HsC CHy
H.C CH,4
Strukturni . bila krystalicka latka se
Vlastnosti . i
vzorec silnou sladkou vuni
CH, H4C CH4
log Kow Molekulova hmotnost CAS Tlak nasycenych par
54 258,4 21145-77-7 0,0727 Pa
Tabulka 14: Zakladni viastnosti phantolidu
Trivialni nazev Chemicky nazev (IUPAC) Vzorec
Phantolid 6-acetyl-1,1,2,3,3,5-hexamethyl-dihydro-inden C47H240
CH
| HC  CHy
O{fc nasedla krystalicka latka
Strukturni vzorec . CHa Vlastnosti se silné nasladlou
ovocnhou vuni
H4C
HEE C H.'j
log Kow Molekulova hmotnost CAS Tlak nasycenych par
5,85 244 .37 15323-35-0 0,019 6 mbar
Tabulka 15: Zakladni viastnosti traseolidu
Trivialni nazev Chemicky nazev (IUPAC) Vzorec
Traseolid 5-acetyl-1,1,2,6-tetramethyl-3-isopropylinden C4gH260
HaC  CH,
HsC
’ o —CHa svétle Zluta az Zluta Cird
Strukturni vzorec NS Vlastnosti viskdzni kapalina vonici po
C|; E—CH bylinkach
=t 3
S B TR
H
log Kow Molekulova hmotnost CAS Tlak nasycenych par
6,31 258,39 68140-48-7 0,009 1 Pa
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2.8 Analytické stanoveni musk sloucenin

Analytické stanoveni musk slouéenin v ekosystémech je velice dllezité pro hodnoceni
dopadu téchto latek na zivé organismy véetné ¢lovéka. Pritomnost umélych musk slou€enin
byla mnoha studiemi prokazana ve vSech slozkach zivotniho prostfedi. Musk slou€eniny jako
kontaminanty jsou v pfirodnich matricich velmi asto obsazeny pouze v malych az stopovych
mnozstvich, coZz musi zohlednovat techniky pouzivané pro jejich stanoveni [28].

Postup stanoveni musk sloucenin ve sloZkach Zivotniho prostfedi Ize rozdélit do nékolika
kroku:

odbér vzorku (sampling),

transport a uchovani vzorku (transport, storing),
uprava vzorku (sample preparation),

izolace analytu ze vzorku (isolation),

precisténi (clean up),

> identifikace a kvantifikace analytu (analysis).

vV vVvyVvyy

Kazdy z jednotlivych bodli tohoto postupu je zatizen chybou stanoveni. Vzhledem k tomu,
Ze analyzované vzorky ¢asto obsahuji pouze stopova mnozstvi sledovanych latek, je dllezité
nejen minimalizovat ztraty analytu b&éhem analyzy, ale také minimalizovat chyby stanoveni,
které postup zatéZuji. DalSim rizikovym faktorem, kterého je tfeba se vyvarovat,
je kontaminace vzorku z vnéjSiho prostredi [9, 58].

2.8.1 Opatreni proti vnéjsi kontaminaci vzorku

Pri analytickém stanoveni musk slou¢enin mize dochazet ke kontaminaci vzorkd vlivem
vnéjsiho prostfedi. Umélé musk slouCeniny jsou béznou soucasti mycich a Cisticich
prostfedkl, pracich praskd, kosmetiky i osvézovacl vzduchu. Pro svoji semivolatilitu jsou
uvolfiovany do ovzduSi a mohou kontaminovat vzorky béhem odbéru i béhem analyzy
v laboratofi. Proto je zapotiebi dbat zvySenych bezpelnostnich opatieni, aby ke kontaminaci
nedochazelo [9, 30, 50].

Jednim ze zdroju kontaminace muze byt nevhodné umyté laboratorni sklo. Detergenty
uréené k umyvani skla obsahuji velmi Casto vysoké koncentrace musk sloucenin, a proto
nejsou vhodné k Cisténi laboratorniho skla uréeného pro analytické stanoveni téchto latek.
Pro cCidténi je vhodné zvolit postup, pfi kterém se pouZije vhodné rozpoustédlo namisto
detergentu a dulezité je predevsim oplachovani dostate€nym mnozstvim Cisté vody a suseni
pri vy$Si teploté. Hlavnim zdrojem kontaminace, ke které mulze dojit jak v misté odbéru
vzorku, tak také pfi analyze v laboratofi, je Clovék. Pfipravky pouzZivané pro osobni hygienu
(mydlo, Sampon, deodorant), kosmetika (lak na vlasy, parfém, pudr) i pfipravky pouzivané
na pradlo (praci prasek, avivaz), obsahuji umélé musk slouceniny, které se b&éhem prace
mohou uvolnit do ovzdu$i a mohou vzorek touto cestou kontaminovat. Je proto dulezité
vyvarovat se nadmérnému pouzivani vonnych mydel a parfémd béhem prace v laboratofi,
omezit pouzivani vonnych avivazi na obleCeni a podobné. DalSimi kroky, kterymi
eliminujeme znecisténi vlivem vnéjSiho prostfedi, jsou nepouzivani osvézovacl vzduchu
a podobnych vonnych produktll a predevSim dostateéné veétrani laboratore (niz$i teplota
znamena mensi tékavost vonnych latek). Pfi praci se vzorky a pfedevS§im se standardy
postupujeme opatrné, av8ak souCasné v co nejkrat§im Case, aby nedoSlo k vytékani
vonnych latek do ovzdusi (vzorky i standardy uchovavame vzdy tésné uzaviené a v chladu)
[9, 30, 50, 57].
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2.8.2 Odbeér vzorku

Vzorkovani je velice dllezitym krokem v procesu analytického stanoveni musk sloucenin.
Chyby vzniklé pfi odbéru vzorku neni mozné béhem analytického postupu odstranit a maji
vyznamny vliv na vysledky celé analyzy. Odbér vzorku probiha raznymi zplsoby
a rozhodujicim faktorem pro vybér metody je skupenstvi vzorkované matrice a vlastnosti
analytu. V souvislosti s musk sloueninami byvaji nejCastéji analyzovany slozky vodniho
ekosystému (voda, kal a sediment, biota). PFfi vzorkovani je kladen dlraz
na reprezentativnost odebraného vzorku (série vzorku), na jehoz vysledcich analyzy bude
zaloZzeno hodnoceni vyskytu analytu v celé vzorkované oblasti [9, 46, 47, 49, 50, 58].

2.8.2.1 Odbér vody

Vzorkovani vody (odpadni, povrchové) se provadi za pouziti sklenénych vzorkovnic
z tmavého skla nebo neprasvitnych plastovych nadob s tésnym vikem. Vzorkovnice
je potieba Cistit specialnimi postupy, aby se zabranilo kontaminaci. Tmavé nadoby zajidtuji
ochranu pred procesy fotodegradace, presto je vSak nutné vzorek po odebrani co nejrychleji
umistit do chladna a temna. MnoZstvi odebraného vzorku zavisi na rozsahu analyzy,
vétSinou postacuje 0,1-21 vody. Vzorkovnice by méla byt naplnéna az po okraj,
aby se minimalizovala pfitomnost kysliku u vzorku a nedochazelo k oxidaénim rozkladnym
reakcim a podpore metabolickych pfemén aerobnich mikroorganismU. Zaroven se eliminuje
moznost vytékani musk slouc¢enin do plynné faze nad kapalinou, coZz by zpusobilo ztraty
po otevieni vzorkovnice (vytékani musk latek do ovzduSi). PFi vzorkovani musi byt
zaznamenan pfesny postup odbéru vzorku, véetné podminek vzorkovani (lokalita, klimatické
podminky, zplsob odbéru, mnozstvi odebraného vzorku atd.) [9, 47, 49, 50].

2.8.2.2 Odbér kalu, sedimentu

Vzorkovani pevnych matric pro analyzu musk slou€enin se provadi podobné jako odbér
kapalného vzorku. Pouzivané pomlcky musi byt specialné cistény, aby nedoSlo
ke kontaminaci vzorku. Odebira se vice vzorkd z riznych mist a ty jsou poté smichany.
Smeésny vzorek se dale skladuje a upravuje dle potieb analyzy [9, 47, 50].

2.8.2.3 Odbér biotickych vzorkii

Biotické vzorky odebirané z akvatického ekosystému jsou pfedevsSim ryby a jini drobni
Zivocichové (musle, krabi). Odbér biotickych vzork( se provadi fizenym odlovem pfislu§nych
organisml podle predem vytvofeného planu v souladu s platnou legislativou. Vzorkovani
musi probihat v souladu se zakonem na ochranu zvifat a pod dohledem pfislusnych
vodohospodarskych organa [9, 47].

2.8.3 Transport a uchovani vzorku

Odbérova mista jsou ¢asto hodné vzdalena od laboratore, kde se provadi analyza vzorkd.
Je dulezité dodrzovat jistd opatfeni béhem transportu vzorku do laboratofe a podminky
uchovani vzorku v laboratofi pfed vlastni analyzou, aby nedoSlo ke znehodnoceni vzorku
nebo ke ztratam analytu [9, 47].
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2.8.3.1 Transport vzorku

PFi transportu vzorku do laboratofe a uchovani vzorku v laboratofi do provedeni analyzy je
zapotifebi dodrzovat néktera pravidla, aby nedoSlo ke znehodnoceni vzorku
a minimalizovalo se ovlivnéni obsahu analytu ve vzorku. Musk slouceniny jsou semivolatilni
latky, které mohou podléhat fotodegradaci a termodegradaci, a proto je dulezité pro odbér
a transport vzorku pouzivat vzorkovnice z tmavého skla, popfipadé z neprisvitného plastu.
Transport do laboratofe by mél byt proveden v kratkém d&ase a béhem transportu
by se vzorky nemély vystavovat vysokym teplotam, ale mély by byt uchovany v temnu
a chladnu (chladici boxy). Velice dulezita je tésnost vicka vzorkovnice, aby nedochazelo
k tékani analytu nebo kontaminaci vlivem vnéjSiho prostredi [47, 50, 58].

2.8.3.2 Uchovani vzorku

Doba od odbéru vzorku do provedeni analyzy ovliviiuje stanoveni; ¢im déle vzorek
skladujeme, tim vétsi je pravdépodobnost ztraty analytu (biodegradace, fotodegradace,
termolyza, sorpce na sténu vzorkovnice, oxidace, tékani). Analyza vzorkd v laboratofi
by méla prob&hnout bezprostfedné po transportu, nebo co nejdfive je to mozné. Pokud
je zapotfebi vzorky skladovat, mély by byt dodrzeny podminky, které minimalizuji ztratu
analytu. PredevS§im je opét dulezité pouzit tmavé vzorkovnice s tésnym vikem
(fotodegradace, termodegradace, volatilita); idedalni je skladovat vzorky v nadobach,
do kterych byl proveden odbér, aby nedochazelo ke ztratam analytu a ke kontaminaci
pfi manipulaci se vzorkem. Vzorky je vhodné uchovavat pfi teplotach +4 az -20 °C (lednice,
mraznicka), biotické vzorky hluboce zmrazené na teplotu az -70 °C [9, 47, 50].

2.8.4 Uprava vzorku

Pred analyzou je zapotfebi nékteré vzorky upravit, pfedevsim vzorky pevné, tj. biota, kal,
sediment. Pripravou tuhych vzorkl pred analyzou se rozumi suseni vzorku a homogenizace.

2.8.4.1 Suseni

Suseni je nejc¢astéji pouzivany zplsob predupravy vzork(l. Odstranéni vody ze vzorku
umozfiuje lepSi homogenizaci a snadnéjSi manipulaci se vzorkem. Odstranéni vlhkosti
je dulezité také z hlediska analyzy. Moderni analytické pfistroje jsou citlivé na obsah vody,
a proto je dulezité vihkost vzorku minimalizovat. SuSeni vzorku maze probihat tfemi zpUsoby:

> suseni pri laboratorni teploté

bézné pouzivany zplUsob suSeni, nedochazi k vyraznym ztratdm analytu, ale hrozi
kontaminace vzorku z prostfedi; proto je nutné susit vzorek v Cisté a vétrané mistnosti

> suseni pri zvySené teploté

neni vhodny pro Upravu vzorku obsahujici semivolatilni a volatilni analyty (vytékani,
tepelna degradace), ale je to jediny zpUsob, jak odstranit ze vzorku chemicky vazanou
vodu; uskuteériuje se volné nad plamenem, v pecich nebo susarnach

> suseni pomoci sorpénich materiali

metoda vhodna pfi analyzach semivolatilnich latek; jako sorpéni material se pouziva
silikagel, siran sodny, siran médnaty a dalSi. Pomoci této techniky lze odstrariovat
vlhkost i z kapalnych extraktd; vyhodou je, Ze nedochazi ke kontaminaci z okoli [45, 47].
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2.8.4.2 Homogenizace

Homogenizace vzorku je velice dllezita. Pro analyzu pouzivdme z celého odebraného
vzorku €asto jen maly zlomek a homogenizaci proto zajistime rovnomérné zastoupeni
analytu v celém objemu odebraného vzorku. Homogenizace znamena rozmélnéni pevného
vzorku na malé Castice, ¢imz dochazi ke zvétSeni aktivniho povrchu vzorku a k efektivnéjsi
izolaci analytu z matrice. Homogenizace se provadi ru¢né (tfeci miska) nebo za pouziti
laboratornich pfistroji (mlynek, mixér). Dulezita je pfedevsim pfi Upravé biologickych vzorki,

kdy dochazi k naruSeni biologické tkané, coZz ma za nasledek snadnéjsi izolaci analytu
z bunék [9, 46, 47, 49].

2.8.5 Bioticka matrice

Pro potfebu environmentalniho monitoringu obsahu umélych musk sloucenin v Zivotnim
prostredi je nutné stanovit obsah téchto polutantl nejen v anorganickych matricich, ale také
ve vzorcich Zivych organismu. Nej¢astéjSimi vzorky biotického plvodu, ve kterych se musk
kontaminanty stanovuiji, jsou vodni organismy, dale pak vzorky lidské krve a materského
mléka [26].

Biotické matrice jsou slozité smési organickych latek, které ztéZuji stanoveni konkrétnich
analytl. Velice dllezitym krokem pfi analyze organickych vzorku je izolace analytu z biotické
matrice a nasledné precisténi vzorku, aby nedochazelo ke znehodnocovani vysledkl
analyzy a ke znecisténi pfistroju pouzivanych k identifikaci a kvantifikaci analytu balastnimi
latkami [26].

Pro extrakci analytu z kapalnych vzorkl (krev, krevni plazma a mléko) se pouzivaji metody
extrakce kapalina-kapalina (LLE) a extrakce na tuhou fazi (SPE). Pro extrakci pevnych
matric se aplikuji pfedevsim techniky extrakce kapalinou (LSE) [25, 26, 34].

Na precisténi extraktu po izolaci analytu se vyuziva metod sloupcové (kolonové) a gelové
permeacni chromatografie, dialyzy a extrakce na pevnou fazi [25, 26, 34].

2.8.6 I1zolace analytu ze vzorku

Uginna izolace musk sloudenin ze vzorku je rozhodujicim krokem v procesu analyzy.
Cilem metody je ziskani analytu ze vzorku, a to s maximalni vytéznosti a bez nezadoucich
pfimési. K izolaci analytu ze vzorku se pouzivaji riizné extrakéni techniky. Zvolena metoda
izolace by méla byt efektivni, jednoducha, rychla a levna. Hlavnim cilem je vyextrahovat
co nejvétsi mnozstvi analytu ze vzorku, a to v relativné kratké dobé. DulezZité je nejen vybrat
spravnou metodu extrakce, ale pfed vlastni extrakci vybranou metodu optimalizovat [30, 45].

K izolaci musk slou€enin z pevnych biotickych vzorkd (rybi tkan) jsou vyuzivany pfedevsim
techniky extrakce tuhé faze kapalinou (LSE). Pfi LSE dochazi k pfestupu analytu z pevné
matrice do rozpoustédla, v zavislosti na rozpustnosti analytu v daném rozpoustédle. Proto
se voli rozpoustédlo, ve kterém je dany analyt nejvice rozpustny. Vhodna jsou selektivni
rozpoustédla, kterd do sebe extrahuji pouze dany analyt a jen minimum dalSich latek
a nedistot. Optimalizuje se mnozstvi rozpoustédla tak, aby spotfeba na extrakci byla
minimalni, ale aby sou¢asné doslo k dostate¢né extrakci analytu [45, 49, 51, 58, 61].
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PFi extrakci Casto dochazi ke koextrakci dalSich latek spolu s analytem; tyto latky mohou
zpUsobovat chyby pfi analyze a poskozovat analytické pfistroje, a proto je nutné
pfed samotnou analyzou extrakty dale upravit (pfecisténi vzorku). ZvySeni rozpustnosti Ize
docilit spravnou volbou teploty a prestup latek se urychli zvétsenim aktivniho povrchu vzorku
(rozmélnéni) [46, 49, 51, 58].

Vhodné metody izolace analytu z pevnych biotickych vzork( jsou - Soxhletova extrakce,
zrychlena, tlakem podporovana extrakce rozpoustédlem (PSE, ASE, PFE), ultrazvukova
extrakce (sonikace) a mikrovina extrakce (MASE).

2.8.6.1 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce je nejCastéji vyuzivana technika izolace analytu z pevnych materialu.
Principem metody je cyklickd extrakce analytu rozpoustédlem. Vzhledem k vysoké teploté,
ktera je b&éhem extrakce udrZzovana, neni tato technika vhodna pro termolabilni analyty.
Nevyhodou Soxhletovy extrakce, v porovnani s jinymi technikami, je pomérné dlouha doba
potfebna na vyextrahovani analytu ze vzorku (nékolik hodin az dnl), omezena pouzitelnost
smésnych rozpoustédel a vy3Si spotfeba rozpoustédla. Vyhodou je jeji jednoduchost a nizka
cena zafizeni [48, 49, 58].

kondenzatar

extraktar

patrona se wZorkem

varné barka
= rozpoustedlem

- o] tepla

Obr. 12: Pristroj pro Soxhletovu extrakci

PFi Soxhletové extrakci je vzorek (po vysuSeni siranem sodnym) pfeveden do papirovée
patrony umisténé v téle extraktoru nad varnou bankou s rozpoustédlem. Zahfivanim
rozpoustédla nad teplotu varu dojde k jeho vypafovani. Pary Cistého rozpoustédla kondenzuji
v chladi¢i a stékaji do patrony se vzorkem. V patroné dochazi k pfestupu analytu
do rozpoustédla; po naplnéni patrony rozpoustédlem je smés rozpoustédla a analytu
vypusténa zpét do varné barky. Tento cyklus se neustale opakuje, pficemz je vzorek
extrahovan vzdy cerstvym rozpoustédlem a analyt se hromadi ve varné barce. Dulezita
je volba rozpoustédla a teploty extrakce. [48, 49, 53, 58, 61]

Soxhletova extrakce existuje v nékolika modifikacich:

> Vysokotlaka Soxhletova extrakce
Automatizovana Soxhletova extrakce (Soxtec)
Ultrazvukova Soxhletova extrakce

MA Soxhletova extrakce

vV vV
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2.8.6.2 Ultrazvukova extrakce (sonikace)

Nejjednodu8Sim typem extrakce analytu z pevné matrice je ultrazvukova extrakce
(sonikace) pomoci rozpoustédla, provadéna pfi laboratorni teploté. Principem sonikace
je vystaveni vzorku s rozpoustédlem G€inkim ultrazvuku. Vyhodou této techniky je relativné
nizka teplota, ktera umoziiuje extrakci i termicky nestabilnich latek, a nizké pofizovaci
naklady. Doba potfebna na extrakci analytu z matrice je v porovnani se Soxhletovou extrakci
mnohem mensi (minuty az hodiny), stejné jako spotfeba rozpoustédla. Nevyhodou sonikace
je nizka vytéznost, a proto se ultrazvuk nejCastéji pouziva v kombinaci s jinymi technikami
extrakce (napf. Soxhlet).

Pfi sonikaci je barika obsahujici vzorek a rozpoustédlo umisténa do ultrazvukové lazné
nebo ultrazvukové sondy tak, aby hladina vody v lazni byla soubéZna s hladinou
rozpoustédla v barice (reprodukovatelnost, maximalni uc¢innost). PFi prachodu ultrazvuku
kapalinou (rozpoustédlem) dochazi k expanzi, zvySeni tlaku a k tvorbé bublin. PFi zaniku
(implozi) vzniklych bublin dochazi v pfitomnosti pevné latky ke vzniku proudéni. Vznikly
proud rozpoustédla je velice rychly a silny, coZz umozfiuje prostoupeni rozpoustédla do pevné
matrice a u€innou extrakci analytu v pomérné kratkém ¢ase [48, 49, 61, 62].

2.8.6.3 Mikrovina extrakce

Mikrovinna extrakce s pouzitim rozpoustédla (MASE) je zaloZzena na pusobeni mikrovin
(neionizujici zafeni o frekvenci 300-300 000 MHz) na rozpoustédlo nebo pfimo na samotny
vzorek s analyty. Principem metody je zahfati rozpoustédla a vzorku pomoci energie
mikrovinného zafeni; podminkou je pfFitomnost dielektrické latky schopné absorbovat
mikrovinou energii (polarni rozpoustédlo) a pouziti nadoby, ktera neabsorbuje mikroviny
(napf. teflon). Hlavnim pfinosem techniky MASE je sniZzeni potfebné doby extrakce (moznost
extrahovat vice vzorkd najednou, rychlejSi ohfev smési vzorku a rozpoustédla) a mnozstvi
rozpoustédla potfebného pro extrakci analytu. DalSi vyhodou je snadna reprodukovatelnost
a relativné vysoka efektivita (velka vytéznost) pouzité techniky [48, 49, 58, 61].

Extrakéni zahfivani probiha nékolika mechanismy:

> vzorek je ponofen do rozpoustédla, které velmi silné pohlcuje mikroviny

> vzorek je ponofen v kombinovaném rozpoustédle, které obsahuje sloZzky v riiznych
pomeérech, a to s vysokou i nizkou dielektrickou konstantou

> vzorky, které maji vysokou dielektrickou konstantu, mohou byt extrahovany
transparentnim rozpoustédlem.

Pressurized MAE extraction (PMAE)

Vzorek je umistén spole¢né s rozpoustédlem, které silné absorbuje mikroviny (vysoka
dielektricka konstanta) do uzaviené patrony. Pfi extrakci dochazi ke zvySeni tlaku
a teploty, coz ma za nasledek efektivnéjsi extrakci analytu.

Focused MAE extraction (FMAE)

Vzorek je umistén do oteviené nadoby s rozpoustédlem, které neabsorbuje mikrovinné
zareni. Extrakce probiha za atmosférického tlaku. Energie zafeni je pohlcovana vzorkem
(nutna vysoka dielektricka konstanta), ktery se lokalné ohfiva, a analyty jsou extrahovany
do chladnéjSiho rozpoustédla. Vyhodou je moZnost extrakce tepelné nestabilnich latek
[49, 58, 61].
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2.8.6.4 Metody zrychlené tlakové extrakce rozpoustédlem
Metody pro zrychlenou extrakci jsou:

> PSE (Pressurized Solvent Extraction) — extrakce podporovana tlakem
> ASE (Accelerated Solvent Extraction) — zrychlena extrakce rozpoustédlem
> PFE (Pressurized Fluid Extraction) — extrakce tekutinou pod tlakem

Principem téchto metod je plsobeni organického rozpoustédla na tuhy (popf. polotuhy)
vzorek za zvy3ené teploty (50-200 °C) a tlaku (cca 10-15 MPa). Hlavni vyhodou je podstatné
snizeni doby potfebné pro extrakci (v fadu minut) a snizeni mnozstvi organického
rozpou$tédla oproti ostatnim metodam. Jako extrakéni Cinidlo se pouziva polarni nebo
také nepolarni organické rozpoustédlo, popfipadé smeés rozpoustédel o znamém poméru
slozek. Diky vysoké teploté béhem extrakce dochazi ke snizeni viskozity a povrchového
napéti rozpoustédla a zvySuje se jeho kapacita. Tim dochazi k efektivnéjSi extrakci v kratké
dobé. Soucasné musi byt v systému udrzovan vysoky tlak, aby rozpoustédlo zlstalo
v kapalné fazi [48, 49, 51, 58, 61].

Extrakce podporovana tlakem

V praci byla pro izolaci musk slouc¢enin ze vzorku rybi tkané vybrana metoda PSE -
extrakce podporovana tlakem na pfistroji onePSE.

Principem této metody je izolace analytu z pevného vzorku za pouziti organického
rozpoustédla pfi vysoké teploté a tlaku. Vzorek je pfed extrakci potfeba rozetfit s matrix nebo
Na,SO, (dojde k vysuseni a zvétSeni aktivniho povrchu pro styk s rozpoustédlem). Poté je
smés umisténa do nerezové patrony a viozena do extrakéni cely pfistroje. K patroné
se vzorkem je pfivedeno rozpoustédlo a vSe se zahfiva na zvolenou teplotu (vysSsi teplota
nez bod varu rozpoustédla). Extrakce pfi vysoké teploté probiha rychleji (vy8Si difuzni
rychlost, vétSi rozpustnost analytu, vyS8Si kapacita rozpoustédla) a efektivnéji.
Aby rozpoustédlo zUstalo v kapalném stavu, udrZuje se v pfistroji vysoky tlak. ZvySeny tlak
napomaha rychlejsi a 4¢innéjsi extrakci tim, Ze tlaci rozpoustédlo do pérd matrice a analyty
tak snadnéji difunduji do roztoku. Pfi nastaveném tlaku a teploté probiha extrakce po dobu,
kterou je nutno optimalizova; poté je extrakt vypustén do vialky. Cely cyklus Ize libovolné
opakovat. Kone€¢nym krokem je promyti patrony se vzorkem rozpoustédlem [48, 49, 57, 58,
61].

Optimalizace metody PSE zahrnuje volbu rozpoustédla, vhodné teploty, tlaku, doby zadrze
a poctu cykli. Optimalizace probiha za zmény jednoho z proménnych parametrt, ostatni
zlstavaji konstantni. Vhodné rozpoustédlo se voli na zakladé polarity latky, kterou chceme
extrahovat (pro polarni analyty se voli polarni rozpoustédlo a pro nepolarni analyty se voli
nepolarni rozpoustédlo), rozpustnosti analytu v daném rozpoustédle a selektivity
rozpoustédla pro danou latku (aby nedochazelo ke koextrakci zbyteénych nedcistot).
Doporucena teplota extrakce by méla byt vy$Si nez je bod varu samotného rozpoustédla
nebo smési rozpoustédel zvolenych pro extrakci (zvySena o 50 %). S teplotou souvisi tlak
systému, ktery by mél zaruCovat udrzeni rozpoustédla v kapalném stavu i pfi tak vysoké
teploté. Pocet cykll a doba zadrze se voli tak, aby extrakce probéhla s maximalni
efektivnosti, ale v co nejkratSim Case. Vysledkem optimalizace je metoda, ktera zarucuje
nejucinnéjsi extrakci analytu z matrice [48, 49, 51, 57, 58, 61].

Metoda PSE je v praxi pouzivana pro izolaci semivolatilnich organickych slou¢enin (PCB,
PCDDs, PCDFs, pesticidy, herbicidy, musk slou€eniny). Pro svoji jednoduchost a dobrou
reprodukovatelnost byla validovana pro izolaci analytu z pevné matrice v radech ug/kg [49].
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2.8.7 Precisténi

PFi extrakci analytu ze vzorku dochazi soucasné k vyextrahovani dalSich latek, které jsou
pro nasledné analytické stanoveni nezadouci. Cisténi extraktu je dlleZitou sougasti analyzy,
pfi které dochazi k odstranéni nezadoucich pfimési, které by zplUsobovaly zkresleni
vysledk(. Mezi rizikové latky patfi lipidy (kontaminace inletu nebo kolony plynového
chromatografu) a organické slouceniny (koeluce cilovych analytl s ostatnimi kontaminanty,
indiference pikd, kolisani odezvy, zvySeni Sumu) [45, 47].

K precisténi extraktu se pouzivaji vhodné metody, které zaruéuji odstranéni necistot bez
vlivu na kvalitu a kvantitu stanovovaného analytu. Cisténi Ize provadét dvéma zplisoby:

> pusobenim chemickych cinidel
> aplikaci separa¢nich metod

Nejc¢astéjSimi zpusoby precisténi vzorku po extrakci jsou gelova permeacni chromatografie
(GPC) a adsorpcni kolonova chromatografie [30, 47].

2.8.7.1 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie je nejCastéji pouzivana nedestruktivni metoda ¢isténi
extraktu z rostlinnych a Zivo€iSnych materialt. Pouziva se pro odstranéni interferujicich latek
(lipidy, proteiny) z extraktu obsahujiciho analyt. Separace latek probiha na zakladé rdznych
velikosti molekul (molekularné sitovy efekt). Pfi gelové permeacni chromatografii
jsou pouzivany kolony riznych rozmér( (od 50 x 10 mm az po 600 x 25 mm) naplnéné
sorbetem (gelem). Volba gelu zavisi na vlastnostech separovanych latek; hydrofilni gely
se voli pro latky rozpustné ve vodé (Sephadex), hydrofébni gely (Styragel) pro latky ve vodé
nerozpustné. Pro oba typy analytu jsou pak vhodné univerzalni gely na bazi silikagelu
a poréznich skel. Mobilnimi fazemi mohou byt aromatické, chlorované a nékteré
heterocyklické organické latky [51, 54].

Pfi gelové permealni chromatografii dochazi k rozdéleni latek mezi pohyblivou
a stagnujici ¢ast mobilni faze. Chromatograficka kolona obsahuje gel o znamé velikosti péra,
které jsou vyplnény tzv. stagnujici mobilni fazi. PFfi prichodu vzorku kolonou dochazi
k pronikani (permeaci) malych ¢astic analytu do rozpoustédlem naplnénych pérd (mensi
¢astice pronikaji hloubéji, velké do pér( neprojdou), a to zplsobi jejich zdrzeni v koloné.
Velké molekuly opousti kolonu spole€né s pohyblivou mobilni fazi nejdfive, nejmensi
molekuly vychazi z kolony posledni [31, 51, 55, 58].

2.8.7.2. Adsorpcni sloupcova chromatografie

DalSi, Casto vyuzivand metoda precisténi extraktu po izolaci analytu z matrice,
je adsorpéni sloupcova (kolonova) chromatografie. Adsorpéni kapalinova chromatografie
vyuziva mezimolekulovych pfitazlivych sil pusobicich mezi stacionarni fazi a analytem.
Pouzitim kolony s vhodnym adsorbentem a rozpoustédlem dochazi k potfebnému odstranéni
balastnich latek (napf. lipofilniho charakteru) od analytu [46, 58, 61].

Pro adsorpéni sloupcovou chromatografii se pouziva sklenéna kolona s teflonovym
kohoutem pro regulaci pratoku rozpoustédla. Jako adsorbenty se pouzivaji porézni zrnité
materialy s velkym specifickym povrchem (silikagel, florisil, alumina, aktivni uhli, celuléza,
uhli¢itan vapenaty), eluCni C¢inidla pfedstavuji organicka rozpoustédla (nepolarni
rozpoustédlo pro nepolarni analyty, polarni rozpoustédlo pro polarni analyty) [54].
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Po naplnéni kolony sorbentem je nanesen vzorek a kolona je dale promyvana eluénim
¢inidlem. Rychlost pratoku eluéniho ¢inidla se nastavi pomoci kohoutu na spodni strané
kolony, elu¢ni Cinidlo protéka kolonou za atmosférického tlaku (pouze gravitacni sila).
Molekuly analytu jsou uvolfiovany z povrchu stacionarni faze mobilni fazi a jsou vymyvany
z kolony. Adsorpéni aktivita stacionarni faze je dana jeji polaritou a specifickym povrchem
(po¢tem adsorpcnich mist). Mobilni faze (eluéni €inidlo) je charakterizovano elu€ni silou
(vétsi elucni sila znamena snadnéjsi vytésnéni analytu z adsorbentu). Zvolené rozpoustédlo
by mélo mit malou viskozitu (menSi odpor pfi prutoku kolonou), nemélo by naruSovat
stacionarni fazi a nemélo by reagovat s analytem (chemicky inertni). Eluce rozpoustédlem
muze byt izokraticka (jednim rozpoustédlem popf. smési rozpoustédel) nebo gradientova
(vice rozpoustédel s rozdilnou polaritou) [51, 53, 58, 61].

Vyhoda adsorpéni kolonové chromatografie spocivd v jednoduchosti aparatury
a provedeni precisténi, dostupnosti a nizké cené, moznosti kombinovat rizné druhy
adsorbentl a rozpoustédel. Hlavni nevyhodou je jeji ¢asova a pracovni naroénost [30].

2.8.8 Identifikace a kvantifikace analytu

Nejvhodnéjsi analytickou metodou pro identifikaci a kvantifikaci musk slouc¢enin v biotické
matrici je plynova chromatografie s hmotnostni detekci. Pouziti plynového chromatografu
je podminéno volatilitou stanovovanych latek a ve spojeni GC-MS Ize ve vzorku detekovat
jiz stopova mnozstvi musk slouc€enin [52].

2.8.8.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je separacni technika, pfi které je vzorek vnasen mezi dvé
vzajemné se nemisitelné faze. Mobilni faze je zpravidla inertni plyn, stacionarni fazi tvofi
nejCastéji kapalina ukotvena na stacionarnim nosic¢i (rozdélovaci plynova chromatografie)
nebo povrchovy sorbent (absorpéni plynova chromatografie) [46].

Déleni slozek smési probihd po prevedeni vzorku do plynné faze. Z tohoto duvodu Ize
separovat pouze tepelné stalé analyty s dostateénym tlakem nasycenych par (bod varu
do 400 °C) a relativni molekulovou hmotnosti mensi nez 1000. Plynovou chromatografii Ize
separovat plynné smési latek, nedisociované kapaliny a pevné organické a organokovové
latky [46, 48, 52].

Plynova chromatografie je nejvhodnéjSi technikou pro stanoveni tékavych organickych
polutant, mezi néz patfi i skupina musk slouc¢enin. Hlavni vyhodou této metody je rychla
a jednoducha analyza, vysoka separacni ucinnost a malé mnozstvi vzorku potiebné
k analyze. Zasadni postaveni pfi analyze organickych latek ma spojeni plynové
chromatografie s hmotnostnim detektorem, ktery zvySuje selektivitu a citlivost analyzy
a urychluje identifikaci latek [46, 48, 52].

Principem déleni smési latek ve vzorku pomoci plynové chromatografie je mnohonasobné
ustalovani rovnovazného poméru koncentrace slozek mezi stacionarni a mobilni fazi. Vzorek
se davkuje do proudu nosného plynu, kterym je unaSen pfes kolonu obsahujici stacionarni
fazi. Jednotlivé slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachyceny a zdrzeny. Rovnovazné
stavy koncentraci jsou vytvareny na zakladé fyzikalné-chemickych interakci mezi slozkou
a mobilni a stacionarni fazi (adsorpce, chemisorpce, srazeni, tvorba komplext, sitovy efekt
a rizné kombinace téchto interakci). Podle prevazujiciho efektu se plynova chromatografie
dale déli na adsorpéni, rozdélovaci, iontové vyménnou, gelovou permeacni a afinitni [46, 48,
55, 58].
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K ustaveni rovnovahy dochazi v disledku rovnomérného rozdéleni koncentrace slozky
analytu mezi mobilni a stacionarni fazi. Slozky, které se |épe vazou na stacionarni fazi
(silngjSi interakce), jsou zpomalovany a vychazeji z kolony pozdéji nez slozky, které
se na stacionarni fazi nevazou. Mobilni faze transportuje vzorek v plynné fazi pres kolonu
se stacionarni fazi a v celé délce kolony dochazi k postupnému ustaveni rovnovahy mezi
analytem a fazemi. Misto ustalovani rovnovahy se nazyva teoretické patro kolony. Uginnost
chromatografické kolony pak Ize kvantifikovat pravé pomoci poctu teoretickych pater nebo
souvisejiciho vyskového ekvivalentu teoretického patra kolony. Cim vice ma kolona

teoretickych pater, tim je jeji separaéni u€innost vétsi [46, 48, 52, 55, 58].

PFi plynové chromatografii se pouziva eluéni technika nanaseni vzorku (jednorazovy
nastfik vzorku do nosného plynu pfed kolonou obsahujici stacionarni fazi). Kromé separace
jednotlivych slozek umozriuje GC identifikaci téchto latek. Separované slozky jsou postupné
vymyvany nosnym plynem z chromatografické kolony a vnasSeny do detekéniho systému.
Na zakladé fyzikalné-chemickych viastnosti analytu vznika v detektoru signal (odezva), ktery
je vyhodnocen v grafické formé v podobé chromatografického zaznamu. Soubor signall
je v chromatogramu znazornén formou pikl. Poloha piku (retenéni ¢as) nese kvalitativni
informaci o analytu, plocha (popf. vy8ka) piku je umérna kvantitativnimu mnozZstvi analytu
ve vzorku [46, 48, 52, 55, 58].

vzorek vystup plynu do atmosféry
| 4 signal detektoru

B T

A— N \ N vyhodnocovaci
d;kuva

:;

; 4 \ detektor 2@fizeni
% kolona

{ regulani

i systém

\ termostat

Cistici zafizeni

zdroj nosného plynu

Obr. 13: Schéma plynového chromatografu [55]
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Plynovy chromatograf sestava z nasledujicich ¢asti:

> Zdroj nosného plynu
Cistici zafizeni
Regulacni systém
Davkovac (injektor)
Kolona

Termostat

Detektor
Viyhodnocovaci zarizeni

vVVvVvVvyVvyVvy

Zdroj nosného plynu:

zdrojem nosného plynu je tlakova lahev. Jako nosny plyn se nejCastéji pouziva vodik,
dusik, helium nebo argon. Nosny plyn tvofi mobilni fazi, unasi vzorek kolonou a vuéi
analytu a stacionarni fazi se chova inertné. Hlavnim kriteriem vybé&ru nosného plynu jsou
pozadavky méficiho systému (druh kolony a detektoru); dal$imi zohlednujicimi faktory
jsou viskozita, Cistota a cena plynu [46, 55, 58].

Cistici zarizeni:
zbavuje nosny plyn nezZadoucich necistot a vlhkosti. Velkym problémem v plynové
chromatografii je obsah reaktivniho kysliku a vodni pary v nosném plynu. Tyto necistoty

nevratné poskozuji separacni systém (starnuti stacionarni faze), pfipadné mohou
reagovat s analyty a znehodnocovat tak vysledky analyzy [46, 55].

Regulaéni systém:

jedna se o elektronické regulaéni zafizeni zajistujici konstantni, popfipadé programové
se ménici pritok nosného plynu kolonou a detektorem, a to bez ohledu na typ nosného
plynu, teplotu a rozmér kolony. Pfi analyze je dullezité udrZzovat definovany pritok
nosného plynu, aby nedochazelo k ovlivnéni kvalitativnich a kvantitativnich vysledki
analyzy. Tlak je proménnou veli€inou a nastavi se automaticky podle viskozity plynu,
vnitfniho prdméru kolony a délky kolony tak, aby pratok kolonou byl konstantni
i pfi zménach teploty béhem separace. Pritok mobilni faze musi byt optimalizovan tak,
aby se dosahlo co nejlepSiho rozdéleni latek na koloné [46, 55].

Davkovac (injektor):

slouzi k rychlému a reprodukovatelnému zavedeni plynného, kapalného nebo tuhého
vzorku. Davkovani vzorku musi byt rychlé, aby se nezménily tepelné a tlakové podminky
v koloné, a aby nedochazelo béhem néj ke zménam ve slozeni vzorku. Sou¢asné musi
dojit k okamzitému odpafeni vzorku a jeho vneseni do nosného plynu [46, 55].

> Plyny

se davkuji plynotésnymi injek&nimi mikrostfikaCkami, obtokovymi pipetami nebo
davkovacimi kohouty, které mohou dobfe slouzit také jako automatizovana davkovaci
zafizeni pfi kontrole technologickych procesu.
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> Kapaliny

se davkuji injek&nimi stfikactkami pres silikonové septum do vyhfatého davkovaciho
prostoru (lineru), ve které dochazi k rychlému odpareni vzorku za vysoké teploty. Pary
vzorku jsou promichany s nosnym plynem a pfivadény na zacCatek kolony.

> Tuhé latky
budou moci byt davkovany pomoci specialnich davkovadu, které se konstruuiji.

Separacni Ucinnost kolon a presnost vysledku zavisi na zplusobu davkovani a konstrukci
davkovaciho systému (injektoru). Nastfik vzorku se nejCastéji provadi injekénimi stfikackami
o0 objemu 0,1-10 ul, Ize jej vS8ak provadét ruéné (stfikaCkou) nebo pomoci autosampleru.
Davkovani lze provadét dvéma technikami. Prvni z nich je nad usti kolony umisténé na konci
injektoru a vyuziva se pfedevS§im pro naplfiové kolony. Druhou je davkovani pfimo
na kolonu, které se vyuziva u kapilarnich kolon a Ize jej realizovat riznymi zplsoby [46, 52,
55, 58, 59].

> Nastrik na kolonu (on column)

Nastfik pfimo na kolonu je realizovan pomoci specialnich mikrostfikacek a je vhodny
pfi analyze termolabilnich latek. Pouziva se u naplhovych kolon a kapilarnich kolon
s primérem nad 0,25 mm. Nastfikuje se 1 az 10 pl vzorku (naplfiové kolony) nebo 0,2-2 pl
vzorku (kapilarni kolony s vétsi svétlosti). Vzorek je aplikovan do kifemenné kapilary
na zaCatku kolony, ktera je zahfivana na teplotu o 10-30 °C niz8i, nez je teplota varu
rozpoustédla, ve kterém je pfitomen sledovany analyt. Po nadavkovani vzorku do tohoto
prostoru dojde k vytvofeni kapalného filmu na sténé kapilary a po prudkém zvySeni teploty
dochazi k odpafeni vzorku a smichani par s mobilni fazi. Nevyhodou tohoto postupu
je nanaseni velkého mnozstvi vzorku, ktery ¢asto obsahuje znecistujici latky, coz zpusobuje
omezenou zivotnost kolony.

> Nastrik pomoci délice toku (split injection)

Nastfik pomoci délice toku se vyuziva pro kolony s malym primérem (mala kapacita)
a pro koncentrované vzorky obsahujici velké mnozstvi analyzovanych slozek. Pfi tomto
davkovani dochazi po odpafeni davkovaného vzorku k jeho rozdéleni na dvé presné
definované c&asti (splitovaci pomér, split ratio), pficemz jedna Cast je pouZita pro analyzu
(0,1-10 %; 0,1-2 pl) a zbytek je prostfednictvim nosného plynu odveden do odpadu mimo
kolonu. Tato technika nastfiku je vhodna pfedevSim pro kvalitativni analyzu, kdy pozadujeme
velké rozliSeni z6n separovanych sloZek.

> Nastrik bez délice toku (splitless injection)

Nastfik bez déli€e toku vyuZiva stejné zafizeni jako pfi nastfiku s déli¢em toku, jen s tim
rozdilem, Ze odvadéci smycka je uzaviena a celé nadavkované mnozstvi vzorku je nosnym
plynem unaseno na kolonu. Tato technika se pouziva pro analyzu zfedénych roztoku
obsahujicich stopova mnozZstvi analytu nebo pro presnou kvantitativni analyzu,
kdy je zapotfebi relativné vétsi objem vzorku (0,5-5 pl).

> Davkovani s programové zvysovanou teplotou vyparovani vzorku

Injektor s programovatelnym vyparovanim vzorku (PTV injection) umoznuje nastaveni
podminek zplyfiovani vzorku. Tato technika nastfiku vzorku je vhodna pro analyzu smési
latek, které se vyrazné liSi teplotou bodu varu. Injektor mize obsahovat vlozku slouzici
k odstranéni rozpoustédla a nizkomolekularnich slouCenin a umozfiuje zachytit netékavé
slou€eniny a nedistoty [46, 52, 55, 58, 59].

47



Kolona:

je Cast chromatografu, ve které je umisténa stacionarni faze a kde nastava separace
slozek. V plynové chromatografii se pouzivaji kolony naplfiové (kolony véts§iho priiméru,
vySSi kapacita - schopnost separovat vét§Si mnozstvi vzorku) nebo ve stopové analyze
Castéji kapilarni kolony (kolony mensiho vnitfniho praméru - poskytuji vy$s$i uc¢innost
separace).

> Naplnové kolony

Naplfiové kolony jsou vyrobeny z kovu nebo ze skla; jsou to trubice dlouhé 1-5 m
s vnittnim primérem 2-6 mm. Jako napli se pouziva tuhy sorbent nebo nosi¢ pokryty
kapalnou fazi. Pro adsorpéni chromatografii se vyuzivaji kolony plnéné adsorbenty,
napf. silikagel (oxid kifemicity), alumina (oxid hlinity), grafitizované saze (aktivni uhli), nebo
kopolymery styrenu a divinylbenzenu. Pro rozdélovaci chromatografii jsou uréeny kolony
obsahuijici tenkou vrstvu inertni teplotné stalé kapaliny (stacionarni faze,) vazané na nosi¢
(modifikovana kremelina) kovalentnimi vazbami. Napliové kolony maji horSi rozliSeni,
aproto se pouzivaji predevS§im k separaci nizkovroucich malo zadrzovanych plynQ
a v situacich, kdy je zapotrebi pouziti vétSiho objemu stacionarni faze (preparativni ucely).

> Kapilarni kolony

Kapilarni kolony jsou sklenéné, kiemenné, plastové nebo kovové trubice o délce v rozmezi
15 az 100 metr( s vnitfnim primérem 100-700 ym. Stacionarni faze pokryva vnitfni stény
kapilary (netvofi v ftrubici sloupec). Jako sorbenty se pouzivaji aktivni uhli, silikagel,
molekulova sita a porézni polymery, kapalnou stacionarni fazi tvofi napf. polyethylenglykoly,
estery, siloxany, uhlovodiky aj.

Podle typu vnitini stacionarni faze rozliSujeme kolony WCOT (Wall Coated Open Tubular)
s kapalnou stacionarni fazi a kolony SCOT (Support Coated Open Tubular) s kapalnou
stacionarni fazi zakotvenou na povrchu pevného nosi¢e na vnitfni strané kapilary. Poslednim
typem je kolona PLOT (Porous Layer Open Tubular) s vrstvou pevného aktivniho sorbetu
na vnitfnim povrchu kapilary [46, 52, 55, 58, 59].

Termostat:

je dulezitou soucasti plynového chromatografu, zajistujici stalou a dostate¢né vysokou
teplotu davkovace, kolony a detektoru tak, aby byl vzorek udrzen v plynném stavu. Teplo
se na kolonu pfivadi vyhfivacim médiem (plynem, kapalinou nebo tuhou latkou) nebo
pomoci odporového dratu navinutého pfimo na koloné. Davkova¢ a detektor maji
zpravidla vlastni fizené zahfivani. Uvnitf termostatu je vyZadovana teplotni stabilita
+ 0,1 °C.

Konstantni teplotu kolony Ize pfi analyze vyuzit pouze v pfipadé, kdy teploty varu analytl
ve smeési jsou si blizké. Pokud je vzorek tvofen smési latek s rozdilnymi teplotami varu,
je tfeba teplotu kolony programové ménit (teplotni program). Pracovni teplota
se pohybuje v rozmezi 50-300 °C. ZvySenim teploty kolony dosahneme zvySeni tlaku par
sloZky a snizeni reten¢niho ¢asu, coZ nam snizi dobu analyzy [46, 55].
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Detektor:

slouzi k detekci latek v nosném plynu. Reaguje na zmény slozeni vstupujiciho nosného
plynu (pfitomnost analytu) a vysila signal (elektricky méfitelna veli¢ina), ktery
je zaznamenavan v zavislosti na Case. Detektor sleduje analytické vlastnosti plynu
vychazejiciho z kolony, které zavisi na druhu a koncentraci sloZek. Zakladnimi
pozadavky na detek&ni zafizeni jsou nizky detekéni limit (schopnost reagovat na nizké
koncentrace analytu — nizka mez detekce), selektivita pro stanovované latky, citlivost
(odezva detektoru v zavislosti na zméné koncentrace analytu) a linearni zavislost sily
signalu na koncentraci analytu v mobilni fazi. Detektory umoziiuji registraci jednotlivych
z6n separovanych slozek, jejich identifikaci a kvantifikaci [46, 52, 55, 58, 59].

Detektory Ize délit na: nedestruktivni (analyt prochazi detektorem bez chemickych zmén)

> tepelné vodivostni detektor (TCD)

> detektor elektronového zachytu (ECD)
> argonovy a heliovy detektor (ArD, HeD)
> infraCerveny spektrometr (IRS)

a destruktivni detektory (analyt se pfi prichodu detektorem nezvratné zméni)

> plamenovy ionizacni detektor (FID)

plamenovy termoionizaéni detektor s alkalickym kovem (AFID, TID)
hmotnostni spektrometr (MS)

fotoionizacni detektor (PID)

atomovy emisni detektor (AED).

vV vvy

Vyhodnocovaci zafizeni:

zpracovava a  vyhodnocuje  signal  pfichazejici  z detektoru;  vysledkem
je chromatograficka kfivka (chromatogram). V soucasnosti je pro vyhodnoceni analyzy
aplikovana vypocetni technika se specialnimi softwarovymi programy, které jsou
dodavany jako soucast pfistrojového vybaveni plynového chromatografu [55].

2.8.8.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda pouzivana pro identifikaci latek
ve vzorku, ur€eni jejich struktury a kvantifikaci, a to na zakladé interakci iontd analytu
s elektrickym a magnetickym polem. Hmotnostni spektrometrie je destruktivni metoda
(dochazi k nezvratnym zménam analyzovaného vzorku); vyhodou metody je velmi mala
spotfeba vzorku pro analyzu. Tuto techniku lze vyuzit pro stanoveni organickych latek
i anorganickych prvkil a slou¢enin [46, 53, 54 ].

Princip hmotnostni spektrometrie: neutralni molekuly analytu jsou pfevedeny do plynné
faze a ionizovany v iontovém zdroji pfedanim dostatecného mnoZstvi energie. Dojde
k vytvofeni nabitych iontl, které se pfi prebytku vnitfni energie vlivem ionizace Stépi
na fragmentové ionty, radikaly a neutralni Castice. Nabité Castice (molekularni a fragmentové
ionty) jsou na zakladé riznych pomeéri hmotnosti a naboje (m/z) separovany v analyzatoru
a zaznamenany detektorem [46, 53, 54, 56].

Vyhodnocenim signalu z detektoru vznika hmotnostni spektrum (zavislost intenzity signalu
na poméru hmoty a naboje). Molekulové ionty nesou informaci o molekulové hmotnosti
analytu; vzniklé fragmentové ionty jsou charakteristické pro kazdou latku a poskytuji
informace o izotopickém zastoupeni prvkl v analytu a o strukture latky [56].
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Obr. 14: Schéma hmotnostniho spektrometru [56]

Zakladnimi sou¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou:

> iontovy zdroj (generovani iontl z atomd a molekul analytu)
hmotnostni analyzator (separovani iontd na zakladé poméru m/z)
detektor (detekce zastoupeni iontd)

vakuovy systém (zajisténi vysokého vakua)

vyhodnocovaci systém (vyhodnocovani signall z detektoru) [56].

vV vvyyw

lontovy zdroj

v iontovém zdroji dochazi k ionizaci vzorku (generovani iontd analytu). V soucasnosti
existuje velké mnozstvi ruznych technik, které se voli na zakladé vlastnosti
analyzovaného vzorku a podle potieb analyzy. Usp&sna ionizace je kli¢ovy krok v celém
procesu analyzy hmotnostni spektrometrii.

Typy ionizaénich technik

> lonizace proudem elektron( (El) - tékavé a polotékavé slouceniny (ionizace
z plynného stavu)

> Chemicka ionizace (Cl) - tékavé a polotékavé slouCeniny (ionizace z pevného

stavu)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) — spojeni s LC (LC-MS)

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)

Indukéné vazané plazma (ICP)

lonizace elektrickym polem (Fl), desorpce elektrickym polem (FD)

lonizace bombardovanim rychlymi éasticemi (FAB, SIMS)

Desorpce laserem (LD)

lonizace desorpci laserem v pritomnosti matrice (MALDI)

> Elektrospej (ESI) — analyza biomolekul (vzorek v kapalném stavu).

vVVvVvVVvVvVvy

Kazda z uvedenych technik ma své specifické vlastnosti a vyhovuje riznym typum analytu
a také potfebam analyzy [46, 53, 54, 56].

K nejpouzivanéjSim technikdm, zejména ve spojeni s plynovou chromatografii, patfi
ionizace proudem elektronu (El) a chemicka ionizace (ClI).
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> Elektronova ionizace (EI)

Elektronova ionizace je nejbéznéji pouzivanou technikou ionizace v hmotnostni
spektrometrii. Podminkou pouZiti této techniky je analyt v plynném stavu. Jedna se o tvrdou
ioniza¢ni techniku, pfi které dochazi ke vzniku fragmentovych iontd z divodu prebytku
pfedané energie. Primarnim zdrojem ionizace jsou elektrony emitované z elektricky
Zhaveného vlakna kovu (rhenium, wolfram), které jsou urychlovany elektrostatickym polem
na energii 70 eV (maximalni energie potfebnd pro ionizaci vétSiny organickych
a anorganickych molekul). PFi srazce elektronu s neutralni molekulou analytu dojde k pfedani
energie a vyrazeni elektronu z molekuly analytu (vznika nabita Castice). Pfi srazce dochazi
k pfenosu vétdiho mnozstvi energie, nez jaka je zapotfebi na ionizaci molekuly, a proto
dochéazi nejen k ionizaci, ale také k fragmentaci molekulového iontu (rozstépeni molekuly,
pfesmyky, vznik fragmentovych iontd a radikal(). Z hlediska hmotnostni spektrometrie
je dulezitou oblasti vznik negativnich a pozitivnich iontd a fragmentovych iontd, které Ize
na zakladé poméru hmoty a naboje separovat a detekovat (pfedevSim kationy a radikal-
kationty). Detekovany radikal-kationt vznikly ionizaci molekuly poskytuje informaci
o molekulové hmotnosti analyzované latky, fragmentové ionty nesou informaci o strukture
analytu. Technika elektronové ionizace poskytuje konstantni stuper fragmentace dané latky
(diky zajisténi energie elektroni 70 eV) a vysledkem analyzy je tabelované hmotnostni
spektrum pro danou slouc¢eninu. El je zakladni technikou pro identifikaci neznamych analytu,
a to diky reprodukovatelnosti ziskanych hmotnostnich spekter a existenci knihovny spekter.
Tato technika je vhodna pro spojeni s GC, pouziva se pro identifikaci slozek ve smési
po pfedchozim rozdéleni v procesu plynové chromatografie [46, 53, 54, 56].

> Chemicka ionizace (Cl)

Princip chemické ionizace je shodny s El, primarnim zdrojem ionizace jsou opét elektrony
ze zhaveného kovového vlakna (Re, W) urychlené na 70 eV, kionizaci vSak nedochazi
pfimo srazkou molekuly analytu s elektrony, ale prostfednictvim vhodného reakéniho plynu.
Vhodnym reakénim plynem muze byt napf. methan; zastoupeni reakéniho plynu v ionizatoru
je pfi ionizaci az 1000krat vy3Si nez zastoupeni sledovaného analytu. Po interakci reakéniho
plynu s elektrony vznikaji nabité ionty, které nasledné ionizuji molekuly zkoumané latky.
Pfedana energie postacuje k ionizaci molekul analytu, vétSinou vSak neni dostateCné velka,
aby doSlo k rozsahlejSi fragmentaci molekul. Hmotnostni spektra za pouziti chemické
ionizace jsou podstatné jednodus8i nez spektra vznikla za pouZziti El. DalSi nevyhodou této
techniky je, ze nema knihovnu spekter. Pouziva se v pfipadé, kdy neni mozné rozpoznat pik
s uzitim EI [46, 53, 54, 56].

Hmotnostni analyzator

zafizeni slouzici k separaci iontd na zakladé jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z).
Hmotnostni analyzatory pracuji na zakladé rlznych fyzikalnich principl: odchyleni
trajektorie letu iontu v elektrickém a magnetickém poli, oscilace iontl v elektrickém poli,
doba letu nebo absorpce energie pfi cylkoidalnim pohybu elektrickym a magnetickym
polem. Po pruletu analyzatorem jsou ionty o stejném m/z soustfedény do jednoho
ohniska na detektoru [46].
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Podle toho, na jakém principu pracuji, se analyzatory déli na rizné druhy:

> Magneticky analyzator (B)
Elektrostaticky analyzator (E)
Kvadrupdlovy analyzator (Q)

lontova past (QIT)

Separace podle doby letu (TOF)
lontova cyklotronova rezonance (ICR)
> Analyzator s dvojitou fokusaci (HRMS)

vVVvVvyVvyy

Ve spojeni s plynovou chromatografii je ¢asto pouzivanym typem kvadrupolovy analyzator
(Q) a také separace podle doby letu (TOF) [46, 53, 54, 56].

> Kvadrupélovy analyzator

Kvadrupodlovy analyzator je nejbé&znéjSim typem analyzatoru pouzivanym v hmotnostni
spektrometrii. Sklada se ze &ty kovovych ty&i hyperbolického nebo kruhového prirezu, které
jsou pfipojeny ke zdroji stejnosmérného a radiofrekvenéniho napéti (vzdy dvé protilehlé
elektricky spojeny). Do prostoru mezi tyCemi jsou pfivadény urychlené ionty z iontového
zdroje soubé&zné s osou kvadrupdlu. lonty vlivem méniciho se elektrického pole zanou
oscilovat a méni svoji drahu v zavislosti na pfitaZlivych a odpudivych silach, kterymi
na né tyCe plsobi. Pfi vhodném nastaveni poméru napéti projdou analyzatorem jen ionty
o definovaném poméru m/z a ty jsou detekovany. Kvadrupol funguje jako laditelny filtr
(regulaci poméru stejnosmérného a stfidavého napéti Ize definovat rozmezi iontq,
které projdou na detektor), pomér napéti se v ase meéni a na detektor prochazeji ionty
o riznych m/z. Vyhodou pouziti kvadrupoélu je zisk linearni hmotnostni stupnice (signaly maji
pfi linearnim ¢asovém rozvoji stejny tvar, vzdalenost i Sifku) [46, 53, 54, 56].

> Letova trubice (TOF)

Analyzator doby letu — Time of flight je nejjednodussim separatorem pouzivanym v MS.
Je tvofen prazdnou trubici s vakuem. lonty jsou z iontového zdroje vedeny do akceleracni
sekce, kde jsou urychleny na stejnou kinetickou energii. Je zapotfebi pulzni ionizace, aby
doslo k vystreleni vSech iontll soucasné. K separaci dochazi v letové trubici na zakladé
rizné dlouhé doby, kterou ionty potiebuji, aby doletély na detektor (stejna kineticka energie
a rlizna hmotnost iontd ma za nasledek riznou rychlost letu jednotlivych iontl a proto rdznou
dobu letu iontl k detektoru). Drive doleti leh¢i ionty, tézké ionty maji delSi dobu letu.
Rozliseni zavisi na délce drahy, kterou iont pfekona [46, 53, 54, 56].

Detektor

slouzi k prfevedeni proudu iontl dopadajicich na detektor po prichodu analyzatorem
na méfitelny elektricky signal. Zakladnimi typy detektorld jsou elektronovy nasobi¢
a detektor s konverzni dynodou a fotonasobic¢em.

> Elektronovy nasobic¢

Elektronovy nasobi¢ pracuje na principu sekundarni emise elektronid za neustalého
zesilovani primarniho signalu. Je konstruovan jako zuzujici se trubice, na jejiz povrch
dopadaji ionty z analyzatoru a vyrazi z povrchu elektrody elektron, ktery dopada na dalsi
misto trubice a vyrazi dalSi elektrony. Tim se zesiluje elektronovy proud 104 az 108krat.
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> Detektor s konverzni dynodou a fotonasobicem

Detektor s konverzni dynodou a fotonasobi¢em funguje na podobném principu. Naraz
iontu na konverzni elektrodu zpulsobi vyrazeni elektronu, ten dopada na fosforescenéni
stinitko a vyrazi foton. Foton je zachycen fotonasobi¢em [46, 53, 54, 56].

V hmotnostni spektrometrii se dale jako detektory pouzivaji nasledujici zafizeni:

> Faradayova klec
»> Fotograficky detektor
> Elektroopticky detektor

Vakuovy systém

béhem hmotnostné spektrometrické analyzy je tfeba udrzovat v celém systému vysoky
stupefl vakua (10“-10® Pa), aby nedochazelo ke srazkam molekul analytu a chemickym
reakcim bé&hem analyzy. Typicky vakuovy systém hmotnostnich spektrometrlii byva
dvoustupniovy. Prvni stupen tvofi standardni rotaéni olejova vyvéva, druhy difuzni nebo
turbomolekularni Eerpadlo [56].

Vyhodnocovaci systém

je tvofen vypocetni technikou se softwarovym pfislusenstvim. Slouzi k vyhodnocovani
signalu pfichazejiciho z detektoru.

Sbér dat
existuji dva zakladni pracovni moédy hmotnostniho spektrografu (SIM a SCAN)
> Mobd kompletniho spektra— SCAN

PFi nastaveni rezimu SCAN probiha zaznamenani signalu ve zvoleném rozsahu hodnot
m/z. Ziskané spektrum slouzi pfedevSim pro kvalitativni stanoveni (rychla identifikace
analytu porovnanim spektra s referen¢nimi knihovnami spekter) [56].

> Fragmentometricky méd — SIM, MIM

Tento typ médu slouzi pro monitorovani vybraného iontu (single-ion monitoring — SIM)
nebo vice vybranych iontl (multiple-ion monitoring — MIM) v ¢ase. Detekovan je pouze signal
pFisluSejici vybranému iontu o definovaném m/z, pfipadné nékolika iontl. Pouziti tohoto
moddu je vhodné piedevSim pro ucely kvantitativni analyzy. Vyhodou je podstatné sniZeni
detekéniho limitu stanoveni [56].

2.8.8.2 Tandemové spojeni plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Spojeni separaénich technik plynové kolonové chromatografi a hmotnostni spektrometrie
prispélo vyznamnym zplsobem k rozvoji environmentalni analyzy. Spojeni GC-MS
predstavuje nepostradatelnou techniku identifikace neznamych slozek smési. Smés analytl
je rozdélena pomoci kolonové chromatografie (GC — u€inna separace sloZek) a hmotnostni
detekci (MS — citliva a specificka detekce) jsou nasledné ziskana spektra jednotlivych
analytl, kterd umoznuiji identifikaci slou€enin ve smési [56, 59].
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Propojeni hmotnostniho spektrometru s plynovym chromatografem s naplfiovou kolonou
je slozité z hlediska velkého mnozstvi nosného plynu pouzitého jako mobilni faze v GC.
Velky prutok plynu by naru$oval vakuum v hmotnostnim spektrometru, proto je nutné pouziti
mezi¢lenu (separatoru nosného plynu). NejjednodusSim feSenim je pouziti délice toku
umisténého na vystupu z kolony pfed vstupem analytu do iontového zdroje. DalS§i mozZnosti
je pouziti molekulovych separatori. Molekulové separatory zajistuji oddéleni nosného plynu

od analyzované slozky a zajidtuji minimalni ztraty analytu. V soucasnosti jsou nejbé&znéjSimi
typy molekulovych separatoru:

> tryskovy
» solvatacné difuzni
> efuzni.

Plynovy chromatograf s kapilarni nebo mikronaplfovou kolonou je pro spojeni GC-MS
mnohem vhodnéjsi. Vzhledem k mensimu pratoku nosného plynu Ize konec kapilarni kolony
zaveést pfimo do iontového zdroje aniz by doSlo k vyraznému naru$eni vakua. Neni tedy
nutné pouZiti separatoru ani déli¢e toku, ¢imz nedochazi ke sniZeni citlivosti dané metody a
analyzou ziskané vysledky jsou mnohem presnéjsi [56, 59].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni &asti diplomové prace bylo optimalizovat metodu pro stanoveni
musk slou€enin v biotické matrici a pomoci optimalizované metody stanovit obsah vybranych
musk sloucenin v realnych vzorcich ryb. Dale provést diskuzi ziskanych vysledkl a na jejich
zakladé porovnat obsah musk slougenin v rybach odlovenych pfed COV a za COV v Brné
Modficich.

3.1 Pouzivané chemikalie a standardy

3.1.1 Chemikalie

Cyklohexan, Merck, Némecko

Ethylacetat, Merck, Némecko

Aceton, Sigma-Aldrich, Némecko

Spe-ed PSE matrix, Applied Separations, USA
Florisil, Sigma-Aldrich, Némecko

Bezvody siran sodny, Merck, Némecko
Undekan, Sigma-Aldrich, Némecko
Destilovana voda

Kyselina chromsirova

VVvVvVVvYVVYVVyV

3.1.2 Technické plyny

> Helium 6,0 (pro GC), Messer, Ceska republika
> Dusik 5,0 (pro PSE), Messer, Ceska republika

3.1.3 Standardy

> Phantolid, (1000 ng/ul v isooktanu), CHIRON AS

> Galaxolid, (1000 ng/ul v isooktanu), CHIRON AS

> Traseolid, (1000 ng/ul v isooktanu), CHIRON AS

> Ambrette, (10 ng/ul v cyklohexanu), Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburk, Némecko

> Tonalid, (10 ng/ul v cyklohexanu), Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburk, Némecko

> Musk xylen, (100 ng/ul v cyklohexanu), Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburk,
Némecko

> Musk tibeten, (10 ng/ul v cyklohexanu), Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburk,
Némecko

> Musk keton, (10 ng/ul v cyklohexanu), Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburk,
Némecko

> Musk moskene, (10 ng/ul v cyklohexanu), Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburk,
Némecko

> Deuterovany musk xylen D45, (100 ng/ul v acetonu), Dr. Ehrenstorfer GmbH,
Augsburk, Némecko

> Deuterovany tonalid D;, (100 ng/ul v isooktanu), Dr. Ehrenstorfer GmbH,
Augsburk, Némecko
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3.2 Pristroje a zarizeni, software

3.2.1 Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem
> Plynovy chromatograf Hewlett-Packard 6890N GC, Agilent, USA

Kolona: J&W Varian DB-5MS, kapilarni — 20,0 m x 0,18 um x 180 um, Agilent
Technologies, USA

> Hmotnostni detektor MSD 5973N, Agilent, USA

Elektronova ionizace, kvadrupol

> Automaticky davkovac vzorku HP 7683, Agilent, USA

3.2.2 Zrychlena extrakce rozpoustédlem

> Pristroj pro zrychlenou extrakci rozpoustédlem onePSE, Applied Separations,

USA

3.2.3 Ostatni zarizeni

>
>
>

>
>

Analytické vahy PM 400, Mettler, Svycarsko

Analytické vahy AB265-S, Mettler Toledo, Svycarsko

Rotaéni vakuova odparka BUCHI Rotavapor R-200 s vodni lazni B-490
a vakuovym systémem, Svycarsko

Ultrazvukova lazenn Sonorex RK52H, Bandelin, Némecko

Bézné laboratorni sklo a vybaveni analytické laboratore

3.2.4 Software

>

>
>
>

Enhanced ChemStation G1701DA Version D.00.00.38 (19.11.2001)
MSD Produktivity + Offline-MSD Data Analysis, Agilent Technologies, USA
Knihovna spekter: NIST05.L

Microsoft® Word 2002, Microsoft Corporation, USA

Microsoft® Excel 2002, Microsoft Corporation, USA

3.3 Bioticky material

3.3.1 Specifikace

Bioticky material tvofila svalova tkan vzorkovanych ryb. Konkrétné slo o zastupce z Celedi
kaprovitych — Jelec tloust (Leuciscus cephalus). Na analyzu bylo pouzito celkem 40 vzork(
(20 ryb odlovenych z feky Svratky pfed COV a 20 za COV).
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Obr. 15: Jelec tloust’ (Leuciscus cephalus)

> Misto odlovu:

Pied COV:

Za COV:
soutok Svratky a Svitavy - za Olympii pod jezem mezi Rajhradem a Rajhradicemi
GPS souradnice: 49° 8" 32,45 N GPS souradnice: 49° 5" 29,42"° N
16° 37 41,07 E 16° 37" 11,14 E
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Obr. 16: Vyznaceni odbérovych mist na mapé

»> Datum odlovu: 10. 11. 2009
> Zplusob uchovani vzorkii: hluboké zmrazeni
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> Informace o odbéru vzorku:

Ryby byly odloveny pracovniky Povodi Moravy, ktefi maji pro tuto Cinnost akreditaci.
Poté byly vzorky transportovany na Veterinarni a farmaceutickou univerzitu v Brné, kde
doSlo kjejich zpracovani a uchovani do doby analyzy (zvazeni, zaznamenani
zdravotniho stavu, véku a pohlavi, vykuchani, homogenizaci a zamrazeni). Ke stanoveni
obsahu musk sloucenin byla pouzita pouze svalovina vzorkovanych ryb.

Tabulka 16: Informace o vzorkovanych rybach odlovenych pfed COV

Cislo vzorku druh ryby délka [mm] | vaha[g] | pohlavi | stafi | svalovina [g]
1. Jelec tloust 345 490 F 6+ 275
2, Jelec tloust 250 170 F 3+ 55
3. Jelec tloust 345 450 F 6+ 155
4, Jelec tloust 345 490 F 5+ 89
5. Jelec tloudt 270 200 F 5+ 77
6. Jelec tloust 300 310 F 5+ 90
7. Jelec tloust 225 130 M 3+ 53
8. Jelec tloust 225 140 M 3+ 60
9. Jelec tloust 245 170 M 4+ 50
10. Jelec tloust 230 150 M 3+ 55
11. Jelec tloust 245 160 M 5+ 58
12. Jelec tloust 260 190 M 5+ 71
13. Jelec tloust 255 200 F 4+ 60
14. Jelec tloust 290 290 F 3+ 109
15. Jelec tloust 255 180 F 4+ 55
16. Jelec tloust 270 250 F 4+ 109
17. Jelec tloust 225 110 M 3+ 31
18. Jelec tloust 260 220 M 5+ 76
19. Jelec tloust 230 130 M 2+ 42

20. Jelec tloust 205 110 M 4+ 30
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Tabulka 17: Informace o vzorkovanych rybach odlovenych za COV

Cislo vzorku druh ryby délka [mm] | vaha [g] | pohlavi | stafi | svalovina [g]
21 Jelec tloust 230 140 M 4+ 55
22 Jelec tloust 237 160 F 5+ 64
23 Jelec tloust 215 120 M 3+ 45
24 Jelec tloust 242 160 F 5+ 59
25 Jelec tloust 238 160 M 4+ 62
26 Jelec tloust 227 180 M 5+ 60
27 Jelec tloust 240 180 M 4+ 49
28 Jelec tloust 257 200 F 5+ 65
29 Jelec tloust 318 480 M 9+ 152
30 Jelec tloust 249 230 M 6+ 90
31 Jelec tloust 253 240 M 3+ 77
32 Jelec tloust 237 180 M 5+ 61
33 Jelec tloust 278 360 M 4+ 141
34 Jelec tloust 321 510 M 6+ 153
35 Jelec tloust 304 340 F 5+ 126
36 Jelec tloust 345 600 F 6+ 215
37 Jelec tloust 264 250 M 5+ 97
38 Jelec tloust 299 420 M 7+ 133
39 Jelec tloust 269 270 M 4+ 79
40 Jelec tloust 270 250 M 5+ 79

3.4 Pracovni postupy

V néasledujici kapitole jsou uvedeny pracovni postupy, podle kterych bylo
pfi vypracovavani praktické ¢asti diplomové prace postupovano.

Zakladnim ukolem praktické ¢asti byl vybér analytl a optimalizace metody pro stanoveni
vybranych analytl v biotickych vzorcich. Metoda stanoveni byla rozdélena do nékolika krokd,
které byly postupné optimalizovany, aby byla zajisténa maximalni vytéZnost metody
stanoveni a reprodukovatelnost vysledkd. Schéma pracovniho postupu je znazornéno
na obrazku 16.

Pro izolaci musk slou¢enin zrybi tkané byla zvolena metoda extrakce kapalinou
podporovana tlakem PSE a pro precisténi kolonova adsorpéni chromatografie. Pred vlastni
analyzou vzorku byly tyto metody optimalizovany.
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Obr. 16: Schéma pracovniho postupu stanoveni musk sloucenin v realném vzorku

Ffipravavzorku

3.4.1 Priprava vzorku

Odlov ryb z vodniho ekosystému feky Svratky v odbé&rovych mistech pfed COV a za COV
probéhl 10. 11. 2009 za realizace pracovniki Povodi Moravy. Po zpracovani ryb (zvazeni,
vykuchani, porcovani) byla rybi svalovina pomleta a ulozena do mraziciho boxu
pro naslednou analyzu.

Priprava vzork( zahrnuje postupy pfipravy realného vzorku svaloviny a roztokd standardd
pro optimalizaci pouzitych analytickych metod (PSE, kolonova chromatografie).

3.4.1.1 Priprava realnych vzorku pro analyzu vybranych musk sloucenin

Pfiblizné 3 g homogenizované (pomleté) rybi svaloviny odvazené s presnosti na 0,000 1 g
byly rozetieny v tfeci misce s cca 6 g matrix pro PSE a kvantitativné pfevedeny do extrakcni
patrony. Ke vzorku byly do patrony Hamiltonovou stfikackou o maximalnim objemu 10 pl
prikapnuty 2 ul deuterovaného standardu MX-D45s a 2 pul deuterovaného standardu AHTN-Ds.
Takto pfipraveny vzorek byl pouzit pro extrakci PSE.

3.4.1.2 Priprava vzorkii pro optimalizaci extrakce

Pro optimalizaci extrakce podporované tlakem byl pouzit realny vzorek ryby, do kterého
byly pfidany deuterované standardy MX-D45 a AHTN-D; 0 znamém objemu a koncentraci.

Priblizné 3 g svaloviny odvazené s pfesnosti na 0,001 g byly rozetfeny v tfeci misce s cca
6 g matrix pro PSE a kvantitativné prfevedeny do extrakéni patrony. Do patrony ke smési
vzorku a matrix byly Hamiltonovou stfikackou pfikapnuty 4 ul deuterovaného standardu MX-
Dis a 4 pl deuterovaného standardu AHTN-D;. Takto pfipraveny vzorek byl pouzit
pro optimalizaci metody PSE.

3.4.1.3 Priprava roztoku standardi pro optimalizaci precisténi

Pro optimalizaci pfecisténi sloupcovou kolonovou chromatografii byla pfipravena série
roztokd obsahujici véech 11 standard( musk slou¢enin véetné deuterovanych.

Do barky byly odpipetovany 2 ml cyklohexanu a Hamiltonovou stfikackou o maximalnim
objemu 10 ul bylo pfidano 10 pl standardu MK, 10 ul standardu AHTN, 10 ul standardu AMB,
10 pl standardu MOS, 10 pl standardu TI, 2 pl standardu MX a 4 pl deuterovanych standardd
MX-D45 a AHTN-D;. Mikropipetou bylo dale pfidano 100 ul zasobniho roztoku standardu PH,
HHCB a TRAS, ktery byl pfipraven nadavkovanim 2 ul od kazdého standardu do 994 pl
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cyklohexanu. Takto pfipravené roztoky byly v barice promichany a pfipraveny k naneseni
na kolonu.

Pro srovnani byl pfipraven vzorek pfidanim stejného mnozstvi vSech standardl (viz
pfedchozi odstavec) do vialky obsahujici 640 pul cyklohexanu. Tento vzorek byl po
promichani pfimo analyzovan na plynovém chromatografu.

3.4.2 Extrakce

Pro extrakci byla zvolena metoda extrakce analytu kapalinou zpevné matrice
podporovana tlakem PSE (Pressurized Solvent Extraction). Pfed pouziti metody k extrakci
musk slou€enin z rybi tkané bylo potfeba optimalizovat parametry extrakce PSE (teplota,
doba zdrzeni, pocet cykll, volba rozpoustédia).

3.4.2.1 Optimalizace metody PSE

Extrakce podporovana tlakem je dulezity krok v analyze biotickych vzork(l na obsah musk
slou€enin. PFi extrakci je nutné s maximalni vytéznosti izolovat analyty (musk slou€eniny)
ze vzorku pevné matrice (rybi svalovina), minimalizovat spotfebu rozpous$tédla a cas
potfebny pro extrakci. Pfi optimalizaci bylo hlavnim cilem vybrat vhodné rozpoustédio,
kterym bude nasledné provedena extrakce analytu ze vzorku tkané a dale optimalizace
teploty, po¢tu cykll a doby zdrzeni rozpoustédla ve vzorku. Optimalizace byla provadéna na
realném vzorku za pfidani deuterovanych standardii musk sloué¢enin pomoci pfistroje
onePSE. Porovnavala se vytéZnost metody za pouziti rdznych rozpoustédel, teplot
a pracovnich cykld.

Patrona se vzorkem (viz. kapitola 3.4.1.2) byla umisténa do extrakéni cely pfFistroje
onePSE, poté byly nastaveny podminky extrakce a provedena extrakce analytu ze vzorku.
Extrakt byl jiman do sklenéné vialky, podroben stanoveni vytéznosti tuku a po precisténi byl
vzorek analyzovan na plynovém chromatografu s hmotnostni detekci.

Optimalizace extrakce probihala nasledujicim zpisobem:

> volba rozpoustédia

Tabulka 18: Nastaveni podminek extrakce pro optimalizaci rozpoustédla

nastaveni parametru volené rozpoustédlo
teplota 110 °C EA 100%
tlak 140 Bar CH 100 %
pocet cykla 2 CH:EA (75:25)
doba zdrzeni 8 min CH:EA (25:75)
EA:CH (50:50)
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> volba teploty extrakce

Tabulka 19: Nastaveni podminek extrakce pro optimalizaci teploty

nastaveni parametru volena teplota
rozpoustédlo CH:EA (25:75) 80 °C
tlak 140 Bar 100 °C
pocet cyklt 2 110 °C
doba zdrzeni 8 min 120 °C
140 °C

> volba poctu cykli a doby zdrZeni

Tabulka 20: Nastaveni podminek extrakce pro optimalizaci doby zdrZzeni a poctu cyklt

nastaveni parametru doba zdrzeni/pocet cyklt
rozpoustédlo | CH:EA (25:75) 8 min/1
tlak 140 Bar 8 min/2
teplota 120 °C 4 min/1
4 min/2
4 min/3
12 min/1
16 min/1

3.4.2.2 Extrakce vzorku metodou PSE

Pripraveny vzorek v extrakéni patroné (viz. kapitola 3.4.1.1) byl vloZen do extrakéni cely
pristroje onePSE a po nastaveni extrakénich podminek byla provedena izolace analytl
ze vzorku. Extrakt byl jiman do sklenéné vialky a po stanoveni vytéznosti tuku precistén
adsorpéni kolonovou chromatografii a podroben stanoveni analytu pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci.

Tabulka 21: Nastaveni podminek extrakce pro izolaci musk slou¢enin ze vzorku ryb

nastaveni parametru

teplota 120 °C
tlak 140 Bar
pocet cyklt 3
doba zdrzeni 4 min
rozpoustédlo CH:EA (25:75)
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3.4.3 Precisténi

Precisténi extraktu pred analyzou na GC/MS je velice dulezita ¢ast pracovniho postupu
stanoveni musk slou€enin ve vzorku. Hlavnim cilem je odstranit z extraktu vSechny
nezadouci balastni latky (pfedev§im tuk), které by ruSily stanoveni analytl a soucasné
minimalizovat ztraty analyt(. Pro preciSténi vzorku byla zvolena metoda adsorpéni kolonové
chromatografie. Hlavnim cilem optimalizace bylo vybrat vhodné eluéni Cinidlo a mnoZstvi
tohoto rozpoustédla potfebné pro eluci vzorku. Optimalizace byla provadéna za pouZiti
roztoku standarda.

3.4.3.1 Optimalizace adsorpéni kolonové chromatografie

Adsorp¢ni kolonova (sloupcova) chromatografie je jedna zmetod pouzivanych
pro pfecisténi vzorku po extrakci analytu. K odstranéni balastnich latek z extraktu dochazi
v adsorbentem naplnéné koloné za plsobeni extrakéniho &inidla jako mobilni faze. Pravé
volba a mnozstvi rozpoustédla je rozhodujici pro ucinné precisténi.

Prvnim krokem optimalizace bylo zvolit 4¢inné rozpoustédlo. Na dno chromatografické
kolony byla umisténa odtu¢néna acetonova vata a kolona byla naplnéna cyklohexanem.
Do cyklohexanu byla naklepana vrstva bezvodého Na,SO, (odstranéni vlhkosti ze vzorku)
a poté vrstva aktivovaného florisilu (adsorbent na zachyceni latek na bazi lipida, vypalen
pfi teploté 350 °C po dobu 12 hodin). Na zavér byl opét navrstven Na,SO, (cca 1 cm).
Po odpusténi cyklohexanu na uroven siranu sodného byl na kolonu nanesen pfipraveny
vzorek (viz. kapitola 3.4.1.3) a eluovan rozpoustédlem s rychlosti pritoku 6 kapek/min. Eluat
byl jiman do banky a po zakoncentrovani na rotaCni vakuové odparce byl podroben
stanoveni obsahu analytu pomoci GC-MS.

Pro optimalizaci mnozstvi rozpoustédla byl zvolen stejny postup, eluat byl po prichodu
kolonou jiman po frakcich (40 ml) a kazda frakce byla analyzovana na GC-MS.

Tabulka 22: Ovéfovana rozpoustédla pro optimalizaci metody kolonové chromatografie

ovérovana rozpoustédla
(20:80) aceton:CH (50:50) aceton: CH (80:20) aceton:CH
ethylacetat 100 % (50:50) ETH:CH (80:20) ETH:CH

v vawv

3.4.3.2 Precisténi vzorku metodou adsorpcni kolonové chromatografie

Vzorek po extrakci byl zahustén na rotaCni vakuové odparce asi na 1 ml, ke vzorku byly
pfidany 2 ml cyklohexanu a poté byl vzorek kvantitativné pfeveden na chromatografickou
kolonu. Kolona byla pfipravena naklepanim vypaleného florisilu do cyklohexanu (viz. kapitola
3.4.3.1). Eluce byla provadéna 80 ml ethylacetatu, pratok rozpoustédla kolonou byl nastaven
na 6 kapek/min. Ziskany eluat byl zakoncentrovan na rotacni vakuové odparce a byla
provedena identifikace a kvantifikace stanoveni obsahu vybranych musk slou¢enin metodou
GC-MS.
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3.4.4 Identifikace a kvantifikace analytli pomoci GC/MS

3.4.4.1 Urcéeni retencnich charakteristik stanovovanych analytu

Pro stanoveni reten¢nich ¢asu byly analyzovany roztoky standardu o vysoké koncentraci.
Pro kazdy analyt byly z hmotnostniho spektra odecteny specifické ionty (hlavni a vedlejsi
m/z) a z vysledného chromatogramu byly odeéteny hodnoty retenénich ¢aslt danych analyta.

Pomoci ziskanych charakteristik byl nastaven SIM méd pfistroje, aby v daném okamzZiku
byly zaznamenany pouze signaly pfisluSejici latce o nastaveném m/z (zvySeni citlivosti
pfistroje).

Nastaveni parametrl pracovniho programu pfistroje GC-MS pro analyzu musk slouéenin
v realnych vzorcich rybi svaloviny bylo provedeno na zakladé udaju z literatury [60].

3.4.4.2 Analyza vzorki metodou GC-MS

Vialka se vzorkem byla umisténa do automatického davkovace plynového chromatografu
a po nastaveni podminek analyzy bylo provedeno kvalitativni a kvantitativni stanoveni
obsahu syntetickych musk slouéenin ve vzorku.

Tabulka 23: Specifikace plynového chromatografu s hmotnostni detekci

specifikace plynového chromatografu

kolona kapilarni rozmeéry 20 m x 0,18 mm x 0,18 um
stacionarni faze DB-5MS teplotni rozsah -60°Caz325°C
mobilni faze helium

specifikace hmotnostniho detektoru

iontovy zdroj elektronova ionizace analyzator kvadrupdl

Tabulka 24: Nastaveni podminek GC pro analyzu musk slouc¢enin [60]

nastaveni parametrti GC a MS
teplota injektoru 250 °C rychlost nosného plynu v koloné 40 cm/s
rezim kolony konstantni pratok pritok nosného plynu kolonou 0,8 ml/min
rezim injektoru splitless pritok nosného plynu injektorem | 28,5 ml/min
rezim analyzatoru SIM tlak nosného plynu v koloné 116 kPa
doba analyzy 34 min tlak nosného plynu v injektoru 116 kPa
solvent delay 17 min teplota iontového zdroje 230 °C
teplota kvadrupélu 150 °C teplota transferline 280 °C
doba analyzy 34 min mnozstvi nastfikovaného vzorku 1l
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Tabulka 25: Nastaveni teplotniho programu GC [60]

nastaveni teplotni rampy
rist teploty teplota drzeno
50 °C 1 min
15 °C/min 110 °C 0 min
5 °C/min 165 °C 8 min
15 °C/min 285 °C 2 min

Vyhodnoceni mnozZstvi analytu ve vzorku bylo provedeno z chromatogramu metodou
pridavku interniho standardu. Integraci plochy piku chromatogramu, odpovidajicimu dané
musk sloucening, byla ziskdana hodnota pouzitd pro piepoCet na koncentraci pomoci
kalibraénich kfivek. Pro kazdy vzorek bylo provedeno paralelni stanoveni a vysledna
koncentrace byla spocitana jako aritmeticky primér obou hodnot.

3.4.5 Doplnujici postupy

3.4.5.1 Stanoveni obsahu tuku

Po extrakci byl extrakt pFelit pfes siran sodny umistény ve filtraéni aparature, aby doslo
k odstranéni vihkosti ze vzorku. Filtrat byl jiman do Cisté, pfedem zvazené barky, a pomoci
rotaéni vakuové odparky byl ziskan tuk. Po zchladnuti v exikatoru byl vzorek v barice zvazen
a nasledné byl vypocitan procentualni obsah tuku ve vzorku.

1.4.5.2 Uprava vzorku pred analyzou na GC/MS

Eluat byl po prichodu kolonou jiman do bariky; pomoci vakuové odparky byl eluat
zahustén na objem cca 1-2 ml (maly zbytek s rozpoustédlem). K takto odpafenému vzorku
bylo pfidano 30 pl keeperu (undekan) a nasledovalo odpareni do konstantniho objemu.
Poukonceni odparovani (obsah bariky 30 ul) bylo k odparku pfidano 770 pl cyklohexanu
a mikropipetou byl vzorek kvantitativné pfeveden do vialky a podroben analyze na plynovém
chromatografu.

3.4.5.3 Priprava roztoku standardii pro kalibraci

Pro vyhodnoceni obsahu sledovanych analyt( v realnych vzorcich bylo zapotfebi sestrojit
kalibracni kfivky v koncentraénim rozmezi zvoleném z predbéznych vysledkd analyz
realnych vzork(l. Pro sestrojeni kalibraéni zavislosti byla analyzovana koncentra¢ni rada
roztoku. Vzhledem k nizké koncentraci standardu byly kalibraéni roztoky pfipravovany pfimo
do vialek, pfi vy$Sich koncentracich bylo pouzito insertl, které zajiStovaly nizsi spotfebu
standardd. Do vialky bylo mikropipetou nadavkovano vypocitané mnozstvi cyklohexanu
a Hamiltonovou stfikackou bylo pfidano vypoctené mnozstvi standardu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vybér analytu

Na zakladé informaci ziskanych z literatury byly pro analyzu jako nejcastéjSi kontaminanty
ze skupiny musk slou€enin zvoleny nitrované a polycyklické mosusové latky. Tyto
kontaminanty byly jiz prokazany ve v8ech matricich ze Zivotniho prostfedi, zejména
ve vodnich ekosystémech, a to v povrchové a odpadni vodé, v sedimentech a vodni bioté.
Pro stanoveni téchto analytl ve vzorcich vodni bioty (rybi svalova tkan) byly ze skupiny
nitrovanych musk sloucenin vybrany musk keton, musk xylen, musk mosken, musk tibeten
a musk ambrette a ze skupiny polycyklickych musk slouéenin galaxolid, tonalid, traseolid
a phantolid. Pravé tyto dvé skupiny latek byly v minulosti produkovany ve velkém mnozstvi
a zpUsobily rozsahlou kontaminaci ekosystém( diky svym negativnim environmentalnim
vlastnostem (bioakumulace, perzistence).

4.2 Optimalizace metody

Cilem praktické &asti diplomové prace byla optimalizace metody pro stanoveni umélych
(syntetickych) musk sloucenin v biotickych vzorcich a nasledné vyuziti této optimalizované
metody ke stanoveni vybranych zastupcl musk slou¢enin v realnych vzorcich rybi tkané.
Vysledky optimalizace jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach. Hlavnim ukolem bylo ziskat
optimalizovanou metodu s maximalni vytéZznosti a minimalnimi ztratami analytu.
Zohledriovanymi parametry byla ¢asova a pracovni naroCnost, dale naroky na laboratorni
a pfistrojové vybaveni a v neposledni fadé spotfeba chemikalii.

Metoda stanoveni musk sloucenin ve vzorcich biotické tkané se sklada ze 3 zakladnich
krokU, kterymi jsou izolace analytu, precisténi extraktu a identifikace a kvantifikace analytu.
Kizolaci analytu byla pouzita metoda extrakce podporované tlakem, precisténi bylo
provedeno kolonovou adsorpéni chromatografii a identifikace a kvantifikace pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci. Kazdy z téchto specifikovanych kroku stopové analyzy
byl optimalizovan a vysledky optimalizaci jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach. Vysledna
optimalizovana metoda byla pouzita pro analyzu vzorku ryb z Feky Svratky.

4.2.1 Optimalizace izolace analytl

Pro izolaci musk sloucenin byla vybrana metoda tlakem podporované extrakce (PSE)
na pristroji onePSE. Metoda PSE vykazuje v porovnani s jinymi extrakénimi technikami
vyhody v rychlosti extrakce, malé spotfebé pouzitého rozpoustédla a v jednoduchosti
provedeni extrakce. Optimalizovana byla volba rozpoustédla, teplota extrakce, doba zdrzeni
rozpoustédla u vzorku pfi extrakci a pocet cykld. Optimalizace byla provadéna na realném
vzorku s pfidanim vnitfniho standardu. VytéZnost metody pfi optimalizaci podminek extrakce
byla srovnavana s referenénimi hodnotami ziskanymi analyzou kalibraénich roztokd vnitfnich
standardl (deuterovanych standardd musk slou¢enin) a vyhodnocenim ucinnosti extrakce
vybranych musk sloucenin z realného vzorku (AHTN, HHCB, MX, MK).
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4.2.1.1 Volba rozpoustédia pro PSE

Optimalizace rozpoustédla probihala podle postupu popsaného v kapitole 3.4.2.1.
Vysledky optimalizace jsou shrnuty v nasledujici tabulce a grafech.

Tabulka 26: Vysledky analyz pfi optimalizaci extrakéniho rozpoustédla

Rozpoustédio Procentualni vytéznost
Standard EA100% | CH100% | CH:EA (75:25) | CH:EA (25:75) | CH:EA (50:50)
MX-D;s 86,69 90,41 85,35 88,82 87,21
AHTN-D; 86,38 87,69 79,57 84,39 84,56

Po provedeném hodnoceni, a to na zakladé procentualni vytéZznosti naspikovanych
(fortifikovanych) deuterovanych standardd, byl jako vhodné rozpoustédlo zvolen Cdisty
cyklohexan; dalSim vhodnym extrakénim Ccinidlem byla smés rozpoustédel cyklohexanu
a ethylacetatu v objemovém poméru 25:75 (viz Graf 1). PFfi hodnoceni, provedeném
na zakladé mnozstvi vyextrahovanych musk slou€enin z realného vzorku rybi tkané, bylo
konstatovano, Ze ucinnéjSim extrakénim cinidlem byla smés cyklohexanu a ethylacetatu
v objemovém pomeéru 25:75 (viz. Graf 2). Vzhledem k této skute€nosti byla pro nasledné

extrakce vybrana pravé smés cyklohexanu a ethylacetatu v poméru 25:75.

Interni standardy byly pfidany pred extrakci ke smési v extrakéni patrong, a proto
o vysledku optimalizace bylo rozhodnuto zejména s ohledem na analyty, vyextrahované
pfimo z rybi tkané (obsazené v burikach svaloviny).

Optimalizace extrakéniho €inidla

100

Vytéznost [%]

60 +—

20 ||

EA 100%

CH 100 %

CH:EA (75:25)

Rozpoustédia

CH:EA (25:75)

0 MX-D
B AHTN-D

EA:CH (50:50)

Graf 1: Zavislost vytéznosti deuterovanych standardi na zvoleném rozpoustédle
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Optimalizace extrakéniho Cinidla
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Graf 2: Zavislost vytéZnosti musk sloucenin z biotické tkané na volbé extrakcniho Cinidla

Nejvhodnéjsim rozpoustédlem pro izolaci musk sloucenin ze vzorku rybi tkané metodou
tlakem podporované extrakce byla smés cyklohexanu a ethylacetatu v objemovém poméru
25:75. Tato smés byla pouZita pfi dalSich postupech optimalizace, tj. ur€eni teploty, doby
a poCtu cykll extrakce. Rovnéz byla pouzita pfi extrakci realnych vzorkd optimalizovanou
metodou.

4.2.1.2 Volba teploty pro PSE

Optimalizace teploty probihala podle postupu popsaného v kapitole 3.4.2.1. Vysledky
optimalizace jsou shrnuty v nasledujici tabulce a grafech.

Tabulka 27: Vysledky analyz pfi optimalizaci teploty extrakce

Teplota Procentualni vytéznost
Standard 80 °C 100 °C 110 °C 120 °C 140 °C
MX-D;s 89,84 75,09 86,20 91,97 96,20
AHTN-D; 88,87 75,36 87,13 94,04 92,06

Pracovni extrakeni teploty pouzivaného extraktoru (onePSE) jsou v teplotnim rozmezi 50-
200 °C. Pro porovnani vytéznosti byly zvoleny teploty pohybujici se v tomto rozmezi.
Nejvyssi zvolenou teplotou bylo 140 °C, protoze jsme chtéli pfedejit zménam analytu vliivem
vysoké teploty (tepelné degradace). NejucinnéjSi extrakce vnitfnich standard( pridanych
do vzorku probéhla pfi teploté 120 °C. SoucCasné tato extrakCni teplota byla nejvhodné;si
pfi porovnavani vytéznosti analytd pfitomnych ve vzorku svaloviny, a proto byla pouzita
pfi vlastni analyze.
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Optimalizace teploty
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Graf 3: Zavislost vytéznosti deuterovanych standardu na teploté extrakce
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Graf 4: Zavislost vytéZnosti musk sloucenin z biotické tkané na volbé teploty extrakce
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4.2.1.2 Volba doby extrakce a poctu cyklu

Optimalizace doby zdrZeni rozpoustédla u vzorku a pocétu extrakénich cyklt probihala
podle postupu popsaného v kapitole 3.4.2.1. Vysledky optimalizace jsou shrnuty
v nasleduijici tabulce a grafech.

Tabulka 28: Vysledky analyz pri optimalizaci doby extrakce a poctu cykli

Dobalcykly Procentualni vytéznost
Standard 8 min/1 8 min/2 4 min/1 4 min/2 4 min/3 12 min/1 | 16 min/1
MX-D5 66,49 82,62 86,26 75,19 82,10 83,32 81,56
AHTN-D; 67,39 88,99 85,35 74,26 85,03 83,23 77,86

Doba extrakce a pocCet cykli jsou parametry, které vyznamnym zplUsobem ovliviiuji
vysledek extrakce. Zavisi zejména na vlastnostech analytu a rozpoustédia,
které je pro extrakci pouzito. Pokud se analyt extrahuje do rozpoustédla v dusledku
své dobré rozpustnosti ve zvoleném extrakénim Cinidle, pak je rozhodujicim parametrem
poCet cyklu (€¢im vice cykld, tim lepSi extrakce). Pokud probiha extrakce analytu
do rozpoustédla v disledku difuze, pak je dulezitym parametrem doba zdrZeni rozpoustédla
v patroné se vzorkem. Zhodnoceni vysledk( analyz nam umoznilo konstatovat, Ze pokud
byla pouzita  smés rozpoustédel cyklohexan:ethylacetat (25:75), byly pro extrakci
maximalniho mnozstvi analytu nejvhodnéjsi 3 extrakéni cykly s dobou zdrzeni 4 minuty,
coz je patrné z graf(i 5 a 6.

Optimalizace doby extrakce a poétu cyklu
Vytéznost [%]
100

80

60 | EMX-D

B AHTN-D

40 |

20 1+

8 min/1 8 min/2 4 min/1 4 min/2 4 min/3 12 min/1 16 min/1
Dobalcykly

Graf 5. Zavislost vytéZnosti deuterovanych standard( na délce extrakce a poctu cyklt
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Optimalizace doby extrakce a poétu cyklu
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Graf 6. Zavislost vytéZnosti musk sloucenin z biotické tkané na délce extrakce a poctu cyklu

4.2.1.3 Optimalizovana metoda PSE

Pro izolaci analytd obsazenych v realnych vzorcich rybi tkané byla nasledné pouzita

metoda extrakce podporovana tlakem, jejiz optimalizované parametry jsou prezentovany
v nasledujici tabulce.

Tabulka 29: Parametry optimalizované metody extrakce PSE

Extrakce podporovana tlakem (PSE)

teplota 120 °C
tlak 140 Bar
pocet cyklt 3
doba zdrzeni 4 min
rozpoustédlo CH:EA (25:75)

Nastaveni téchto parametrll by mélo zajistit maximalni vytéZznost metody PSE pro dané
analyty (musk slou€eniny) a zvolenou matrici (vzorky rybi tkané). Postup izolace

optimalizovanou metodou tlakové extrakce je popsan v kapitole 3.4.2.2. Vysledky jsou
uvedeny v kapitole 4.5.
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4.2.2 Optimalizace precisténi vzorku

Pro precCisténi vzorku pfed analyzou pomoci GC-MS byla zvolena metoda sloupcové
(kolonové) adsorpéni chromatografie. Jako adsorbent byl pouzit aktivovany florisil —
kfemicCitan hofeCnaty. Hlavnim ukolem precisténi bylo odstranéni tuku a dalSich balastnich
latek ze vzorku pfed vlastnim provedenim analyzy na plynovém chromatografu. Hlavnim
ddvodem jejich odstranéni je zanaSeni inletu, kolony a dalSich ¢&asti plynového
chromatografu vysokomolekularnimi latkami, koextrahovanymi spoleéné s analyty pfi PSE.
Pfitomnost nedistot by dale mohla pozitivné nebo negativné zkreslovat vysledek analyzy
(zvySeni Sumu, koeluce piki v chromatogramu). Pfi precisténi kolonovou adsorpéni
chromatografii je dulezity spravny vybér elu¢niho Cinidla a dale optimalizace objemu tohoto
¢inidla potfebného pro eluci.

4.2.2.1 Optimalizace eluéniho ¢inidla pro kolonovou chromatografii

Vybér eluéniho ¢inidla je podminén vlastnostmi analytd a stacionarni faze. Elu¢ni sila
rozpoustédla by méla byt dostate¢na pro vymyti pozadovanych analytd z kolony, avSak
souCasné by nemélo dochazet k vymyvani necistot (pfedevSim koextrahovanych latek
lipidového charakteru). Postup optimalizace rozpoustédla pro sloupcovou adsorpéni
chromatografii je popsan v kapitole 3.4.3.1. Vytéznost analytli za pouziti riznych organickych
rozpoustédel je uvedena v tabulce 30 a grafu 7.

Tabulka 30: Vysledky optimalizace elu¢niho ¢&inidla

Rozpoustédlo Procentualni vytéznost
Standard AC:CH AC:CH AC:CH EA:CH EA:CH EA

(20:80) (50:50) (80:20) (50:50) (80:20) 100%

PH 61,25 37,34 10,19 61,69 67,05 84,55
AMB 42,00 32,55 8,94 66,16 75,45 97,50
TRAS 58,32 41,05 11,17 64,48 66,77 85,16
HHCB 57,98 41,51 11,82 66,09 63,37 85,52
AHTN 80,22 68,82 19,50 76,49 92,58 104,88
MX 42,71 36,08 7,91 56,13 65,83 80,36
MOsS 36,49 29,19 8,61 65,23 74,62 97,01
TIB 55,01 41,64 10,78 68,81 79,98 96,52
MK 42,05 52,09 10,02 72,55 80,33 101,08
MX-D 45,72 27,77 7,96 58,69 72,45 90,88
AHTN-D 1,51 5,60 2,46 16,09 57,38 72,59

Optimalizace rozpoustédla byla realizovana se vzorkem obsahujicim pfesné koncentrace
standardd vybranych musk slouéenin. Vysledky analyz vzork( po precisténi byly
porovnavany s referencnimi hodnotami stanovenymi analyzou vzorku se stejnou koncentraci
standardu, ktery nepro$el procesem precisténi.

72



Nejvyssi vytéznost sledovanych analytd byla zjisténa v pfipadé, kdy byl pouzit Cisty
ethylacetat, coz je patrné z grafu 7. Proto bylo toto rozpoustédlo zvoleno jako eluéni €inidlo
pro precisténi realnych vzork( metodou kolonové adsorpéni chromatografie.

Vytéznost [%] Optimalizace eluéniho Cinidla
120

100

80

60 1+

40

20 1+

© S - o ® & .9 o
& G R <&

020:80 aceton:CH MW 50:50 aceton: CH [080:20 aceton:CH 0O50:50 ETH:CH @80:20 ETH:CH @100 ethylacetat

Graf 7: Zavislost vytéznosti analytu na volbé eluc¢niho ¢&inidla

4.2.2.2 Optimalizace mnozstvi elu¢niho cinidla pro kolonovou chromatografii

MnozZstvi eluéniho €inidla pouzivaného pfi pfecisténi vzorku na chromatografické koloné
s adsorpéni naplni by mélo byt dostate¢né pro eluci analytll. Pfed analyzou vzorku zvolenou
metodou GC-MS je nutné analyty ve vzorku zakoncentrovat, coz se provadi odparenim
rozpoustédla pomoci vakuové rotacni odparky. Proto je vhodné pfi pfecisténi minimalizovat
mnozstvi pouZitého elu€niho Cinidla. Postup optimalizace je popsan v kapitole 3.4.3.1.
Vysledky optimalizace jsou uvedeny v nasledujici tabulce a grafu 8.
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Tabulka 31: Udaje pro optimalizaci mnozstvi eluéniho &inidla

Objem (40 ml) Procentualni vytéznost
Standard 1. frakce | 2.frakce | 3. frakce | 4. frakce
PH 97,87 1,64 0,39 0,09
AMB 99,72 0,28 0,00 0,00
TRAS 97,54 1,94 0,34 0,18
HHCB 89,40 8,19 1,63 0,79
AHTN 95,35 3,30 0,87 0,48
MX 98,21 0,86 0,29 0,64
MOS 99,18 0,78 0,05 0,00
TIB 98,48 1,49 0,02 0,00
MK 97,63 2,20 0,00 0,17
AHTN-D; 98,07 1,41 0,18 0,34
MX-D5 97,65 1,79 0,40 0,16

Vysledky optimalizace jasné ukazuiji, Ze jiz prvnich 40 ml eluéniho €inidla postacuje k eluci
vice nez 90 % obsahu musk slou€enin. Pro zabezpe€eni moznych ztrat analytu v dusledku

rychlej$iho pratoku ¢inidla kolonou nebo odparovanim rozpoustédla bylo
jako optimalni mnozstvi 80 ml rozpoustédia.

pro eluci zvoleno

Vytéznost [%] Optimalizace objemu eluéniho ¢inidla
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20

0- \
& \S@ A Qy‘.b ‘sb& é\\\ & éo% & & é_\.,o é&\yo
B 1. frakce W 2. frakce 3. frakce D4. frakce | v

Graf 8: Vysledky optimalizace elucniho ¢&inidla
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4.2.2.3 Optimalizovana metoda kolonové adsorp¢éni chromatografie

Pro precisténi extraktu ze vzorku rybi tkané byla pouzita metoda kolonové adsorpéni
chromatografie s optimalizovanymi parametry uvedenymi v tabulce 32. Postup je popsan
v kapitole 3.4.3.2, vysledky pak v kapitole 4.5.

Tabulka 32: Parametry optimalizované metody precisténi

Kolonova adsorpéni chromatografie
elucni €inidlo ethylacetat
adsorbent florisil
objem EC 80 ml
pratok EC 6 kapek/min

4.3 Identifikace a kvantifikace analyti

4.3.1 Identifikace analytu

K identifikaci sledovanych musk slou€enin byla pouzita metoda plynové chromatografie
s hmotnostni detekci. Vzhledem k velice nizkym koncentracim téchto latek, které byly
ve vzorcich obsazeny, byl k identifikaci a kvantifikaci pouzit pracovni rezim SIM, ktery
vykazuje vétsi citlivost, a to az o dva rfady, nez SCAN. Identifikace analytl byla provedena
pomoci standardu musk slouéenin. Postup je popsan v kapitole 3.4.4.1.

Z vysledk( analyzy roztoku obsahujiciho standardy sledovanych musk slou¢eniny bylo
ziskano hmotnostni spektrum jednotlivych analytl, ze kterych byly odecteny identifikacni
a kvantifikaCni ionty. Na zakladé téchto charakteristik pak byly jednotlivé analyty
identifikovany v chromatogramu a ziskany retenéni ¢asy potfebné pro nastaveni parametrt
pracovniho modu SIM plynového chromatografu.

Na zakladé ziskanych charakteristik pro sledované analyty (identifikaéni a kvantifikacni
ion, retencni €as) byly identifikovany jednotlivé musk slouceniny v chromatografu ziskaném
analyzou realného vzorku.

4.3.1.1 Hmotnostni spektra, chromatogram

Na obrazcich 16-24 jsou uvedena hmotnostni spektra pro jednotlivé analyty, ktera byla
ziskana analyzou roztokl standardd, a to postupem uvedenym v kapitole 3.4.4.1.
Pro ovéfeni spravnosti byla spektra porovnana se spektry v knihovné spekter pfislusného
MS. Tato hmotnostni spektra ndm umoznila ziskat identifikaCni a kvantifikacni ionty pro
jednotlivé analyty. Obrazek 24 predstavuje ukazkovy chromatogram analyzy roztoku,
obsahujiciho vSech 9 sledovanych musk slouc¢enin. Chromatogram byl ziskan analyzou pfi
nastaveni podminek uvedenych v kapitole 3.4.4.2., s vyjimkou prvniho parametru teplotni
rampy; proto se retencni Casy vtomto pfipadé liSi od skuteCnych, které byly odecteny
z jinych, jiz upravenych chromatogramu. Vysledné charakteristické ionty a reten¢ni ¢asy jsou
uvedeny v kapitole 4.3.1.2.
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Obr. 16: Hmotnostni spektrum ambrette

Obr. 17: Hmotnostni spektrum galaxolidu

Obr. 18: Hmotnostni spektrum musk ketonu
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum musk tibetenu

N I i ].'_.,“ 1\

Obr. 21: Hmotnostni spektrum musk xylenu
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Obr. 22: Hmotnostni spektrum phantolidu

Obr. 23: Hmotnostni spektrum tonalidu

Obr. 24: Hmotnostni spektrum traseolidu
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Obr. 25: Ukazkovy chromatogram 9 musk sloucenin

Z chromatogramu na obrazku 25 je ziejmé, Ze piky Galaxolidu a Traseolidu se vzajemné
prekryvaji. Diky pouziti hmotnostné-spektrometrického detektoru je mozné tyto piky od sebe
extrahovat vybérem specifického identifikacniho iontu, coZ usnadfiuje integraci a odecet
hodnot. Neni proto nutné upravovat teplotni rampu GC.

4.3.1.2 Charakteristické ionty, retencni casy

Charakteristiky sledovanych musk slouéenin ziskané analyzou roztok( standardd jsou

uvedeny v tabulce 33.

Tabulka 33: Charakteristiky sledovanych analytt

Musk slouc¢enina Zkratka Hlavni m/z Vedlejsi m/z Retencni ¢as
Phantolid PH 229 244 18,608
Ambrette AMB 253 268 21,02
Traseolid TRAS 215 258 21,77
Galaxolid HHCB 243 258 21,824

Tonalid AHTN 243 258 22,253
Musk-xylen MX 282 297 22,092
Musk-moskene MOS 263 278 23,110
Musk-tibeten TIB 251 266 24,986
Musk-keton MK 279 294 26,219
Tonalid D; AHTN-D; 246 261 22,159
Musk-xylen D5 MX-Dys 294 312 21,516
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4.3.2 Kalibrace

Pro vyhodnoceni vysledkd analyzy bylo nutné vytvoreni kalibraéni zavislosti velikosti
signalu na koncentraci stanovovaného analytu. K tomuto uUcelu byly pouZity roztoky
standardu o presné, znamé koncentraci, jejichz naredénim jsme ziskali koncentra¢ni fadu
o riznych koncentracich. Po promérfeni jednotlivych kalibracnich roztoku a sestrojeni grafu
zavislosti signalu na koncentraci, jsme obdrzeli linearni zavislosti koncentrace a velikosti
signalu pro kazdy stanovovany analyt. ProloZzenim bodu jsme ziskali linearni pfimku
(spojnici) charakterizovanou regresni rovnici. Z hodnot regresnich rovnic a Udaju ziskanych
ze spektra pfi proméfovani realnych vzorku byly vypocitany realné koncentrace analytd,
obsazené ve vzorcich ryb.

Pri pfipravé kalibraéni fady roztokl standard( bylo velice dulezité rozhodnout, jaké
koncentrace by bylo vhodné nafedit. Koncentraéni rozsah jednotlivych kalibranich kfivek byl
zvolen vrozsahu blizkém ocekavanym vysledkim koncentraci stanovovaného analytu
ve vzorku. Proto byly pouzity hodnoty predbéznych stanoveni vzorkd. Pro kazdy standard
stanovované musk slouceniny byla sestrojena vlastni kalibracni zavislost.

4.3.2.1 Kalibracni zavislost phantolidu

Tab. 34: Data pro sestrojeni kalibracni zavislosti phantolidu

¢ [ng/ml] plocha
0,00375 827
0,0075 1548
0,015 3163
0,03 6038

0,06 12620

Kalibracni krivka phantolidu

14000 - y = 209290x - 26,792

12000 - R* = 0,9993
2 10000
2 8000 -
2
g 6000 -
= 4000 -

2000 -
0 T T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
koncentrace [ug/ml]

Graf 9: Kalibracni zavislost phantolidu
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4.3.2.2 Kalibracni zavislost musk ambrette

Tab. 35: Data pro sestrojeni kalibracni zavislosti musk ambrette

¢ [ug/ml] plocha
0,0075 296
0,015 637
0,03 1393
0,06 2643
0,09 3802

Kalibrac¢ni krivka musk ambrette

y = 42543x + 31,224
R? = 0,9979

0,02 0,04 0,06 0,08
koncentrace [ug/ml]

0,1

Graf 10: Kalibracni zavislost musk ambrette

4.3.2.3 Kalibracni zavislost galaxolidu

Tab. 36: Data pro sestrojeni kalibracni zavislosti galaxolidu

¢ [ug/mi] plocha
0,01 1614
0,025 4828
0,05 9456
0,1 18260
0,2 37271
0,3 50834
0,4 64853
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Kalibracni krivka galaxolidu

80000 -
20000 - y = 163482x + 1391,1
3 60000 R* = 0,9954
x
‘8 50000 -
_g 40000 -
° 30000 +
2. 20000
10000 -
O 7 T T T T T T T T 1
0 005 01 015 02 025 03 035 04 045
koncentrace [ug/ml]
Graf 11: Kalibracni zavislost galaxolidu
4.3.2.4 Kalibracéni zavislost traseolidu
Tab. 37: Data pro sestrojeni kalibracni zavislosti traseolidu
¢ [ug/ml] plocha
0,005 852
0,01 1739
0,025 5550
0,05 11153
0,1 21646
Kalibracni krivka traseolidu
25000 -
y = 220055x - 174,08
20000 - 5
é R® = 0,9991
Q. 15000
2
O 10000 ~
L)
2 5000 |
0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
koncentrace [ug/ml]

Graf 12: Kalibraéni zavislost traseolidu
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4.3.2.5 Kalibracni zavislost tonalidu

Tab. 38: Data pro sestrojeni kalibracni zavislosti tonalidu

¢ [ug/ml] plocha
0,01 1855
0,025 4686
0,05 9458
0,1 18734
0,2 35949
0,3 53959
0,4 71896
0,5 91052

Kalibracni krivka tonalidu

100000 - y = 180459x + 195,1
R? = 0,9998

80000
60000 -

40000 ~

plocha piku

20000 ~

0 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

koncentrace [ug/mi]

Graf 13: Kalibracéni zavislost tonalitu

4.3.2.6 Kalibracni zavislost musk xylenu

Tab. 39: Data pro sestrojeni kalibracni zavislosti musk xylenu

¢ [pg/ml] plocha
0,01 455
0,025 962
0,05 1836
0,1 3720
0,2 7369




Kalibracni krivka musk xylenu

8000 ~
7000 - y = 36551x + 53,994
3 6000 - R? = 0,9999
‘A, 5000 -
_g 4000 -
3 3000 -
2. 2000 -
1000 -
0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
koncentrace [ug/ml]
Graf 14: Kalibracni zavislost musk xylenu
4.3.2.7 Kalibrac¢ni zavislost musk moskenu
Tab. 40: Data pro sestrojeni kalibracni zavislosti musk moskenu
¢ [ug/ml] plocha
0,005 503
0,01 1003
0,025 2354
0,05 4736
0,1 9649
Kalibracni krivka musk moskenu
12000 7 y = 96150x - 4,7032
3 10000 - R? = 0,9998
‘8. 8000
2
S 6000 -
<}
o 4000 -
2000 -
0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
koncentrace [ug/ml]
Graf 15: Kalibracni zavislost musk moskenu
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4.3.2.8 Kalibracni zavislost tibetenu

Tab. 41: Data pro sestrojeni kalibracni zavislosti tibetenu

¢ [ug/mi] plocha
0,005 464
0,01 931
0,025 2394
0.05 4884
0.1 9759
Kalibracni krivka musk tibetenu
12000 -
10000 - y= 980327x - 39,012
= R2=1
= 8000 -
Q
B 6000 -
(8}
O 4000 -
Q.
2000 -
0 ‘ |
0 0,02 0,04 0,08
koncentrace [ug/ml]

0,12

Graf 16: Kalibracni zavislost tibetenu

4.3.2.9 Kalibrac¢ni zavislost musk ketonu

Tab. 42: Data pro sestrojeni kalibracni zavislosti musk ketonu

¢ [ug/ml] plocha
0,005 382
0,01 744
0,025 1826
0,05 3808
0,1 7430
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Kalibracni krivka musk ketonu

8000 1 y = 74491 + 7,3466

70001 R? = 0,9997
3 6000 -
‘& 5000 -
_g 4000 -
8 3000 -
8. 2000 -

1000 -

0 T T T T 1
0 0,025 0,05 0,075 0,1 0,125
koncentrace [nug/ml]

Graf 17: Kalibracéni zavislost musk ketonu

4.3.3 Urceni meze detekce a stanovitelnosti

Pro vyhodnoceni vysledkd analyzy je zapotfebi urit mez detekce LOD a mez
stanovitelnosti LOQ optimalizované metody, pouzité pro stanoveni vybranych musk
slouc€enin.

4.3.3.1 Mez detekce (LOD)

Mez detekce (LOD — Limit of detection) — pfedstavuje nejmen3di koncentraci hodnoceného
analytu, kterou je mozno ve vzorku spolehlivé zjistit, avSak nemusi byt stanovitelna jako
exaktni hodnota. Odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné
odlisny od Sumu.

byt na dané hladiné vyznamnosti pfijat za odliSny od hodnoty ziskané stejnym analytickym
postupem pfi pouziti materialu, ktery dany analyt neobsahuje [58].

4.3.3.2 Mez stanovitelnosti (LOQ)

Mez stanovitelnosti (LOQ — Limit of quantitation) — pfedstavuje nejmensi koncentraci
stanovovaného analytu, kterou je mozno ve vzorku spolehlivé stanovit. Odpovida
koncentraci, pfi kterou je pfesnost stanoveni takova, Ze dovoluje kvantitativni vyhodnoceni
[58].

4.3.3.3 Citlivost

Citlivost (sensitivity) analytické metody je takovy rozdil v koncentraci analytu, ktery
odpovida nejmenSimu zjistitelnému rozdilu v odezvé signalu metody. Je definovana jako
podil zmény odezvy méficiho zafizeni (vystupni signal) a odpovidajici zmény podnétu
(vstupni signal). Citlivost analytické metody je rovna smérnici kalibracni zavislosti v pfipadé,
Ze je kalibragni zavislost signalu na koncentraci analytu linearni. Neni-li kalibracni zavislost
linearni, méni se citlivost s koncentraci analytu [58].
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4.3.3.4 Vypocet LOD, LOQ

Pro vypocet byl pouzit vztah mezi smérodatnou odchylkou kalibraéni zavislosti velikosti
signalu na koncentraci analytu a smérnici regresni kfivky.

3-s,

»> Mez detekce: LOD =

kde s, je smérodatna odchylka linearni zavislosti kalibrace a kje smérnice kalibraCni
kfivky.

10-
> Mez kvantifikace: LOQ = Ya

kde s, je smérodatna odchylka linearni zavislosti kalibrace a k je smérnice kalibracni
kfivky.

2 (r-Y)

> Relativni smérodatna odchylka: s, = 5
n f—

[58]

Tabulka 43: Meze detekce a stanovitelnosti metody pro stanoveni musk slouc¢enin

Musk slouéenina | smérnice kalibrace | LOD [ug/kg] | LOQ [ug/kg]
PH 209289,96 0,5454 1,818
AMB 42542,63 1,464 4,880
TR 220054,73 1,105 3,684
HHCB 163482,12 8,949 29,83
AHTN 180459,42 1,985 6,615
MX 36550,72 0,7486 2,495
MOS 96150,08 0,5004 1,668
TIB 98037,15 0,1543 0,514
MK 74490,88 0,5705 1,902

4.4 Obsah musk slouéenin v realnych vzorcich

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat metodu stanoveni musk sloucenin v biotické
matrici a nasledné optimalizovanou metodu pouzit pro analyzu realnych vzorkd rybi tkané
na obsah vybranych umélych mosusovych latek. Postup anylyzy je uveden na obrazku 16,
popis postupu optimalizovanou metodou je uveden v kapitolach 3.4.2.2, 3.4.3.2 a 3.4.4.2.
Specifikace vzorku je uvedena v kapitole 3.3.1. Viysledky analyz vzorkovanych ryb na obsah
vybranych musk slougenin jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach, v&etné nejistot méfeni.

V tabulkach se vyskytuji tfi druhy ,hodnot®:

> Cislo — koncentrace je vy$$i nez mez stanovitelnosti, realna hodnota koncentrace
uvedena v ug/kg

> NQ - koncentrace je vySSi nez mez detekce, ale nizSi nez mez stanovitelnosti (LOD
< ng <LOQ)

> nd — koncentrace je nizSi nez mez detekce (< LOD)
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K analyze byly pouzity dvé série vzork( (20 ryb odlovenych pfed COV a 20 ryb odlovenych
za COV); na zavér je provedeno porovnani kontaminace téchto dvou sérii vzorkd.

Pro vypocet primérné koncentrace sledovanych analytli ve vzorcich ryb byly hodnoty nd
a NQ nahrazeny Ciselnymi hodnotami vychazejicimi z meze detekce a meze stanovitelnosti.
Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 44.

Tabulka 44: Hodnoty nd a NQ pro vypocet priumérné koncentrace

Analyt PH AMB TR | HHCB | AHTN MX MOS TIB MK
[mg/kg]
nd 02727 | 07320 | 05527 | 4.474 | 09923 | 03743 | 02502 | 00772 | 0,2853
NQ | 05454 | 1464 | 1105 | 8949 | 1985 | 07486 | 05004 | 0,1543 | 05705

4.5.1 Vysledky analyz ryb odlovenych pied COV

Z vysledkl analyz svalové tkané ryb odlovenych pred &istirnou odpadnich vod v Modficich
jsme ziskaly kvantitativni idaje pouze pro tfi vybrané analyty.

Tabulka 45: Vysledky analyzy vzorkt tkané ryb odlovenych pfed COV

Cislo | Vytéznost Koncentrace musk slou€enin [ug/kg svaloviny]

vzorku | tuku [%] PH | AMB | TR | HHCB AHTN MX | MOS | TIB MK
1 3,63 nd nd nd NQ 10,52 nd nd nd NQ
2 2,14 nd nd | nd NQ NQ nd nd nd 12,16
3 2,23 nd nd | nd NQ NQ NQ nd | nd NQ
4 5,95 NQ NQ | nd | 30,36 15,17 NQ nd | nd | 3570
5 1,51 nd nd | nd NQ NQ NQ nd | nd NQ
6 3,58 NQ nd | NQ | 39,26 NQ nd nd | nd NQ
7 2,41 nd nd | nd NQ NQ NQ nd | nd NQ
8 1,99 NQ nd | nd | 4892 NQ nd nd | nd NQ
9 2,64 nd nd | nd NQ nd NQ nd | nd NQ
10 1,89 nd nd | nd NQ NQ nd nd | nd NQ
11 2,11 NQ nd | nd NQ NQ nd nd | nd | 2037
12 1,97 NQ | NQ | nd NQ NQ nd nd | nd | 19245
13 1,64 nd nd | nd NQ nd nd nd nd | 2589
14 2,01 nd nd | nd NQ nd nd nd | nd NQ
15 2,36 NQ nd | nd NQ NQ nd nd | nd | 2290
16 3,70 nd nd | nd | 7978 7,424 NQ nd | nd | 3780
17 1,37 nd nd | nd NQ nd nd nd | nd | 2459
18 2,63 nd nd nd NQ nd nd nd nd 3,974
19 0,79 nd nd | nd NQ nd nd nd | nd NQ
20 1,27 nd nd | nd nd nd nd nd | nd NQ
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Koncentrace galaxolidu se ve vzorcich vyskytovala v koncentraénim rozmezi 30-80 ug/kg
svaloviny; nutno v8ak upozornit na tu skute€nost, zZe pfitomnost galaxolidu byla prokazana
témér ve vSech vzorcich ryb, nicméné v koncentracich menSich, nez byla vypocitana
pro mez stanovitelnosti. Pouze u jednoho vzorku nebyla pfitomnost galaxolidu prokazana
(hodnota pod mezi detekce).

Podobné vysledky vykazovala i dalSi, v minulosti ve velkém objemu produkovana
polycyklicka musk slouc¢enina, tonalid. Koncentrace tonalidu se pohybovaly v rozmezi hodnot
7-15 ng/kg svaloviny ve vzorcich a v mnoha vzorcich byla opét jeho pfitomnost prokazana
v mnozstvi pod mezi kvantifikace.

Poslednim prokazanym analytem byl musk keton. Hladina koncentrace musk ketonu
v rybach byla az na vyjimku vyrovnana (2-4 nug/kg svaloviny). Opét i v tomto pfipadé byla
optimalizovanou metodou prokazana pfitomnost musk analytu ve vzorcich v mnozstvi pod
mezi stanovitelnosti.

Mezi analyty, které byly ve vzorcich detekovany, patfi musk xylen a phantolid. Jejich
koncentrace byly velmi nizké (pod mezi kvantifikace a ¢asto pod mezi detekce).

DalSi dva analyty - musk ambrette a traseolid byly prokazany jen v jednom, pfipadné
ve dvou vzorcich ze série ryb, odlovenych pfed COV; v ostatnich vzorcich byla jejich
koncentrace pod mezi detekce.

Posledni skupinou analytl jsou mosken a tibeten. Jejich pfitomnost ve vzorcich nebyla
prokazana (hodnoty pod mezi detekce).

Zastoupeni musk slouc€enin ve vzorcich ryby odlovenych
pred COV
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Graf 18: Koncentrace musk sloucenin ve vzorcich ryb odlovenych pred COV

Do grafu byly vyneseny pouze hodnoty koncentraci pfesahujici mez kvantifikace.
SoucCasné byly do grafu vyneseny procentualni vytéznosti tuku zrybi svaloviny. Z grafu
je patrné, Ze prestoze jsou umélé musk slou€eniny prokazatelné lipofilni latky, jejich obsah
v biotické tkani nebyl pfimo zavisly na mnozstvi vyextrahovaného tuku.
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PFi hodnoceni vysledkl je nutno upozornit na tu skuteénost, Ze kdyz vzorky ryb pochazi
ze stejného odbérového mista, koncentracni rozmezi galaxolidu ve vzorcich je znacné
Siroké. Kontaminace téchto ryb miize souviset nejen s prostfedim, ve kterém Ziji, ale také se
stafim ryb, jejich hmotnosti, fyziologickymi procesy pfijimani a vylu¢ovani a schopnosti
prizplsobovat se vnéjS§im podminkam.

4.5.2 Vysledky analyz ryb odlovenych za COV

Tabulka 46: Vysledky analyzy vzorkt tkané ryb odlovenych za COV

Cislo | Vytéznost Koncentrace musk slouéenin [ug/kg svaloviny]

vzorku | tuku [%] PH | AMB | TR | HHCB AHTN | MX | MOS | TIB MK
21 1,10 nd nd nd NQ nd nd nd nd NQ
22 0,15 nd nd nd NQ nd nd nd nd NQ
23 1,13 nd nd nd NQ nd nd nd nd NQ
24 0,92 nd nd nd NQ nd nd nd nd NQ
25 0,67 nd nd nd NQ nd nd nd nd 2,794
26 0,84 nd nd nd NQ nd nd nd nd NQ
27 2,04 nd nd nd NQ nd nd nd nd NQ
28 1,48 nd nd nd 39,40 NQ nd nd nd NQ
29 1,39 2,035 nd nd NQ nd nd nd nd NQ
30 1,42 nd nd NQ 31,36 6,967 NQ nd nd NQ
31 1,64 NQ nd NQ 36,92 7,379 nd nd nd 2,064
32 2,62 nd nd nd NQ NQ nd nd nd NQ
33 2,70 nd nd nd NQ NQ nd nd nd NQ
34 3,75 NQ NQ nd NQ 7,667 nd nd NQ 2,177
35 2,86 nd nd NQ 39,61 7,662 nd nd nd NQ
36 1,12 nd nd nd NQ 7,641 NQ nd nd NQ
37 2,16 NQ NQ nd NQ 8,416 NQ nd nd 3,056
38 1,69 NQ nd nd NQ 11,75 NQ nd nd 2,241
39 3,71 nd nd nd 34,32 8,279 nd nd nd 2,124
40 4,54 NQ nd NQ NQ 7,361 NQ nd NQ 3,189

Analyzou svalové tkané ryb odlovenych z Feky Svratky za Cistirnou odpadnich vod jsme
ziskaly kvantitativni udaje pro Ctyfi vybrané analyty.

Koncentrace galaxolidu se ve vzorcich vyskytovala v koncentracnim rozmezi 30-40 ug/kg
svaloviny, sou€asné byla pfitomnost galaxolidu prokazana ve vSech vzorcich série ryb

odlovenych za COV, nicméné v koncentracich pod mezi stanovitelnosti.

Koncentrace tonalidu se pohybovaly vrozmezi hodnot 7-12 ug/kg svaloviny, avSak
v mnoha vzorcich bylo mnozZstvi tonalidu menSi, neZ mez detekce, tzn., Ze nebyla jeho
pfitomnost ve vzorku s urditou pravdépodobnosti prokazana.
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DalSim prokdzanym analytem byl musk keton. Stejné jako galaxolid i musk keton byl
prokazan ve vsech vzorcich ztéto série, v mnoha pfipadech vSak jeho koncentrace
nepfekroCila mez kvantifikace. Koncentracni rozmezi musk ketonu v rybach odlovenych
za COV byla Uzkéa (2-3 pg/kg svaloviny).

Poslednim analytem, jehoZ koncentrace pfekrocila hranici LOQ, byl phantolid.

Pritomnost zbylych posuzovanych analytd (musk xylen, tibetten, traseolid a ambretten)
ve vzorcich odlovenych za COV byly prokdzany jen vnékolika pFipadech,
a to v koncentracich pod mezi stanovitelnosti.

PFitomnost moskenu ve vzorcich opét nebyla prokazana (hodnoty pod mezi detekce).

Zastoupeni musk sloucenin ve vzorcich ryby odlovenych
za COV
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Graf 19: Koncentrace musk sloucenin ve vzorcich ryb odlovenych za COV

4.5.4 Porovnani kontaminace vzorku ryb

V sérii ryb odlovenych pfed COV byla koncentrace analytd stanovena jen v malém podilu
vSech vzork(; koncentrace stanovenych musk slouéenin se v jednotlivych vzorcich podstatné
lisi (HHCB: 30-80 ug/kg, AHTN: 7-15 ug/kg). Proto je pravdépodobné, ze vybrané ryby byly
kontaminovany specifickym zplsobem a mnozstvi analytu, které v nich bylo stanoveno,
nemusi mit pfimou souvislost s kontaminaci ekosystému, ve kterém Zily.

Pokud budeme porovnavat vysledky analyz vzork(i ryb odlovenych za COV je zfejmé,
Ze koncentrace musk sloucenin se v jednotlivych vzorcich pohybuji v relativné podobnych
koncentraCnich hladinach. Predpokladanym zdrojem kontaminace vodniho ekosystému
musk slouéeninami je odpadni voda, ktera prochazi &isticim procesem v COV Modficich,
avéak jak jiz bylo v praci uvedeno, COV neméa 100% u&innost odstranéni musk slougenin
z odpadni vody. Vysledky analyz vody, vypousténé z COV do recipientu, dokumentuji vysoké
koncentrace polycyklickych musk slougenin (pfedevéim HHCB a AHTN). Uginnost jejich
odstranéni se pohybuje okolo 55-65%. ZvySena koncentrace AHTN ve vzorcich ryb
odlovenych za COV je pravdépodobné nasledkem zvysené kontaminace vodniho prostiedi
vodou vytékajici z COV.
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Maximalni a minimalni koncentrace jednotlivych analyti stanovenych ve vzorcich rybi
svaloviny jsou pfehledné uvedeny v nasledujici tabulce. Dale je v tabulce uveden pocet
vzorkd, u nichZz byla prokazana pritomnost daného analytu v koncentraci mens$i nez limit
kvantifikace a pocet vzorkll, u nichz koncentrace analytu nedosahovala meze detekce
(analyt ve vzorku nebyl prokazan). Hodnoty jsou uvedeny pro jednotlivé série vzork( pred
COV aza COV.

Tabulka 47: Porovnani koncentraci analytu v sériich vzorku

[ng/kg] max. koncentrace min. koncentrace pocet vzorkii NQ pocet vzork( nd
Analyt EFSS za GOV gfgs za GOV gFgS za GOV gfgs za GOV
PH NQ 2,035 nd nd 6 5 14 14
AMB 1,464 NQ NQ nd 2 2 18 18
TR NQ NQ nd nd 1 4 19 16
HHCB 79,78 39,61 nd NQ 15 15 1 0
AHTN 15,17 11,75 nd nd 10 3 7 8
MX NQ NQ nd nd 5 14 15
MOS nd nd nd nd 0 20 20
TIB nd NQ nd nd 0 2 20 18
MK 12,16 3,189 NQ NQ 11 13 0 0

4.5.4.1 Prumérné koncentrace analytu ve vzorcich

Pro stanovené analyty byly vypocitany prGimérné hodnoty koncentraci v souboru vzorkul
ryb odlovenych z feky Svratky pfed COV a za COV. P¥i primérovani byly pouzity hodnoty
ND a NQ vypocitané z mezi LOD a LOQ, uvedené v tabulce 44. Vysledky jsou uvedeny
v nasledujicich tabulkach a grafech.

Tabulka 47: Primérné koncentrace analyti
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Analyt Koncentrace [ug/kg 2.v.]
Vzorky pred COV za COV
PH 0,3545 0,4290
TRAS 0,8052 0,8052
HHCB 0,5803 0,6632
AHTN 16,85 15,79
MX 2,995 4,350
MOS 0,4866 0,4679
TIB 0,2502 0,2502
MK 0,0772 0,0849
AMB 2,053 1,253




Pramérné hodnoty koncentraci musk sloucenin v jednotlivych sériich jsou si velmi blizké.
Tato skute¢nost mlze byt zpusobena tim, Ze v mnoha vzorcich byly koncentrace pod mezi
detekce nebo kvantifikace, a tyto hodnoty byly nasledné nahrazeny koncentracemi
uvedenymi v tabulce 44, shodné& pro vzorky pred i za COV.

Priamérné koncentrace musk sloucenin v rybi tkani
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Graf 20: Prumérné hodnoty kontaminantu ve vzorcich

V tabulce 48 jsou uvedeny primérné hodnoty koncentraci analyti spolu s nejistotami
méreni, které byly v realnych vzorcich stanoveny v koncentraci nad mezi kvantifikace.

Z grafu 20 je vidét, Ze koncentrace analyti ve vzorcich za COV a pfed COV jsou si blizké.
Vy$si koncentrace HHCB a MK byly stanoveny v rybach odlovenych pfed COV, naopak
AHTN a PH dosahoval vy$$ich koncentraci v rybach za COV. Nelze tedy jednoznaéné
potvrdit viiv COV na kontaminaci vodni bioty musk slouéeninami, které prochazi na COV
procesem Cidténi a nejsou z odpadni vody pfed vstupem do recipientu zcela ostranény.

Tabulka 48: Priimérné koncentrace musk sloucenin, které byly ve vzorcich ryb
stanoveny v koncentracich nad mezi kvantifikace

Analyt Primérna koncentrace musk slouéenin ve vzorcich [ug/kg svaloviny]
Vzorky HHCB | RSD [%] | AHTN | RSD [%] MK RSD [%] PH RSD [%]
Pfed COV | 16,85 2,995 2,053 0,3545
2 8,57 9,77 8,53 6,47
Za CoV 15,80 4,350 1,253 0,4290
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Mediany jednotlivych analytl se pro série pfed a za COV rovnaji, coz opét zplsobuje
vysoky pocet hodnot nd, NQ. Mediany vyznamové i Ciselné odpovidaji hodnotam nd
pfip. NQ, z ehoz vyplyva, Ze stanovované analyty se ve vzorcich nevyskytuji v méfitelnych
koncentracich.

MnozZstvi musk slouenin stanovené ve vzorcich ryb se €asto pohybovalo pod mezi
kvantifikace, dokonce pod mezi detekce. Z toho Ize vyvozovat, ze ryby Zily v relativné Cistém
prostfedi. Jak je uvedeno v pfedloZzené diplomové praci, musk slou€eniny jsou latky
lipofilniho charakteru a k jejich vstupu do organismu ryb muaze dochazet bud oralné
(spole¢né s potravou), nebo prostupem kizi z vodniho prostfedi. Pokud latky prochazi
do organismu dermalnég, je mozné, Ze se zachyti v burikdch podkozniho tuku a neprostoupi
do bunék svalové tkané.

Musk slouéeniny, predev§im nitromusk, podléhaji po vstupu do organismu rdznym
biodegrada¢nim procesim a transformacim, coz snizuje jejich vlastni koncentraci a zvysuje
koncentrace metabolitl.

NaSe vysledky nebyly porovnavany se Zzadnymi publikovanymi udaji, protoZze posouzeni
ryb odlovenych pfed COV a za COV nebylo v dostupné literatufe nalezeno.

4.5.3 Nejistoty a chyby méreni

Kazdy analyticky postup stanoveni analytu ve vzorku je zatizen do jisté miry chybami.
Nejistota mérfeni je parametr charakterizujici rozmezi hodnot, kdy Ize vysledek analyzy
povazovat za spravny (pfesny a pravdivy).

K vyhodnoceni nejistot méfeni byla v praci pouzita metoda ,top-down®, pfi niZz dochazi ke
komplexnimu hodnoceni nejistot na zakladé souhrnnych udaju ziskanych pfi analyzach
(opakovatelnost a vytéZnost analytické metody) [58].

4.5.3.1 Opakovatelnost a vytéZnost analytické metody

Pro vypocCet opakovatelnosti analytické metody byly pouZity vysledky analyz realného
vzorku z jedné série opakovani (n=5).

Tabulka 49: Opakovatelnost analytické metody

Analyt RSD [%] Analyt RSD [%]
PH 1,67 MX 10,75
AMB 10,56 MOS 11,01
TRAS 1,96 TIB 2,73
HHCB 1,10 MK 3,48
AHTN 0,73

RSD ... opakovatelnost vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka

Vytéznost analytické metody byla stanovena za pomoci internich standardd, pfidavanych
do vzorku (deuterovené standardy musk xylenu a tonalidu). Vysledky jsou uvedeny
v nasledujici tabulce.
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Tabulka 50: Vysledky vytéznosti analytické metody

Analyt Vytéznost [%]
MX-Ds 92,59
AHTN-D; 89,76

Vysledky vytéZnosti jednotlivych musk slou€enin se vztahuji k vytéZnostem deuterovanych
standardu. V zavislosti na chemické struktufe a vlastnostech analyt( byly hodnocené musk
slouceniny pfifazeny k jednomu z deuterovanych standardl a dale pak byla uvazovana
stejna vytéznost analytu a standardu (viz. tabulka 50).

Tabulka 51: VytéZnost analytu ze vzorku

Analyt Standard Vytéznost [%)]
PH AHTN-D, 89,76
TRAS AHTN-D3 89,76
HHCB AHTN-D; 89,76
AHTN AHTN-D3 89,76
MX MX-D1s 92,59
MOS MX-Dys 92,59
TIB MX-Dys 92,59
MK MX-D1s 92,59
AMB MX-D5 92,59

4.5.3.2 Nejistoty méfeni

K vypoctu nejistot méreni byl pouzit pfistup ,top-down* (shora-dol(). Jedna se o hodnoceni
na zakladé dil¢ich chyb ziskanych z vysledl opakovatelnosti (pfispévek nahodnych chyb)
a vytéznosti (pfispévek systematickych chyb).

Ziskané hodnoty nejistoty vytéznosti a kombinované nejistoty celého analytického postupu
pro jednotlivé analyty byly vypocitany pomoci uvedenych vzorcl a jsou shrnuty v nasledujici

tabulce.

> Nejistota vytéznosti: u(R,) =

0,5-(100-R,)

7

kde R; je procentualni vytéZznost analytu.

> Nejistota celého analytického postupu: u,, =/r> +u(R)*[%],

Kde r;je relativni smérodatna odchylka (RSD) a u(R); je nejistota vytéznosti [63].

[%],
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Tabulka 52: Procentualni nejistoty vytéZznosti a analytického postupu stanoveni

Analyt u(Ry) [%] Ut [%]
PH 2,956 3,40
TRAS 2,956 10,97
HHCB 2,956 3,55
AHTN 2,956 3,15
MX 2,139 2,26
MOS 2,139 10,96
TIB 2,139 11,22
MK 2,139 3,47
AMB 2,139 4,08




5 ZAVER

PredloZzena diplomova prace se zabyva tématem vyskytu umélych moSusovych latek
v Zivotnim prostfedim a volbou vhodnych metod pro jejich stanoveni v biotickych vzorcich.

Pro stanoveni vybranych umélych musk slouéenin v realnych vzorcich rybi tkané byla
zvolena metoda GC-MS. Pro izolaci analytli ze vzorku byla optimalizovana metoda tlakové
extrakce PSE a precisténi extraktu bylo realizovano metodou kolonové adsorpéni
chromatografie. K analyze byly pouzity dvé série vzorki ryb (odloveny pied COV a za COV),
a nasledné byly porovnany Urovné kontaminace vzork( syntetickymi musk slou¢eninami.

Zaveéry diplomové prace jsou shrnuty do nasledujicich bodu:

A

Byli vybrani zastupci polycyklickych a nitrovanych umélych musk sloucenin, jejichz
koncentrace byla stanovovana ve vzorcich biotické tkané: nitrované musk slouceniny -
musk keton, musk xylen, musk mosken, musk tibeten a musk ambrette; polycyklické
musk slou€eniny - galaxolid, tonalid, traseolid a phantolid.

Byly optimalizovany podminky izolace vybranych analytd z biotické matrice: jako
rozpoustédlo pro tlakovou extrakci PSE byla vybrana smés ethylacetatu
a cyklohexanu v objemovém poméru 75:25, jako nejvhodnéjsi extrakéni teplota byla
vyhodnocena teplota 120 °C, doba zdrzeni rozpoustédla u vzorku byla optimalizovana
na 4 min a byly zvoleny 3 extrakéni cykly.

Byla optimalizovana metoda precCiSténi extraktu ze vzorku: nejvhodné&jSim elu¢nim
Cinidlem byl vyhodnocen ethylacetat, potfebny objem pouzivany pro eluci byl 80 ml.

Byla ovéfena vhodnost teplotniho programu plynového chromatografu (uvedeného
v literatufe 60) pro analyzu musk slouéenin z biotického vzorku a nastaveni parametru
GC-MS. Pozdéji byly tyto podminky pouzity pfi analyze svalové tkané ryb.

Byly sestrojeny kalibra¢ni zavislosti jednotlivych analytd pomoci analyz standardud
musk sloucenin, z téchto dat byly stanoveny meze detekce a stanovitelnosti a urCeny
koncentrace nd a nq.

Bylo provedeno vlastni stanoveni obsahu musk slou€enin ve vzorcich rybi tkané
pomoci optimalizované analytické metody. Vysledné koncentrace stanovené
ve vzorcich jsou tyto:

pred COV PH: nd-nq pg/kg svaloviny za COV nd-2,035 pg/kg svaloviny

AMB: ng-1,464 ng/kg svaloviny nd-nq pg/kg svaloviny
TR: nd-nq pg/kg svaloviny nd-nq pg/kg svaloviny
HHCB: nd-79,78 ug/kg svaloviny ng-39,61 ug/kg svaloviny
AHTN: nd-15,17 ug/kg svaloviny nd-11,75 pg/kg svaloviny
MX: nd-nq ug/kg svaloviny nd-nq ug/kg svaloviny
MOS: nd ug/kg svaloviny nd ug/kg svaloviny

TIB: nd pg/kg svaloviny nd-nq ug/kg svaloviny
MK: ng-12,16 pg/kg svaloviny ng-3,189 pg/kg svaloviny
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A

Byly urCeny nejistoty a chyby méfeni, vytéznost a opakovatelnost analytické metody.

Na zakladé analyz realnych vzorku ryb byly vysloveny tyto zavéry:

A

98

Nebyla prokazana souvislost obsahu musk slou€enin v rybi tkani s mnozstvim
vyextrahovaného tuku, pfestoze jsou musk slouceninami lipofilnimi. Pfi analyze byly
stanoveny velmi nizké koncentrace, €asto pod mezi detekce nebo kvantifikace,
z Cehoz vyplyva nizka kontaminace ryb; analyzovana byla pouze svalovina (je mozné
predpokladat vy$$i obsah musk slouéenin v kuzi a vnitfnich organech) a nebyl
ZjiStovan obsah metabolitt musk sloucenin (biodegradaéni a biotransformacni
procesy).

Zastoupeni musk sloucenin jako kontaminantt pfitomnych ve svaloviné vzorkovanych
ryb bylo velmi individualni. V mnoha vzorcich byly sledované analyty prokazany
v mnozstvi pod mezi stanovitelnosti, nékteré kontaminanty nebyly prokazany
(koncentrace pod mezi detekce). Koncentrace musk sloucenin ve vzorcich ryb
odlovenych z feky Svratky pred COV a za COV si byly vzajemné velmi blizké. Nebyl
proto zjistén a prokazan zasadni vliiv COV jako zdroje kontaminace vodniho
ekosystému vypousténou precisténou odpadni vodou.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

EU
POPs
PCP
cov
PH
AMB
TRAS
HHCB
AHTN
MX
MOS
TIB
MK
MX-D1s
AHTN-D3
MUSK
ZP

CR
uv
LDso
Kow
CAS
UIPAC
SPE
LLE
LSE
PSE
ASE
PFE
MASE
MAE
PCB
PCDDs
PCDFs
GC
MS
GPC
WCOT
SCOT
PLOT
TCD
ECD
ArD
HeD
IRS
FID
AFID
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Evropska Unie

perzistentni organické polutanty

personal care produkt — produkty osobni péce
Cistirna odpadnic vod

phantolid

ambrette

traseolid

galaxolid

tonalid

musk xylen

moskene

tibeten

musk keton

deuterovany musk xylen

deuterovany tonalid

synteticka vonna latka

Zivotni prostfedi

Ceska republika

ultrafialové zareni

letalni davka, pfi které zahyne 50 % testovanych organismu
rozdélovaci koeficient n-oktanol / voda
identifikacni Cislo chemické latky podle ,Chemical Abstracts Service*
Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii
extrakce pevnou fazi

extrakce kapalina-kapalina

extrakce

technika zrychlené extrakce rozpoustédlem
technika zrychlené extrakce rozpoustédlem
technika zrychlené extrakce rozpoustédlem
mikrovinna extrakce s pouzitim rozpoustédla
extrakce pomoci mikrovin (uzavieny systém)
polychlorované bifenyly

polychlorované dibenzo-p-dioxiny
polychlorované dibenzofurany

plynova chromatografie

hmotnostni spektrometrie

gelova permeacni chromatografie

kolona s kapalnou stacionarni fazi

kolona s kapalnou stacion. fazi zakotvenou na povrchu pevného nosice
kolona s vrstvou pevného sorbentu na vniténi sténé
tepelné vodivostni detektor

detektor elektronového zachytu

argonovy detektor

heliovy detektor

infracerveny spektrometr

plamenovy ioniza¢ni detektor

plamenovy ionizacni detektor s alkalickym kovem



PID
AED
El

Cl
APCI
APPI
ICP
Fl
FD
m/z
LC
ESI

QIT
TOF
ICR
HRMS
SIM
MIM
SCAN
MALDI
LD

fotoioniza¢ni detektor
atomovy emisni detektor
elektronova ionizace
chemicka ionizace

chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI) — spojeni s LC (LC-MS)

fotoionizace za atmosférického tlaku

induk&né vazané plazma

ionizace elektrickym polem

desorpce elektrickym polem

pomér hmotnosti a naboje iontu

kapalinova chromatografie

elektrosprej

magneticky analyzator

elektromagneticky analyzator

kvadrupol

iontova past

prlletovy analyzator

iontova cyklotronova rezonance

analyzator s dvoji fokusaci

rezim hmotnostniho analyzatoru pro monitorovani vybraného iontu
reZzim hmotnostniho analyzatoru pro monitorovani vybranych iontd
rezim hmotnostniho analyzatoru pro snimani celého spektra
ionizace desorpci laserem v pfitomnosti matrice

desorpce laserem
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