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ABSTRAKT

Syntetické musk slouc¢eniny (MUSK) neboli syntetické vonné latky jsou organické latky
bézné pouzivané jako vonné slozky parfémil, detergentl, kosmetiky a produktd osobni péce.
Tyto slouceniny jsou po pouziti vypoustény prostiednictvim splaskové odpadni vody
a Cistiren odpadnich vod do vodniho prostfedi. Vysledkem je akumulace v Zivotnim prostiedi
a vyskyt v potravnim fetézci zejména vodnich a motiskych ekosystémil. Syntetické musk
slouceniny jsou tedy nalézény v povrchové vode, rybi tkani a také v télnich tekutinach (krvi,
moci, mléku) a tkanich lidského téla. Kvantitativni detekce a studium vlastnosti téchto
sloucenin je dulezita ¢innost, protoZe dosud mame nizké znalosti o jejich osudu v zivotnim
prostiedi (perzistence, bioakumulace) i toxicité.

Tato diplomova prace je zamétena na studium tii bézné pouzivanych syntetickych vonnych
latek — tonalidu, musk xylenu a musk ketonu. Zakladem této prace bylo optimalizovat metodu
na stanoveni vybranych sloucenin ve vodé a vodni bioté (rybach). Cilem bylo stanoveni
vybranych musk sloucenin v redlnych vzorcich (voda, ryby) a zhodnoceni vysledkid. Jako
extrakéni technika pro izolaci analytii ze vzorkd byla pro zpracovéani biotickych vzorki
pouzita tlakova extrakce rozpoustédlem (PSE) a pro zpracovani vzorkli vod mikroextrakce
tuhou fazi (SPME). Identifikace a kvantifikace analytl byla provedena vysokorozliSovaci
plynovou chromatografii s hmotnostni detekct.

ABSTRACT

Synthetic musk compounds (MUSK) or synthetic fragrances are organic substances
commonly used as fragrant constituents of perfumes, detergents, cosmetics and personal care
products. These compounds are discharged after use via domestic wastewater and sewage
treatment plants to the aquatic environment. The result is accumulation in the environment
and occurrence in a food chain especially of aquatic and marine ecosystems. Synthetic musk
compounds are also found in surface water, fish tissues and also in body fluid (blood, urine,
milk) and tissues of human body. Quantitative detection and studying properties of these
compounds is an important activity because we have low knowledge about their fate in the
environment (persistence, bioaccumulation) and toxicity.

This diploma thesis is focused on three commonly used synthetic fragrances — tonalide,
musk ketone and musk xylene. The base of this study was to perform a method optimisation
for the determination of selected compounds in water and water biota (fish). The aim was
determination of selected musk compounds in real samples (water, fish) and evaluation of the
results. Pressurized solvent extraction (PSE) for fish samples and solid phase microextraction
(SPME) for water samples were used for isolation of analytes from samples. The
identification and quantification of analytes was carried out by high resolution gas
chromatography — mass spectrometry.

KLICOVA SLOVA

Musk slouceniny, viin€, ryby, voda, izolace, separace, stanoveni, GC / MS
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1. UVOD

Duvéra v ti¢innou pomoc piirodnich latek je stard jako lidstvo samo. Hodnovérné zpravy
po Egypt byly znamy zpusoby, jak z rostlinného materidlu ziskavat vin€. Zdroje a zpisoby
pfipravy vonnych latek byly pfisné utajovany, protoze tém, kdo je ovladali, poskytovaly
zna¢né bohatstvi a moc. Jemné viné kvétl, bylin 1 trav, omamné viin¢ balzamu, vzacnych
dfev 1 moSusu a ambry, bohosluZzebné ceremonie doprovazené dymem spalovanych pryskyfic,
to vSe bylo neodd¢litelnou soucasti zivota davnych civilizaci. Viné umociuji nase vnimani
a dokresluji vyznam vSech ostatnich smysli. Diky nim jsme schopni vnimat nékteré
informace dfive, nez je =zaregistruji jiné smysly. Podle nejnovéjSich poznatki lze
prostiednictvim viné dokonce manipulovat i s lidskym myslenim. Rada ptirodnich vonnych
surovin byla dovdzena z dobytych a kolonizovanych tropickych oblasti. Bylo prolito mnoho
krve neZ byl v Evrop€ dostatek aromatickych latek. Viné hoficitho materidlu se linou
z indianskych, hinduistickych, katolickych nebo pravoslavnych chramti dodnes. Teprve
objevy chemickych syntéz a vyroba syntetickych vonnych latek zahdjily obdobi, v némz
prijemné ving jsou dostupné témet vSem vrstvam lidské spole¢nosti. Z vyroby vonnych latek
se stalo vyznamné primyslové odvétvi [1, 2].

Nelze pochybovat o tom, ze v moderni lidské spolecnosti ma primysl latek vonnych své
nezastupitelné misto. Spotfebitel¢ dostavaji vonné latky ve formé parfémi, kolinskych
a toaletnich vod, v kosmetickych vyrobcich, mydlech, v pracich a ¢isticich prostfedcich a
v dal$ich, donedavna viibec neparfémovanych technickych vyrobcich. Parfém se stal urcitym
reprezentativnim prvkem, ktery hraje dilezitou roli jiz pfi prvnim setkédni parfémovaného
vyrobku se zdkaznikem. Do parfémovych kompozic se kromé kvalitnich pfirodnich materiala
(silic, extraktil) ¢asto pouzivaji tzv. ptirodné-identické latky, tj. latek bézné se vyskytujicich
v prirod¢€, avSak vyrabénych z ekonomickych diivodii synteticky. Vedle toho se pak rovnéz
pouzivaji i latky, které se v prirod¢ viibec nevyskytuji a jsou vyrobeny synteticky. Pouziti
téchto latek podléha samoziejmé piisné schvalovaci proceduie [3].

Syntetické analogy pizma (SAPZ, tzv. ,,musk® slou¢eniny) piedstavuji novou, do nedavné
doby nesledovanou skupinu perzistentnich organickych environmentalnich kontaminanta.
Jedna se o latky s rozsahlym pouzitim v oblasti aromatizace riznych typd detergenti a
kosmetickych ptipravkl, které, jak ukdzaly studie kontaminace vodniho ekosystému
realizované v 90. letech v Némecku, jsou velmi perzistentni a diky své lipofilit¢ maji
schopnost biokoncentrace v riiznych typech vodnich organismi; dokonce byly nalezeny také
v lidské tkani a télnich tekutinach. K priniku téchto latek do zivotniho prostfedi dochazi
pfedev§im prostfednictvim odpadnich vod, nebot' pii béznych Ccistirenskych upravach
nedochézi k dostate¢né¢ ucinné biodegradaci nebo sorpci [19]. O osudu musk sloucenin v
zivotnim prostfedi a o jejich toxicité¢ a vlivu na ¢lovéka existuje dosud omezené mnozstvi
informaci, a proto jsou nutné dalsi studie, které by chovani a vliv téchto latek blize
specifikovaly.

Cilem této diplomové prace je optimalizace analytického postupu a samotné stanoveni tii
vybranych klasickych musk sloucenin (tonalid, musk xylen, musk keton) v realnych vzorcich
ryb. Zarovenn budou vybrané musk slouceniny stanoveny i ve vodé, ze které ryby pochézi.
Nakonec budou ziskané vysledky interpretovany a bude vysloven zavér o mife vyskytu
danych analytli ve vodni bioté (rybach).



2. TEORETICKA CAST
2.1 Vonné latky a parfémy
2.1.1 Historie vuni

Muzeme piesvédCivé prohlasit, ze parfémy jsou tak staré jako lidstvo samo, protoze jiz
davno pted tim, nez se ¢lovék objevil na scéné, existovaly na zemi kvétiny a byliny, které
krasné vonély. Nase znalosti o pocatcich parfémi byly nedokonalé az do nedavné doby.
Historikové, ktefi se zabyvali timto problémem, se domnivali, ze nalezli pevny zdklad
na nasténnych malbach chramu kralovny HatsepSovet v Thébach, na nichz je zobrazeno
egyptské lod’stvo s ndkladem myrhy a jinych exotickych a aromatickych rostlin ze zemé& Punt
pred 3 500 lety. Myrha a kadidlo, zékladni suroviny starovékych parfémi, se vyskytovaly
pouze v Somalsku a na jihu arabskych zemi. Do této oblasti historikové umistovali i zemi
Punt. V soucasné dob¢ se prokazalo, ze egyptské lodé se plavily po fece Nilu a dostaly se
déle, nez by kdokoli v t¢ dob& pokladal za mozné. Dopluly do Ugandy, kde podél bieht
Albertova jezera lezela zem& Punt. OvSem v té oblasti myrha ani kadidlo neni, atak je
nejranéj$i historie parfémt dale opfedena tajemstvim a mystikou. V téch davnych dobéach
bylo kadidlo stejné dulezité jako vonné oleje. Vyraz ,parfum* je odvozen z latinského ,,per
fumum® znamenajici ,,prostfednictvim koute®. Viné kadidla unéasela modlici se prosebniky
k bohtim na nebesich, neméné blahodarn¢ pusobila na Cich a zbavovala je vSeho $patného.
Pti zapadu slunce se v chramech i1 v domacnostech zapalovala prosluld smés kyphi, coz byla
tézka smes kadidla [4]. Je znamo, Ze 1 biblicti tfi kralové ptinaSeli JeziSovi jako dar zlato,
kadidlo a myrhu. V dob& vlddy Ptolemaiovcii zil v Egypté fecky matematik Méchanikos
(kolem r. 120 pt. n. 1.). Ten jiz v tehdejsi dobé zkonstruoval automat, ktery po vhozeni mince
vydal davku vonavé vody. Tento pfistroj byl umistén pred chramem [1].

2.1.1.1 Egypt, Recko, Rim

Kosmetika vyuziva nenasilnou 1éCivou silu a pfiznivé ucinky bylin. Prvni rozkvét zazila
kosmetika ve starém Egypté. Vybrané orientalni vonné latky (zpracovdvané na masti a oleje)
a draha licidla se staly ptedobrazem péce o krasu, ktery tato rozvinuta kultura na Nilu ptedala
antickym kulturnim narodim. UZ pted vice nez 4 000 lety vyrabéli Sumerové piipravek velmi
podobny mydlu [5]. Egyptané vyrab¢li vonavky a masti takovym zplisobem, ze namaceli
vonné rostliny do oleje a tekutinu potom zdimali pies platno, anebo namaceli jejich okvétni
platky do tuku, ktery absorboval a udrzel jejich vini. V egyptskych pyramidach objevili
archeologové nadobky obsahujici aromatické latky. Podle starych zdznamii se dokonce
podafilo vyrobit parfém, ktery pouzivala Kleopatra [4, 6, 7].

Ve starofeckych eposech Illiada a Odyssea se mluvi o hrdinech natirajicich si té€la vonnymi
oleji a vonavkami. Hlavni soucast antické kosmetiky tvofily pfirodni latky: rostlinné oleje,
véeli vosk, med, mléko, otruby, 1é¢ivé zeminy, vytazky z kvéti a plodi. Ve starém Recku
pusobily jako vonavkarky zeny, které rozSifovaly a zkvalithovaly egyptské dédictvi. Kult
viing dosel ve starém Recku tak daleko, Ze pro kazdou &ast téla byla uréena zvlastni ving,
napf. vlasy se natiraly majorankou, oblicej palmovym olejem, krk brec¢tanovou esenci apod.



Bohati Rekové nechavali ve svych hodovnich sinich 1état holuby, ktefi byli nejprve smo&eni
ve vonnych vodach a pfi letu pak rozptylovali jemny aerosol ving.

Pozdé&ji pod vladou Rimanii se dovazela velka mnozstvi myrhy a kadidla z arabskych zemi
a také se dovazely nové, magické ingredience, jez byly pfepravovany po moti z Indie. Bohati
Rimané popustili uzdu své fantazie az do krajnosti; zdi a podlahy domti poprasovali parfémy,
omyvali parfémem malé koniky a psy, polévali vonavkami zastavy vitéznych vojsk a do davu
rozhazovali rizové listky. Navstévniky v fimském Koloseu jemné zkrapél umély dést’ vonavé
vody. Podle ptikazu cisafe Caliguly nesmély na zadné hostiné chybét okrasné nadobky
naplnéné aromatickymi latkami. Viné vSak ptitahovaly lidskou pozornost i v mnoha jinych
oblastech svéta [1, 4, 5, 6].

2.1.1.2 Arabové a stiedovéka Evropa

Velky pokrok v historii parfémti nastal vraném stiedovéku, kdy Arabové vyvinuli
techniku na destilaci rostlin ve velkém. Rozsahlé perské oblasti slouzily k péstovani razi:
staly se zdrojem ruzového oleje a Bagdad se stal méstem viini. Bylo také objeveno velké
mnozstvi vonavych rostlin a vonnych latek, jako naptiklad pizmo, které se michalo do malty
pfipravované ke stavbé mesit a novych palact. Celd stoleti byla vyroba parfémii uménim
Arabii, toto uméni bylo v severni Evropé uz skoro zapomenuté. Az teprve kiizacka vojska,
kdyz se vracela ze svych levantskych tazeni, pfinaSela s sebou v zavazadlech nadherné
vonavé smési — darky pro své zeny a milenky. Tim se vzbudil v Evropé novy zajem o
parfémy [4]. Za prvni spis o vonnych latkdch znamy v zipadnim svété lze oznacit spis
»Nejpozoruhodnéjsi tajemstvi uméni parfumérského od Giovanniho Ventury Roseta z roku
1555 z oblasti Florencie [8].

2.1.1.3 Francie

Prvni etapa evropského vonavkarstvi nastala v 16. stoleti, kdy Katefina Medicejska,
ktera ptiSla z Itdlie, aby se provdala za budouciho francouzského krale, zavedla v Patizi
parfémy jako modni novinku. Hlavnim méstem parfémi ve svété se stalo diky svym
obchodnim aktivitdm (napft. prodej rukavicek z parfémované kiize) a rozvoji vonavkaiského
umeéni francouzské mésto Grass [4]. Od 16. stoleti (obdobi baroka a rokoka) se navic ve
francouzskych hornich vrstvach vyvinula origindlni pfedstava hygieny: protoze lidstvo byvalo
stale Castéji napadano chorobami a epidemiemi, zacalo se vyhybat vod¢ jako tidajnému Sititeli
nemoci. Misto myti ptekryvali télesny zapach vini tézkych parfémi, necistou plet’ ukryvali
pod tlustou vrstvou li¢idel a pudru, nepésténé vlasy pod parukou [5]. Do této doby spada i rok
1608, kdy wvznikla prvni vonavkaiskd manufaktura. Zalozili ji dominikdns§ti mnisi
ve Florencii. Obdobi Francouzské revoluce (konec 18. stoleti) ukoncilo tento nepfirozeny
vyvoj. Zvysila se osobni hygiena a vonavky se zacaly pouzivat Setrnéji, v mensim mnozstvi,
nikoli k zakryti nezadoucich pachi, ale aby znasobily pfijemné pocity z Cistého zevné&jsku.
Tuto svou funkci plni dodnes [6]. Diky patrani ve versailleskych archivech se v roce 2005
podarilo vzkfisit vini, kterou pouzivala jedna z nejslavnéjsich kraloven, Marie Antoinetta [9].
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Obrazek 1: Francouzsky parfumér v 17. stoleti
(meédirytina z roku 1695)

2.1.1.4 Obdobi 19. a 20. stoleti

Po staleti se v parfumerii pouzivalo prakticky asi 150-200 pfirodnich vonnych latek.
Béhem poslednich, necelych 200 let, byl vSak sortiment vonnych hmot obohacen o mnoho
novych, do té doby vétSinou neznamych latek. Jsou to syntetické neboli umélé aromatické
latky, kterych dnes chemie zna jiz nékolik tisic. Rozvoj vyroby syntetickych vonnych latek
navazuje na analytické prace chemikt, ktefi se zacCali zaméfovat na izolaci a stanoveni
struktury vonnych principii pfirodnich aromatickych surovin. Néasledovalo vypracovani jejich
syntéz a také postupii na vyrobu podobnych vonnych slou¢enin, z nichz mnohé nebyly dosud
v ptirod¢ nalezeny. Brzy zacaly vznikat také podniky, které vyrobu syntetickych vonnych
latek pramyslové realizovaly. DoSlo k rychlému rozvoji jak vyroby parfémd, tak i
syntetickych aromatickych latek. Ob¢ odvétvi se tak rozvijela v té€sné spolupraci a vzajemné
zévislosti. V letech 1833-1834 izolovali francouzsti chemici Dumas a Peligot poprvé
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postup jeho syntézy. O malo let pozdé¢ji byly objeveny a syntetizovany 2 vonné latky,
které v tehdejsi parfumerii zptsobily doslova revoluci — byly to vanilin a heliotropin. Prvni
mosusove vonici latku syntetizoval Baur (1888-1891). Jedna se o nitroslouceninu, ktera je
znama jako Baurovo pizmo. Jesté lepSi moSusovou viini v§ak maji dal$i nitrované benzenové
derivaty, prodavané pod ndzvy mosus ambret, mosus keton a mosus xylol. Nékolik desetileti
patfily k nejvice pouzivanym mosusovym fixatorim pro rizné typy vuni. Dnes se od nich
postupné upousti. Druhd svétova valka prerusila slibny vyvoj vyroby vonnych latek, k jehoz
oziveni doSlo az v padesatych letech. V roce 1957 syntetizovali Beets a Theimer prvni
isochromanovou, mosusov¢ vonici slouceninu. Z isochromanovych mosust je nejvyznamné;jsi
galaxolid, vyrabény od pocatku 60. let. Mnoho vyzkumnych praci bylo vénovéano prave studiu
a vyvoji mosusové vonicich latek. Modernizovana byla vyroba makrocyklickych latek
(zvlasté cyklopentadekanolidu), makrocyklickych esterti a ketonid. Byly vynalezeny také dalsi
latky vonici po moSusu a ambfe, podstatné levnéjsi nez latky makrocyklické. Jsou to derivaty
indanu (napf. celestolid), derivaty tetrahydronaftalenu (napft. fixolid nebo identicky tonalid).
Rocni produkce mosSusovych latek dnes Cini tisice tun. Pro svou pfijemnou, mékkou
a mimofadné stabilni viini jsou moSusové latky pouzivany jak pro luxusni parfémové
vyrobky, tak v nejriznéjSich kompozicich pro kosmetické piipravky a toaletni mydla,
avsak ve velkém mnozstvi pfedevsim pro praci ptipravky [1].

Na pocatku 20. stoleti dochazi tedy k rychlému rozvoji kosmetického primyslu vcetné
vyvoje vuni. Vyvoj syntetickych produktli, s jejichz pomoci se daji vyrabét skvélé viné
ve velkém, umoziuje dostupnost vonavych latek i obycejnym lidem. Znalosti kosmetickych
ucinkl jednotlivych pfirodnich latek, dfive mezi Zenami bézné rozsifené, se vSak zacaly
vytracet. Kosmeticky prumysl pouzival postupné stale vice syntetickych latek a chemickych
konzervacnich prostiedkil, az kone¢né nastal v 70. letech protipohyb a od té doby stale vice
ptiznivel touzi pouzivat i ptirodni, Setrnou kosmetiku [5].

2.1.1.5 Soucasny stav

Dosud bylo syntetizovano kolem 10 000 syntetickych vonnych slou¢enin. V béZné praxi se
pouziva kolem 2 500-3 000 vonnych a aromatickych surovin (pfirodnich a syntetickych).
Z nich asi 300 je vSeobecné vyuzivano ve velkych mnozstvich. Vyroba nékterych klasickych
vonnych latek je pomérné jednoducha, avSak vétSina znich je vysledkem slozitych,
vicestuptiovych chemickych syntéz. Proto jsou vonné suroviny vesmés velmi drahé. Velké
podniky stale investuji zna¢né ¢astky do vyzkumu a vyvoje novych atraktivnich syntetik.
Nové syntetizované latky se neuvadi na trh jako takové, ale je snaha podnikll je co
nejefektivnéji uplatnit v parfémovych kompozicich. Do prodeje je nova latka uvadéna
zpravidla az tehdy, kdyZ stejnou nebo blizce piibuznou latku zacne vyrabét i1 jind firma.
Prestoze jsou kazdym rokem vypracovany syntézy nékolika set vonnych latek, tispéchu se
docka stézi 1 %. Kazda nova vonna surovina je podrobena naroénym toxikologickym testim.
V soucasnosti je jiz také bézné sledovani biologické odbouratelnosti. Diilezitd jsou rovnéz
v syntetickych vonnych latkach. Jejich obrovsky sortiment poskytuje nescetné moznosti
vzajemnych kombinaci. Hlavnimi surovinami pro vyrobu syntetickych aromatickych latek
jsou predevsim produkty ropného primyslu a suroviny ziskavané pii chemickém zpracovani
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uhli. Mezi vychozi latky tedy Casto patii: toluen, styren, fenoly, isopren, terpentyn a ricinovy
olej. Primysl vonnych latek je intenzivné se rozvijejicim se oborem. Diky syntetickym
vonnym latkdm doslo k velkému zlevnéni parfémovanych produkta [1].

2.1.2 Cichovy organ ¢lovéka

Zivy systém je sam sebe tvofici a sebe zachovavajici velice slozity a specidlng
organizovany soubor molekul ucelné¢ vybranych béhem evoluce, ktery vyménuje hmotu,
energii a informaci s okolim. Uziva k tomu dokonale skloubenou a virtuézné tizenou sit’
chemickych reakci pracujici na principu maximalni uspornosti [10]. Lidské télo tvofi
areaguje v ném 50 000 az 100 000 riznych chemikalii. Zakladnim kamenem kazdého zivého
organismu je builka, v jejimz jadie je ulozen geneticky materidl fidici vSechny déje v buiice.
Lidské t&lo tvoii pfiblizng 10" bundk.

Cich patii k nejstar§im smysliim a lze jej nalézti v podstaté u viech Zivocichil. Ve srovnani
se zrakem nebo sluchem je vsak stale trochu zahadny, protoze nebylo dosud objasnéno, jaka
je souvislost mezi zdrojem viin€ nebo zapachu a zptisobem, jak jej ¢lovék vnima. Vztah mezi
¢ichem a molekularni strukturou latek hledaji védci uz vice nez 100 let. Tak jako nemaji
vSichni lid¢ stejny sluch, vnimaji rozdiln€ i viin¢ a pachy. Bylo zji§tovéano, zda piijemny nebo
nepiijemny Cichovy vjem je pouze subjektivnim lidskym pocitem, nebo ma skute¢ny zédklad,
kterym jsou napfiklad vlastnosti molekul. Bylo prozkoumdno 1565 vyrazné aromatickych
latek s ohledem na vlastnosti, jako je pocet atomu, pocet rtiznych typti vazeb, hmotnost a
mnoho dalSich. Vysledkem bylo zjisténi, Ze téz§i a kompaktnéjsi molekuly spiSe voni,
zatimco leh¢i spiSe pachnou [11].

Kazdy &lovek se za den nadechne praimémé 23 040krat a vydechne asi 16,2 m® vzduchu.
A v priab¢hu kazdého nadechnuti zaplavi molekuly viini ¢ichovy organ zvany nos [12]. Viiné
je tedy organoleptickd vlastnost n¢kterych latek. Vnimame ji ¢ichovymi smyslovymi buiikami
(receptory). Netrénovany ¢lovek rozezna asi 4 000 pachd, trénovany az 10 000 pacht [11].
Viiné nam pomaha se orientovat v okolnim prostiedi. VSeho neptijemného se kazdy tvor snazi
zbavit, zatimco pfijemné dojmy poklada za piiznivé. Cich dodava informace o latkach
nachazejici se v bezprostfednim okoli. Cich ma mezi smysly tu vysadu, Ze je neustale ve
sttchu a prakticky ho nelze vyftadit, pokud pfislusny jedinec dycha. VétSina saveli ma
pomérng dobfe vyvinuty c¢ich. Pro prapfedka clovéka mél ¢ich mimotfadny vyznam
vyznamu pro zachovani zivota ¢lovéka.

Vnéjsi cast Cichového ustroji ¢lovéka je ulozena v ¢ichovém poli¢ku nosni sliznice.
Na kazdé stran& nosni prepazky zaujima plochu asi 3 cm?; v &ichovém policku je vice neZ
10 miliont ¢ichovych bunék (pes ma jest¢ dvacetkrat vice) a kazda ma nékolik vlaknitych
receptori  koncicich v povrchu sliznice, pokryté vrstvou hlenu. Latky obsazené ve
vdechovaném vzduchu se v hlenu zachycuji a ulpivaji na téch receptorech, které maji
schopnost je zadrzovat. Pti styku molekuly s receptorem vznikne impuls, ktery ¢ichova buiika
vysila po nervovém vldknu do koncového mozku, kde je evidovan jako uréita ving. Cichové
receptory jsou vybaveny proteiny, které reaguji pouze na molekuly urcitych vlastnosti.
Cichové tistroji ma tolik variant receptortl, Ze miZze zachycovat az nékolik tisic rtiznych
molekul. Pfi hojném vyskytu molekul jednoho typu se ta ¢ast receptorl, kterd je zachycuje
nasyti, nové impulsy jiz nevznikaji a ¢lovek prestdva danou vini vnimat. Mlze vSak dale
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vnimat vlni jinych typt molekul, opét az do okamziku nasyceni piisluSnych receptori. Kdyz
pres ¢ichové policko prestanou proudit molekuly vonné latky, ¢erstvy vzduch je z receptort
opét vymyva, a tak dojde k regeneraci ¢ichovych schopnosti. Clovék zase zatne vnimat viini
latky, jejiz molekuly byly ptedtim z prisluSnych receptorti odstranény. Velky vyznam pro ¢ich
ma ovSem zkuSenost, resp. cvik. Vytrvalym cvi¢enim dokézi nadani jedinci rozeznat
a zapamatovat si velké mmnozstvi vini i tak jemnych rozdili, ze je nelze zjistit ani
nejmodernéjSimi dosud znamymi analytickymi technikami. Existuje 2 000-4 000 odlisnych
vini; jejich moznych kombinaci je vSak nesmirné mnozstvi. Dobry parfumér jich pry mutize
rozeznat az 10 000 [1].

2.1.3 Cichovy organ u zviiat

Cich a chut patii k chemickym smyslovym vjemim. Cich patii k nejstarobylejsim
zivodisnym smyslim s mimotadnym vyznamem. Cich spolu s chuti zjistuje poZivatelnost
potravy. Zivodichové pomoci ¢ichu vyhledavaji kofist, rozeznavaji zmény prostiedi,
identifikuji mozného utocnika a reaguji na pachové signidly umoznujici komunikaci
avyhleddni partnera. Zivogichové si pachovymi znatkami také ozna¢uji teritorium
a pachnouci vyméesky pouzivaji jako u¢innou obrannou zbran (napt. Zelva klapavka pizmova).
Zivotichové Zijici ve vzduchu maji pro smysly chuti a &ichu obvykle oddé&lené organy.
Ve vodnim prostfedi se vSak analyzuji latky rozpusténé ve vodé, a proto jsou souhrnné
oznadovany jako chemoreceptory. Zralok dokdZe zaznamenat jeden dil krve obsaZeny
v milionu dila vody.

Ryby ¢ichaji smyslovou sliznici ¢ichovych jamek. V zivoté ryb hraje ¢ich dulezitou ulohu.
Jeho pomoci vyhledava ryba potravu, navazuje kontakt v hejnu s pfislusniky svého druhu;
samec nabyva svatebniho zbarveni, citi-li samici, aniz ji vidi apod. Kromé toho poranéné ryby
vylucuji latky, jez plisobi tlekovou a utékovou reakci piisluSnikti druhu. Mnoho ryb ¢ichem
bezpecné pozna mista nebo feky, odkud pochazeji. Naptiklad lososi pochazejici z urcité feky
se po ruzné dlouhém, ¢asto i n¢kolikaletém pobytu v mofi a po dosazeni dospélosti vraceji
s naprostou piesnosti na trdlist¢ (mista vytéru) do fek, v nichz se narodili [13].

Cich ma velky vyznam pro viechny plazy. Vedle obvyklého vnimani prostfednictvim nosu
se u nich vyvinul zvlastni organ — Jakobsonliv — ktery umoziuje daleko jemnéjsi a presnéjsi
vnimani ¢ichovych podnétl. Jeho pouzivani je nejpatrnéjsi u jestért a hadl diky zndmému
vyplazovani jazyka. Zvife tim nabira na Spicku jazyka pachy, které ptenasi do dutiny ustni,
kde jsou pravé na hornim patie ve zminéném organu analyzovany. Zelvy si nepotiebuji
napomahat jazykem, protoze orgéan usti pfimo do nosnich cest a vzduch se k nému dostava pti
dychani. Zelvy dovedou ¢&ich dobie uplatiiovat i pod vodou, kdy s otevienymi Gsty nasavaji
vodu nozdrami a usty ji opét vypuzuji ven. Toto podvodni Cichani je zakladnim zdrojem
informaci o potravé. Rozhodujici vyznam mé zejména pii vyhleddvani potravy v kalnych
vodach. Cich je duleZity i v procesu rozmnozovani. Mnohé druhy maji na svém téle pachové
zlazy produkujici pizmo, takze vzdjemné ocichavani se stdva vyznamnou soucdasti sexudlniho
chovani [14].

Tykadla hmyzu ptedstavuji organy ¢ichu a hmatu. Registruji ptedev§im rizné vonné latky
slouzici jako potrava (napf. nektar z kvétil) a také specifické sexualni feromony — pohlavni
lakadla. Tykadla nékterych druhti hmyzu maji zejména u samct velmi sloZitou stavbu,
¢imz se podstatné zvétSuje jejich povrch, na némz je rozmisténo velké mnozstvi vysoce
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citlivych smyslovych bunék. Tyto buiiky jsou schopné registrovat i zcela nepatrnd mnozstvi
(nékdy 1 jednotlivé molekuly) samicich sexudlnich feromont pfislusného druhu. Tim
umoznuji naleznout partnera opacného pohlavi na zna¢nou vzdalenost (vyjimecné i nékolika
kilometrt) [15].

2.1.4 Biologicka aktivita aromatickych latek

Studiem U¢inki vini na ¢lov€ka se zabyva aromakologie. Bylo zjisténo, Ze Zeny jsou

na viné vnimavéjsi nez muzi. Jsou vSak lidé, ktefi nékteré (ptfipadné vSechny) viné
nevnimaji. Clovéka dokonce ovliviiuje viiné vice nez chut, protoze vétsina zazitki, které
¢lovek fadi mezi chuté, je komplexni dojem, zaznamenany chut'ovymi i ¢ichovymi bunikami.
Dutina Gstni 1 nosni jsou vzadu propojeny, takze pii dychéani ptichdzi do oblasti ¢ichového
ustroji také vzduch zust. Nachazeji-li se vonné latky také v ustech, zvysuji koncentraci
na ¢ichovém poli¢ku a vjem ving je tak znacné posilen. Studiu vyznamu ¢ichu pro ¢lovéka se
v posledni dob€ vénuje znacné usili. Bylo zjisténo, ze zvlasté pro nemluvnata je ¢ich dokonce
dulezit&jsi nez zrak a sluch. Diive neZ zacne dité reagovat na svétlo a zvuk, rozeznd matku
pomoci ¢ichu. Teprve pozdé¢ji za¢nou pievladat dojmy zrakové a sluchové, které se snaze
zachycuji v lidské paméti. Cichové vjemy viak maji znaény vliv i na dospé&lého ¢lovéka.
Je objektivné zjisténo, ze pii zachyceni viné probéhnou v lidském organismu zcela
podvédomé urcité reakce — zvySovani teploty pokozky (v disledku jejiho lepsiho prokrveni),
zména pulsu a rozsifeni ocnich zornicek. Zaregistruje-li pfislusné mozkové centrum vini,
zafadi ji nejdiive do jedné ze dvou hlavnich skupin — tj. jako pfijemnou nebo nepiijemnou.
Pfijemné vun¢ pasobi uklidiujicim dojmem. Pokud vSak organismus zaregistruje
neptijemnou vini, dochdzi u néj ke vzniku napéti, jehoz se snazi zbavit tim, Ze se od
pachnouci véci rychle vzdali. Tato reakce je zasadni pro zdravi jedince, protoze tada
pachnoucich latek je toxickd (napt. sulfan) [1].
Uvedenych skute¢nosti se vyuziva pii vyvoji nesmrticich zbrani uréenych pro poradkovou
policii, jejichz zakladem jsou siln€ péachnouci latky (pf. kyselina mdselnd nebo thioly,
které pouziva v obranné tekutiné i tchof nebo skunk). V USA byla patentovana nesmrtici
zbran zaloZena na skatolu, latce zodpovédné za zapach exkrementli. Skatol je zvlaStni tim,
ze ve velmi malém mnozstvi mize dokonce piijemné vonét. Ditkazem je skute¢nost, ze skatol
je obsazen i ve svatebni kvétin€ jménem kala [11].

Kazdé lidské t€lo ma svoji charakteristickou viini, ktera pronikd do celého prostoru,
vnémz clovék zije. Pach latek vyluCovanych nasi kizi je natolik intenzivni a trvanlivy,
ze vycviceny pes je schopen jej identifikovat a najit clovéka, jemuz patii soucast odévu,
kterou uz 14 dni na sobé nemél. Pach téla vznikd hlavné z latek vylu€ovanych apokrinnimi
vyméSovacimi a potnimi zldzami. Exkrety zlaz se pak rozkladaji bakteriemi zijicimi
na povrchu téla a teprve pfitom vznikaji produkty nepfijemné pachnouci ,,potem*. Rlzné
lidské rasy maji rizné rozlozeny apokrinni zldzy, coz ovliviiuje vini tél. Proto je rozsifen
nazor, ze rasova diskriminace neni vyvoldna ani tak zrakem, jako ¢ichem. Na charakter viin¢
ma vliv dale pohlavi (zenskd viné je intenzivnéjSi a trvalejsi), v€k (nejméné voni déti;
maximalni intenzita v dobé pohlavni zralosti) i konzumovana potrava (pokozka vyzatuje ving
metabolické pfremény pozitého pokrmu). To je divod, pro¢ stejny parfém ma u riznych
uzivatelil pon€kud odliSnou viini. Nékteré pachy jsou zcela specifické pro urcité choroby nebo
otravy (napf. pti otravé arsenem voni dech pacienta po ¢esneku).
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Aromatické latky vykazuji biologickou aktivitu, tzn. Ze maji schopnost plisobit na
smyslové organy jako atraktanty nebo repelenty; mohou vSak mit i G¢inky baktericidni,
bakteriostatické, stimulacni, protizdnétlivé, analgetické, drazdivé, senzibilizacni, karcinogenni
pfipadné teratogenni. VétSina silic ni¢i choroboplodné mikroorganismy. Uvedené vlastnosti
vonnych latek ¢loveék poznaval v aromatickych a 1écivych bylinach jiz od pravéku. Pouzivani
aromatickych latek kontroluji statni zdravotnické organy ve vSech vyspélych zemich.

K projeveni u¢inku aromatické latky je nutné, aby na ¢ichovy orgén plsobila v optimalni
koncentraci. Napiiklad furylmethanthiol ve vysoké koncentraci vyvold dojem odporného
zapachu, zatimco ve ziedéni 1:200 000 pfipomina vini Cerstvé prazené kavy. Viné nebo
zapach mnoha tékavych latek vSak zavisi nejen na jejich koncentraci, ale i na pfitomnosti
dalsich synergicky ptsobicich latek, které soucasné plisobi na nase ¢ichové receptory. Mnoho
aromatickych latek ma také schopnost ptisobit jest¢ na dal$i smysly. Naptiklad mentol nebo
kafr piisobi na hmat tak, Ze vyvolavéji pocit chladu a znecitlivéni.

2.1.4.1 Feromony

Feromony jsou pachové latky zpiisobujici u uréitych jedinct specifické jednani. Jedna se
zejména o tzv. sexuadlni feromony, které upozoriuji jedince urc¢ité¢ho zivoc€isného druhu na
pritomnost jedince stejného druhu, ale opacného pohlavi. Piiroda tak ptispiva k zachovani
1 nepftili§ po€etnych druhii Zivocicht. Je-1i feromon vylu€ovan jinym, byt pfibuznym druhem,
pusobi odpudivé. Kromé sexudlnich feromonl maji ne¢které druhy hmyzu také feromony
poplachové, shromazd'ovaci aj. Napiiklad véela napadend v blizkosti ulu vylu€uje poplasny
feromon, ktery zptisobi vypad vcel bojovnic na vSechny pohybujici se predméty v okoli
napadené vcely. Také pach vceliho jedu v Zihadle nabadd i ostatni vcely k Gtoku na jiz
bodnutého tvora.

Bylo prokézéno, Ze vlastnosti sexudlnich atraktanti maji pfedev§im hormony typu
estrogentl a androgent, z nichZ n¢které maji mosusovou vini. Analogické chemické signaly
existuji i u vyssich Zivocichii véetné ¢loveka [1].

Zajem védci 1 vetejnosti o lidské feromony zahajilo ,,znovuobjeveni zdhadného
ptidavného ¢ichového organu, tzv. vomeronasalniho organu u ¢loveéka. U dospélého ¢lovéka
byl vomeronasalni organ povazovan za nefunk¢ni vyvojovy rudiment, i kdyz jeho existence
byla zndma uz od zacatku 18. stoleti. Az koncem 20. stoleti se védctim podatilo odhalit jeho
biologickou ulohu. Tento organ maji vSichni savci a vnimaji jim nepatrnd mnozstvi latek,
jimiz si zvitata sd€luji spoustu informaci, naptiklad Ze hledaji partnera, Ze jsou v fiji, nebo
dokonce, kdo je otcem jejich mlad’at. Vomeronasalni organ je mald trubickovita struktura
ustici do nosni dutiny. Jeji sténa je vystland receptorovymi buitkami napojenymi na piidatny
¢ichovy lalok mozku a ptfedni Cast centra fidicitho fadu podvédomych cinnosti, spjatych
s reprodukci a chovanim. Jsou to zcela jiné oblasti mozku nez je normdlni ¢ichovy lalok,
vnimajici prostednictvim ¢ichové vystelky nosu viné potravy nebo pachy nebezpeci [16].

Snaha o nalezeni u¢inného afrodiziaka nebo ,,napoje lasky* provazi lidskou spole¢nost od
pocatku jeji existence. Projevuje se i v parfumerii a vzhledem k poznatkiim o feromonech je
nadgje, Ze by pozadované vlastnosti mohly mit praveé nékteré vonné latky [1].
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2.1.5 Rozdéleni vonnych latek

Vonné latky 1ze rozdélit podle ptivodu na rostlinné, Zivocisné a syntetické. Az do konce
19. stoleti byla pfiprava tekutych vini vyhradné zalezitosti smési vonnych oleji
extrahovanych z rostlin, ackoliv nékteré piimési Zivocisného ptivodu se také pouzivaly. Je az
prekvapujici, kolik riznych rostlinnych ¢asti 1ze pouzit k ziskani viné. Vytazkovy olej —
esence — se ziskava z kvétl, poupat nebo listi, stonkll, dieva, plodd, semen, kiiry, gumy nebo
oddenkt. V nékterych ptipadech nabizi vini cela rostlina. Jedna rostlina vSak mize také
poskytovat rizné viné pochdzejici zjejich riznych casti. Bilé kveéty maji vSeobecné
nejsilngj$i vini [4]. Prestoze ¢lovek jiz umi v laboratofi vyrobit velké mnozstvi syntetickych
vuni, tak v zivé ptirod¢ se dokonalé a mnohem levnéjsi syntézy uskutecnuji odedavna. Kazda
rostlina je tou nejdimysinéjsi tovarnou na vyrobu ucinnych, tteba i chemicky slozitych latek.
Tyto ptfirodni produkty jsou dilem zivého organismu, a proto jsou pro clovéka pfirozené,
biologicky pristupné [6].

2.1.5.1 Rostlinné vonné latky — silice

Vsechny aromatické latky v ptirod€é produkuji zivé organismy, ptedevsim rostliny. Vini
kveth a Casto 1 ostatnich ¢asti rostlin tvofii silice (dfive oznacovany jako éterické oleje). Jedna
se o fyziologicky Uc¢inné, olejovité a tekavé kapaliny, které se dobfe rozpousti v organickych
rozpoustédlech a jsou nerozpustné ve vod¢. Zpravidla ptijemné voni (obvykle i v malém
mnozstvi) a vrostlindich jsou uloZzeny ve zvlastnich silicnych bunkéch, Zzlazkadch a
v mezibunéénych prostorach. Rostliny svymi vinémi pfitahuji hmyz a ,,zpfijemnuji* mu
opyleni a také odpuzuji parazity nebo Skiidce. Vonné latky (silice) patii mezi produkty
sekundarniho metabolismu rostlin a jsou vytvafeny pii degradaci vysokomolekularnich
produkti primarniho metabolismu. Produkty sekunddrniho metabolismu rostlina vytvari za
optimalnich podminek (dostatek svétla, tepla, vlahy), tj. ma-li k dispozici dostatek produktti
primdrniho metabolismu (bilkoviny, cukry, tuky). Z ptiblizné¢ 100 000 druht rostlin, které
jsou v soucasnosti popsany, obsahuje silice jen asi 1 700 druht (pro praktické vyuziti ma
vyznam jen 200 druht) [1]. Silice tvofi zaklad primyslové vyroby vonnych a chutovych
latek. Z rocni svétové produkce silic, pfes 200 tisic tun, se asi jedna desetina uplatni
v parfumérii.

Cerstvé rostliny rychle podléhaji zkaze, a proto se — aby se cenné latky v nich obsazené
uchovaly — musi konzervovat, nejéastéji susenim. Uspé&$né péstovani aromatickych rostlin
samoziejmé predpoklada i dobré znalosti jejich biologie a narokli na prostredi. Pfredevsim je
nutné védét, ktera ¢ast rostliny obsahuje hledané latky. Uginné nebo aromatické latky jsou
rozlozeny bud v celé rostliné, nebo jen v nékterych jejich castech. Dale zalezi na tom,
abychom sbirali a susili rostliny vhodnym zplsobem a v dobé¢, kdy je v nich obsah hledanych
latek co nejvyssi (napf. viiné stromu ylang-ylang z Asie poskytuje vini az 14 dni po rozviti
kvéti a prave tehdy musi byt sbirdny a soucasné destilovany). Byva to vétSinou v dobé kvétu.
Jen kofeny se sbiraji ¢asn¢ zjara nebo na podzim. Béhem vegetace se mnozstvi u¢innych latek
meéni, protoze je ovliviiuje nejen ,stafi” rostliny, ale i klimatické podminky. Ne&které
kosmeticky dulezité aromatické rostliny se péstuji v oblastech s tropickym podnebim. Mnoho
druhil roste v subtropickém pasmu, jinym se zase nejlépe dafi v teplych oblastech mirného
klimatu. I ve stiedoevropské floie najdeme fadu rostlin, z nichz cerpa kosmetika i parfumérie
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(napt. matetidouska, Salv¢j, lipa, koptiva, chmel). Sbiraji se z porostii rostoucich plané ve
volné ptirod€ nebo se péstuji [6].

Mezi hlavni vonné rostliny a oleje patii napt. vanilka, fialka, plavun jedlova, santalové
dfevo, paculi (bylina z Dalného vychodu, nejsilnéjsi parfémova ingredience, nejjemné;jsi
fixativum), dubovy mech, myrha (gumova pryskyfice z myrhového stromu rostouci na
Stfednim vychodé a v Somalsku, vynikajici fixativum, jedna z nejdéle pouzivanych vonnych
latek), konvalinka, citron (0,5 kg oleje z 1000 citrontl), levandule, bergamot, frankincense
(kadidlo = vonny dym produkujici hofici aromatické substance, v davnych dobach bylo
kadidlo zakladni pouzivany parfémovy materidl - zejména pii nabozenskych obtadech),
balzam, tuber6za, ... Odpradavna je nejvyznamngj$i kvétinou pifi vyrobé parfémii ruze.
Domovem riize jsou pravdépodobné oblasti Kavkazu a Irdnu. Existuje fada odriid, a proto
bylo identifikovano 17 jejich riznych vini. K vydestilovani pouhého 0,45 kg razového oleje
je zapotiebi asi 454 kg r0zi a vytézek ,,absolut ztohoto mnoZstvi neni vic nez 0,3 %.
po riZi je jasmin, ktery je obsazen ve vice nez 80 % parfému. Plocha 0,4 hektaru jasminu
vyda 227 kg jasminovych kvétd, ale vytézek (cca 0,1 %) je velmi slaby, a proto je jasmin
nejdrazsi dosaZitelny material pro vyrobu parfému. Sklizeni jasminu musi byt provadéna ru¢né
hned po ranu, nez vyjde slunce.

Rostlinné produkty guma, balzdm nebo pryskyfice obvykle slouzi jako fixativ parfému.
Balzamy a pryskyfice jsou patologické rostlinné produkty piibuzné silicim. Vytvareji se
obvykle po poranéni povrchovych pletiv rostliny. Pryskyfice jsou tuhé, balzdmy tekuté.
Balzam se pouziva pfi vyrob¢ parfémi pro jeho sladkou, medovou vuni [4].

2.1.5.2 Zivocisné vonné latky

Krom¢ rostlinnych viini byli vyrobei dlouho odkazani na vzacné vonné latky pochazejici
z tiSe zivocCisné. Vzacné zivocisné prisady patii mezi vynikajici fixatory, které¢ davaji parfému
vetsi trvanlivost ve flakonu i na k@zi. Mezi hlavni Zivocisné ingredience, jez byly dfive
zakladni surovinou nejlepsich parfémd, patii: piZzmo, ambra, cibet, castoreum.

Nejznaméjsi je pizmo (mosus), coz jsou zrnka ve vymeScich zlaz ziskdvanych
(bezbolestné€) z t€l samct kabara pizmového zijiciho v Himaldji. Mosus lze ziskat i z ondatry
pizmové. Pizmo je jednou z nejstarSich soucasti vonavek. Orientdlni panovnici 1 jejich harémy
pouzivali pizmo odpradavna. Do Evropy bylo pizmo dovezeno z Arabie a brzy se stalo
vyhleddvanou soucésti drahych vonavek. Puasobi vnich tak, ze ,,zaokrouhluje® vlni
parfémovych kompozic, a navic zabranuje jejich nestalosti. Vyrobit chemicky vonné soucasti
pizma bylo dlouhym snem vyrobcl parfému. Podafilo se to ndhodn€ az vyndlezci nylonu,
ktery pti svych pokusech objevil latku vydavajici vliini pizmu velmi podobnou [4, 6]. Pizmo je
velmi drahé - 1 kg stoji 50 000 eur [9]. Je to nejsilngj$i ingredience ze vSech. Kapka pizma na
kapesniku mize vonét az 40 let.

Dalsi ZivociSna vonna latka je ambra, jejiz pivod byl po staleti nezndmy. Je to hmota
zivocisného pivodu vylucovana ze zaludku velryb (vorvaint) po poranéni (napf. ,,zubem*
sépie). Hmota v chuchvalcich rizné velikosti (desitky gramt az kilogramy) plave volné
v motich anebo je vyplavena na bieh ve form¢ osklivé, tuéné, Sedé hroudy. Kromé arktickych
oblasti se nachdzi vzacné ve vSech oceanech. Pfed pouzitim se musi nechat 3 roky vétrat
na vzduchu.
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Z tiSe zvirat pochazi také tzv. cibet. Je to vyméSek (podobny maslu) z podocasni Zlazy
malych dravych Selem cibetek, zijicich v Africe (Etiopie) a v Asii (Barma, Thajsko). Cibet ma
velmi intenzivni pach, a proto se pouziva ve znacné ziedéném stavu. Podobnym zdrojem viné
je 1 vymeések z podocasni zlazy bobru.

Castoreum je Cervenohnédy vyméSek lymfatickych 714z bobra; jako prvni ho pouzivali
arabsti vonavkari jiz v 9. stoleti; jde o typicky fixator kompozic pro panskou kosmetiku.

V pivodnim stavu jsou tyto ingredience tak silné, Ze jsou az odpudivé. Musi se hodné fedit
a teprve potom zac¢nou vonét. Zdroje vSech téchto ptirodnich latek jsou pro moderni komeréni
vyrobu parfémli nedostatecné (kvili vysoké poptdvce dosSlo téméf k vyhubeni jejich
producentli). Vzhledem k omezené dostupnosti se jednd o vzacné a velmi drahé latky.
Upotiebeni téchto fixatorli se omezilo na vonavkare specialisty, ktefi pouZzivaji staré vyrobni
metody. Parfémy obsahujici tyto origindlni suroviny jsou nesmirn¢ drahé. V soucasné dob¢ se
v komer¢ni praxi vyrabi tyto viin€ synteticky [4, 6].

2.1.5.3 Syntetické vonné latky

Tteti skupinu vonnych latek tvoii chemicky vyrobené (syntetické) latky. Synteticka viing je
laboratorné vyrobend imitace parfému nebo vinég, kterd v pfirod¢ neexistuje. Z ptirodnich
materiald je vSak odvozeno mnoho syntetickych vini. Parfuméti dnes maji k dispozici
nékolik tisic syntetickych vini. Nékdy byly objeveny ndhodné, jindy vznikly jako vedlejsi
produkt v chemické vyrobé nebo cilevédomou praci chemiki. Chemikiim se podatilo vyrobit
velky pocet syntetickych rostlinnych i zivoc€isnych viini, bez nichz se jiz dnes kosmeticky
pramysl neobejde. Vzdyt i ten nejlevnéjsi Sampon musi vonét. Naptiklad v kompozicich
modernich parfémii se uzivaji aldehydy objevené koncem 19. stoleti. Umociiuji aroma
urcitych rostlin a samy maji svou zvlastni, silnou a individualni viini, ktera parfém obohati
a zesili. Napftiklad decylic aldehyd vydava vini fialek. Aldehydy se pouzivaji mimoiadné
opatrné a v nepatrném mnozstvi. Poprvé byly pouzity v Chanelu No. 5, ktery je nyni
nejslavnéj§im parfémem. Traduje se, ze po druhé svétové vélce byl tento parfém pro americké
vojaky ve Francii nejzadangjsi ,,kofisti“ a ze se nejednou dopoustéli i kradezi jenom proto,
aby svym Zendm za ocednem mohli pfivést tento vzacny darek. Pies nepopiratelné uspéchy
chemické vyroby vsak zlstavaji ptirodni vonné latky rostlinného nebo zivocisného ptivodu
stale v oblibé a jsou nenahraditelné [4, 6].

2.1.6 Zpiusoby izolace viini

Odedavna se lidé snazili podstatu viin€ rostlin ziskat a co nejdéle ji uchovat. K nejstar§im
zpisobim izolace vonnych latek (olejit) z rostlinného materialu patii extrakce, nejvice silic se
vSak ziskava destilaci vodni parou, coz je zakladni metoda pro ziskavani vonnych olejl
z rostlin. Destilaci znali uz Arabové v 8. stoleti pred Kristem.

Pti destilaci s vodni parou se rostlinny material vlozi do varici vody a podstatna ¢ast
vonného oleje se odpaii; para se zkapalni a vraci se v kapalném stavu do vody, olej zlstava
na povrchu a sbira se. Proces se opakuje tak dlouho, dokud se neziska co nejéistsi esence.

Pti vyluhovani pomoci tékavych rozpoustédel (extrakci) se vonny materidl umisti
na perforované kovové platy do ,,extraktorti, jimiz prochazi tékavé rozpoustédlo (pt. ether).
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Pak se ptivadi do destila¢niho pfistroje, kde kondenzuje do polotuhé hmoty zvané ,.beton®.
Beton je smés vonného oleje a voskové substance zvané stearopten. Tyto 2 slozky se oddéluji
pomoci dal$i techniky s pouzitim alkoholu, az zbude olej (olejova esence z vonavych kvéth
a jinych aromatickych c¢asti rostlin) v nejCistsi a nejkoncentrovanéjsi formé zvané ,,absolut®.
Je to neobycejné drahy produkt. Tuber6za absolut je napiiklad draz§i nez jeji vlastni hmotnost
ve zlaté¢ (vytézek: 200 g oleje na 1 179 kg kvétd).

Tteti zplsob, kterého se pouziva pii vyrobé silic, je lisovani. Tohoto postupu se pouziva
pii vyrobé silic zoplodi citrusovych plodd. Slupky se drti mezi valci a olej se ziska
odstiedivou silou (dfen se roztoci tak, az z ni olej zacne vystrikovat). Silice vyrobené destilaci
nebo lisovanim se pro nékteré ucely dale technologicky upravuji odstranénim terpenickych
a seskviterpenickych uhlovodiki, které polymeraci a vzduSnou oxidaci snizuji kvalitu silice
a navic brani bezproblémovému rozpusténi v organické fazi s nizkym obsahem alkoholu.
Deterpenované silice jsou mnohonéasobné vydatng;jsi.

Mezi pouzivané techniky izolace vonnych olejii patii i enfleurage. Tato technika byla
pouzivana jiz ve starém Egypté a pracuje se sni i nyni. Kvétinové hlavicky se vkladaji
do oleje nebo tuku a ten vini absorbuje. Vyrobci parfémti vyuzivaji skutecnosti, ze nckteré
kvétiny vydavaji vini jest¢ dlouho po tom, co byly sesbirdny. Ve Francii se tato metoda
komeréné vyuzivala jiz od 17. stoleti, specialné pokud §lo o jasmin [1, 4].

Teprve neddvno byl vyvinut jiny zplsob, jak ziskdvat vonny materidl pro vonavkaiské
ucely. Je to systém zvany ,.technologie zivych kvétii* anebo ,,prostorova technologie®, podle
niZz se teoreticky muze ziskat viné z cehokoliv. V podstaté se vlozi vonavy predmét
(napf. kvétina) do specidlni nadoby a vyvola se vakuum. Po chvili kvétina vylouci svou vini
do vakua. Asi po pllhodiné se vSe od¢erpa do davkovace plynového chromatografu, ktery
presn¢ analyzuje a identifikuje podstatné Casti vyloucené vuné. Tato technologie je nc¢kdy
neuvetitelng drahd, avSak poskytuje vyrobclim parfémi moznost novych zplsobl vyroby a
mnoho soucasnych parfémt obsahuje viiné vyrobené timto zptisobem.

V priimyslové vyrobé se musi velmi opatrné zachazet se silnymi aromatickymi oleji;
piisady musi odpovidat mezinarodnim piedpisiim, které se tykaji ZP nebo zdravi, a vétsina
materiali véetné syntetik nemlize byt dlouho pouzivana bez chemické tpravy; nékdy se musi
kompletné nahradit, protoze v téch starych by se mohly najit toxické stopy [4].

2.1.7 Parfémy

Vonavky byly oblibené odeddvna. Viné parfémi vzdy obestiral zavoj tajemstvi. Maji
schopnost vyvolavat pocity, sny a touhy, zménit ndladu a pasobit na chovani lidi [7]. Dokud
lidé neznali vyrobu a pfipravu neprchavych vonavek, v nichz se vonné latky vdzou napf.
na alkohol, pouzivali rizné rostlinné vytazky s pfijemnou vini. Tyto pfipravky ovSem velmi
rychle vyprchavaly, a proto se casto nastylaly na stoly, na loZze nebo i na zem Cerstvé
nebo ususené kvéty. Viné jsou v soucasné dobé velmi rozsifeny obchod. Jsou nejen
v parfémech, ale uplatiiuji se ve vSech piipravcich pro domacnost, od mydel az po prostiedky
na ¢isténi klozetd. Parfémy maji pro kosmetické i jiné ptipravky nesmirny vyznam v tom, ze
jim propujcuji piijemnou vini. Vyrab&ji se jak z ptirodnich silic, tak z vonnych latek
synteticky vyrobenych. Toto vonavkaiské uméni vzniklo asi pted 300 lety ve Francii.
Z jednotlivych vonnych latek sestavuji parfuméii kompozice. Kombinaci riznych vini lze
dosahnout nové ving. Dnesni kosmetické pripravky jsou pouze na urovni nasich soucasnych
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znalosti a pii jejich vyrobé se vyuziva vSech nejnovéjsich technickych vymozenosti. Parfémy
se vyrab&ji ze Ctyt typi vonnych latek: ze zakladnich, které maji nejtrvalej$i vini,
z upravovanych (nuancelil), jimiz se zdkladni viné zjemmuje, z pisobivych latek, které
propijcuji vini urcitou originalitu a nenapodobitelnost, a kone¢né z latek ustalovacich,
spojujicich vSe v harmonicky a stabilni, viini neménici celek [6].

Viné utoci na naSe smysly, na dobrou naladu, mize ovlivnit vzajemné city a zvlasté —
muze v nds probudit vzpominky na minulost. Viiné se pouzivaji i pii 1écebné metodé zvané
aromaterapie, kdy se aplikuji vonné oleje z aromatickych rostlin pii masazich nebo inhalaci.
Aromaterapie se stala dileZitou alternativni 1é¢ebnou metodou. SlouZi nejen piimo k IéCeni,
ale také k wuvolnéni a relaxaci. Je zndmo, ze ma nezanedbatelné a provérené
psychoterapeutické U€inky, a to diky svému blahodarnému piisobeni na télesnou, emocionalni
a dusevni slozku ¢lovéka.

Parfumér, ktery s mimofddnym naddnim rozumi vonnym materidlim, dokdze této
schopnosti vyuzit k vytvoreni té ¢i oné nalady a fantazie a je schopen vytvoftit kouzelnou
atmosféru, nostalgii anebo pouhou radost. Parfém pusobi Casto tajemné. Spravné pouZivani
viné vyzaduje vkus, cit a hlavné miru [2, 4].

Nejznaméjsi a nejvyznamnéjs$i vyrobci vonnych latek jsou zapadoevropské
a severoamerické firmy, které vznikaly v 19. stoleti, nékteré z nich dokonce jiz v 18. stoleti.
Mezi vyznamné vSak patii 1 firmy japonské, ¢inské, indické, indonéské, vietnamské, korejské,
egyptské, marocké a brazilské. K nejstar§im a nejznaméjSim vyrobclim aromatickych latek
patii podniky francouzské. Ve Francii patfi tento obor k nejefektivnéj$Sim odvétvim narodniho
hospodarstvi. Také v Ceskych zemich ma vyroba vonnych latek, parfémovych kompozic
a v souvislosti s tim 1 vyroba kolinskych vod a parfému vice nez 100letou tradici.

V prvni ¢tvrtiné minulého stoleti se pouzivaly pievazné viné jedné kvétiny. Kvétinové
smési zacaly byt mozné teprve s novymi metodami extrakce a fixace. Dnesni parfémy starnou
a vychazeji z mé6dy mnohem diive, nez tomu bylo jesté¢ pred nékolika malo desitkami let.
Parfém v soucasnosti vyrobeny se dnes stdvd nemoderni zhruba po 3-4 letech, zatimco
v diivejSich dobach se znackovy parfém udrzel v poptedi zajmu 10 i vice let. Souvisi to
jednak s celkovym zplisobem zivota dne$nich lidi, jednak s tim, Ze svétové trhy jsou do jisté
miry piesyceny. Na konci 80. let naseho stoleti bylo na svétovych trzich ptiblizné¢ 500
znackovych damskych parfémii a asi 300 panskych toaletnich a kolinskych vod. Parfumerie
zaznamenala v prubéhu svého predlouhého vyvoje obdobi rozkvétu, piekonala i obdobi
hospodaiskych depresi [1]. V soucasnosti produkuji stovky firem na svété tisice druh
parfému (v roce 2005 je na trhu pies 20 000 riiznych parfému) [9]; roéné se objevi na trhu
200-300 novych druh@ parfémi. Prosadit se vSak neni lehké, protoze uvést parfém na trh je
finanén¢ velmi nakladné [4].

2.1.7.1 Klasifikace a kategorie viini

Piesna charakteristika viné je obtizna, takze klasifikace a hodnoceni vini nebylo
jednoduché. Byla vymyslena fada systéma (napf. podle stupné odpafovani vonnych
materiall). Obvykle se ving tfidi do tzv. rodovych skupin (skupin vini). JizZ dlouho jsou
znamé Ctyti zdkladni rodové skupiny — kvétinova, chypre (cypiis), ambra (orientalni) a
fougere — které se dale ¢leni. Déle se k nim fadi skupiny citrusové a levandulové. Univerzalni
kategorizace vSak neexistuje. Pro bézné klasifikacni ucely se pouzivaji nazvy vzité béhem let,
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takZe zname viné napi. aromatické, balzamické, kafrové, citrusové, jehlicnaté, zemité,
kvétinové, ovocné, lucni, bylinné, moiské, sladké, dievité, kofenéné, mechové, t€zké a lehké
[4]. Je znamo, ze ving plisobi bezprostiedné na psychickou rovnovédhu a ndladu. Bylo
dokazano, ze vybér viiné souvisi s typem osobnosti. Napiiklad extrovertné orientovani lidi
davaji prednost lehkym, svézim a kvétinovym vinim, zatimco introvertni osobnosti maji
v oblibé viin€ orientalni a balzamické s nadechem tajemnosti [1].

2.1.7.2 Pyramidovy systém parfému

Stupent odpatrovani vonnych olejl je kliCovou informaci v moderni parfumerii; podle ni se
parfémy komponuji. V prubéhu déjin az do konce 19. stoleti vyrabéli vonavkaii parfémy
(z jedné ving) — tedy jednoténovou vini z ur€ité rostliny nebo z kytice kvétlh. Zménu viingé
pii vypafovani zptusobovaly rtizné oleje, které rychle nebo pomalu slably, coz se oznacovalo
jako proces ,,starnuti“ viin¢. Brzy pfiSel ndpad vyrabét parfémy na odstuptiovaném zakladu.
Od roku 1889 se proto vétSina parfémil pro komeréni tcely vyrdbi podle pyramidového
(tfivrstvého, klasického) systému. Je to svrchni ton, stfed a baze. Svrchni ton (hlava,
odstupujici ton) je nejtékaveéjsi cast parfému. Viné trvd jenom chvili — v tadech minut
(15 minut) — a ma upoutat pozornost. Stredni ton (srdce) vytlaci prvni viini a predstavuje
podstatnou ¢ast parfému, coz je zédkladni viné umocnénd bazovymi tony. Viné trva
az 4 hodiny. Spodni ton (zaklad) voni nejdéle (tzn. nejdéle se odpatuje) — projevuje se
pfiblizné za 3-4 hodiny. Je fixativem parfému a viné by méla vydrzet den i déle.
Pfi odpatovani parfému t€kd vzdy mnohoslozkova smés, jejiz slozeni se plynule méni, a tim
se méni 1 jeji viin€. Tato zména ma byt co nejméné napadna a béhem odparovani nema nikdy
vynikat viné nckteré komponenty, coz byva pii tvorbé vonné kompozice jeden
z nejobtizngjsich ukolu.

Prace parfuméra je velmi ndro€na — kromé dokonalé paméti na viné, kombinacnich
schopnosti a invence, vyzaduje i rozsahlé odborné znalosti, velkou pili a trpélivost. Parfumér
se musi vyznat napiiklad i v botanice, protoze ma k dispozici 500-600 riznych pouzitelnych
rostlinnych vini. OvSem toto mnozstvi vonavych ingredienci neni téméf nic ve srovnani
s ohromnym mnozstvim syntetickych vini s komplikovanym chemickym oznacenim,
které dnes muze parfumér pouzivat. M4 jich k dispozici n¢€kolik tisic. Chemické ingredience
tvofi dnes pfevaznou cast trvalych slozek parfému, poskytuji nejen vini, ale jsou
i prostiedkem k vylepSeni vini dalSich a dobie plisobi na jejich slucitelnost, ptipadné jsou
stimulem k del$i trvanlivosti. Jsou to tzv. fixatory. Fixativ parfému je ingredience, ktera
prodlouzi retenci parfému na kazi a ptsobi i na dal$i ingredience. Zv1asté naro¢na je prace
parfuméra, ktery vyviji kompozice pro parfemaci mydel, Cisticich prostfedkd a jinych
pripravkt bytové chemie. Zatimco alkohol, ktery tvofi prostiedi v parfémech a kolinskych
vodach, je prakticky inertni, ostatni pfipravky plisobi na mnohé vonné latky neptiznivé. Proto
je zde tfeba fundovanéjsi vybér vonnych surovin (obvykle levnéj$ich) a mnohem vice
zkousek v pfislusném prostiedi. Viné vysledné kompozice musi tvofit s vini piipravku
harmonicky celek, pfipadné¢ jest¢ musi zakryt nepiijemny pach piipravku. Navic musi
kompozice zachovat nezménénou viini po celou zaru¢ni dobu ptipravku [4].
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2.1.7.3 Vyroba parfému

Profesionalni parfuméfi (,,nosy*) konstruuji neobvykle komplikované smési. V dobie
vybavené laboratofi mad parfumér k dispozici pfiblizn€ 2 000 raznych zakladnich vonnych
latek. Parfumér ru¢i za to, ze viné Cerstvého parfému odpovidd pfesné vini origindlu
bez ohledu na to, jak na urodu pisobilo sucho nebo né&jaké choroby. VétSina parfémi
obsahuje 50-100 slozek, avSak nékteré jich maji mnohem vice; pocet 200 piisad je pomérné
bézny. Mnoho z nich je chemickych substanci, ¢etné jsou rostlinné vytazky, jiné maji zase
puvod v dehtu, v nafté a v jinych zdanlivé nepravdépodobnych zdrojich [4]. Nejmoderné;si
parfémy vyzaduji vysoké mnozstvi ingredienci. Kazda z nich musi byt maximalné stabilni,
aby nenaruSovala ostatni, coz byval vzdy problém. Nyni jiz témét vSechny ingredience jsou
nebo mohou byt syntetizovany. VétSina parfumérti soucasnosti povazuje syntetické latky za
stejné dulezité jako pfirodni slozky [17]. V soucasné dobé je na této planeté pouhych
15 svétoveé uznavanych ,,nost““. Vytvoreni nové kompozice jim zabere n€kolik mésici i let
[12].

Vyroba v parfémovém primyslu za¢ind pfipravou nejriznéjSich vonnych olejii. VSechny
ingredience parfému se podle receptury smichaji dohromady, vznikly koncentrat se necha
nékolik tydnt ulezet, aby se ,sladil; nato se rozpusti v alkoholu o pozadované sile
a ponechavé se v médénych kontejnerech, kde dozrava. Poté se parfém testuje. Zadny parfém
nesmi byt testovan rychle. Po par vdechnutich se ¢ich vycerpa, takze mezi dalSim testem musi
uplynout hodiny, n€kdy i né€kolik dni. Odborné testy se délaji proto, aby se potvrdilo, Ze viiné
zustava dostateéné dlouho na kizi. Parfém se doporucuje zkouset zdsadné na vlastni kazi.
Parfém vydrzi nejdéle na pulzujicich mistech (pi. zapésti). Teprve po vSech procedurach,
které mohou zabrat i mnoho mésicii, se naplni do flakonti a je pripraven k uvedeni na trh [4].
Pokud chce zakaznik vyrobit parfém na miru, bude ho to stat kolem 50 000 K&.
Mezi nejnakladnéjsi vin€ se fadi dodnes parfém Joy (30 ml stoji 28 000 K<) [9]. Zajimavé je,
Ze vung nelze patentovat.

2.1.7.4 Flakony

Jakmile dokézal clovek izolovat néjakou vonici smés, vyskytl se problém s uchovavanim

dané smési. Asi ve ¢tvrtém tisicileti pfed nasim letopoctem pfisli Egyptané na to, jak vyrobit
sklo a v roce 1 500 pf. n. l. se jiz pouzivaly dovedné vyrobené sklenéné nadobky na parfémy
[4]. O dllezitosti pfikladané vonnym latkdm a jejich skladovéani ve starém Egypté svédci
nalezy objevené v tehdejSich hrobkach — dézy na parfémy byly uzavirany natolik peclivé, ze i
po tfech tisicich let si uchovaly néco z plivodniho obsahu. Nadoby byvaly pfedev§im hlinéné,
ale nalezly se i nddherné alabastrové a sklen¢né dozy [18].
Asi 50 let pf. n. 1. byla v Syrii zavedena nova technologie, coZ bylo foukéni skla. Stejné si pak
pocinali istaii Rekové a Rimané. Rimské flakonky na vomavky byly z prithledného skla
s barevnymi ornamenty a mnoZzstvi nejrozmanitéjSich tvar svédcilo o vysoké turovni
femesiné dovednosti Rimantl. Sklo zlistalo az do soudasnosti materidlem &islo jedna na
vyrobu flakonil, pfestoze jiz v minulosti byla pouzivana i keramika, porcelan nebo kamenina.
Do 19. stoleti se parfémy prodavaly v jednoduchych nddobach a doma se stac¢ely do malych
parfémovych lahvi¢ek. Moderni parfémy jiZ musi byt plnény u vyrobce v tovarné. V soucasné
dobé je vzhled flakonu absolutné nezbytny faktor pii prodeji parfému.
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Vzduch, teplo a svétlo maji na parfémy velmi neptiznivy vliv, a proto se maji skladovat
v chladnu a temnu. Neni-li flakon s pouzivanym parfémem vystaven u¢inku denniho svétla
a teplotdm vyS$8im nez asi 20 °C, vydrzi pll roku i déle. Uzavieny parfém vydrzi i n¢kolik let
(az 20 let), ale jakmile se k parfému dostane vzduch, tak se za¢ne kazit a kysnout a jako prvni
,»odchazeji* svrchni, jemné tony [4].

2.1.7.5 Rozdéleni vonnych produktii

Parfém (extrakt) je smés vonnych oleji rozpusténa ve vysoce kvalitnim alkoholu —
konkrétné 20-30 % koncentrované esence rozpusténé v 90-95% alkoholu (vydrzi obvykle az
6 hodin). Smés s nizsi koncentraci oleje (koncentrované esence) v alkoholu je tzv. voda —
napf. parfémova voda (eau de parfum; 8-15 %, vydrzi 3-5 hodin), foaletni voda (eau de
toilette; 4-8 %, vydrzi ptiblizn¢ 2-4 hodiny), kolinskd voda (eau de cologne; 3-5 % ve slabsim
alkoholu — 70%, viin€ vydrzi kolem 2 hodin) [4].

2.2 Charakteristika syntetickych MUSK sloucenin

Syntetickd analoga pizma (SAPZ) [syntetické musk slouceniny] se pouzivaji jako nahrazka
ptirozenych vini a maji tedy rozsifené pouzivani v kosmetice, parfémech, produktech osobni
skupiny syntetickych analogii pizma jsou nitro-derivaty (napf. musk xylen, musk keton),
polycyklické (napt. Galaxolid, Tonalid) a makrocyklické (napt. Exaltolid, Musk MC4)
slou€eniny. Prvni dvé skupiny se vyznacuji vysokou lipofilitou, s naslednou biokoncentraci
v akvatickém prostiedi. Sladkovodni ryby tvoii zaklad potravinovych fetézcti, odkud se
slouCeniny pizma dostavaji do lidského téla a zde se akumuluji (zejména v tukové tkani a
matefském mléku). Hlavni cesty expozice lidského organismu jsou dermalni (kosmetika),
dietarni (sladkovodni ryby a rybi vyrobky) a inhalacni (proces vyroby) [19]. K nejzndméjSim
slouc¢eninam patii musk xylen (MX) a musk keton (MK), 1 kdyz tyto latky jsou stale vice
nahrazovany polycyklickymi piZmy jako tonalid (AHTN) a galaxolid (HHCB). Vzhledem ke
své persistenci a rozsahlému pouzivani pronikaji tyto musk slou¢eniny stale vice do Zivotniho
prostfedi [34]. PfestoZze zaznamenavdme rozsahlé pouziti syntetickych musk sloucenin a
jejich ubikvitarni vyskyt v zivotnim prosttedi, tak madme dosud o jejich chovani a ucincich
minimum informaci.

2.2.1 Rozdéleni musk sloucenin podle struktury

Syntetické vonné latky lze naleznout témét ve vSech hlavnich skupindch organickych
slou€enin, at’ jsou to uhlovodiky, halogenderivaty, alkoholy a fenoly, thioly, ethery, sulfidy,
dusikaté derivaty, aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny a jejich derivaty, predevs§im estery
a laktony, heterocyklické slouceniny a dalsi. Nékteré z téchto latek se pouzivaji ve velkém
poctu riznych kompozic a to i v relativné vysokém mnozstvi a jejich celosvétova produkce se
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pohybuje v mnoha tisicich tun za rok (v duisledku ovSem S§ir§iho vyuziti i mimo oblast latek
vonnych), jiné, predevsim speciality jednotlivych firem, postacuji v kilogramovych
mnozstvich [3].

Protoze ptirodnim ZzivociSnym zdrojim musk sloucenin hrozi vyhubeni a navic jsou
zivocisné vymeésky velmi drahé, obtizné dostupné a objemové zcela nedostacujici, tak témér
vSechny mosSusové vonici pifisady v parfumérském priamyslu jsou jiz syntetické (nazyvany
"white musk"). V roce 1987 ¢inila celosvétova produkce syntetickych musk sloucenin asi
7000 tun ro¢n€ [26]. Musk slouceniny mohou byt rozdéleny do tfi hlavnich skupin —
aromatické nitro-musk slouceniny, polycyklické musk slouceniny a makrocyklické musk
slouceniny. Prvni dvé skupiny jsou Siroce vyuzivany od kosmetiky az po detergenty. Jiz
provedené¢ detekce sloucenin nalezicich do téchto skupin, a to ve tkanich clovéka a ve
slozkach zivotniho prostfedi, pfipadné jejich potencialni karcinogenni vlastnosti, stejn¢ jako
nedostatek informaci o jejich osudu v ZP zptsobuje obavy, které rezultuji v omezené
pouzivani az zdkaz v mnoha oblastech svéta. Pouzivani makrocyklickych musk sloucenin
postupné roste na tkor sloucenin z ptedchozich dvou skupin, protoze jejich prokadzané ucinky

wevr

makrocyklickych musk sloucenin ziistdva predevsim cena.

2.2.1.1 Nitro-musk slouceniny

Historie nitro-musk slouc¢enin za¢ina rokem 1891, kdy Baur pfi vyvoji vybusnin objevil,
ze konkrétni trinitro-sloucenina (Baurovo pizmo) poskytuje moSusovy zdpach. Brzy
nasledovaly syntézy podobnych slou¢enin. Nizka cena a relativni snadnost vyroby zptsobila
jejich masivni nasazeni do fady vonnych produktl. AZ objev polycyklickych musk sloucenin
znamenal urcity pokles v produkci nitro-musk sloucenin [22].

Vybrani zastupci: baur musk, musk xylen, musk keton, musk ambrette

NO,

O,N NO,

Obrazek 2: Baurovo pizmo.

Nitro-musk slouceniny byly po svém objevu Siroce pouzivany jako ndhrazky piirodniho
pizma. V kosmetice a parfémech slouzily jako fixativum a své pouziti si v uréité mire
uchovaly az do dneSni doby. Od poloviny 80. let 20. stoleti vSak razantné¢ klesa jejich
pouzivani, a to v disledku nebezpecnosti (vybusnost) a moznosti environmentalnich rizik
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(toxicita). Svétova produkce nitro-musk slouCenin byla roku 1987 pfiblizné 2 500 tun.
Zacatkem 90. let vSak spadla produkce na 1 000 tun.

Musk xylen byl nejvice pouzivand nitro-musk sloucenina (tvofil 2/3 produkce).
Do vyrobkti denni potieby se pouzival v setindch az tisicindich hmotnostnich procent
(do parfémii i v desetinach procent). Musk xylen za¢al byt v ZP sledovan od 80. let 20. stoleti,
kdy byla detekovana rezidua musk xylenu v rybach z feky Tama (blizko japonského Tokya)
ave vodé samotné (zejména za COV). To vedlo k ukonéeni pouzivani MX v Japonsku
(1982). Obdobna rezidua byla nalezena i v evropskych vodach (v Némecku roku 1993 byl
detekovan MX a MK v matefském mléce a tukové tkani [26]). Typické koncentrace musk
xylenu byly vétsi nez 0,001 pg/l v motské vodé, 0,001-0,01 pg/l v fiéni vode a 0,01-0,1 pg/l
(nékdy i vétsi) v odpadni vod& na odtoku z COV. Tato zjiténi vedla k poznani, ze musk
xylen neni v COV kompletné odstranén z odpadni vody (zalezi na konkrétnim uspoiadani
COV - napt. podle némeckych studii je ué¢innost odstranéni na dvou konkrétnich COV 82 %,
respektive 58 %). Od 90. let minulého stoleti proto hledali vyrobci parfémii nové alternativni
slouCeniny a nitro-musk slouceniny, zejména musk xylen, byly ve vyrobcich postupné
omezovany nebo zakazovany. Hlavnim dodavatelem musk xylenu do EU je v soucasnosti
Cina; v roce 2000 bylo do Evropy dovezeno pouze 67 tun MX.

Musk xylen je syntetizovan z m-xylenu Friedel-Craftsovou alkylaci pomoci terc-butyl
chloridu a AICl;. Nasleduje nitrace a rekrystalizace surového produktu z 95% ethanolu [23].

CHs CHj CHj
(H,C),CCl HNOyH,s0, O NO,
AlCI,
CHj (H3C)5C CHj (H3C)3C CHj
NO,

Obrazek 3: Schéma pripravy musk xylenu z m-xylenu [23]

2.2.1.2 Polycyklické musk slouceniny

Tyto musk slouceniny se staly populdrni po druhé svétové valce a pomalu nahradily nitro-
musk slouceniny vzhledem k jejich negativnim vlastnostem. V letech 1987-1996 klesala
poptavka po nitro-musk slouc¢eninach z 23 % na 12 %. Ve stejném obdobi vzrostla poptavka
po polycyklickych musk slou¢eninach, a to az na 85 % [26].

Vyvoj této skupiny byl stimulovan potfebou vyrabét musk slouceniny bez nitroskupin,
které vykazuji fotochemickou reaktivitu a zplsobuji nestabilitu danych sloucenin
(v alkalickém médiu). Nicméné v devadesatych letech 20. stoleti bylo objeveno, Ze tyto
slouceniny jsou potenciadlné¢ nebezpecné, protoze mohou narusovat celuldrni metabolismus.
Mnoho téchto sloucenin naslo pouziti napt. jako vonné ptisady pracich prostredkil, kam jsou
pridavany ve velkych mnozstvich [22].

Vybrani zéastupci: galaxolid (HHCB), tonalid (AHTN), celestolid
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2.2.1.3 Makrocyklické musk slouceniny

Makrocyklické slouc¢eniny odpovidaji za moSusovy zapach n¢ckterych Zzivocisnych
vymesku (napt. z kabara pizmového pochazi muscon nebo z cibetky civeton). Toto zjisténi
provedl Razi¢ka roku 1926. Ve stejném roce provedl prvni syntézu makrocyklické musk
slouceniny; konkrétn¢ syntetizoval Exalton pyrolyzou hexadekandiové kyseliny v pfitomnosti
thorité soli (vytézek 2 %).

ll__, II__, f ')
_,-—'I '._C 02 H 1 } NE. OH f_: '-_{{-
{ —CO,H ~( 15
N L/ 2) ThCl3. A ./
\\__r 4 \x_rf

Obrazek 4: Priprava Exaltonu RiiZickou - prvni makrocyklické musk slouceniny

Nasledné byly vyvinuty metody pro syntézy novych latek poskytujicich vyssi vytézky.
Makrocyklické musk slouceniny obsahuji v molekule vice nez Sest uhlikd (¢asto 10-15), které
jsou propojeny do jednoduchého cyklu a navic obsahuji ketonovou nebo laktonovou skupinu
(makrocyklické ketony [ZivociSny plivod] nebo laktony [rostlinny ptivod]). V porovnani s
nitro-musk slouc¢eninami a polycyklickymi musk slouceninami jsou mnohem snadnéji
biodegradovatelné. Makrocyklické musk slouCeniny jsou vSak dosud malo prostudovény a
kvli jejich relativné vysoké cené nejsou jesté bézné rozsifené. V roce 1998 bylo z celkového
celosvétového mnozstvi vyrobenych musk sloucenin méné nez 25 % makrocyklickych; v roce
2008 stouplo toto cislo jiz na 60-65 % [24]. Je vSak zndmo, Ze asi polovina populace neni
schopna citit tento typ sloucenin, pravdépodobné vzhledem k jejich vys$§i molekulové
hmotnosti [22]. V souvislosti s bioakumulaci polycyklickych a nitro-musk slou¢enin se jevi
pouzivani makrocyklickych sloucenin jako vhodnéjsi, takze do budoucna lze ocekavat
zvysSenou produkci 1 zajem o tento typ sloucenin.

Vybrani zéstupci: Muscon, Ambrettolid, Globalid

2.2.1.4 Alicyklické musk slouceniny

Slouceniny z této skupiny jsou znamy jako cykloalkyl estery nebo linedrni musk
slouceniny. Jedna se o relativné novou skupinu musk sloucenin - prvni slou¢enina z této
skupiny (cyklomusk) byla syntetizovana v roce 1975. Alicyklické slouceniny se vyrazné
strukturné odliSuji od pifedchozich skupin [22]. Tyto latky zatim nejsou moc rozsifené,
ale do budoucna mohou ptedstavovat zajimavou alternativu k vySe zminénym skupinam.

Vybrani zéstupci: cyklomusk, helvetolid, romandolid
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2.2.1.5 Steroidni musk slouéenina — androstenol

Mezi latky poskytujici pizmovity zapach patii i latka se steroidni strukturou - androstenol,
kterd se nachazi u lidi v malém mnozstvi v potnich zlazadch. Tato latka je sexualnim
feromonem u vepil. Androstenol nebo jeho chemicky derivat se vyskytuje i v lanyzich,
takze schopnost vepit nalézt lanyze i hluboko pod zemi lze pficist ,,feromonové aktivité™ této
slouceniny [25].

Tabulka 1: Zastupci z jednotlivych skupin musk sloucenin.

NO, 0O
O,N
NO,
Bauerovo pizmo tonalid
nitro-musk slou¢enina polycyklicka musk slouc¢enina
LHS
CH4
'-,”” HD\_"'.
CHj ;
H
muscon androstenol
makrocyklickd musk slou¢enina steroidni musk slou¢enina
H
o, O
O
O
D-helvetolid
alicyklicka musk slouc¢enina
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2.2.2 Sledovani zastupci

V této praci bylo studovano zastoupeni MUSK sloucenin v rybach. Pro sledovéani byli
vybrani vyznamni zastupci MUSK sloucenin, kterymi jsou musk xylen (MX) a musk keton
(MK) reprezentujici tzv. nitroaromatické analogy pizma a dale tonalid (AHTN) ze skupiny

polycyklickych musk latek.

2.2.2.1 Musk xylen (MX)
TH,
HC—C—CH,

O, N NO,

H,C CH,
NO,

Obrazek 5: Strukturni vzorec musk xylenu

Tabulka 2: Vybrané vlastnosti musk xylenu [33]

[UPAC nazev 1-tert-Butyl-3,5-dimethyl-2.4,6-

trinitrobenzene
CAS 81-15-2
Molekulovy vzorec C1oH5N304
Vzhled svétle zluté krystalky

Molekulova hmotnost | 297,27 g/mol

Rozpustnost ve vodé | 0,15 mg/l

Tlak nasycenych par | 0,000 03 Pa

Teplota tani 114 °C

Log Kow 4.9

2.2.2.2 Musk keton (MK)
CH,
H.C—C—CH,
O, NGO,

HC CH,
HCO O

Obrazek 6: Strukturni vzorec musk ketonu
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Tabulka 3: Vybrané vlastnosti musk ketonu [33]

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

IUPAC nazev .
dinitroacetophenone

CAS 81-14-1

Molekulovy vzorec C14H13sN,05

Vzhled svétle zluté krystalky

Molekulova hmotnost | 294,31 g/mol

Rozpustnost ve vodé¢ | 0,46 mg/I

Tlak nasycenych par | 0,000 04 Pa

Teplota tani 137 °C

Log Kow 4.3

2.2.2.3 Tonalid (AHTN)

C
H, e e CH,

Obrazek 7: Strukturni vzorec tonalidu

Tabulka 4: Vybrané vlastnosti tonalidu [33]

IUPAC nézev 6-acetyl-1,1,2,4,4,7-

hexamethyltetralin
CAS 1506-02-1
Molekulovy vzorec Ci3H260
Vzhled bilé krystalky

Molekulova hmotnost | 258,40 g/mol

Rozpustnost ve vodé | 1,25 mg/l

Tlak nasycenych par | 0,072 7 Pa

Teplota tani 57 °C

Log Kow 5,4
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2.2.3 Fyzikalné-chemické a environmentalni vlastnosti

Syntetické musk slou€eniny patii mezi semivolatilni organické slouceniny, jejichZ
ubikvitarni vyskyt v zivotnim prostiedi a environmentalni vlastnosti z nich ¢ini potencialné
nebezpecné latky. Vlastnosti SAPZ ovliviuji jejich distribuci a chovani v ZP iv Zivych
systémech. SAPZ jsou pomérné $patné rozpustné ve vodé (diky nepolarnimu charakteru),
avsSak dobfe se rozpousti v organickych rozpoustédlech, a to diky své lipofilité i v tucich a
olejich. Relativni molekulova hmotnost syntetickych musk sloucenin se vétSinou pohybuje v
rozmezi 200-300. Tlak par MX 1 MK je pfi pokojové teploté velmi nizky. Pokud jsou vsak
soucasti n¢jaké kapalné vonici smési (parfému), tak jeji lehce se odpatujici se slozky mohou
fungovat jako nosi¢ a mohou velmi zvysit schopnost odpafovani MX ¢i MK. Tlak par AHTN
(HHCB) je priblizné tisickrat vyssi nez u zminovanych nitro-musk sloucenin. Protoze nitro-
musk slou€eniny patii mezi analogy nitrolatek, u nichz jsou zndmé explozivni vlastnosti, tak
bylo jejich pouziti umoznéno az po provéieni jejich stability. Naptiklad musk xylen patfi
pfimo mezi analogy vybuSniny trinitrotoluenu (TNT). Ke vzniceni, explozi, samozahtati a
predevsim k viditelnému rozkladu v$ak u musk xylenu nedochazi, ani pokud je zahtivan az na
teplotu 75 °C po dobu 48 hodin. Pfesto je Evropskou unii klasifikovan jako vybuSnina,
protoze v prumyslovém méfitku mize predstavovat zdroj rizika [23].

Z chemické struktury nitro-musk sloucenin a polycyklickych musk sloucenin vyplyva
jejich velka stabilita. Tato stabilita respektive stabilita jejich viné je zadouci pii produkci
parfumérskych a dalSich produktl, ovSem pro zivotni prostiedi predstavuje omezend
schopnost degradace zdroj rizika. Environmentdlni vlastnosti SAPZ vyplyvaji z jejich
fyzikalné-chemickych charakteristik. V prostfedi maji SAPZ obecné schopnost perzistence,
a proto je fada latek zafazovana mezi perzistentni organické polutanty (POPs). Diky svym
lipofilnim vlastnostem a snadné adsorpci na organickou hmotu se snadno bioakumuluji
(biokoncentruji) nejen v zivych organismech (zejména v jejich tukové tkani), ale zejména v
sedimentech a kalech. Jejich vysoka schopnost bioakumulace koreluje s vysokymi hodnotami
rozdélovacich koeficientl n-oktanol/voda.

2.2.4 Degradace

Prestoze musk slouceniny nejsou snadno degradovatelné, tak za pfispéni ptirodnich
podminek (teplota, pritomnost radikali v ovzdusi, slune¢ni zateni) k urcité degradaci dochazi.
Stejné tak je mozna i1 biodegradace nékterych musk sloucenin pomoci bakterii nebo hub.

2.2.4.1 Oxidace a fotolyza ve vzduchu

Diky své semivolatilité¢ se syntetické musk slouceniny v atmosféte (z riznych vonnych
produktll) bézné vyskytuji, ovSem brzy podléhaji fotodegrada¢nim reakcim s ozonem nebo
také s radikaly pfitomnymi v ovzdusi (napt. hydroxylovymi). Byla dokazana souvislost mezi
koncentraci musk slou¢enin ve vzduchu a mnozstvim (hustotou) populace - ve méstech jsou
zjistovany vyssi koncentrace nez ve vesnicich. Software US EPA (AOPwin) spocital polocas
zivota MX na 12,8 dni. Byla vSak ptedpoklddana intramolekuldrni reakce s ozonem a
hydroxylovymi radikély, na coz dany software neni zcela vhodny. Ponévadz se vsak MX
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nevyskytuje v ovzdu$i v zddném rozpoustédle, je chovéani této slouCeniny srovnatelné s
vyskytem v nepolarnim rozpoustédle, napt. v cyklohexanu. Naopak ve vod¢ dochéazi k
urychleni reakci, protoZe voda funguje bud’ jako donor, ptipadné jako akceptor vodiku. Pokud
zohlednime fakt, ze polocas zivota v cyklohexanu je 8,3 hodin pfi kontinualnim zateni, tak l1ze
pfedpokladat, Ze intramolekuldrni reakce ve vzduchu neposkytne polo€as zivota krat§i nez
1 den. Takze polocas zivota MX ve vzduchu lze ocekdvat v rozmezi 1-12,8 dni [27]. Tyto
relativné kratké poloCasy Zivota zamezuji vyznamnému Sifeni musk sloucenin na vétsi
vzdalenosti. Pfesto vSak atmosféra slouzi jako hlavni médium pro piestup kontaminant mezi
riznymi slozkami zivotniho prostfedi. Vzhledem k velmi nizkému zastoupeni musk sloucenin
v ovzdusi vSak nepovazujeme atmosféru za vyznamny zdroj téchto sloucenin.

2.2.4.2 Degradace (fotolyza) ve vodé

SAPZ se do hydrosféry dostavaji zejména prostiednictvim odpadni vody z primyslu nebo
domadcnosti. Aromatické nitro-(musk) slouCeniny obsahuji funkéni skupiny, které jsou
rezistentni k hydrolyze. Pfi studiu fotolyzy MX v laboratornich podminkéch (ponornd UV
(k=0,344 min™, t;,, = 2,0 min). Nasleduje faze s delsi dobou Zivota dané slou¢eniny. Pomoci
GC/MS byly jako metabolity identifikovany 3,3,5,7-tetramethyl-4,6-dinitro-3H-indole a
3,3,5,7-tetramethyl-4,6-dinitro-2-indolinon. Polo¢as zivota ve vodé byl v laboratornich
podminkach stanoven na 9,4 min. Degradace byva ve venkovnich podminkach pomalejsi,
protoZe sloupec vody snizuje intenzitu UV zéafeni a navic pfitomné slouceniny (huminové
kyseliny) a fasy pohlcuji velkou ¢ast dopadajiciho zafeni. Mira fotolyzy zavisi i na slune¢ni
aktivité a rovnéZz také na rocnim obdobi - v zimé je polocas Zivota n€kolikanasobné delsi nez
v 1été [27]. V jiné publikované studii byl prokazan 95% ubytek MX po 60 minutach, a to pfi
ozafovani svétlem s vinovou délkou vyssi nez 280 nm. Byla také studovana rychlost rozkladu
v zavislosti na typu rozpoustédla. Zjisténé poloCasy zivota byly nasledujici: cyklohexan
(8,3 hod), methanol (4,1 hod), cyklohexen (51 minut) a voda (10 min). Pfestoze tada studii
poskytuje razné vysledky, lze povazovat nitro-musk slouCeniny (musk xylen)
za fotodegradabilni. Fotodegradace ve vodnim prostiedi v§ak nemé vyznamny vliv na setrvani
nitro-musk sloucenin v zivotnim prostiedi [27].

Musk xylen je velmi perzistentni polutant v pfirodnich vodnich systémech. Patii také mezi
velmi bioakumulativni slouCeniny, coz souvisi s tim, ze hodnota jeho rozdélovaciho
koeficientu n-oktanol / voda je velmi vysoka (log Kow = 4,9) [23]. Experimentalné stanovené
hodnoty biokoncentra¢nich faktort MX vykazuji Siroké rozpéti hodnot (pi. 60-5 000). Piesto
1ze tici, ze MX je vice bioakumulativni nez AHTN [38].

2.2.4.3 Biodegradace v kalu

Rada studii dokazuje razantni ubytek MX béhem procesu &i§téni odpadni vody
(az 98,7 %), coz se vysvétluje sorpci na kal a zaroven (bio)degradaci. Tento ubytek je nejspis
castecn¢ zpusoben anaerobnim (redukénim) prostiedim v aktivovaném kalu, které zptsobuje
redukci nitroskupin. Proto byly v efluentu z COV detekovany piislusné aminometabolity.
Stejn¢ tak dochazi k degradaci nitro-musk sloucenin (MX) v anaerobni ¢asti (motského)
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sedimentu (polocas Zivota do 60 dni); v aerobnich podminkach se naopak chovaji perzistentné
(polocas zivota pro biodegradaci v motské vodé je vyssi jak 150 dnit) [27].

2.2.5 Vyskyt v ZP

Syntetické musk slou€eniny se ve stopovych koncentracich vétSinou vyskytuji ve vSech
slozkéch zivotniho prostfedi a také v potravnim fetézci (napt. MX byl detekovan v Severnim
mofi, fekach, méstské 1 primyslové odpadni vod¢, efluentu z COV, ve vzorcich ovzdusi
z Norska, v lidské tukové tkani a matetském mléku, v potkanech, rybach, mlzich nebo
krevetach) [28]. Vyskyt musk sloudenin v ZP je dlouhodobé studovan zejména ve vodnich
ekosystémech (hydrosféte), protoze za hlavni vstup musk sloucenin do zivotniho prostiedi je
povazovana odpadni voda. Kontaminace fi¢ni vody, ryb a sedimentli syntetickymi analogy
pizma je nejvyssi pod velkymi méstskymi aglomeracemi a dale po proudu klesa [29].

v v MUSK | ODPADNI{ ”
CLOVEK == " n, [ COV | KAL
PUDA
PODZEMNI
RECIPIENT .

BIOTA = SEDIMENT

Obrazek 8: Zjednodusené schema priuniku MUSK sloucenin do Zivotniho prostredi

2.2.5.1 Voda a vodni biota

V ramci rozséhlé pilotni studie [19] byla pouzita metoda pro sledovani nejvyznamnéjSich
zastupct ,,musk® sloucenin, kterymi jsou musk keton (MK) a musk xylen (MX) reprezentujici
tzv. nitroaromatické analogy pizma a dale galaxolidu (HHCB) a tonalidu (AHTN) ze skupiny
polycyklickych musk sloucenin. Jiz pfedbézné analyzy ryb odchycenych v Labi v Hfensku v
roce 1996 poukazaly na znacny rozsah kontaminace ichtyofauny v této lokalit¢ na némecké
hranici. V nésledujicich letech byla realizovana vySetieni vice nez 650 vzorkd ryb a
sedimenti ziskanych v 11 lokalitich na Labi, Vltavé a Tiché Orlici. Vysledky ukazuji,
ze syntetické analogy pizma predstavuji vsSudypfitomné kontaminanty c¢eskych ftek
(v lokalitdich po proudu od vyznamnych méstskych nebo primyslovych aglomeraci jsou
hladiny téchto kontaminantli vyznamné vys$i nez nad nimi). Nejrozsahlejsi kontaminace
musk slouceninami byla opakované zjisténa v lokalit¢ Klecany (pod Prahou) zhruba 3 km
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od vypusti odpadnich vod méstské gistici stanice. Uroveil zatéze byla srovnatelna s
némeckymi daty pro feku Ruhr, povazovanou za nejvice kontaminovany tok v SRN. Typické
koncentraéni  spektrum jednotlivych musk sloucenin v rybach je nasledujici:
HHCB > AHTN >> MX > MK. Absolutni hodnoty nalezii musk sloucenin ¢asto prevysovaly
koncentrace organochlorovych kontaminantli (PCB a OCP). Rozsah biokoncentrace musk
sloucenin v riznych druzich ryb je rozdilny, nejvyssi biokoncentracni faktor a soucasné
nejmensi rozsah biotransformace byl prokdzéan u cejna velkého (Abramis brama) [tento druh
je doporucen jako vhodny bioindikator pro zjistovani ptitomnosti odpadnich vod ve vodach
povrchovych a byl pouzivan 1 v experimentdlni ¢asti této prace]. Ve vySetfovanych rybach
byla prokazana ptitomnost aminoderivati musk sloucenin, zejména 4-NH,-MX, casto v
koncentracich vysSich nez matetska latka, ze které vznikaji biotransformaci (redukci nitro
skupiny). Tato skute¢nost (moznost dietarniho pfijmu) je zavazna z hlediska toxikologického,
a to zejména pro konzumenty sladkovodnich ryb. Je obecné znamo, Ze koncentrace polutantu
stoupa s vysSim postavenim zivocicha v potravni pyramidé. V ramci vodniho ekosystému
jsou na vrcholu potravni pyramidy dravé ryby, v rdmci celé zivocisné fiSe je to cloveék [19].

Ve vsech ficnich profilech jsou zjistovany nejvyssi hladiny u galaxolidu a tonalidu, a to
jak v rybach (0,3 -7,8 mg/kg), tak 1 v SPMD membranach (0,1 - 2,4 mg/kg). Koncentrace
syntetickych analogii pizma jsou silné zavislé na vzdalenosti od zdroje znecisténi - smérem po
proudu od méstskych aglomeraci klesaji v disledku zfed’'ovani, degradace nebo sorp¢nich
jevii. SPMD predstavuje vhodnou techniku integralniho pasivniho vzorkovani pouzitelného
pro porovnani rovné kontaminace vody v riznych fi¢nich profilech a zejména pak pro odhad
relativni zatéze vodnich organismu [29]. Studie ukazuji, ze koncentrace polycyklickych musk
sloucenin jsou v evropské vodni bioté dvakrat vyssi nez v americké a kanadské vodni biot¢.
Naopak nitro-musk slouceniny se nachazi v americké a kanadské vodni bioté ve vyssich
koncentracich nez v Evropé [30].

2.2.5.2 Lidska plazma, tukova tkan a mléko

Syntetické musk slouceniny a jejich metabolity jsou u lidi nalézdny v moci a faeces.
Nejpravdépodobnéji je to zplisobeno prinikem (a absorpci) musk sloucenin pies pokozku.
Kwvili rozsitenému pouzivani v nejriznéjSich produktech denni spotfeby ma témétr kazdy
meéfitelnou koncentraci musk sloucenin v krevnim fecisti [30]. Kontaminace cloveka
prostiednictvim potravniho fetézce (zejména konzumaci ryb) nebyla jednoznacné prokdzana,
nicmén¢ se 1ze domnivat, Ze i tato forma kontaminace je mozna.

V némecké studii z roku 1993 byl nalezen v lidské plazmé€ musk xylen (MX)
v koncentracich < 0,1-1,12 pg/l (median: 0,24 pg/l) [72 % pozitivnich vzorki]. Studie z roku
1998 uvadi pouze 12 % pozitivnich vzorki s koncentracemi MX v rozmezi < 0,1-0,29 pg/l
(median: <O0,1 pg/l). Nebyly nalezeny zadné korelace mezi koncentraci MX v plazmé
a pohlavim nebo zplsobem Zzivota vysetfovanych osob. Ze srovnani obou studii lze vyvozovat
zavér, ze obsah MX vlidech (lidské plazmé¢) klesd diky omezovani pouzivani MX
ve vyrobcich osobni péce.

Némecka studie z roku 1994 odhalila musk xylen (MX) v lidské tukové tkani
v koncentracich 20-90 pg/kg tuku u muzi a 20-220 pg/kg tuku u zen (vzorky tuku odebrany
v letech 1992/3). Jin studie z roku 1996 analyzovala vzorky tukové tkané ze Svycarska (z let
1983/4 a 1994) a nalezené koncentrace se pohybovaly v rozmezi 6,7-69 pg/kg tuku [31].
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V roce 1998 byla provedena studie, ktera stanovovala obsah syntetickych musk slouc¢enin
v matei'ském mléce (108 zen). Mléko obsahovalo primérné 3,67 % tuku. Bylo prokézano,
ze prumérnd hodnota MX v mléce je 7,43 ng/kg tukové slozky mléka (zjisténé hodnoty se
pohybovaly v rozmezi 0-68,3 pug/kg tukové slozky mléka). U zen nebyla zjisténa piesvédciva
korelace mezi obsahem musk slouenin a vékem, télesnou hmotnosti, pouzivanim
kosmetickych produkti a konzumaci ryb. Byla provedena fada dalSich studii, které Casto
stanovily 1 vyS$$i primérné koncentrace MX v mléce (napi. 78 pg/kg tukové slozky). Byly
nalezeny i velmi vysoké koncentrace MX: az 1220 pg/kg tukové slozky. Z uvedenych studii
lze vyvodit zavér, ze musk slouceniny se diky své lipofilit¢ ¢asto vyskytuji v matetském
mléce, takze malé dé€ti jsou v fadé pripada vystaveny definovatelné expozici musk sloucenin.
Pokud budeme uvazovat primérnou hodnotu koncentrace MX 100 pug/kg tukové slozky
mléka (obsah tuku 3,5 %) a pramérny piijem ditéte (do 3 mésict zivota) 120 gramti mléka
na kilogram zivé hmotnosti, tak vychazi primérny denni piijem ditéte 0,42 ug MX / kg zivé
hmotnosti / den [31].

Pii rozborech krve provadénych Greenpeace Nizozemi [34] byly MK a MX nalezeny v 9ti
a 6ti vzorcich z 91. Pritomnost HHCB (nalezeno ve vSech vzorcich) a AHTN (nalezeno v 88
z 91 vzorkll) byla ovSem daleko castéjsSi a ve vySSich koncentracich. HHCB bylo také
nejobvyklejSim a nejvice zastoupenym syntetickym pizmem zjiStovanym v soucasné studii.
Koncentrace HHCB a AHTN zjisténé v krvi matek a pupecnikové krvi jsou viceméné
srovnatelné. Jelikoz pouzivani téchto latek v kosmetickém primyslu je v EU zakazano
od roku 1995, naznacuji tato zjiSténi jejich dlouhodobé¢ ptetrvavani v zivotnim prostiedi [34].

2.2.5.3 Ostatni

Hlavni cestu vstupu musk slou¢enin do ZP predstavuje odpadni voda. Ve vodnim prostiedi
se ustavuje rovnovdaha musk slouc¢enin mezi vodou, kalovymi Casticemi (tvofici po usazeni
sediment), sedimentem a biotou. Sedimenty patii spolu s tukovou tkani organismi
mezi rezervoary musk sloucenin. Je to zplsobeno tim, Ze ¢astice sedimentu maji vysoky
specificky povrch a diky organickému charakteru castic se na né musk slou¢eniny snadno
sorbuji. V téchto "rezervoarech" musk slouceniny setrvavaji dlouhou dobu, protoze diky
pritomnému anaerobnimu prostfedi je zamezeno moznosti oxidace a vzhledem ke vzdalenosti
od hladiny (absenci slune¢niho zafeni) i moznosti fotodegradace. Na druhou stranu anaerobni
prostiedi umoziuje metabolizaci, zejména nitro-musk sloucenin, a pfitomné mikroorganismy
se mohou podilet na biodegradaci (mikrobialni degradaci). Sedimenty ptedstavuji riziko pro
7P, protoze pii erozi nebo mechanickém rozruseni sedimentu se z n&j mohou kontaminanty,
vcetn€ musk sloucenin, zpétné€ uvolnit a sekundadrné kontaminovat vodni prostfedi. Z vodniho
prostfedi se musk slou¢eniny mohou dostat bud’ pomoci potravniho fetézce (nékteti
suchozemsti zivo€ichové vcetné Cloveka pouzivaji vodni biotu jako zdroj obzivy), nebo diky
semivolatilnim vlastnostem musk sloucenin. Ovzdusi poté funguje jako hlavni transportni
médium pro piestup do dalSich slozek (velmi nizké zastoupeni v ovzdusi vSak pfi tomto
zpUsobu transportu nepiedstavuje zdroj rizika). Mnohem zavaznéjsi je pouzivani kalti z COV
na hnojeni zemédélské pidy, protoze musk slouceniny se v pribéhu Cisticiho procesu na kal
relativné snadno adsorbuji. V pudé poté setrvavaji naadsorbovany na organickou slozku
(humus), ptipadné se postupné vymyvaji, avSak jejich pohyb s piidni vodou je vzhledem k
jejich hydrofobnosti relativné omezen. Osud musk slouCenin v pedosféte je zavisly
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na vlastnostech konkrétni pidy (napf. obsahu organického uhliku, pidni vlhkosti, teploté,
pritomnosti mikroorganismii).

2.2.6 Toxicita

V soucasné dobé se studiu toxickych vlastnosti musk sloucenin vénuje fada védcd,
protoze navzdory rozsifeni SAPZ mame dosud minimum informaci o jejich toxicité. Bylo
zjisténo, ze nckterd pizma patii mezi endokrinni disruptory a mohou tedy interferovat napft.
s hormonalnim komunika¢nim systémem ryb, obojzivelnikt a savct [34].

Akutni toxicita musk xylenu (MX) je nizka: LDsy (potkan, oralng) > 10 g/kg;
LDs (kralik, dermaln¢) > 15 g/kg. MX také drazdi pokozku (5 mg na lidské pokozce zplisobi
po 48 hodinach slabé podrazdéni). Z pokusu na morceti Ize pfedpoveédét, ze MX zpiisobuje
u lidi slabou fotoalergickou reakci [37]. U mysi byl po dlouhodobém piijmu MX prokazan
karcinogenni ¢inek na jatra (s bezprahovou zévislosti). MX byl identifikovan jako induktor
enzymu v jatrech potkani. MX je zndm jako ko-mutagenni latka pro fadu polycyklickych
aromatickych slou€enin a aromatickych amint [32]. Doba potifebna k eliminaci poloviny
mnozstvi MX z tél potkanii se pohybuje v fadu nékolika malo dni. Toto zjisténi kontrastuje
s pomalou eliminaci MX a polo€asem zivota 80 dni u ¢lovéka [28]. Pfi studiu toxikokinetiky
u ryb bylo zjisténo, ze 3. den po aplikaci (MX, MK) je dosahovano maximalni koncentrace
metabolitli nitro-musk slouc¢enin v hemoglobinu. Nésleduje exponencidlni ubytek s polo¢asem
zivota 1-2 dny [32].

Musk xylen je tedy klasifikovan Evropskou unii jako karcinogen 3. tfidy. V této kategorii
jsou latky, u nichz jsou informace o karcinogenit¢ nedostacujici pro uspokojivé posouzeni;
existuji vSak nékteré dikazy a indicie (na zdklad€ studii na zvitatech), ze kterych vyplyva
podezieni na karcinogenni ucinky. Uvedena klasifikace MX je zalozena na studii oralniho
pfijmu MX u mysi. Byl pozorovan zvyseny vyskyt rakoviny jater pfi piijmu 170 mg/kg z.h.
(samci) a 192 mg/kg z.h. (samice). Musk xylen neni genotoxicky. Ma vsak negativni efekty
70 mg/kg z.v./den. D4 se ocekavat, ze s pribyvajicimi znalostmi bude mezi karcinogeny
3. tfidy zatazen i musk keton, ktery mé srovnatelné vlastnosti s MX.

Dalsi komplikaci je metabolizace musk xylenu, respektive nitro-musk sloucenin.
V organismu miize dochdzet k redukci jedné nebo vice nitroskupin (pomoci stfevni
mikrofléry) na aromatické aminy (napf. p-NH,-musk xylen), které maji odliSnou
hepatotoxicitu [23]. Vzniklé metabolity nitro-musk slouc¢enin mohou mit schopnost atakovat
DNA.

Polycyklické musk slouceniny se zdaji byt ve srovnéni s nitro musk slou¢eninami relativné
méné nebezpecné, avsak napt. i u AHTN bylo dle testi na laboratornich hlodavcich
identifikovana schopnost akutné poSkozovat jatra [33].

Tabulka 5: Toxikologické data [38]

MX | NOEC (21 dni, Daphnia) = 0,056 mg/1 [nejnizsi zjisténa]
MK | NOEC (21 dni, ryby) = 0,063 mg/l [nejnizsi zjisténa]
AHTN | NOEC (32 a 36 dni, ryby) = 0,035 mg/] [nejnizsi zjisténa]
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Z poznatkll, ze MX miiZe pii vyS$si expozici zpisobovat rakovinu u mysi, zptisnila védecka
komise pro kosmetické ptipravky EU unijni normy pro obsah MX v kosmetickych
ptipravcich [34]. V soucasné dobé neexistuji védecky dostatecné podlozené udaje (kvili
omezenosti toxikologické databdze SAPZ), které by umoznily spolehlivy odhad mozného
environmentdlniho a zdravotniho rizika z latek pizma v potravinovych fetézcich. Nicméné
piijem SAPZ v matefském mléku u novorozencti a expozice SAPZ dermélni (kosmetika)
nebo dietarni cestou (ryby) mulze vést k piekroceni predbézného tolerovatelného denniho
ptijmu (pTDI) danych sloucenin u jednotlivych skupin obyvatelstva, takze negativni nebo
toxické plsobeni nelze vyloucit. S ohledem na vSeobecnou pfitomnost a nizkou
biodegradabilitu syntetickych latek pizma v zivotnim prostiedi je vhodné pro rizikové
hodnoceni a regulaci téchto kontaminantii aplikovat ,,princip opatrnosti (cautionary
principle). Cilem je pfesvédCit vyrobce o nezbytnosti dobrovolné redukovat koncentrace
analogli pizma v kosmetickych a hygienickych vyrobcich na technologicky nejniz§i moznou
uroven [35].

V odbornych studiich byla jiz prokdzana i schopnost musk slou¢eniny negativné plsobit
na vodni biotu — konkrétné mlze. Je znamo, ze miZi maji v zébrach specialni proteiny,
které hraji klicovou roli v obrané proti toxickym latkam vyskytujicich se ve vodach. Mlzi
(napf. slavka kalifornskd) mohou pies své zabry precerpat vice nez 20 litri vody za hodinu.
Ochranny mechanismus sestava z transportnich bilkovin v buné&¢né membrané, ktera funguje
jako molekularni ,,Cerpadlo® a brani tomu, aby se jedovaté latky hromadily v bunice (jedovaté
latky jsou transportovany mimo butiku). Tento obranny mechanismus proti toxickym
chemickym latkdm je nazyvan multi-xenobiotickd rezistence (MXR). Slouceniny, které
inhibuji mechanismus MXR (,,blokace cerpadla®), jsou nazyvany chemosenzibilizéry;
prikladem mtze byt galaxolid ze skupiny syntetickych musk sloucenin. Takové latky oteviraji
brany dalSim chemickym latkam, které pak mohou proniknout do bunck. Jde dokonce o
chemické latky, které podle béznych standardii dosud nebyly povazovany za toxické, ale
mohou zvySovat toxicitu jinych sloucenin. Dosud znamé latky tohoto typu patii do velmi
odlisnych chemickych skupin. To by mohlo byt znadmkou toho, Ze vzajemné plsobeni mezi
environmentdlnimi latkami a zZivym systémem je obecné¢ rozsifené. Zatim se o vlivech téchto
latek, které zvySuji Skodlivost jinych sloucenin, vi jen velmi malo. Chemosenzibiliza¢ni
ucinky proto zatim nehraji podle soucasné legislativy roli v posuzovéani nebezpecnych latek
[36].

2.2.7 Metabolizace

Bylo potvrzeno, ze musk slou¢eniny mohou v rizné mite podléhat metabolizaci. Podileji
se na ni bud’ fyzikalné-chemické podminky prostiedi, nebo zejména aktivita mikroorganismt
nebo biotransformacni reakce v zivych organismech vcetné clovéka. Z primérnich
(matefskych) sloucenin tedy vznikaji metabolity, jejichz toxicita a fyzikalné-chemické i
environmentalni vlastnosti mohou byt zcela odlisné. Napiiklad pfi testu v oceanu [27] bylo
urceno, ze mateiska slou¢enina MX vytéka, zatimco jeji metabolity zlstavaji ve vode (diky
mnohem lepsi rozpustnosti). O vlastnostech a chovani riznych metabolitl existuje velmi
omezené mnozstvi informaci. Zivé systémy uskute¢iiuji obecn& biotransformaéni reakce za
ucelem zvySeni polarity pfitomnych kontaminantd a tedy usnadnéni vylouceni (to vSak casto
také zvysSuje toxicitu a schopnost Sifeni v bunce). Principem metabolizace nitro-musk
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sloucenin je pfevedeni (redukce) nitro skupiny na amino skupinu. MX se tedy v Zivém
organismu metabolizuje na 4-amino-MX (4-AMX). Mén¢ se vyskytuje 2-AMX; jen ojedingle
je mozny 1ivyskyt 2,4-diamino-MX. Metabolizace polycyklickych musk sloucenin casto
spociva v pfeméné na polarné;jsi produkty (napf. na laktony a hydroxykyseliny u HHCB [33]),
které jiz jsou snadno degradovatelné riznymi mikroorganismy.

K indikaci expozice riznymi xenobiotiky (tedy i musk slou¢eninami) se pouzivd méfeni
rozliénych biomarkerti. Biomarkery se nachédzeji v moci, slinach, vlasech nebo v krvi
(krevnich bilkovinach). Nejprikaznéjsi biomarker expozice nitroaromaty je krevni
hemoglobin (Hb). Nitroaromaty a jejich metabolity tvofi s hemoglobinem adukty. Po jejich
hydrolyze lze stanovovat pifimo vzniklé metabolity. Vyhodou je, Ze vysledek stanoveni
odrazi naakumulované mnozstvi za delsi dobu (vzhledem k dlouhé Zivotnosti erytrocyti - pies
100 dni). Proto lze provést prikaznéjsi hodnoceni rizika nez z pouhého stanoveni metabolitl
v moci [28].

Nitroareny (nitro-musk slouceniny) jsou v zivém organismu enzymaticky redukovany
ajejich metabolity nitrosoareny reaguji s thiolovou skupinou aminokyseliny cysteinu
v hemoglobinu za vzniku Hb-aduktu. Tyto adukty mohou podléhat hydrolyze za vzniku
aromatickych aminti, které patii mezi ultimativni karcinogeny (mohou atakovat DNA).
Laboratorni stanoveni vyuzivd jako analytickou koncovku GC-SIM-MS. Podle americké
studie obsahu 4-amino-MX (4-AMX) v Hb ryb (kapfi z oblasti Las Vegas, Nevada) byly
stanoveny koncentrace 6,0-30,6 ng 4-AMX /g. Zaroven bylo dokazano, Ze absence
laboratorni hydrolyzy Hb-aduktu vede k nulovym vysledkim 4-AMX. Na zékladé tohoto
zjisténi lze konstatovat, ze vrybim organismu probihd dand hydrolyza velmi omezené,
respektive smér této hydrolyzy je posunut smérem k Hb-aduktu [28].
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Obrazek 9: Metabolicka cesta biotransformace MX na 4-amino-MX [28]
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Uvedené biotransformaci podléhaji obdobnym zplsobem 1 ostatni nitroareny, respektive
nitro-musk slouceniny, takze mtize napt. vznikat i 2-AMX ¢i 2-AMK. Je znamo, ze rychlost
vzniku (vytézek) 4-AMX aduktu je asi 100krat vyssi nez u 2-AMX ¢i 2-AMK [32].

2.3 Analyticka chemie MUSK sloucenin

Kvili ubikvitdrnimu vyskytu syntetickych musk sloucenin v Zivotnim prostfedi je nutné
jejich spravné analytické stanoveni, jehoz vysledky umozni poznat vlastnosti a distribuci
téchto latek v prostfedi. Sama analytickd kontrola nepfinese sniZeni kontaminace, ale je
nutnym vychozim bodem pro jakékoliv rozhodnuti. Koneénym cilem je proto spravné
vyhodnoceni zdravotnich rizik pro zivé systémy. Obecné lze fici, Ze zne€iStovani zivotniho
prostiedi kontaminanty se stalo celosvétovym problémem. Postup kontaminace se projevuje
malymi, Casto neviditelnymi zménami, nicméné je nutno pfijmout fakt, Ze tyto zmény
negativné ovliviiuji zivé systémy vcetné ¢lovéka. Analytickd chemie Zivotniho prostiedi je
relativné novym smérem, ktery vyuzivd nejprogresivnéjSich zndmych metod a jejich
kombinaci ke spolehlivému stanoveni $kodlivin ve stopovych koncentracich [39].

Musk slouceniny jsou semivolatilni organické latky, které se v Zivotnim prostiedi nachazi
ve stopovych mnozstvich. Témto skutecnostem musi byt podfizen cely proces jejich analyzy.
Je v8ak nutné si uv€domit, Ze dislednd analytickd kontrola vyskytu musk sloucenin je sloZzity
a nesnadny ukol, jehoz feseni je pfipad od pitipadu komplikovano specifickymi vlastnostmi
prostiedi, ve kterém se nachdzeji, a mnozstvim a typem ostatnich kontaminantt.

Stanoveni musk slou¢enin lze rozdélit do néasledujicich kroki:
Odbér vzorku

Transport do laboratote

Uchovéani vzorku

Izolace analytl z matrice

Precisténi a zkoncentrovani vzorku s analyty

Analyza (identifikace a stanovent).

VVVYYVYY

Volba metod v jednotlivych krocich je ovlivnéna druhem vzorku, cili, které jsou analyzami
sledovany, a pfedevsim vybavenim laboratofe. V urcitych piipadech lze néktery z krokt
vypustit. Jednotlivé kroky mohou byt pfi nevhodném provedeni zdrojem vyznamnych chyb a
nejistot, které pfimo ovlivni vysledky zejména kvantitativni analyzy [40]. Proces optimalizace
metody proto ptizptisobuje metodu danym analytim a matrici, ale dal$im cilem je Casové
zkraceni analyzy a minimalizace chyb v jednotlivych krocich postupu.

2.3.1 Opatieni proti kontaminaci z vnéjSiho prostiedi
Je nutné si uvédomit, Ze musk slouCeniny se vyskytuji vSude okolo nds — zejména jako
prisada v detergentech a Cisticich prostfedcich, parfémech, kosmetickych ptipraveich nebo

vypranych latkdch. Proto béhem vykondvani analytického postupu musime na tyto
skute¢nosti myslet za i€elem vylouceni kontaminace z vnéjSiho prostiedi. Pii praci je nutné

39



pouzivat bezpudrové rukavice, protoZe vonné slozky mydel jsou na pokozce stalé. Vhodné je
pouzivani neparfémovanych mydel. Z laboratofe je nutno vyloucit osvézovace vzduchu a jiné
parfémované prostiedky; je vhodné dostatecné vétrat (za ucelem nafedéni piipadnych
ptitomnych musk slou¢enin) a rovnéz je nezbytné pouziti klimatizace za tcelem snizeni
teploty v mistnosti, protoZze vysSi teplota v laboratofi usnadiiuje t€kani vonnych latek.
Samotny analytik by v dobé méfeni nemél mit na sobé aplikovany zaddné kosmetické
parfémované piipravky. Laboratorni sklo by se nemélo umyvat v mycce, ale ruéné za pouZziti
specialniho ¢isticiho postupu, ktery zahrnuje dostatetné proplachovani ¢istou vodou,
proplachnuti vhodnym rozpoustédlem a vysuSeni pii vyssi teploté. Se standardy je nutno
pracovat v zapnuté digestofi. Lahvicky standardd by mély byt otevirany jen na nezbytné
nutnou dobu, poté je nutné je vratit do chladu a temna v lednici, kde musi byt skladovany
odd¢lené od pripadnych vzorkii. Se standardy a vzorky je nutno manipulovat tak, aby
nedochézelo k odpafovani musk slouc¢enin a ndsledné kontaminaci prostiedi laboratote.

2.3.2 Odbér vzorku

Odbér vzorku je stézejnim krokem celé analyzy. Cilem je odebirat takové ,,reprezentativni®
vzorky (série vzorkil), které po konecném vyhodnoceni budou vypovidat o zastoupeni analyth
v celé sledované lokalité. Pokud je vzorek odebran chybné, tak nasledny analyticky postup jiz
nema smysl. Zptsob vzorkovani se voli podle skupenstvi vzorku a povahy analyt. Vzhledem
k vyskytu musk sloucenin v prostfedi se nejcastéji odebiraji vzorky vody nebo slozky
(sediment, kal) a biota (ryby), které pochazeji z vodniho prostredi.

2.3.2.1 Odbér vody

Pti vzorkovani vody je nutné dbat na ziskani reprezentativniho vzorku, protoze hodnoty
difuznich koeficientl ve vodé jsou zhruba o Etyfi fady mensi pfi porovnani se vzduchem,
z ¢ehoz vyplyva, zZe sledovany analyt nemusi byt rovnomérné rozdélen v celém vzorkovaném
objemu. VétSinou je nutné vzorkovat na vice mistech a potom smichanim ziskat primérny
vzorek, nebo analyzou vétsiho poctu vzorki ziskat informace o distribuci analytu v celém
vzorkovaném objemu. U tokli musime pocitat s nehomogenitou v pifi€ném profilu,
s negativnim vlivem bifehil a s piitomnosti tuhych suspendovanych ¢astic, na jejichz povrchu
muze byt sorbovana znacna ¢ast kontaminantii. U stojatych vod je tfeba pocitat s vertikalni
stratifikaci, takze je Casto vhodné vzorkovat z nejhlubsiho mista [39]. Vzorkovani vody se
provadi do sklenénych vzduchotésnych vzorkovnic z hnédého skla s uzavérem ze skla nebo
teflonu (nutnd je tésnost vicka). Hnédé sklo zabranuje moznosti piipadné fotodegradace
analyti. Vzorkovnice by mély byt umyty specidlnim postupem tak jako laboratorni nadobi.
Vétsinou pro analyzu postacuje 0,1-2 litry kontaminované vody. Je nutné co nejdiive vzorek
umistit do temna v lednici (4 °C) a béhem nékolika malo dni analyzovat, protoZe jinak mizZe
hrozit sorpce analyti na sklenénou sténu vzorkovnice. Jinou moznosti je pouziti plastovych
neprusvitnych nadob. Nadoby se vzdy plni az po horni okraj, aby bylo snizeno mnozstvi
ptitomného vzduchu (kysliku), ktery muze wurychlovat rozklad (oxidaci) analyti,
pfipadné umoziuje intenzivnéj$i metabolismus aerobnich mikroorganismu (jsou-li pfitomny).
Pokud by nebyly vzorkovnice plnény az po okraj, tak by se navic t¢kavé analyty uvolnovaly
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nad hladinu a po otevieni vzorkovnice by doslo k jejich uniku do ovzdusi a tedy ke ztratam.
Samoziejmosti pii vzorkovani je zjiSténi podminek (charakteristik) odbéru, protoze fada
abiotickych faktori ovliviluje pfitomnost danych analyti v odebraném vzorku (napf.
intenzivni slune¢ni svit v letnich mésicich zvySuje ubytek musk sloucenin fotodegradaci);
vyssi intenzita srazek zplisobuje vys$si nafedéni musk sloucenin ve vodnim toku a naopak
déletrvajici sucha mohou zptisobit zakoncentrovani atd.).

2.3.2.2 Vzorkovani pomoci SPMD

Pokud odebirdme vzorek vody z toku nebo nadrze v urcitém misté a Case, lze tento odbér
oznacit jako ,,bodovy“. Nevyhodou tohoto postupu je, ze ziskané vysledky [analytického
stanoveni nebo testli (eko)toxicity] mohou byt Casto zavadéjici, protoze nevystihuji
nepravidelnosti pfisunu kontaminantli (sledované analyty mohou do vodniho toku prichazet
narazové, ptipadné periodicky).

Této skutecnosti se da predejit pouzivanim pasivniho vzorkovani. Jedna se o odebirani
vzorki z recipientll takovym zpisobem, kdy jsou pokusnd zafizeni exponovany v recipientu
po dlouhou dobu (kontinualng). Perspektivni alternativou, zaloZzenou na chemicko-fyzikalnich
principech s analytickou nebo toxikologickou koncovkou, je pouziti semipermeabilnich
membran — SPMD.

Semipermeabilni membrany (SPMD — Semipermeable Membrane Device) jsou ve svété
stale vice pouzivany (od roku 1990) k monitoringu organickych kontaminantii. Mohou byt
pouzity ke stanoveni mnoha lipofilnich sloucenin ve vodé, v sedimentech, zeminé a také
ve vzduchu. SPMD jsou urceny piedevsim ke stanoveni organickych polutantt, ale existuji
1typy pasivnich vzorkovacl uréené pro stanoveni stopovych mnozstvi kovi. Pouziti SPMD
pro monitoring hygienicky a environmentalné¢ nepfiznivych Skodlivin je velmi vhodné
zejména ve vodarenstvi, ale rovnéz v citlivych oblastech zivotniho prostiedi.

Zakladni ptrednosti je model expozice, popsatelny fyzikalné-chemickymi parametry.
Jelikoz akumula¢ni schopnosti tohoto modelu jsou podobné jako u vodnich Zivocicht
(s vyjimkou vlivu faktorti, charakteristickych pro zivy organismus: nezavislost na druhu,
pohlavi, bez metabolizace, akumulace neni prahova pro pieziti organismu), oznacuje se model
¢asto jako ,,virtualni ryba“. Systém umoziuje prepocet koncentrace kontaminantu na zaklade
kalibra¢nich dat a stanovit tak koncentraci sledovanych latek ve vodé.

Systtm SPMD se sklddd =z polopropustné membrany (tloustky 75-95 pum),
charakteristickych rozméri 94 x 2,5cm (exponovana plocha je cca 420 cm?), spory
specifického rozméru do 10 m, coZ je rozmér odpovidajici biologickym membranam rybich
bunék. Uvnitt membrany je uzavien synteticky lipid — triolein vysoké Cistoty (97 %). Jedna se
o neutralni triglycerid 1,2,3-tri(cis-9-oktadecenoyl)glycerol o molekulové hmotnosti
do 600 Daltoni. Volba tohoto sequestrantu je dana jeho pfitomnosti v mnoha vodnich
organizmech. SPMD membrany jsou zakladem pro vzorkovani vod i ovzdusi. Expozice
trioleinu v membranach je fizena difiizi, jejiz zdkladni odvozeni vychazi z Fickova zakona.
SPMD jsou vyrdbény ze syntetickych materialt, které zajistuji vétsi jednotnost
a reprodukovatelnost nez pouziti zivych organizmi.

Provedeni 1 manipulace je velmi jednoduchd. Membrany (naplnéné trioleinem) jsou
predcistény dialyzou v hexanu. Poté jsou napnuty do vhodného vzorkovaciho drzdku (patra).
Patro je vlozeno do ochranné ocelové klece. Tento systém je opatien teplotnim datalogerem
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aumistén do vzorkovaného prostfedi (pfip. se méii 1 dal$i podminky expozice). Zpocatku
roste koncentrace analytu v SPMD linearné s ¢asem, poté nasleduje exponencidlni rast.
Expozice probiha zpravidla 28-30 dnil, protoZe po této dobé€ jiz vEtSinou nastdva rovnovazna
faze, kdy se koncentrace analytu vyraznéji neméni. Pfi expozici dochdzi k akumulaci vSech
lipofilnich kontaminanti do prostfedi trioleinu (sequestrantu), nezanedbatelnd ¢ast zlistdva
,rozpusténd™ v membrané. Po dané dob¢ jsou membrany z prostfedi vyjmuty, extrahovany
a vysledné dialyzaty jsou pouzity k chemické analyze nebo zkouskam toxicity.

Vzorkovéani pomoci SPMD zavisi na dobé vzorkovani, ploSe membrany, vzorkovaném
prostfedi (na membrané se vytvoii biologicky film) a rychlosti vzorkovédni. Rychlost
vzorkovani zavisi pfimo umérné na teplot¢; jeji hodnoty se stanovuji experimentalné a jsou
dostupné v publikacich. Samozfejmé schopnost zachyceni analytu v trioleinu zavisi také
na vlastnostech daného analytu (napft. log K,y). Kone¢na koncentrace analytu ve vod¢ se urci
vypoctem z koncentrace analytu v SPMD, (efektivni) rychlosti vzorkovani a dobé vzorkovani.

Metoda SPMD zarucuje dosazeni velké presnosti vzorkovani pii velmi nizké wrovni
kontaminace. SPMD zachyti Sirokou $kalu chemikalii, v€etné takovych, které jsou organizmy
metabolizovany. Vyhodou SPMD vzorkovani je, ze -eliminuje epizodické vykyvy
kontaminace (expozice membrany poskytuje Casov€ zprimérovanou informaci o mnozstvi
i periodicky se vyskytujicich polutanttt). Dalsi vyhodou tohoto typu vzorkovani je, zZe
vysledky pfimo odraZi biotickou expozici (biodostupnost) v konkrétni lokalité. Je to tim, Ze
uziti SPMD dobte simuluje proces difuze pfes biomembrany (napf. epitel rybich Zaber).
Diflize ptes biomembrany je povazovana za rozhodujici pii biokoncentraci polutantl v Zivych
organismech. SPMD proto dokédze simulovat i proces biokoncentrace v zivém organismu
[41, 42].
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Obrazek 10: Strukturni vzorec trioleinu [21]
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2.3.3 Transport a uchovani vzorku

Protoze lokality odbéru vzorkli jsou Casto zna¢né vzdaleny od laboratofe, je nutno pii
transportu a uchovani vzorku dodrzovat urcité zasady, které minimalizuji nepiiznivé vlivy na
obsah analytl ve vzorku.

Transport do laboratoie by mél byt uskutecnén bez zbytecnych pritahti; béhem transportu
je nutné zajistit, aby byl vzorek v temnu (zabranéni fotodegradace) a pokud mozno i v chladu
(omezeni tékani, biodegradace, pfip. termodegradace). Nutné je také zkontrolovat tésnost
vicka na vzorkovnici, aby se vyloucily ztraty vzorku, pfip. kontaminace z vné&jSiho prostiedi.

Po dopraveni vzorkli do laboratofe by v idedlnim ptipadé¢ mély byt ihned, nebo v co
nejkrat$im Case analyzovany. Toto vSak €asto neni mozné, z hlediska technickym podminek
zajistit, a proto je nutné vzorky urcity Cas skladovat. Skladovani ma probihat za podminek,
které co nejvice omezuji ztraty analytu. Cim del3i dobu v$ak vzorek skladujeme, tim vétsi je
riziko, ze analyt bude podléhat degradaci (fotodegradaci, mikrobidlni biodegradaci, oxidaci
atd.), metabolizaci, sorpci na sténu vzorkovnice, odpafovani atd. Skladovéani se vétSinou
provadi pfimo v nddobach, do kterych byl vzorek odebiran (vzorkovan), protoze kazda
manipulace se vzorkem miiZe znamenat ztraty nebo kontaminaci z vnéjSiho prostiedi. Vzorky
se proto obvykle skladuji v temnu (zabranéni fotodegradace) a chladu (omezeni odpatrovani
a biodegradace) v lednici nebo mraznicce (teploty od +4 °C do -20 °C); dulezité je zabranit
ptistupu kysliku ke vzorku. Biologické vzorky je vhodné uchovévat pii jesté nizsich
teplotach, nejlépe v hluboko mrazicich boxech pfi teploté -70 °C.

2.3.4 Zpracovani tuhych vzorki pred analyzou
2.3.4.1 Homogenizace

Homogenizace je rozmélnéni vétSich kusi vzorku za ucelem zvétSeni aktivniho povrchu
(pfip. 1 naruseni biologickych tkani) pro efektivnéjsi izolaci (extrakci) analytl z matrice.
Utelem homogenizace je také vytvofeni homogenni smési s rovnomérnym zastoupenim
analytti. To je velmi dilezité, protoZze pro dalSi postup se Casto odebird jen maly zlomek
puvodniho vzorku. Homogenizace se provadi bud’ ru¢né (napt. v tfeci misce), nebo pomoci

ruznych zafizeni (napf. mlynkl a mixért).

2.3.4.2 SusSeni

Suseni patii k béznym utkoniim ptedupravy pevného vzorku. Cilem je co nejvice snizit
mnozstvi vody, protoZe fada analytickych pfistrojii je na vodu velmi citlivd. Snizeni mnoZstvi
vody omezuje i biologickou degradaci a hydrolytické reakce a navic umoznuje lepsi separaci
nebo homogenizaci vzorku. Existuje fada zpisobil suSeni — volba konkrétni metody zavisi
na fyzikalné-chemickych vlastnostech vzorku, respektive analyti.

Klasickou metodou je susSeni vzorku volné¢ na vzduchu. Pfi tomto zplisobu nedochazi
k vyraznéjSim ztratdm, vyskytuje se vSak zde riziko kontaminace pochézejici z vnéjsiho
prostfedi. Proto tento zplsob suseni je nutno provadét v Cisté a vétrané mistnosti.
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SuSeni pomoci vhodnych sorpcénich materidlli (napi. silikagel, Na,SO4) se vyuziva
pti analyze volatilnich a semivolatilnich latek a také u téch sloucenin, u nichz pfi volném
suSeni hrozi kontaminace z vnéj$iho prostiedi. Tento zplsob se vyuzivé i pro odstranéni vody
(vlhkosti) z kapalnych vyextrahovanych vzorki, které kromé analyt v rozpoustédle obsahuji
1 vlhkost nebo maly podil vody.

Odstranéni krystalické (chemicky vazané) vody je mozné pouze za zvySené teploty
(105 °C) v peci nebo susarné, ptipadné 1ze pouzit suSeni pomoci plamene. Tyto zpisoby jsou
vsak naprosto nevhodné pro volatilni a semivolatilni latky, protoze zptsobuji Gnik analytt;
plamen navic zplsobuje oxidaci (pfip. termodegradaci) organickych latek [43].

2.3.5 Izolace analytii z matrice

K izolaci analyti z pevnych matric se pouzivaji rizné extrakéni techniky. Vhodna metoda
izolace by méla byt efektivni (kvantitativni), rychld, levné, jednoducha na provedeni
a provadénd s minimalni spotfebou rozpoustédel. Pro extrakci kapalinou se voli takové
rozpoustédlo, ve kterém je analyt co nejlépe rozpustny. Nekdy je vSak analyt vdzan nebo
naadsorbovan na matrici tak, ze nema schopnost proniknout do rozpoustédla. Vytézek lze
poté zvysSit rozkladem vzorku béhem extrakce (hydrolytickou reakei; napf. pouzitim
alkoholického roztoku KOH) nebo zménou pH [zalkalizovanim, piipadné okyselenim
extrakéniho ¢inidla nebo celého vzorku pomoci mineralni kyseliny, respektive Na,SO4 ¢i
Ca(OH),]. Uprava pH ovliviiuje vytéZnost extrakce zejména u analytd s acidobazickymi
vlastnostmi, miize vsak kladné puisobit i na zménu charakteru celého vzorku. Casto je
upiednostiiovano takové rozpoustédlo, které je co nejvice selektivni pro dany analyt a naopak
do sebe extrahuje jen minimum ostatnich latek a necistot ptitomnych v matrici. Latky tepelné
labilni je tfeba extrahovat za pokojové nebo i za snizené teploty. Tepelné stabilni latky se
rychleji a ucinngji extrahuji za zvySené teploty. Pro latky néachylné k oxidaci je vhodné
provadét extrakci v inertni atmosfére. Latky citlivé na svétlo se extrahuji tak, Ze extrakcni
aparatura se cela zakryje pted svétlem [39]. Po extrakei je vétSinou nutné analyty z kapalného
vzorku zakoncentrovat, k Cemuz se bézn¢ vyuziva rotacni vakuova odparka. Toto zafizeni
vyuziva odpafovani za snizeného tlaku (tj. pfi nizsi teploté nez je bod varu rozpoustédla),
takze ji lze vyuzit i pro termolabilni latky. Rotace banky vytvafi tenky film po obvodu baiiky,
coz zarucuje VvéEtsi odpatfovaci plochu, takze je cely proces odpafovani urychlen.
Pti odpatovani si Ize navolit teplotu vodni nebo olejové 14zné, tlak a rychlost otacek.

2.3.5.1 Soxhletova extrakce

Klasickou metodou izolace analytli z pevné matrice je Soxhletova extrakce. Ve varné
bafice se vafi rozpoustédlo, jehoz pary kondenzuji v chladi¢i na kapalinu, kterd stékd na
vzorek umistény v patroné; po naplnéni prostoru s patronou dojde k samovolnému vypusténi
smesi zpét do varné banky. Tato extrakce je tedy slozena z neustdle se opakujicich cyklu,
pficemz v kazdém cyklu je vzorek extrahovan vzdy Ccerstvym rozpoustédlem, zatimco
ve varné bance se shromazduji netékavé slozky vyextrahované ze vzorku. Tato metoda se
nehodi pro tepelné labilni latky. Nevyhodou je velka ¢asova ndro€nost (napt. 6-24 hod), velka
spotfeba rozpoustédla a omezena moznost pouziti smésnych rozpoustédel. Vyhodou je
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jednoduchost a nizké cena aparatury. Nov¢jsi verzi Soxhletova pfistroje je extraktor Soxtec,
ktery provadi extrakci ve 3 fazich [39].

2.3.5.2 Zrychlena extrakce rozpoustédlem (PSE, ASE, PFE)

Metoda extrakce podporovana tlakem (PSE — Pressurized Solvent Extraction, ASE —
accelerated solvent extraction, PFE — Pressurized Fluid Extraction) je urcena pro extrakci
ve vodé nerozpustnych nebo mirné rozpustnych organickych sloucenin z tuhé matrice —
konkrétné¢ zejména z pidy, sedimentu, kalu a pevnych odpadii. Tato metoda vyuziva vyssich
teplot (do 200 °C) a tlakli (4-20 MPa), takze ve srovnani s klasickou Soxhletovou extrakci
dochazi k velké uspote ¢asu a k nizsi spotiebé rozpoustédel. Dalsi velkou vyhodou oproti
Soxhletové extrakci je to, Ze pii pouziti sm&sného rozpoustédla zndme piesné pomérové
(koncentracni) zastoupeni vSech jeho slozek (u Soxhletovy extrakce nelze zajistit piesné
sloZeni extrakéni smési, protoze slozeni kondenzujicich par z chladiCe je neznamé). Metoda
PSE je pouzitelna pro extrakci semivolatilnich organickych sloucenin, pro organofosfatové
nebo organochlorované pesticidy, chlorované herbicidy, polychlorované bifenyly (PCB),
polychlorované dibenzo-p-dioxiny (PCDDs) a polychlorované dibenzofurany (PCDFs),
pfipadné pro slozky nafty. Ziskany extrakt je poté obycejné analyzovan pomoci
chromatografie. Metoda byla validovana pro tuhé matrice obsahujici hledané slouceniny, a to
nejcastéji v fadech pg/kg. Pro efektivni extrakei je tfeba mit tuhou matrici v suchém stavu a
ve form¢ malych castic, aby byla zarucena dostatecné velkd u¢innd plocha pro styk
rozpoustédla s matrici.

Provedeni extrakce je relativné jednoduché a zarucuje dobrou reprodukovatelnost. Vzorek
(vysuSeny nebo rozetfeny s Na,SO4) smichany s matrix se umisti do extrakéni patrony a ta je
zasunuta do extrakéni cely PSE pfistroje. Nasledn¢ je ke vzorku nacerpano rozpoustédlo
(nebo smés rozpoustédel) a celd smés se prohieje na zadanou extrakéni teplotu. Obvykle se
doporucuje teplota extrakce jako teplota varu rozpoustédla zvysena o 50 % (je vSak nutno
ovéfit, zda nedochazi k tepelné degradaci analytu). Pii vyS$i teploté¢ se zvySuje diftzni
rychlost, rozpustnost analytu a prostupnost hmoty, klesd viskozita a povrchové napéti
rozpoustédla. Tyto zmény zlepSuji kontakt matrice (analytu) s rozpoustédlem, takze celd
extrakce je ve srovnani s klasickymi metodami efektivnéjs$i (niz$i Cas a spotieba
rozpoustédla). Poté je zvySen tlak podle nastaveni. Vysoky tlak zatlacuje rozpoustédlo do
port matrice vzorku a také udrzuje rozpoustédlo v kapalném skupenstvi pfi dané teploté.
Po dosazeni navolenych podminek probiha samotné extrakce po zvolenou dobu zadrze, potom
je extrakt vypustén do sbérné vialky. Cely cyklus lze nékolikrat opakovat a na konci se
provadi proplach vzorku rozpoustédlem. Vysledny extrakt se Casto zahust'uje (napf. na rotacni
vakuové odparce) a prevadi se do rozpoustédla potfebného pro analytickou koncovku.

Optimalizaci extrakéniho procesu se musi vytvofit metoda nejvhodnéj§i pro extrakci
sledovanych analyti z daného materidlu. Bézné se optimalizace provadi tak, ze jeden
z proménnych parametrii se méni a ostatni zlstavaji konstantni. Zakladem optimalizace je
volba rozpoustédla. Zvolené rozpoustédlo musi byt schopné extrahovat dany analyt, ovSem
bez zbyteCnych pfimési a znecistujicich latek (vétSinou rozhoduje polarita - pro polarni
analyty se voli polarni rozpoustédlo a pro nepolarni analyty se voli nepolarni rozpoustédlo).
Casto se vsak pouziva smés vzajemné misitelnych rozpoustédel, z nichz jedno je misitelné
s vodou, coz celkové usnadiiuje extrakci (prunik rozpoustédla do porG matrice pies vrstvicku
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vody na povrchu vzorku) u nedokonale vysusenych vzorkd. Pro semivolatilni latky se
obvykle pouziva napiiklad smés CH;COCH;/ CH,Cl, (1:1, v/v) nebo aceton / hexan (1:1,
v/v). Déle je pfi optimalizaci velmi dulezita volba teploty. Kromé toho se optimalizuje doba
zadrze a pocet cykll - zde rozhoduje mechanismus extrakce analytu. Pokud se analyt
extrahuje do rozpoustédla zejména diky rozpustnosti, zvySuje ucinnost extrakce vyssi pocet
cykli. Pokud naopak prevlada difuze analytu do rozpoustédla, je kliCovym parametrem doba
zadrze. Dale lze optimalizovat i mnozstvi a skladbu vzorku, nebo tlak, ktery se vSak na
zvySeni ucinnosti extrakce vyznamné nepodili [45].

2.3.5.3 Extrakce ultrazvukem (sonikace)

Pii prichodu prostfedim zpisobuje ultrazvuk expanzi a stlaovani molekul média.
V kapalinach dochézi pfi expanzi k vytvoreni tlaku, ktery v nich velmi rychle podporuje
vznik bublin a dutin. ProtoZe bubliny a dutiny nemohou ucinné absorbovat ultrazvukovou
energii, dochazi k jejich implozi (zaniku). Pfitomnost pevné latky v kapaliné pfi prichodu
ultrazvukovych vin zplsobuje to, ze rozpad bublin je v okoli pevné latky asymetricky,
¢imz v kapaliné vznika proudéni. Tyto proudy jsou velice rychlé; tim, Zze nardzi do pevné
latky, umoziuji primnik rozpoustédla do vzorku. Uéinek extrakéniho &inidla na povrch pevné
latky je tedy velmi silny a rychly, a proto je tato metoda extrakce Casto pouzivana. Vyhoda
sonikace spociva v jednoduchosti provedeni, nizké cené zafizeni a relativni rychlosti
provedeni [49].

2.3.5.4 Extrakce za pouZiti mikrovin (MASE, MAE, FMW)

Mikrovlnna extrakce s pouZzitim rozpoustédla (MASE — Microwave-assisted Solvent
extraction) je zalozena na pisobeni mikrovln na rozpoustédlo nebo pifimo na samotny vzorek
s analyty. Mikrovlnnd energie je neionizujici zafeni o frekvenci 300-300 000 MHz,
které zplsobuje rotaci dipdélti a migraci iontli (tedy molekularni pohyb). Plati, Ze ¢im je latka
polarnéjsi (ma vyssi dielektrickou konstantu), tim vétsi ma schopnost absorbovat mikroviny.
Uvolnéni tepla probihd diky neustdlym zménam v sefazeni molekul latek (v souvislosti
s ucinky elektrického pole a rotaci dipo6li). Podminkou provedeni MASE je proto pfitomnost
dielektrické latky.

Existuji dv€ varianty provedeni extrakce — uzavieny (MAE) a otevieny systém (FMW).
Pti prvnim zptsobu se extrakce provadi v uzaviené nadob¢, kde je umistén ptritomny vzorek
s extrakénim rozpoustédlem, které siln¢ absorbuje mikroviny (vysoka dielektricka konstanta).
Béhem extrakce se v nddobé prudce zvysi tlak i teplota, coz vede k zefektivnéni extrakce.
Pti druhém zplisobu se pouziva oteviend nadoba a rozpoustédlo, které neabsorbuje mikroviny.
Mikroviny zde absorbuje pfimo vzorek s analyty (podminkou je jeho vysoka dielektricka
konstanta). Protoze dochdzi k extrakci do chladného rozpoustédla; tato metoda je vhodna
i k extrakci termolabilnich latek. Pfi MASE je nutné pouzivat nadoby, které neabsorbuji
mikroviny (napf. z teflonu). Vyhodou extrakce MASE je jeji rychlost (15-30 minut), nizka
spotieba rozpoustédla a relativné vysoka efektivita [43].
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2.3.5.5 Extrakce tekutinou v nadkritickém stavu (SFE)

Metoda extrakce tekutinou v nadkritickém stavu (SFE — Supercritical Fluid Extraction)
patii mezi atraktivni postupy pro izolaci organickych kontaminanti z tuhych matric (napf.
pud). Kextrakci lze pouZit nékolik zkapalnénych plynt (CO,, NO, SFs), znichz
nejpouzivanéjsi je nepolarni CO,, ktery se casto modifikuje ptidavkem az 10 % methanolu
(zejména pro extrakci polarnich latek). Vyznamnou pfednosti tekutiny v nadkritickém stavu je
jeji dobra rozpoustéci schopnost pro Sirokou paletu latek. Nizka viskozita bezprosttedné
souvisi s vysokou hodnotou diftiznich koeficienti, které ptiznivé ovliviiuji kinetiku extrakce.
Rozpoustéci schopnost tekutiny v nadkritickém stavu stoupa s tlakem. Oxid uhli¢ity ma
kritickou teplotu 31 °C a kriticky tlak 7149 kPa. Prakticky se pracuje s tlaky 40-70 MPa a
teplotami 60-150 °C. Pouziti CO, je vyhodné kvili snadné dosazitelnosti kritického bodu,
netoxicité, bezpecnosti a nizké cené. Vzorek musi byt suchy, aby se zabranilo tvorbé emulzi.
Pti extrakci se umisti tuhy vzorek k extrakci v malé kolonce. Vysokotlaké cerpadlo naplni
kolonku pod velkym tlakem extrakénim cinidlem a vzorek je ponechidn v kontaktu
s extrakénim ¢inidlem po zvolenou dobu (pfi nastavené nadkritické teploté a tlaku v kolonce).
Zménami teploty a tlaku v extraktoru lze ménit jeho rozpoustéci silu a fidit tak selektivitu
extrakce. Po skonCeni extrakce se extrakt vypousti ven pies restrikéni kapilaru, kterd usti
do nadobky s vhodnym rozpoustédlem, ve kterém se analyty rozpousti. Extrakéni Cinidlo se
hned po expanzi vypafi, coz je velkd vyhoda. Zafizeni je mozné spojit kombinovat s GC ¢i
HPLC [39, 40, 44].

2.3.5.6 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME — Solid Phase Microextraction) je u¢inna sorpéné-
desorp¢ni technika izolace a zakoncentrovani analytu, kterd nevyzaduje rozpoustédla nebo
komplikované aparatury. Nedochazi pfitom k uplné extrakci, ale k ustdleni rozd€lovaci
rovnovahy analytu mezi matrici vzorku a stacionarni fazi vldkna. Principem je expozice
malého mnozstvi extrakéni faze nadbytkem vzorku. Metoda je pouzitelna pro extrakci analytd
z kapaliny i1 z plynné faze (head space). Technika head space je pouzitelnd pro volatilni
a semivolatilni analyty, netékavé slouceniny je vétSinou nutné sorbovat piimo z kapalného
roztoku. Analyty jsou sorbovany na SPME vldkné, dokud neni dosaZeno rovnovahy.
Mnozstvi extrahovaného analytu zalezi na hodnoté rozdélovaciho koeficientu. Metoda je
pouzitelnd ve spojeni s plynovou (tepelna desorpce v injektoru pii teploté okolo 300 °C)
1 kapalinovou chromatografii. Dava linearni vysledky v Sirokém koncentra¢nim rozsahu.

Sorpéni vldkno je spojeno s ocelovym pistem a umisténo v ochranné duté ocelové jehle.
Touto jehlou se propichne septum v zatce vialky se vzorkem a posunutim pistu se vldkno
vysune do kapalného vzorku, ptipadné do prostoru nad jeho hladinou. Analyt se poté sorbuje
do vrstvy pokryvajici vlakno. Po dosazeni sorpéni rovnovahy (obvykle po 2- 30 minutach) se
vlakno opét zasune dovnitt jehly a spolu s ni je vytaZzeno z nddobky se vzorkem.

Vldkno byva vyrobené z kiemene, ktery je potazen vrstvou chemicky vazané stacionarni
faze (sorbentu). Volbou vhodného typu vldkna (polarita, tlouStka) se dosdhne efektivniho
zakoncentrovani pro razné typy analyti a reprodukovatelnych vysledkii i pro nizké
koncentrace. TlouStka vrstvy vlakna byva 7-100 um. Silnéj8i vrstva je schopna extrahovat
veétsi mnozstvi analytu nez vrstva tenkd. Proto se vlakno se silnéjsi vrstvou pouziva
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pro zachyceni té€kavéjSich latek a naslednou bezztratovou desorpci v ndstfiku plynového
chromatografu, zatimco tenka vrstva naopak zajist'uje rychlou difizi a uvolnéni vySevroucich
latek b&hem tepelné desorpce. Silna vrstva ucinnéji extrahuje 1 vySevrouci slozky ze vzorku,
ale desorpce je dlouhotrvajici proces. Pro nepolarni a tékavé analyty jsou vhodna
polydimethylsiloxanova (PDMS) vlakna, pro polarni latky pak polyakrylatova nebo vlakna
z divinylbenzenu.

Mechanismus sorpce zahrnuje absorpci i1 adsorpci (podle typu vldkna). Sorpci casto
ptiznivé ovlivituje zvysena teplota vzorku. Michanim vzorku lze extrakci zlepsit a urychlit,
obzvlasté u molekul s vy$$i molekulovou hmotnosti a s vysokym difiznim koeficientem. Pro
usnadnéni prechodu analytd do plynné faze (head space) Ize pouzit techniku vysolovani. Mezi
vyhody SPME patii rychlost, citlivost, eliminace pouZiti rozpoustédel a moZnost vyuZiti
pro screening. Vyhodou je také snadnd manipulace a reprodukovatelnost. Nové vlakno je
nutné vzdy aktivovat pii urcité teploté po urCitou dobu. Poté jiz ho lze pouzivat opakované
na mnoho desitek extrakci, protoze v horkém injektoru GC vzdy dojde k tplné desorpci latek
z vlakna, které je poté ,,Cisté* a tedy pfipraveno k dalsi sorpci. Sorpce ze znec€iSténych roztokl
(napt. odpadni vody) zkracuje zivotnost vlakna. Zakladni podminkou vhodného provedeni
SPME je dodrZeni shodnych podminek béhem celého méteni (pfi kalibraci 1 méfeni realnych
vzorkll), protoze i malé nepfesnosti mohou vyznamné ovliviilovat miru sorpce [40].

«— pist

aretace pistu —p ||

44— telo stfikacky

ochranna jehla —m
o— ocelova tycinka

SPME vldkno — |

Obrazek 11: Zarizeni pro SPME
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2.3.6 Prelisténi vzorku, piedseparace a zkoncentrovani analyti

V extraktu izolovaném ze vzorku se nachazi kromé analytl, které mohou tvofit jen
nepatrny podil, i cela fada dalSich sloucenin (koextrahovanych slozek), které mohou rusit
nebo zcela znemoznit vlastni analyzu. Je proto nezbytné pfistoupit k izolaci analyti.
K odstranéni nezaddoucich latek se pouzivaji extrakéni nebo chromatografické postupy. Tento
krok pfedseparace a zkoncentrovani vyznamné ovlivituje uspéch analytické koncovky [40].

2.3.6.1 Klasicka extrakce

Cilem je oddé&lit analyty na jedné strané od kyselych, bazickych (postupnou extrakei)
a polarnich latek, na druhé strané pak od piipadnych lipidi. Kone¢nou fazi je jejich prevedeni
do t€kavého rozpoustédla tak, aby byl po odpateni ziskan dostatecné koncentrovany vzorek.
Kyselé a zéasadité¢ slouCeniny jsou ze vzorku odstranovany vytfepanim roztokem NaOH,
KOH, K,;COs3, HCI nebo H,SO,. Takovym zplisobem je mozno ze vzorku postupné odstranit
bazické a kyselé podily. Klasické extrakéni postupy predseparace jsou pracné, naro¢né na
mnozstvi a zvlasté na Cistotu rozpoustédel, jsou zdlouhavé a rovnéz vyzaduji relativné vétsi
mnozstvi vstupniho materidlu. Proto se v oblasti pfedseparace a zkoncentrovani vyvinula fada
dalSich metodik [40].

2.3.6.2 Dialyza

Dialyza se pouziva pro oddéleni analyti od koextrahujicich se tuk nebo olejd, jejichz
pritomnost v méficich piistrojich je nepfipustna. Separace probiha pomoci semipermeabilni
membrany (definovanych rozmért), ptes kterou mohou pronikat malé molekuly analytl do
okolniho cistého rozpoustédla. Velké molekuly tukd ziistavaji koncentrovany v ptivodnim
misté (zatavené ,.trubici), kam byl naddavkovan extrakt. Vyhodou je ziskani ¢istého roztoku
s analyty, ktery lze po zahusSténi pouzit pro konecné stanoveni. Nevyhodou vsak je vétsi
spotieba rozpoustédla a velka ¢asova naro¢nost (i nékolik desitek hodin) [49].

2.3.6.3 Extrakce pevnou fazi (SPE)

Extrakce pevnou fazi (SPE — Solid Phase Extraction) je v soucasné dobé nejvykonngjsi
technika dostupna pro rychlou a selektivni pfipravu vzorku. Podstatou SPE je zachyceni
molekul latky na tuhém sorbentu (obsaZzeném v SPE kolonce; ¢astice velikosti v priméru
50 um), pres ktery protékd vzorek. SPE vyuziva pro separaci mezimolekulovych interakci
mezi analyty, vzorkem a sorbentem. Mezi b&Zné uplatiiované interakce patii van der
Waalsovy sily (nepolarni interakce), vodikové vazby a dipol-dipolové interakce (polarni
interakce) a kation-aniontové interakce. Kazdy sorbent nabizi specifickou smés téchto
vlastnosti, znichz jedna je vzdy dominujici. Sorbenty jsou zalozené nejCastéji na bazi
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chemicky modifikovanych ¢astic silikagelu. Vlastnosti chemicky vazané faze ptimo ovliviuji
vlastnosti sorbentu. Bézn¢ se pouzivaji nepolarni vazané faze (pi. C18, C8), polarni vazané
faze (pt. Silica, CN) a iontové-vyménné vazané faze (pt. NH2, SAX). Mechanismus sorpce
muze byt podle vlastnosti tuhé faze adsorpce, rozpousténi, afinita nebo iontova vymeéna.
Vyhodou SPE je vysoka selektivita a Gspora organickych rozpoustédel. SPE je univerzalni
metoda pouzitelna pro €iSténi vzorku, zakoncentrovani stopovych mnozstvi analytd, vyménu
rozpoustédel i1 derivatizaci.

Instrumentace je relativné jednoducha — zakladem je pouziti extrakénich kolonek na jedno
pouziti, které obsahuji riznou napln. Ptes kolonku se necha protékat kapalny vzorek, z n€hoz
jsou na pevné fazi zachyceny analyty. Spravné zvolenymi rozpoustédly mohou byt nasledné
selektivné odstranény nezddouci pfiméesi. Nakonec mohou byt z kolonky zadouci analyty
znovuziskany elu¢nim rozpoustédlem v podobé vysoce Cistého extraktu. Alternativné miize
byt extrakéni kolonka vybrana k tomu, aby zadrzovala pfimési ze vzorku, ale analytim aby
dovolila projit. Pratok kapaliny ptfes kolonku lze urychlit (vakuem na vystupu z kolonky,
tlakem na vstupu kolonky, centrifugaci) [44].

2.3.6.4 Adsorpcni sloupcova (kolonova) chromatografie

Princip adsorpéni sloupcové chromatografie je totozny s principem SPE. Opét se jedna
o kolonu naplnénou sorbentem, ptes ktery nechavame protékat kapalny vzorek. Spravna
separace je rovnéz zavisla na mezimolekulovych interakcich mezi analytem a sorbentem.
Jediny rozdil je v provedeni — pfi této metodé si musime sklenénou kolonu naplnit sorbentem
sami. Jako sorbenty lze pouZit silikagel, florisil, aluminu, aktivni uhli, celul6zu aj. Obecné
plati, Ze nepolarni analyty jsou eluovany nepolarnimi rozpoustédly a polarni polarnimi.
Pritok kolonou regulujeme kohoutovym uzavérem kolony. Mobilni faze protéka kolonou
pouhou gravitaci. Vyhodou metody je moznost kombinace sorbetli, jednoduchost provedeni a
dostupnost a nizkd cena aparatury (kolony). Metoda je vSak pracnd a narocnd na cCas.
Vzhledem k moznému riziku nevratné sorpce musk sloucenin se na preciSténi prevazné
pouziva metoda gelové permeacni chromatografie [49].

2.3.6.5 Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Gelova permeacni chromatografie (GPC — Gel Permeation Chromatography; SEC — Size
Exclusion Chromatography) separuje molekuly podle velikosti (molekularné sitovym
efektem). Dochazi k rozd¢€lovani latek mezi pohyblivou ¢ast mobilni faze, kterd se nachazi
mezi jednotlivymi zrny gelu, a nepohyblivou ¢ast mobilni faze, nachazejici se uvnitt pora
gelu. Pii prichodu kolonou jsou molekuly slozek zadrzovany v dusledku svého pronikéni
(permeace) do rozpoustédlem naplnénych pért. Malé molekuly pronikaji hloubégji, a proto
jsou déle zadrzovany, nez vétsi molekuly. Velké molekuly proto opousti kolonu jako prvni.
Gel se voli podle vlastnosti separovanych latek. Pro latky ve vodé rozpustné se pouzivaji
hydrofilni gely (pf. Sephadex). Mobilni fazi je voda s pfipadnym piidavkem organického
rozpoustédla. Pro latky nerozpustné ve vodé se pouzivaji hydrofobni gely (pf. Styragel).
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Mobilnimi fazemi mohou byt aromatické, chlorované a nékteré heterocyklické uhlovodiky.
Univerzalni gely na bazi silikagelu a poréznich skel jsou vhodné pro separaci hydrofobnich
1 hydrofilnich latek. Kolony maji primér az 8§ mm a délku v desitkach centimetri. Metodu lze
vyuzit pro oddélovani interferujicich latek (napt. lipidd, proteini) z extraktl mnoha typi
matric [44].

2.3.7 Identifikace a kvantifikace analyti

Protoze jsou musk slouceniny semivolatilni latky, I1ze k jejich konecné separaci pouzit
plynovou chromatografii. V redlnych vzorcich se musk slouceniny vyskytuji ve stopovych
mnozstvich, takze jejich detekce vyzaduje pouziti detektoru, ktery je schopen detekovat co
nejmensi mnozstvi analytu. Tento pozadavek spliiuje hmotnostné spektrometricky detektor,
ktery je schopen detekovat az jednotky pikogramd.

2.3.7.1 Plynova chromatografie (GC)

Chromatografie je separaéni metoda, kterda vyuziva kdéleni slozek smési
mnohonasobného opakovaného vytvafeni rovnovaznych stavl slozek mezi dvémi fyzikalné
odlisnymi (nemisitelnymi) fazemi. Jedna faze je nepohybliva (staciondrni), druha je pohybliva
(mobilni). Vzorek se umistuje na zacatek stacionarni faze. Pohybem mobilni faze
pres stacionarni fazi je vzorek touto soustavou unasen. Slozky vzorku mohou byt staciondrni
fazi zachycovany, a proto se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrZi slozky, které jsou stacionarni
fazi poutany siln¢ji. Tim se slozky postupné od sebe separuji a na konec stacionarni faze se
dostavaji diive slozky méné zadrzované. Rovnovazné stavy se vytvareji na zékladé riznych
(kvantitativné 1 kvalitativné) fyzikalné-chemickych interakci mezi slozkou a mobilni fazi,
sloZzkou a stacionarni fazi, pfipadné mobilni a stacionarni fazi. Z makroskopického hlediska
muze jit o adsorpci, rozpousténi, chemisorpci, sraZeni, tvorbu komplexi nebo sitovy efekt,
pficemz vysledné interakce jsou Casto kombinaci riznych procesti. Pfi téchto interakcich se
uplatiiuji rizné intermolekularni sily (napt. hydrofilni, hydrofobni, elektrostatické, dipdl-
dipol, ion-dipdl). Podle ptevazujictho mechanismu rozliSujeme chromatografii adsorpéni,
rozd€lovaci, iontové vyménnou, gelovou permeacni a afinitni. Chromatografické separace
umoziuji vedle separace komponent také jejich souc¢asnou identifikaci. U kolonovych technik
jsou proto jednotlivé zony separovanych komponent vzorku undseny do detekéniho systému,
ktery poskytuje signél (odezvu) jako disledek fyzikalni nebo fyzikalné-chemické vlastnosti
analytu. Souhrn vsech signalti poskytuje chromatogram, coz je soubor pikd. Poloha piki
na ¢asové ose chromatogramu je kvalitativni charakteristikou latky za danych podminek,
plocha piku (ptip. vyska) je umérna kvantité [46].

Plynova chromatografie vyuziva k déleni smési latek dynamického systému s plynnou

mobilni fazi. Slozky vzorku se v takovém systému déli po pfevedeni do plynné faze. Vzorek
se davkuje do proudu nosného plynu, ktery jej dale unasi kolonou, kterd je naplnéna
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stacionarni fazi. V koloné¢ se slozky separuji na zaklad¢ riizné schopnosti poutat se
na stacionarni fazi. Slozky opoustéjici kolonu indikuje detektor. Pro nutnost premény analyta
v plyny mlizeme separovat takové latky, které maji dostateény tlak syté pary (bod varu
do 400 °C), jsou tepelné stalé a maji relativni molekulovou hmotnost mensi nez 1000. Obecné
muze byt plynovd chromatografie pouzita k separaci plynii, vétSiny nedisociovatelnych
kapalin, pevnych organickych molekul a mnoha organokovovych latek. Neni pouzitelna
pro separaci makromolekul, organickych a anorganickych soli. Castym postupem je chemické
zména analytll (derivatizace) nevyhovujicich vlastnosti na derivaty, které mohou byt
v analyze plynovou chromatografii pouzitelné. V GC se nej€astéji pouziva elucni technika
vnaSeni vzorku po jednordzovém ndstiiku na kolonu. Jednotlivé slozky vzorku jsou
separovany na zdklad¢ rozdilnych interakci se stacionarni fazi a jsou postupné vymyvany
(eluovany) inertnim nosnym plynem. Nosny plyn slouzi pouze k transportu slozek kolonou,
sdm neinteraguje se separovanymi slozkami a stacionarni fazi.

Zartizeni pro plynovou chromatografii se sklada ze zdroje nosného plynu, Cisticiho zafizeni,
regulacniho systému, nastfikového bloku (injektoru), chromatografické kolony umisténé
v termostatu, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni.

Zdrojem nosného plynu je tlakova lahev obsahujici vodik, dusik, helium nebo argon. Volba
nosného plynu je ¢asto uréena druhem kolony a detektoru. Cistici zaiizeni zachycuje vlhkost
a necistoty v nosném plynu (napft. kysliku, ktery nevratné poskozuje stacionarni fazi).

Regulacni systéem zajistuje staly nebo programoveé se meénici pritok nosného plynu.
Elektronickou regulaci Ize docilit stanoveného pritoku i pti zménach teploty béhem separace.

Injektor slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu. Technika ddvkovani musi
zajistit odpafeni vzorku v co nejkrat$im case. Roztoky davkujeme injekénimi stiikackami
ptes pryzové septum. Pfevazné nastfikované mnozstvi je 1 pl. Nastfik vzorku muzeme
provadét ruéné (stiikackou) nebo pomoci autosampleru. Existuji riizné metody néstiiku.
Nasttik do kolony (on column) je zédkladni metodou u napliovych kolon. Davkuje se 1-10 pl
vzorku. Je preferovan i pro kapilarni kolony vétsi svétlosti (od priméru 0,25 mm) s pouzitim
nastfikovaci jehly pro 0,2-2 ul vzorku. Horni ¢ast kolony je zahiivana na teplotu o 10-30 °C
niz8i nez je teplota varu piisluSného rozpoustédla. Vzorek musi byt rychle nastiiknut a
vytvorit kapalny film na sténé koloné. Po 30-60 sekundach se teplota kolony prudce zvysi,
aby nastalo odpateni. Néasttik pomoci délice toku (split injection) se pouziva v ptipadé vzorkil
obsahujicich velké mnozstvi analyzovanych komponent. Vzorek se po vypareni a smichani
s nosnym plynem rozd¢€li na dvé Casti, pficemz pro vlastni analyzu je pouZzivana podstatné
mensi ¢ast (0,1-10 %; 0,1-2 ul) a zbytek je oddélen do odpadu. Tento zplisob se pouziva
pfedevS§im pii kvalitativni analyze, je-li hlavnim pozadavkem velké rozliSeni zon
separovanych slozek. Nastiik bez delice toku (splitless injection) se pouziva u ziedénych
roztokl (pfi ultrastopové analyze). Metoda je vhodna pro relativné velké objemy (0,5-5 pl).
Pouzivad se totéz zafizeni jako s délenim toku, ale odvod délice je uzavien, takze je
analyzovano celé nastiiknuté mnozstvi.

Termostat zajistuje dostatecné vysokou teplotu davkovace, kolony a detektoru, aby byl
vzorek udrzen v plynném stavu. Davkovac a detektor maji zpravidla vlastni fizené zahfivani.
Konstantni teplota pro izotermicky proces je vyuzitelnd, pokud se analyty pfili§ nelisi svymi
teplotami varu. Je-li pfitomno Siroké spektrum slozek s riznymi teplotami varu, separace by
byla ¢asové narocna. Teplota kolony se proto miize programové ménit. BEZzné se pracuje
pti teplotach 50-300 °C. Zvyseni teploty kolony vede ke zvySeni tlaku par slozky a k snizeni
reten¢niho Casu. Dosdhne se tak zkraceni doby analyzy a rovnomérné eluce jednotlivych zon.
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Kolona je ¢ast chromatografu, ve které je umisténa staciondrni faze. V kolon€ nastava
separace slozek. Ndaplnové kolony jsou trubice naplnéné sorbenty (na bazi silikagelu,
grafitizovanych sazi, aluminy) [GSC] nebo nosi¢i (na bazi kiemeliny) pokrytymi kapalnou
fazi [GLC]. Zakotvend faze musi mit nepatrnou tenzi par pii pracovni teploté, jinak se
v pribéhu analyzy vypatuje. Vnitini primér kolony je 2-3 mm, délka 1-3 metry. Vzhledem
k hor§imu rozliSeni se napliiové kolony pouzivaji tehdy, je-li pozadovan vétsi objem
stacionarni faze, pro preparativni ucely nebo k separaci nizkovroucich, malo zadrzovanych
plynt. K nejpouzivanéjsim kolondm v plynové chromatografii patii kapildarni kolony. Vesmés
se jedna o kfemenné kapilary potazené vrstvou polyimidu o vnitinim priméru 0,1-0,6 mm a
délce do 60 m. Vnitini sténa kapilary je potazena stacionarni fazi. Z hlediska charakteru
stacionarni faze rozliSujeme kolony WCOT s kapalnou stacionarni fazi, kolony SCOT
s kapalnou stacionarni fazi zakotvenou na povrchu pevného nosic¢e na vnitini sténé kapilary a
kolony PLOT s vrstvou pevného aktivniho sorbentu na vnitinim povrchu kapilary. Sorbenty
jsou aktivni uhli, silikagel, molekulova sita a porézni polymery, kapalnou stacionarni fazi
napft. polyethylenglykoly, estery, siloxany, uhlovodiky a;.

Nosny plyn z kolony protéka detektorem, ktery reaguje na pfitomnost analytu a vysila
signal, jenZ je zaznamendvan v zavislosti na ¢ase. Detektor sleduje takovou vlastnost plynu
vychazejiciho z kolony, kterd zavisi na druhu a koncentraci slozek (analytickd vlastnost).
Musi mit dostate¢nou citlivost (nizky detekéni limit) a jeho odezva by méla byt linearni
funkci obsahu analytu. Dilezitym pozadavkem je vysoka selektivita pro stanovované analyty.
Nejpouzivangjsi jsou v GC tepelné-vodivostni detektor (TCD; univerzalni), plamenovy
ionizacni  detektor (FID; univerzalni), detektor elektronového zachytu (ECD;
pro elektronegativni atomy) a hmotnostni spektrometr (MS; univerzalni). Dale lze vyuzit
plamenovy ionizani detektor s alkalickym kovem (AFID; organické latky s dusikem
a fosforem), fotoionizaéni detektor (PID; aromatické slouceniny) a atomovy emisni detektor
(AED; univerzalni).

Zpracovani signalu a vyhodnoceni analyzy je dnes jiz zalezitosti vypocetni techniky se
specialnimi softwarovymi programy, které jsou dodavany spolu s ptistroji [44, 46].

2.3.7.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda zalozend na interakci iontd s elektrickym
a magnetickym polem. Vystupem je hmotnostni spektrum, coz je dvourozmérny graf
zavislosti intenzity naméfené¢ho signdlu na poméru hmoty a naboje (m/z). Iont vznikly
ionizaci celé molekuly poskytuje informaci o molekulové hmotnosti analyzované slouceniny,
ionty fragmentové pak poskytuji informaci o jeji struktufe. Tato technika je vyuzivana pro
organické molekuly 1 pro anorganické prvky a slouCeniny. V soucasnosti je MS
nejpouzivanéjsi spektrometrickou technikou. Nejcastéji se pouziva se spojeni s nékterou ze
separac¢nich metod, napf. GC nebo HPLC. Hmotnostni spektrometrie je metoda, pfi niZ se
z neutralnich molekul nebo prvkl viontovém zdroji vytvaii ionty, které se pii prebytku
vnitini energie ziskané pii ionizaci dale §tépi na fragmentové ionty, radikdly a neutrdlni
Castice. Nabité cCastice (molekularni a fragmentové ionty) jsou pak separovany v analyzatoru
podle poméru hmotnosti k naboji (m/z) a nakonec jsou zaznamenany v detektoru. Zakladnimi
¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, analyzator a detektor.
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lontovy zdroj je misto, kde dochazi k ionizaci analyzovanych atomil, slouc¢enin a molekul.
Uspé&sna ionizace je kli¢ovym krokem pro uspéch celé hmotnostné spektrometrické analyzy.
Pii spojeni GC/MS je nejCastéji vyuzivana elektronova ionizace. Elektrony, emitované
zhavenym kovovym (W, Re) vlaknem, udrzovanym na zaporném potencialu, jsou urychleny
elektrostatickym polem (na energii 70 eV) a pfi jejich interakci s cilovou neutralni molekulou
dochazi k ,,vyrazeni“ jednoho (ptip. vice) elektronu za vzniku jednou nebo vicendsobné
nabitych molekulovych iontl (kladné nabitych). Pii interakeci vSak dochazi k pfenosu vétsi
energie ionizujicich elektronii na molekulovy ion, nez je ioniza¢ni energie, coz nasledné
zpisobi fragmentaci molekulového iontu. Vznikajici hmotnostni spektra jsou u této jediné
metody ionizace reprodukovatelna (existuji knihovny spekter), a proto je EI ionizace zékladni
technikou pfi identifikaci nezndmého analytu pomoci MS. Vzhledem k tomu, Ze nékteré typy
analyti nelze touto cestou ionizovat (nebo jen velmi obtizné¢ s malym vytézkem), byly
vyvinuty dal$i techniky ionizace — chemicka ionizace (CI), ionizace polem (FI), ionizace
laserem za ucasti matrice (MALDI), ionizace urychlenymi atomy (FAB), thermosprej (TSI),
elektrosprej (ESI).

Analyzator slouzi k rozdéleni iontl podle poméru m/z, pficemz jsou vyuzivany rdzné
fyzikalni principy (pf. méteni doby letu, odchyleni trajektorie v magnetickém a elektrickém
poli). Nejcastéji vyuzivanym hmotnostnim analyzatorem je kvadrupdlovy hmotnostni filtr.

Kvadrupélovy analyzator (Q) obsahuje 4 rovnobézné tycové elektrody. Na kazdou ty¢ je
privadéna stejnosmérnd slozka napéti (stovky voltll) a soucasné slozka radiofrekvencniho
pole. Nastaveni parametrl (napéti, amplituda a frekvence radiofrekvencniho pole) predurcuje
trajektorie drah, po kterych se mezi ty¢emi budou pohybovat ionty s uréitou hodnotou m/z.
Pfi daném nastaveni maji stabilni trajektorii vedouci k detektoru ionty pravé urcité hodnoty
m/z. Ostatni ionty k detektoru neprojdou. Nastaveni veli¢in kvadrupo6lu se postupné méni
a detektor zachycuje ionty o riznych hodnotach m/z.

Kromé¢ kvadrupolového analyzatoru lze pouzit také analyzator magneticky, elektrostaticky,
priletovy (TOF), iontovou past (IT), analyzator s dvojitou fokusaci (HRMS) a iontovou
cyklotronovou rezonanci (ICR).

Hmotnostni analyzatory mohou pracovat ve 2 zidkladnich modech — SCAN a SIM.
Pti SCAN moddu jsou registrovana hmotnostni spektra v nastaveném rozsahu m/z (vyuZziti
pro identifikaci); v SIM modu se sleduje intenzita jednoho nebo nékolika zvolenych ionth
v ¢ase (o 2 fady niz$i mez detekce; vyuziti pro ultrastopovou analyzu). Dilezitym parametrem
analyzatorii je jejich rozliSovaci schopnost (RP). NizkorozliSovaci analyzatory jsou schopny
stanovit molekulovou hmotnost analyzovanych latek s piesnosti na jednotky ¢i desetiny,
vysokorozliSovaci systémy umoziuji presnost na 3 az 4 desetinnd mista.

Detektor registruje ionty po pruletu analyzatorem. Tok iontd je tedy pfevadén na elektricky
signal. Zakladnimi typy detektort jsou elektronovy nasobi¢ a fotonovy nasobi. Datasystém
slouzi pro sbér dat a rovnéz i fizeni analyzy a kontrolu vSech funkci pfistroje. Vakuovy system
zajistuje udrzeni vysokého vakua (10*-10™ Pa), které zabrafiuje srazce iontu s jinou &astici
béhem celé jeho cesty hmotnostnim spektrometrem. Typicky vakuovy systém hmotnostnich
spektrometr byva dvoustupniovy. Prvni stupen tvofi standardni rotacni olejova vyvéva, druhy
difuzni nebo turbomolekularni ¢erpadlo.
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Hmotnostni spektrometry mohou byt spojeny jako tandemové hmotnostni spektrometry
(MS/MS). Prvni reakce generuje ionty, z nichz se separuje pozadovany ion, ten se podrobi
dalsi reakci a zn¢j vzniklé ionty jsou analyzovany. MS je vSestrannd, rychld a citliva
analyticka metoda, ktera je Casto vyuzivana ke kvalitativni i kvantitativni chemické analyze,
protoze poskytuje velké mnozstvi informaci o vzorku a jeho slozeni. Vyznamné napomaha
k identifikaci, uréeni struktury organické latky i jeji relativni molekulové hmotnosti [44, 46].

2.3.7.3 Spojeni GC s MS

Piimé spojeni ndpliové kolony GC s hmotnostnim spektrometrem neni mozné, nebot
velké mnozstvi nosného plynu by porusilo vakuum v hmotnostnim spektrometru. Mezi
chromatografickou kolonu a iontovy zdroj se tedy zarazuje molekulovy separator nebo déli¢
toku, ktery snizuje mnozstvi nosného plynu. Pritok mobilni fidze kapilarni kolonou je
podstatné nizsi, takze konec kapilarni kolony lze umistit pfimo do iontového zdroje. Spojeni
GC-MS je v soucasnosti technicky zvladnuto a je to nejobvyklejsi aplikace MS, uplatiiyjici se
pii sledovani technologickych procest, jakostnich parametrti surovin nebo vyrobki nebo pfi
analyze a identifikaci sloZek zivotniho prostfedi. Nepostradatelné je spojeni GC-MS tam, kde
se provadéji identifikace neznamych slozek smési. Pro kazdou slozku Ize ziskat jeji
hmotnostni spektrum a identifikovat ji porovnanim jejiho spektra s knihovnou spekter
sloucenin ulozenou v pocitaci [46].
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzivané pristroje, zarizeni a software

Pristroje a zarizeni

Ultrazvukova lazent Sonorex RK52H (Bandelin, Némecko)

Ptistroj pro zrychlenou extrakci rozpoustédlem onePSE (Applied Separations, USA)
Michacka RCT basic (Kika Werke, Némecko)

Analytické vahy PM 400 (Mettler, Svycarsko)

Analytické vahy AB265-S (Mettler Toledo, Svycarsko)

Rotaéni vakuovéa odparka BUCHI Rotavapor R-200 s vodni 1azni B-490 a vakuovym
systémem (Svycarsko)

VVVVYVYY

Mikroextrakce tuhou fazi
»  drzak pro SPME
»  SPME vlakno (modré): 65 um PDMS-DVB (Supelco, USA)

Gelova permeacni chromatografie

»  HPLC 1100 Series (Agilent Technologies, USA)

»  Kolona: Bio-Beads S-X3, 8x500 mm (Tessek, Praha)
»  UV-VIS detektor s proménnou vinovou délkou

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem

»  GC Hawlett-Packard 6890N (Agilent, USA)

»  Kolona: kapilarni, stacionarni faze: DB-5MS; rozméry: 20 m x 0,180 mm x 0,18 um;
limit teplot: -60 °C-325 °C (Agilent Technologies, USA, katalogové ¢islo: 121-5522)

»  Hmotnostni detektor MSD 5973N (Agilent, USA) [elektronova ionizace, kvadrupdl]

»  Automaticky davkovac vzorkti HP 7683 (Agilent, USA)

Software
»  Enhanced ChemStation G1701DA Version D.00.00.38 (19. 11. 2001) [MSD 5973N +
Offline-MSD Data Analysis] (Agilent Technologies, USA)

3.2 Chemikalie a standardy
Technické plyny

>  Helium 6,0 (Messer, CR) [pro GC]
>  Dusik 5,0 (Messer, CR) [pro PSE]
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Standardy

Tonalid [10 ng/ul v cyklohexanu] (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Némecko)

Musk xylen [10 ng/ul v cyklohexanu] (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Némecko)
Musk keton [10 ng/ul v cyklohexanu] (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Némecko)
Tonalid (D3) [100 ng/ul v isooktanu] (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Némecko)
Musk xylen (D15) [100 ng/ul v acetonu] (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Némecko)
Tonalid (100 %) [pouze pro optimalizaci GPC] (Aroma, Roudnice nad Labem, CR)
Musk xylen (100 %) [pouze pro optimalizaci GPC] (Aroma, Roudnice nad Labem, CR)
Musk keton (100 %) [pouze pro optimalizaci GPC] (Aroma, Roudnice nad Labem, CR)

Chemikalie

cyklohexan (Merck, Némecko)

chloroform (Merck, Némecko)

petrolether (Merck, Némecko)

aceton (Sigma-Aldrich, Némecko)

Spe-ed PSE matrix (Applied Separations, USA)
undekan

Na;SO4 (bezv.)

3.3 Bioticka tkan
3.3.1 Kalibrace pro biotickou tkan

Cilem bylo sestrojit osmibodovou kalibraci sledovanych musk slou€enin, ktera bude
pouzitelna pro vyhodnocovani redlnych biotickych vzorkd. Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky
byla ptipravena sada roztokl; koncentrac¢ni rozmezi kalibrace bylo voleno dle piredbéznych
vysledkll z realnych vzorkl. Protoze jsou standardy rozpusténé v cyklohexanu, bylo toto
rozpoustédlo zvoleno 1 pro piipravu kalibracnich roztokti. Vzhledem k velmi nizké
koncentraci standardii nebyl ptipravovan zasobni roztok, ale jednotlivé standardy byly
davkovany pifimo do vialek pomoci stfikacky (na 10 pl), kde bylo pfedtim mikropipetou
nadavkovano vypocitané mnozstvi cyklohexanu. Pro vyssi koncentrace bylo nutné pouziti
insertl, které¢ zabezpeclily nizs$i spotfebu standardd. Protoze v redlnych vzorcich se casto
vyskytuji smési riiznych musk sloucenin, tak i kalibra¢ni roztoky byly pfipravované ve formé
»mixu®, tj. vkazdém kalibraénim roztoku byly zastoupeny vSechny tfi sledované musk
slouc¢eniny (MX, AHTN, MK). Tento zptisob vice priblizuje kalibra¢ni standard k redlnému
vzorku, nez kdyby byly kalibrovany jednotlivé analyty oddélené.

Pro MX a AHTN bylo zvoleno koncentra¢ni rozmezi 0,02-1,80 pug/ml [0,02; 0,04; 0,10;
0,20; 0,60; 1,00; 1,40; 1,80 pug/ml], pro MX se ukazalo dostacujici rozmezi 0,02-0,5 pg/ml
[0,02; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50 png/ml]. Jednotlivé koncentrace byly voleny tak,
aby pokryly rovnomérné koncentracni rozmezi; pouze u nizkych koncentraci bylo provedeno
,»hustéj§i méteni, protoze se dalo ocekavat, ze fada redlnych vysledkli se bude vyskytovat
praveé v této oblasti. Vysledné kalibra¢ni ktivky jsou uvedeny v kapitole 4.1.1.
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Priklad pripravy kalibracniho standardu s koncentraci analytii 0,1 pg/ml:

Do vialky (s hnédym sklem) bylo napipetovano 970 ul cyklohexanu, poté byla vialka
uzaviena Nasledné¢ bylo mikrostiikackou ptfidano 10 pul standardu MX (= 100 ng) +
10 pl standardu AHTN (= 100 ng) + 10 pl standardu MK (= 100 ng). Roztok byl promichan
a okamzité analyzovan.

3.3.2 Identifikace a kvantifikace analytii pomoci GC / MS

K identifikaci a kvantifikaci sledovanych musk sloucenin byla pouzivana plynova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (elektronova ionizace, kvadrupdlovy
analyzator). Protoze se sledované slouceniny nachazely ve vzorcich ve stopovych
koncentracich, bylo nutné k jejich identifikaci pouzivat reZim SIM, ktery ma az o 2 fady niZsi
mez detekce nez rezim SCAN, ktery byl pro vyhodnoceni nedostacujici. Identifikace analyta
byla provadéna pomoci retencnich cast (po extrakci dané hodnoty m/z z chromatogramu) —
pripadné nalezeny pik v prislusném reten¢nim case indikoval pfitomnost daného analytu; pik
byl poté ruéné zintegrovan a byla odetena jeho plocha. Kvantifikace byla zaloZena na
metod€ vnéjsiho standardu pomoci vicebodové kalibracni kiivky, kterd je zévislosti plochy
piku na koncentraci (viz kap. 4.1.1). Reten¢ni Casy byly zjistény zmétenim roztoku smési
sledovanych analytdt (MX, AHTN, MK) o koncentraci kazdé¢ho analytu 1 pg/ml. Pouzivany
méftici program, urcené retencni ¢asy i jednotlivd hmotnostni spektra jsou uvedena v kapitole
4.1.2.

3.3.3 Specifikace a zpracovani biotickych vzorki

Redlné vzorky tvorily ryby s nasledujici specifikaci:

Misto odlovu: Brnénska piehrada (vodni dilo na fece Svratce)
Datum odlovu: listopad 2007

Zpusob skladovani: hluboce zamrazeny (-25 °C)

Datum zpracovani: unor 2009

Tabulka 6: Soupis analyzovanych vzorkl

Cisliy\;)z;rku Druh ryby (¢esky) | Druh ryby (latinsky) Poznamka
1 Plotice obecna Rutilus rutilus nezbyly vnitinosti
2 Cejn velky Abramis brama vnittnosti = jikry
3 Cejn velky Abramis brama vnitinosti = stfeva
4 Cejn velky Abramis brama 1111
5 Cejn velky Abramis brama 1111/
6 Lin obecny Tinca tinca nezbyla svalovina
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Ryby byly odloveny pracovniky Povodi Moravy, ktefi jsou pro tuto ¢innost akreditovani.
Ryby byly vykuchany a byla oddélena svalova tkan od kize. Pro dalsi postupy provadéné
analyzy byly vzaty vzorky svaloviny, kiiZze i vnitfnosti. Jednotlivé vzorky byly po rozmrazeni
zhomogenizovany, odvazeny na analytickych vahéach a poté byl pro zjistovani mnozstvi 3
vybranych musk sloucenin pouzit analyticky postup vedouci k jejich identifikaci a
kvantifikaci v pfislusnych matricich; navic bylo v kazdém vzorku stanoveno mnozstvi tuku.
Homogenizace byla provadéna v tfeci misce, u kiize bylo navic tfeba pouzit nizky na jeji
rozdéleni na malé kousky.

3.3.4 Stanoveni obsahu tuku v jednotlivych vzorcich

Ke stanoveni byla pouZivana Soxhletova extrakce; jako rozpoustédlo byl pouZivan
petrolether, ktery je nejvhodnéj$im extrakénim ¢inidlem pro ziskani tuku z biotické matrice.
Zhomogenizovana rybi tkan byla pro tento ucel rozetfena v tfeci misce s bezvodym Na;SO4 v
poméru 1:4; tj. 4 g tkdn€ a 16 g Na,SOs, a to z divodu dehydratace vzorku. Vznikla smés
byla kvantitativné pfevedena do papirovych extrakénich patron a ty byly uzavieny smotkem
odtucnéné vaty; smés byla nasledné¢ podrobena Soxhletové extrakci. VsSechny banky
pouzivané pii extrakci byly pfedem zvéazeny. Celkovd doba Soxhletovy extrakce Cinila
6 hodin; k extrakci bylo pouzivano cca 100 ml petroletheru. Po extrakci byl petrolether
odpaften na rota¢ni vakuové odparce a zbyly tuk v bance byl zvaZzen. Nakonec bylo provedeno
vyhodnoceni a urceni procentického zastoupeni tuku v dané tkani. Vysledky jsou uvedeny
v kapitole 4.1.3.

Poznamka: Vzhledem k malému mnozstvi vzorkli (malé ryby) a spotfeb& materidlu na vlastni
analyticky postup pro stanoveni musk sloucenin nezbyly ke stanoveni tukii nasledujici
vzorky: ryba €. 1 (kiize), ryba €. 3 (vnitfnosti), ryba €. 4 (vnitinosti), ryba €. 6 (svalovina).

Poznamka: Pted stanovenim tuku ve vSech vzorcich byl proveden pokus, jak zavisi mnozZstvi
vyextrahovaného tuku na dob¢ extrakce (2, 4, 6, 8 hod). K pokusu byla pouzivana svalovina
z ryby €. 4. Bylo prokazéano, ze mnozstvi vyextrahovaného tuku je uz po 2 hodinach (2,94 %)
velmi srovnatelné s obsahem tuku po 6 hodinéach extrakce (3,00 %) [po 8 hod: 3,31 %]. Ptesto
byly vSechny vzorky extrahovany 6 hodin, aby byly vysledky prukazné;si.

3.3.5 Optimalizace podminek pro PSE

Pro extrakci analyti byla pouzivana metoda PSE, a to zejména s ohledem na jeji efektivitu
a rychlost. Jako rozpoustédlo byl zvolen cyklohexan, protoZe jsou v ném stanovované analyty
velmi dobfe rozpustné a protoze i pii kalibraci analytd bylo toto rozpoustédlo pouzivano. Tlak
byl volen maximélni mozny, a to kviili podpoie tésnosti. Byla nastavena zadrz 8 minut a cely
cyklus PSE se nechal probihat dvakrat. Hlavni parametr ovlivitujici vytézek extrakce je
teplota, a proto byla tato veli¢ina optimalizovana. Ovéfovani vytéznosti celého postupu bylo
provadéno pomoci 2 deuterovanych standardd (AHTN-D3, MX-D15), které byly ptidavany
ke vzorku (realné tkéani) jako vnitini standard. Optimalizace byla provadéna pii teploté 80 °C
(blizka teplota teploté varu cyklohexanu) a pii teploté 110 °C [pfi kazdé teploté byly
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prométeny 3 vzorky — uréené vytéznosti jsou uvedeny v kapitole 4.1.5]. Vyssi vytézky se
obecn¢ ocekavaji pti pouziti vyssich teplot, avsak v tomto piipadé je zapotiebi vyloucit riziko
termodegradace. Optimalizovany extrakéni postup je uveden v kapitole 4.1.4. Cyklohexan
jako nepolarni rozpoustédlo extrahuje kromé sledovanych analytti i dalsi latky (zejména
lipidy), takze je nutné dalsi preciSténi vzorku (voleno piecisténi na GPC), aby nedochdzelo
ke znecisténi kolony GC pii zdvérecném stanoveni pomoci rozhod¢i metody.

Homogenni vzorek biotické tkané (3 g) byl navaZen na analytickych vahéach a poté byl
rozetfen v tfeci misce s PSE matrix (5 g), ktera slouzi k odstranéni vody ze vzorku
a k vytvoteni sypké smési. Tato smes byla potom kvantitativné vpravena do kovové extrakéni
patrony (22 ml) a do smési bylo naspikovano 10 ul roztokli obou deuterovanych standardt.
Na pfistroji byl zvolen extrak¢éni program (viz kapitola 4.1.4 — teplota 80 °C, resp. 110 °C).
Extrakt byl jimén do vialky. Protoze bylo ve vzorku pfitomno ur¢ité malé mnozstvi vody,
meély ziskdvané extrakty mlécny zdkal. Proto byly za ucelem odstranéni zbytkové vody
extrakty prefiltrovany pies bezvody Na,SO4, ¢imz doslo k vycifeni extraktu. Roztoky byly
poté odpateny na rotac¢ni vakuové odparce piiblizné na objem 1 ml a do vzorku bylo ptidano
20 pl undekanu jako keeperu; roztoky byly odpafeny az na keeper a byly rozpustény v 0,5 ml
chloroformu (mobilni faze pro GPC). Vzorek byl umistén do vialky z hnédého skla a byl
pripraven na precisténi pomoci GPC [nastfik: 100 ul] (viz kapitola 3.3.6). Po ptecisténi
byl vzorek odpatfen cca na objem 1 ml, bylo k nému ptidano 20 pl undekanu (keeper) a byl
odpafen az na keeper na rotatni vakuové odparce. Poté byl vzorek rozpustén v 0,5 ml
cyklohexanu a pfemistén do vialky (z hnédého skla) a co nejdiive byl zanalyzovan na GC/MS
(viz kapitola 3.3.2).

Poznamka: Stejny analyticky postup byl provadén i pii extrakci redlnych vzorkt (t = 110 °C),
pouze jiz nebyly davkovany deuterované standardy. PouZivany optimalizovany extrakéni
program je uveden v kapitole 4.1.4.

3.3.5.1 Stanoveni vytéZnosti analytického postupu

Pro stanoveni vytéZznosti byl vyuzivan postup, pii kterém jsme naspikovali
kontaminovanou biotickou tkan zndmym mnozstvim deuterovanych standardi. Pro
vyhodnoceni vytéZznosti celého analytického postupu (pfi pouziti 2 rlznych teplot pii PSE)
bylo proto nutné zjistit odezvu hmotnostniho detektoru (plochu pikli) obou deuterovanych
standardl, kterd odpovidd idedlni situaci, tj. ze vyt€Znost je 100 %, nebo-li ze oba
naspikované deuterované standardy (v mnozstvi 10 ul) projdou celym analytickym postupem
beze ztrat. Proto byl pfipraven tfikrat stejny kalibracni roztok ,,mixu‘ obou deuterovanych
standardd, jejichz koncentrace odpovida 100% vytéznosti.

Pii vypoctu je nutné zohlednovat fedéni vzorku b&hem analytického postupu, ktery je
popsan v kapitole 3.3.5. Pii naspikovani 10 ul deuterovaného standardu (o koncentraci
100 ng/ul) je absolutni davkované mnoZstvi 1 000 ng. Toto mnozstvi pii 100% vytéZzku
projde PSE extrakci, piejde pies Na,SOs, beze ztrat se zakoncentruje na rotacni vakuové
odparce a pred GPC se vyskytuje vroztoku o objemu 520 pl. Nastiikdvané mnozstvi je
100 ul, tj. 192,308 ng od kazdého deuter. standardu. Toto mnozstvi se poté beze ztrat
(po GPC a nasledném odpatovani) dostane do vialky (v objemu 520 pl), odkud je k zavérecné
analyze pouzit 1 ul, tj. 0,3698 ng od kazdého standardu. Proto bylo cilem pfipravit do vialky
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roztok, kde bude koncentrace obou deuterovanych standardi 0,3698 ng/ul; tzn. k ptipravé
1 ml (1 000 pl) tohoto roztoku bylo pouzito 3,7 ul MX-D15 + 3,7 ul AHTN-D3 + 992,6 ul
cyklohexanu.

Pro zavére¢né vyhodnoceni (GC/MS) byla pouZivand metoda prezentovand v kapitole
4.1.2, pouze do rezimu SIM byly zahrnuty navic 2 hodnoty m/z: 246 (pro identifikaci AHTN-
D3) a 294 (pro identifikaci MX-D15). Naméfend spektra i chromatogram obou standarda
(pomoci rezimu SCAN) jsou uvedena v kapitole 4.1.5.1. K méfeni byl pouzit smésny roztok
obou standardd o koncentraci 20 ng/ul. Vysledné vytéznosti jsou uvedeny v kapitole 4.1.5.

3.3.6 Optimalizace gelové permeac¢ni chromatografie

Pro optimalizaci GPC byl vytvoien standardni roztok vSech sledovanych analyti (MX,
AHTN, MK) v chloroformu o koncentraci 400 pg/ml. Roztok byl pfipraven (s pouzitim
pevnych standardl) kvantitativnim pfevedenim 4 mg MX + 4mg AHTN + 4mg MK
do odmérné banky (V =10 ml), kterd byla doplnéna chloroformem po rysku. Pfipraveny
roztok byl nastiiknut na kolonu GPC a byl zjistén retenéni c¢as smési musk sloucenin. Poté byl
stejnym zplUsobem proméfen redlny vzorek (svalovina) sobsahem tuku. Oba ziskané
chromatogramy byly piekryty a z porovnani reten¢niho ¢asu musk sloucenin a piimési
zredlného vzorku bylo ur€eno vhodné casové rozmezi pro sbér frakce musk sloucenin.
Podminky GPC i zjisténé Casové rozmezi odebirani frakce musk sloucenin jsou uvedeny
v kapitole 4.1.7.

3.3.7 Stanoveni analyti v realnych biotickych vzorcich

Jednotlivé vzorky ryb (viz kap. 3.3.3) byly podrobeny analytickému postupu (viz kap.
3.3.5) anasledné v nich byly stanovovany pomoci GC/MS 3 vybrané musk slouc¢eniny (MX,
AHTN, MK) podle postupu uvedeného v kap. 4.1.2. Kazdy vzorek byl zanalyzovan ttikrat a
vysledna hodnota byla spocitana jako aritmeticky primér z téchto stanoveni (v nckterych
pfipadech byla provadéna vzhledem k malému mnozstvi vzorku pouze 2 stanoveni).
Dosazené vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.1.8.

3.3.8 Cistici postupy

Na ¢isténi skla i veskerych pouzitych pomticek byl kladen velky diraz, aby byla vyloucena
kontaminace z vnéjSiho prostfedi. Pouzité laboratorni sklo bylo umyto vodou a proplachnuto
destilovanou vodou. Poté se sklo nechalo stat minimaln¢ 12 hodin v chromsirové kyseling.
Nasledné bylo sklo opét vyplachnuto alespont dvakrat vodou (vodovodni i destilovanou)
a nechalo se vysusit v susarn¢ podobu 120 minut pfi teploté 250 °C. Ttreci misky s tloucky
a nastroje na zpracovani vzorku byly oplachnuty vodou, osuSeny, opldchnuty cyklohexanem
asuseny v suSarné¢ min. 120 minut pii 250 °C. Patrony po PSE (+ soucéastky po PSE —
sklenéné kulicky, matky, frity) byly proplachnuty vodou, acetonem a cyklohexanem; potom
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byly ponechany v ultrazvukové lazni (v cyklohexanu) minimélné 15 minut. Nésledné byly
opét proplachnuty cyklohexanem a v susarné byly suseny pii 250 °C min. 120 minut.

Cistici postup byl nékolikrat ovéfovan proméfenim slepého pokusu (véetné skla pouzitého
pro SPME). Protoze ve spektrech byla absence sledovanych pika jednotlivych analytd, 1ze
tento postup oznacit za dostate¢né u€inny a z tohoto diivodu vhodny.

3.4 Voda
3.4.1 Kalibrace SPME

Pro vyhodnoceni vzorkli vod bylo nutné sestrojit kalibra¢ni kiivky sledovanych analytii
(MX, AHTN, MK). Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byla pfipravena sada roztok;
koncentra¢ni rozmezi kalibrace bylo opét voleno dle predbéznych vysledkii z realnych
vzorkd. Protoze jsou standardy rozpuSténé v cyklohexanu, musel byt vyfeSen problém
misitelnosti, protoze sorpce na SPME vldkno musela byt provadéna z vodného roztoku (tak
jako v pfipadé redlnych vzorki). Cyklohexan je s vodou nemisitelny, takZe cely problém byl
vyfeSen pomoci acetonu — standardy byly davkovany do 1 ml acetonu, ¢imz doslo ke smiseni,
a poté se pridalo odpovidajici mnozstvi destilované vody (smés acetonu, vody a cyklohexanu
je misitelna a za podminek sorpce ¢ird). Vzhledem k velmi nizké koncentraci standardl nebyl
pfipravovan zasobni roztok, ale jednotlivé standardy byly davkovény piimo do vialek
pro SPME. Protoze v redlnych vzorcich vod se ¢asto vyskytuji smési riznych musk sloucenin,
tak byly i kalibraéni roztoky pfipravované ve formé ,,mixu*, tj. v kazdém kalibra¢nim roztoku
byly zastoupeny vsechny tii sledované musk slouceniny (MX, AHTN, MK). Tento zptsob
vice pfiblizuje kalibracni standard k realnému vzorku, nez kdyby byly kalibrovany jednotlivé
analyty oddélen¢. Podminky pro SPME jsou uvedeny v kapitole 3.4.2.

Pro sledované analyty bylo zvoleno koncentra¢ni rozmezi 0,05-5,00 ng/ml [0,05; 0,10;
1,00; 2,50; 4,00; 5,00 ng/ml]. Jednotlivé koncentrace byly voleny tak, aby pokryly
rovnomérné koncentrani rozmezi; pouze u nizkych koncentraci bylo provedeno ,,hust&jsi
méteni, protoZe se dalo ofekavat, ze fada redlnych vysledkd se bude vyskytovat pravé v této
oblasti. Vysledné kalibra¢ni kiivky jsou uvedeny v kapitole 4.2.1.

Priklad pripravy kalibracniho standardu s koncentraci analytii 0,01 ug/ml:

Do vialky na SPME bylo napipetovano 1000 pl acetonu, poté bylo pfiddno do vialky
mikrostiikackou 10 pl standardu MX (= 100 ng) + 10 ul standardu AHTN (= 100 ng) +
10 pl standardu MK (= 100 ng). Roztok byl promichéan a jesté¢ doplnén 8970 ul destilované
vody. Pripraveny roztok byl co nejdiive zanalyzovan.

3.4.2 Podminky SPME

Pti volbé podminek sorpce se vychdzelo z optimalizovanych podminek uvedenych v praci
[33]. Tyto podminky byly ovéfeny a vyhodnoceny jako vhodné, a proto byly nasledné
pouzivany pro celé métfeni. Pro jednotlivd méfeni bylo nutné zajistit konstantni podminky
provedeni, protoze metoda SPME je zavisld i na malych zménach. Vzhledem k semivolatilité
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sledovanych analytt byla provadéna sorpce z plynné faze nad roztokem (tzv. head space). Po
sorpci nasledovala okamzité¢ analyza na GC/MS.

Podminky exponovani viakna:

% Vlakno: PDMS/DVB; 65 um
% Provedeni: head space

% Objem vialky: 22 ml

% Objem roztoku: 10 ml

% Teplota: 80 °C

% Ustalovani rovnovahy: 5 min

% Expozi¢ni Cas: 20 min

% Rychlost michani: 900 ot/min

3.4.3 Identifikace a kvantifikace analytii pomoci GC / MS

K identifikaci a kvantifikaci sledovanych musk sloucenin byla pouzivana plynova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci. Zplisob vyhodnoceni a identifikace analytii
byl jiz popsan v kapitole 3.3.2. K méfeni byl pouzivan shodny program jako pro analyzu
biotickych vzorkl (viz kapitola 4.1.2), pouze v teplotni rampé byla poc€atecni teplota 50 °C
drzena 3 minuty (kvili desorpci z vldkna) misto 1 minuty, ¢imz se prodlouzila doba analyzy
na 24 minut. Proto i retencni ¢asy analytii byly cca o 2 minuty posunuty [MX: 14,780 min;
AHTN: 14,816 min; MK: 15,873 min].

3.4.4 Specifikace vzorku vody

Voda pro stanoveni sledovanych analyti (metodou SPME) byla odebrana 10.5.2009
z Brnénské piehrady (ze stejné lokality, odkud pochézi odlovené ryby — biotické vzorky).
Konkrétné byly odebrany 3 vzorky z mist s témito GPS soufadnicemi (zaznaceni na mapé —
viz ptiloha I v kap. 9):
e Vzorek ¢. 1: 49°15707,741"" N; 16° 28" 56,426 E
e Vzorek €. 2: 49° 147 58,995"" N; 16°29" 14,763 E
e Vzorek ¢.3: 49° 147 57,661 N; 16° 29" 14,725 E
Voda byla odebrana do vzorkovnic (z hnédého skla) o objemu 0,5 litru. Vzorkovnice byly
skladovéany v lednici a voda byla co nejdiive po odbéru analyzovana.

3.4.5 Stanoveni analyti v realnych vzorcich vod

Jednotlivé vzorky vod (viz kap. 3.4.4) byly promichény a do vialky na SPME, kde bylo
1 ml acetonu, bylo dale napipetovdno 9 ml vzorku (aceton byl pouzit kvili zachovéni
identickych podminek, jaké byly pouzity pfi kalibraci). Poté byla provedena metoda SPME
podle kapitoly 3.4.2 a po desorpci analyti z vlakna v GC byly stanovovany 3 vybrané musk
slouceniny (MX, AHTN, MK) podle kapitoly 3.4.3. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat
a vyslednd hodnota koncentrace analytu byla spocitana jako aritmeticky primeér z téchto tii
stanoveni. Dosazené vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.2.2.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Bioticka tkan

4.1.1 Kalibrace pro biotickou tkan

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojovana jako zéavislost koncentrace daného analytu
v kalibra¢nim roztoku na velikosti signdlu hmotnostniho detektoru. Signalem byla plocha
piku (po zintegrovani) piislusejici danému analytu. Jednotlivé ziskané body byly proloZeny
regresni piimkou; ziskané rovnice regrese byly pouzivany k vyhodnocovani obsahu danych
analytli v redlnych biotickych vzorcich. Dosazené hodnoty spolehlivosti vypovidaji o vysoké
spolehlivosti danych kalibraci. Zptsob ptipravy jednotlivych kalibra¢nich roztoku je uveden
v kapitole 3.3.1.

4.1.1.1 Kalibrace MX
Tabulka 7: Data pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky musk xylenu

Koncentrace Plocha piku
pug/ml
0,02 1278
0,04 2154
0,10 5115
0,20 12291
0,60 45195
1,00 96051
1,40 134095
1,80 157812
Kalibraé¢ni kiivka (MX) y = 92947x - 3202
R* =0,9928
%’ 180000 -
(=}
= 160000 -
140000 -
120000 -
100000 -
80000 —
60000
40000 -
20000
0 - | | ‘ |
0 0,5 1 1,5 2
Koncentrace [pg/mi]

Graf 1: Kalibracni krivka musk xylenu
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4.1.1.2 Kalibrace AHTN
Tabulka 8: Data pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky tonalidu

Koncentrace Plocha piku
ug/ml
0,02 7038
0,04 13078
0,10 39175
0,20 59646
0,60 259049
1,00 408032
1,40 590330
1,80 786449
Kalibra¢ni krivka (AHTN)
y =434569x - 9947.5
= 900000 - R” =0,9983
(5]
Ff 800000 - x
700000 -
600000 -
500000 -
400000 -
300000 -
200000
100000 -
0 B T T T 1
0 0,5 1 1,5 2
Koncentrace [ug/ml]

Graf 2: Kalibracni krivka tonalidu

4.1.1.3 Kalibrace MK
Tabulka 9: Data pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky musk ketonu

Koncentrace Plocha piku

ug/mi

0,02 1316
0,05 3155
0,10 5413
0,20 16229
0,30 21910
0,40 31433
0,50 42951
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Kalibra¢ni krivka (MK) y= 85364x - 1659,3
R* =0,9907
% 50000 -
n% 45000 - %
40000 -
35000 -
30000 -
25000 -
20000 - X
15000 -
10000 -
5000 -
0 \ \ ‘ ‘ ! |
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6
Koncentrace [ug/ml]

Graf 3: Kalibracni krivka musk ketonu

4.1.1.4 Uréeni LOD a LOQ z kalibracnich kiivek

Pro stanoveni LOD (mez detekce) a LOQ (mez stanovitelnosti) existuje nékolik metod.
V separacnich metodach se mez detekce vyjadiuje jako trojnasobek Sumu zékladni linie a mez
stanovitelnosti jako desetindsobek Sumu zdkladni linie. Pouzivané vztahy jsou:

3-h,
m

LOD =

M

10-h
LOQ=——"

()

kde 4, je Sum na zékladni linii a m je smérnice kalibraéni kiivky. Tyto vztahy byly pouzity
pro vypoc€et LOD a LOQ 1 v této praci [33].

Tabulka 10: Meze detekce a meze stanovitelnosti pro analyzu biotické tkané

Latka Smérnice KK | Sum z KK LOD LOQ
[ng/ml] [ng/ml]

MX 92947,14 20 0,6455 2,1518
AHTN 434569,13 40 0,2761 0,9205
MK 85364,38 8 0,2811 0,9372

cvwvr
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4.1.2 GC/MS analyza

Nastaveny program pro méteni biotické tkané:

Kolona: DB-5MS

Nosny plyn: He

Nastiikové mnozstvi: 1 ul

Injektor: Splitless

Teplota injektoru: 250 °C
Tlak nosného plynu v injektoru: 118 kPa
Pritok nosného plynu v injektoru: 28,5 ml/min
Doba analyzy: 22 minut
Pritok nosného plynu: 0,8 ml/min

Linearni rychlost nosného plynu: 40 cm/sec
Teplota iontového zdroje: 230 °C

Teplota kvadrupo6lu: 150 °C

Rezim analyzatoru: SIM (sledované m/z: 282, 243, 279, 159, 294, 297)

Teplotni rampa:

Rampa Teplota Drieno | Cas analyzy
pocatek 50 °C 1 min 1 min
15 °C/min 170 °C 0 min 9 min
10 °C/min 280 °C 2 min 22 min

Analyzou roztoku vytvofeného z jednotlivych standardl sledovanych analytii (1 pg/ml)
byly urceny retencni ¢asy jednotlivych musk sloucenin. Charakteristiky jednotlivych analytt
nutnych pro identifikaci jsou prezentovany v tabulce 11. Hmotnostni spektra jednotlivych
analytli jsou znadzornény na obrazcich 12-14.

Tabulka 11: Charakteristiky analyti nutné pro identifikaci

Identifika¢ni | Kvantifika¢ni | Retenc¢ni ¢as
Analyt . . .
ionty (m/z) ion (m/z) [min]
MX 282, 283,297 282 12,73
AHTN | 159, 187, 243 243 12,76
MK 279, 280, 294 279 13,81
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Obrazek 12: Hmotnostni spektrum musk xylenu
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Abundance
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Obrazek 14: Hmotnostni spektrum musk ketonu
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Obrazek 15: Chromatogram (kalibrace SPME, 10 ng/ml) ukazujici rozdeleni musk sloucenin
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Obrazek 15 znazornuje chromatogram (z kalibrace SPME) dokumentujici miru rozdéleni
sledovanych musk sloucenin pii plynové chromatografické analyze. Z chromatogramu je
patrné, Ze musk xylen a tonalid maji velmi podobny reten¢ni ¢as, takze pouhd GC separace by
byla v tomto ptipadé nedostacujici pro jejich kvantitativni vyhodnoceni, a to vzhledem k
nedokonalému rozdé€leni pikli. Ve spojeni s hmotnostné spektrometrickym detektorem vsak
po vybéru ptislusné hodnoty m/z dostdvame samostatné ,,0stré* piky jednotlivych musk
sloucenin vhodné pro kvantifikaci. Tento postup vyhodnoceni bylo nutné pouzivat jak pii
méfeni SPME, tak i pfi méfeni kalibrace na biotickou tkan a pfi stanovovani realnych

biotickych vzorkil.

4.1.3 Stanovené obsahy tuku v jednotlivych vzorcich
Obsah tuku v jednotlivych vzorcich byl stanoven postupem uvedenym v kapitole 3.3.4.

Tabulka 12: Procentické zastoupeni tuku v jednotlivych vzorcich

Obsah tuku [%]
Vzorek |f—-—c—m—- e s e o (o e e —_
svalovina kuze vnitinosti
Ryba ¢. 1 5,10 1111/ 1111/
Ryba ¢. 2 2,73 6,79 8,40
Ryba ¢. 3 2,61 11,12 /111
Ryba ¢. 4 3,00 6,58 1111/
Ryba €. 5 3,08 12,63 16,54
Ryba €. 6 11 1,71 1,70
Obsah tuku v jednotlivych vzorcich ryb
§ 18 -
% 16
e
14 -
12
10 O svalovina
m kaze
81 O vnitfnosti
6 _
4 _
2 _
; | i
Ryba €. 1 Ryba¢.2 Ryba¢.3 RybaCc.4 Ryba¢.5 Rybac. 6
Vzorek

Graf 4: Obsah tuku v jednotlivych vzorcich ryb
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Z dosazenych vysledkl (vzorek €. 2-5; tj. cejn velky) je patrné, ze obecné se v klizi nachazi
mnohem vice tuku nez ve svaloving. Toto zjisténi koreluje s biologickou funkci tuku — v kazi
tuk tvoti bariéru, ktera chrani organismus pifed mechanickym poSkozenim a navic funguje
jako izola¢ni vrstva proti ztratdm tepla, pripadné je zde tuk uloZen jako zasobarna energie.
Svalovina u v8ech 4 vzorki (€. 2-5) vykazuje konstantni obsah tuku, v kiiZi a vnitfnostech je
pozorovan vyssi rozptyl hodnot. Také Ize pozorovat, ze nejvétsi mnozstvi tuku se nachazi
ve vnitinostech, avSak i zde velmi zaleZi na konkrétnim vzorku (typu vnitinosti). Vzorek ryby
¢. 6 (lin obecny) obsahuje malé mnozstvi tuku.

4.1.4 Optimalizace extrakénich podminek pro PSE

Optimalizace byla provadéna postupem uvadénym v kapitole 3.3.5. Z vyslednych hodnot
vytéznosti (viz kap. 4.1.5) analytického postupu pii pouziti 2 riiznych teplot pro extrakci PSE
lze vycist, ze pti 110 °C je vytéznost MX-D15 srovnatelnd s vytéznosti pii teploté 80 °C (je
0 6,83 % niz8i); u AHTN-D3 je naopak vytéZznost pti 110 °C vyssi (o 14,52 °C) nez pii 80 °C.
Na zékladé téchto vysledkt byla pro extrakci PSE biotickych vzorkd zvolena teplota 110 °C.

Optimalizovany extrakéni program PSE pro biotickou tkan:

% Rozpoustedlo cyklohexan
% Teplota 110 °C

% Tlak 150 bar

% Doba statické faze 8 minut

% Pocet cykla 2

% Proplach rozpoustédlem 15 sec

% Suseni dusikem 1 min

4.1.5 Stanoveni vytéznosti analytického postupu

Tabulka 13: Plochy pikt pii 100% vytéznosti naspikovanych standardii

Plocha piku
Standand f—-—-—c—mr—c—r—r e —r— — e -
1. méreni | 2. méreni | 3. méreni Pramér
MX-D15 34167 31103 28840 31370
AHTN-D3 126702 112403 115737 118281

K uvedenych plocham, které byly ziskdny po prométeni pfipravenych kalibrac¢nich roztokt
podle kapitoly 3.3.5.1, byly linedrni timérou vztahovany naméfené plochy z vyextrahovanych
a prométenych vzorkt podle kapitoly 3.3.5. Vysledné hodnoty vytéznosti uvadi tabulka 14.

Optimalizovany program PSE extrakce byl pro méfeni vSech biotickych vzorkii nastaven
na 110 °C, takze vytéznost celého analytického postupu ¢ini 53,96 %, respektive 78,75 %.

71



Tabulka 14: Vytéznost analytického postupu pii 2 riznych teplotach PSE extrakce

4.1.5.1 Identifikace deuterovanych standardii

Teplota || Cislo méfeni Vyteznost [Vl
MX-D15 | AHTN-D3
1. méfeni 57,61 64,04
2. méfeni 67,95 65,88
80 °C 3. méfeni 56,80 62,77
Primeér 60,79 64,23
RSD [%] 10,23 2,44
1. méfeni 45,15 83,10
2. méfeni 55,10 77,75
10 °C || 3. méfeni 61,64 75,41
Pramér 53,96 78,75
RSD [%] 15,39 5,00

Tabulka 15: Udaje potiebné pro identifikaci deuterovanych standardt

Analyt

Identifikacni ionty (m/z)

Kvantifika¢ni ion (m/z)

Retencni ¢as [min]

MX-D15

293,294, 312

294

12,64

AHTN-D3

190, 246, 261

246

12,80

Abundance
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800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

Time-->

MX-D15

TIC: DEUTERD

AHTN-D3

I e e T A A e o e e e N B e o e
12.00 12.20 12.40 12.60 12.80 13.00 13.20 13.40 13.60 13.80 14.00

Obrazek 16: Chromatogram ukazujici rozdelent deuter. standardit MX-D15 a AHTN-D3




Abundance

Scan 2676 (12668 min): DEUTERD
160000 294

150000
140000
130000
120000
110000
100000
90000
80000
70000
60000
50000
40000

30000 136
66 g2 98 122
110 154 312
‘ 170 248 o6
“\H\‘H\“H‘M“HMH‘w‘\\‘\

182
LLl] . “H\ ‘2\\(‘)%14\-2;\30 ‘ I \\\“ ?$2 1

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

20000

10000 54 ‘
(0] ‘J$MWW

m/z-->

Obrazek 17: Hmotnostni spektrum MX-D15
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Obrazek 18: Hmotnostni spektrum AHTN-D3
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4.1.6 Nejistoty analytickych vysledki

Nejistota métfeni vyjadifuje miru spolehlivosti vysledkii. Nejistota je definovana jako
parametr piidruzeny vysledku méteni, ktery charakterizuje rozptyleni hodnot, které mohou
byt divodné pfisuzovany k méfené veli¢in€é. Proces odhadu nejistot je Casto slozity. Cely
proces lze rozdé€lit do ¢asti: specifikace méfené veliCiny (napf. koncentrace), identifikace
zdroju nejistoty, kvantifikace nejistoty a vypocet kombinované nejistoty. Existuji 2 zakladni
postupy odhadu nejistot: ,,zdola-nahoru* a ,,shora-doli*“. Postup ,,zdola-nahoru* (,,slozka po
sloZce*; ,,bottom-up*) spocivéd v identifikaci a kvantifikaci nejistot pochdzejicich ze vSech
individualnich zdroja. Tento postup lze aplikovat zejména pfi feSeni jednodussich problémii.
doli* (,,top-down). V ramci tohoto postupu se nevyhodnocuji nejistoty pochazejici
z kazdého jednotlivého zdroje, ale vyuZzivaji se vyhradné souhrnné udaje vyjadiujici celkovy
vliv jednotlivych zdroji. Mezi udaje, které Ize vyuzit k odhadu nejistoty postupem ,,shora-
dolti** patii opakovatelnost, vytéznost a reprodukovatelnost.

Vyhodnoceni nejistot postupem ,,shora-doli* bylo pouzito i1 v této praci. VSechny vypocty
byly provedeny podle literatury [47]. Opakovatelnost byla stanovena ze série méteni realného
vzorku (stejny vzorek proméfen 5x). Vytéznosti analytl byly stanoveny v kapitole 4.1.5
(kvali chybéjicimu deuterovanému MK nebylo mozno ur€it vytéznost pro tento analyt;
protoze vSak jde o sloueninu strukturné i vlastnostmi podobnou MX, byla pouzita pro
vypocet nejistot MK vytéznost MX) [47].

Tabulka 16: Nejistoty analytickych vysledkt

Analyt r[%] R [%o] u(R) [%] u. [%o]
MX 8,47 53,96 13,29 15,76
AHTN 9,66 78,75 6,13 11,44
MK 7,53 53,96 13,29 15,28
(¢! opakovatelnost vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka
o R vytéznost pro dany analyt
e u(R); nejistota vytéznosti
® Uy kombinovana nejistota celého analytického postupu
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4.1.7 Optimalizace gelové permeacni chromatografie
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Obrazek 19: Optimalizace GPC

Optimalizace GPC byla provedena podle navodu v kap. 3.3.6. Z uvedeného obrazku
ptekrytych chromatogrami je patrné, Ze musk slouceniny jsou eluovéany z kolony v ¢asovém
rozmezi 14-25 min (vrchol piku: 19,680 min). Pfi zohlednéni urcité rezervy byl zvolen
postup, v ramci kterého budou frakce ze vSech redlnych vzorkl odebirany v ¢asovém rozmezi
13-29 min. Z obrazku je také vidét, ze touto volbou dojde k separaci od ptritomnych lipidd,
coz bylo hlavnim cilem pouZiti GPC. Lipidy eluuji z kolony jiz v ¢ase 7-12 min, vrchol piku
je v ¢ase 10,388 min.

Optimalizované podminky GPC:
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X/
L X4
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X/
L X4

Nastfikovany objem:
Mobilni faze:

Pritok mobilni faze:
UV-VIS detektor:
Sbér frakce s analyty:
Doba analyzy:

100 pl
chloroform
0,6 ml/min
254 nm
13-29 min
35 min
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4.1.8 Stanoveni analyti v realnych biotickych vzorcich

Reélné vzorky tvofi ryby specifikované v kapitole 3.3.3. Tyto vzorky byly podrobeny
analytickému postupu (viz kap. 3.3.5) a obsah sledovanych musk sloucenin byl stanoven
pomoci GC / MS (pouzivany program - viz kap. 4.1.2). Dosazené vysledky shrnuji kapitoly
4.1.8.1-4.1.8.4. Vypocty byly provedeny pomoci kalibra¢nich kiivek (viz kap. 4.1.1) se
zohlednénim ,,zfed’ovani béhem analytického postupu (viz. kap. 3.3.5).

4.1.8.1 Musk xylen

Tabulka 17: Zastoupeni MX v biotickych vzorcich

¢ (MX) [ng/kg Zv.]

Vzorek |pe—om oo v oo o T == e (oo e e -
svalovina [ RSD [%]; kiiZe RSD [%]; vnitinosti | RSD [%]
Rybac. 1 || 430,17 43,64 1 312,17 28,71 V1 I
Rybad. 2 || 52,80 6,97 ) 51,53 3341 ) 35872 16,18
Rybaé. 3 || 32,69 672 4 nd m Y 116,69 7,35
Ryba& 4 | 40,56 1,63 | nd Iy 6481 9,98
Rybad 5 | 3617 | 1518 ; nd /)y nd 1
Ryba &. 6 /1 i) 36,99 2,08 ; nd /1
Vyskyt MX ve vzorcich ryb

= 500 -

>

PN

v 450 -

=

2 400 - :

: O svalovina
350 - ] mkuze
300 - O wnitfnosti
250
200 -
150 -
100 -
50

0
Ryba¢.1 Rybac¢.2 Ryba¢.3 Rybac¢.4 Rybac¢.5 RybaCc.6
Vzorek

Graf 5: Vyskyt musk xylenu ve vzorcich ryb

76



4.1.8.2 Tonalid

Tabulka 18: Zastoupeni AHTN v biotickych vzorcich

¢ (AHTN) [ug/kg Z.v.]
Vzorek |fe—ceecmmommemmemms " Sttt gl tuly YTy eyt
svalovina [RSD [%]] kizZe RSD [%]; vnltrnostl RSD [%]
Ryba¢. 1 || 277,51 47,86 % 23990 | 3983 Vs /11
Ryba¢. 2 | 130,07 | 26,78 } 54,98 12,38 } 513,92 15,50
Rybaé.3 | 284,75 1428 ¥ 242,61 2282 } 50526 | 42,41
Rybad 4 || 41229 | 083 ) 31502 | 9,02 ) 124511 | 21381
Rybad. 5 | 89,29 8,52 1 6740 0,99 | 381,45 11,50
Ryba &. 6 /1 ) 25,07 222 ) 18573 5,61
Vyskyt AHTN ve vzorcich ryb
— 1400 -
=
N
=1)] N
& 1200 -
=]
3. X
— @ svalovina
“ 1000 A .
m kGze
O wnitfnosti
800
600 -
400 -
200 -
0,
Ryba¢.1 Ryba¢.2 Ryba¢.3 Ryba¢.4 Rybac¢.5 Rybac.6
Vzorek

Graf 6. Vyskyt tonalidu ve vzorcich ryb
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4.1.8.3 Musk keton

Tabulka 19: Zastoupeni MK v biotickych vzorcich

¢ (MK) [ug/kg Z.v.]

Vzorek |f—-—- N E T NETOR IRttt Tt tattuty etwairen Riudiatymy

svalovina [RSD [%]] kizZe RSD [%]] vnitinosti | RSD [%]
Ryba¢. 1 || 152,82 455 } 71,74 1544 % 1 1
Ryba&. 2 || 29,87 26,77 V27,14 1955 } 32,19 32,43
Ryba&. 3 | 20,39 727 ' nd gV nd I
Rybac. 4 || 20,17 0,77 y nd /7 nd 1
Ryba ¢. 5 nd o 4337 507 ) nd /1
Ryba &. 6 /1 ) 19,81 11,97 4 1934 9,20

Vyskyt MK ve vzorcich ryb

O svalovina
120 - m kGze

O wnitfnosti

60 -

40 -

. i ﬂlll

Ryba¢.1 Rybac.2 Rybac¢.3 Rybac¢.4 Rybac¢.5 Rybac.6

Vzorek

Graf 7: Vyskyt musk ketonu ve vzorcich ryb

4.1.8.4 Souhrn vysledkii a diskuze

Graf ¢. 8 shrnuje dosazené vysledky stanoveni vybranych musk sloucenin v biotickych
vzorcich. Do stejného grafu byly pfidany hodnoty mnozstvi tuku v jednotlivych vzorcich,
aby bylo mozno Iépe porovnat vzdjemnou souvislost.
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Piehled zastoupeni musk slouc¢enin ve vzorcich
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Graf 8: Prehled zastoupeni musk sloucenin ve vzorcich



Z dosazenych vysledkl je patrné, Ze vyskyt sledovanych musk sloucenin v jednotlivych
vzorcich ryb je velmi individualni. Je to logické; ptestoze byly odebrany ryby ze stejné
lokality, je mnozstvi pfitomnych kontaminantl (tedy i musk sloucenin) zdvislé nejen na
druhu, pohlavi a stafi ryb, ale zejména na zpiisobu Zivota danych jedinct a jejich metabolismu
(proto jsou i v této praci nachdzeny rtizné koncentrace i u piislusSnikii stejného druhu — cejna
velkého). Vyssi obsahy hodnocenych analytl lze tedy ocekéavat u jedinct, ktefi se urcitou
dobu svého Zivota pohybovali v oblasti s vy$§im vyskytem musk; rovnéz ryby Zzijici spiSe u
dna mohou vykazovat vyssi obsahy musk sloucenin, a to z ditvodu zvySeného vyskytu musk
sloucenin v sedimentech. Hlavni vliv na obsah musk sloucenin v rybach vSak mé slozeni
jejich potravy. Musk slouc¢eniny se ve vod¢ snadno sorbuji na malé organické Castice, kterymi
se zivi plankton. Pokud je ryba vSezrava a Zivi se proto i planktonem (plati i pro vzorky ryb
této prace), znamena to zvySené riziko kontaminace musk slouceninami. Divodem je
zakoncentrovani musk sloucenin v planktonu a nasledné ve tkdnich drobnych vodnich
zivocicht (se stoupajici trofickou trovni roste i obsah musk sloucenin, jak je bézné i u jinych
typtt POPs). To Ize vy¢ist i1 ze sledovanych koncentra¢nich trovni (dosaZené i v této praci) —
zatimco obsah musk slouc¢enin ve vodach je vtadech pg/ml-ng/ml (pfipadné analyt nebyl
detekovatelny), tak v rybach se jiz vyskytuji koncentrace piredstavujici desitky az stovky
ug/kg zivé hmotnosti. To svéd¢i o schopnosti bioakumulace téchto slouc¢enin. Bioakumulace
je divodem, pro¢ nachizime v biotickych vzorcich nékteré musk slouceniny (v této praci:
MX, MK), které vSak nebyly detekovany ve vodé, odkud ryby pochazi. Z dosazenych
vysledkt Ize vyvodit nésledujici obecné zavéry:

Nejvyssi obsah nitro-musk slouc¢enin (MX, MK) byl nalezen u vzorku ryby ¢. 1 (plotice
obecnd). Musk xylen (MX) se vyskytoval ve svaloviné vSech vzorka ryb. V kizi byly
nalezeny relativné malé obsahy MX, ptipadn¢ zde tento analyt nebyl vibec detekovan.
Obsahy MX v ktizi a svaloviné jsou srovnatelné; vnitinosti obsahuji obecné vys$si mnoZstvi
MX nez svalovina s kiizi (ov§em velmi zavisi na typu vnitinosti — napft. jikry ze vzorku ¢. 2
obsahuji vysoké mnozstvi MX). Obsah musk ketonu (MK) byl ve vzorcich velmi
ze vSech 3 sledovanych analytl; vfadé ptipadech nebyl vibec detekovan. Zastupce
polycyklickych musk sloucenin tonalid (AHTN) byl pfitomen ve vSech analyzovanych
tkanich vSech vzorkl ryb. Zaroven jeho nalezené koncentrace ve tkanich byly nejvyssi, a to
pii porovnani s ostatnimi sledovanymi analyty (MX, MK). To plné¢ koreluje s dosazenymi
vysledky z analyzy odebranych vzorkl vod (viz. kapitola 4.2.2). Nalezené koncentrace AHTN
ve vodé¢ 1 biotickych vzorcich tedy potvrzuji ubikvitarni a nezanedbatelny vyskyt AHTN
v zivotnim (zejména akvatickém) prostfedi. Zaroven je z vysledkl patrné, ze koncentrace
polycyklick¢ musk slouceniny tonalidu pievySuje koncentrace nitro-musk sloucenin, coz
souvisi s historii pouzivani jednotlivych typti musk sloucenin (nitro-musk slouc¢eniny jsou od
90.let 20.stoleti razantné omezovany anahrazovany pravé polycyklickymi musk
slouc¢eninami). Nejvetsi kontaminace tonalidem byla prokazana u vzorku ryby €. 4 (zejména u
vnitinosti). Obecné se nejvice tonalidu vyskytovalo ve vnitfnostech, méné pak ve svaloviné a
nejméné v kiizi (koncentrace AHTN ve svaloving a kiizi jsou srovnatelné).

Prestoze jsou musk slouceniny lipofilni, tak nebyla jednoznacné prokazana souvislost mezi
obsahem tuku v tkani a obsahem musk sloucenin. Urc¢itou souvislost 1ze pozorovat u vzorku
¢. 6, jehoz kize 1 vnitfnosti obsahuje malo tuku a proto i zastoupeni musk sloucenin je u
tohoto vzorku nizké; ovSem kvtli absenci vzorku svaloviny a odliSnosti druhu ryby nelze ani
v tomto ptipad¢ ucinit jednoznaény zaver.
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4.2 Voda

4.2.1 Kalibrace pro SPME

Kalibrace byla provedena postupem uvedenym v kap. 3.4.1. Stanoveni vytéZnosti SPME
nebylo pro kone¢né vyhodnoceni redlnych vzorka zapotiebi, protoze kalibrace pouzivané pro
vyhodnoceni jiz v sobé zahrnuji korekcei na vytéZznost.

Tabulka 20: Data potiebnd k sestrojeni kalibra¢nich ptimek

Koncentrace Signal (plocha)

ngml | MX__ | . AHTN |~ MK |
0,05 7294 34880 258
0,10 11148 52863 557
1,00 25380 230285 1749
2,50 43875 565091 6136
4,00 59833 1021871 9518
5,00 83939 1237704 12027
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60000 -
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10000 b4

Kalibraéni kiivka MX (SPME)
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R* =0,9861

X

Koncentrace [ng/ml]

Graf 9: Kalibracni krivka musk xylenu (SPME)
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Graf 10: Kalibracni kiivka tonalidu (SPME)
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Graf 11: Kalibracni kiivka musk ketonu (SPME)
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4.2.1.1 Urcéeni LOD a LOQ z kalibracnich kiivek

Urceni LOD a LOQ bylo provedeno dle rovnic v kapitole 4.1.1.4.

Tabulka 21: Meze detekce a meze stanovitelnosti pro analyzu vody (SPME)

Latka Smérnice KK | Sum z KK LOD LOQ
[ng/ml] [ng/ml]

MX 14244,12 20 0,0042 0,0140
AHTN 245469,61 200 0,0024 0,0081
MK 2389,69 11 0,0138 0,0460

[RA4

4.2.2 Vyhodnoceni realnych vzorki vod

Vramci této prace byly zjiStovany musk slouceniny ve 3 realnych vzorcich vody
specifikovanych v kapitole 3.4.4. Tyto vzorky byly zpracovany pomoci optimalizovaného
analytického postupu (viz kap. 3.4.5) a obsah sledovanych musk sloucenin byl stanoven
pomoci GC / MS (viz kap. 3.4.3). Vyhodnoceni probihalo pomoci kalibra¢nich kiivek
uvedenych v kapitole 4.2.1. DosaZzen¢é vysledky shrnuje tabulka €. 22 a graf ¢. 12.

Tabulka 22: Obsah analyta ve vzorcich vod

¢ (vzorek ¢. 1) | RSD ! ¢ (vzorek ¢. 2) | RSD ! ¢ (vzorek ¢. 3) | RSD

Analyt |ee—e———- e e === =1 T === —r
[ng/ml] [Yo] § [ng/ml] [%] 5 [ng/ml] [%o]
MX nd i nd m nd 1
AHTN 0,0135 1642 ) 00197 427 V00132 31,46
MK nd o nd my nd 11l
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Zastoupeni MUSK ve vzorcich vod (SPME)
= 0,025 -
E
on
)
[}
0,020 - o MX
B AHTN
O MK
0,015
0,010
0,005 -
0,000
Vzorek €. 1 Vzorek €. 2 Vzorek €. 3

Graf 12: Zastoupeni sledovanych MUSK sloucenin ve vzorcich vod (SPME)

Zdrojem musk slou¢enin v Brnénské piehradé mohou byt lokalni COV umisténé na fece
Svratce. Z uvedenych vysledkl je zifejmé, ze v danych vzorcich vod byl detekovan pouze
tonalid (AHTN) v koncentracich 0,0132-0,0135 ng/ml vody. Koncentrace tonalidu je ve vSech
ttech vzorcich vody srovnatelnd (mista odbéri byla relativné blizko sebe, takze vysledky
potvrzuji rovnomérnou distribuci tonalidu v celé lokalit¢); mirn€ zvysSend je koncentrace
ve vzorku €. 2. Musk xylen a musk keton nebyly detekovany ani v jednom vzorku, z ¢ehoz lze
ucinit zavér, ze v dané lokalité¢ v mist¢ odbéru vzorki (viz kap. 3.4.4) voda neobsahuje tyto
slouCeniny, respektive jejich pfipadny obsah je pod mezi detekce dané metody, kterd Cini
pro MX 0,0042 ng/ml a pro MK 0,0138 ng/ml (viz kap. 4.2.1.1). Nedetekovatelny obsah MX
a MK souvisi s tim, Ze pouzivani nitro-musk sloucenin je jiz od devadesatych let razantné
snizovano a v soucasnosti jsou tyto musk slouc¢eniny nahrazovany ptedevsim polycyklickymi
musk slouceninami (coz dokumentuje vyskyt tonalidu ve vSech 3 analyzovanych vzorcich).
Nedetekovatelny obsah MX a MK v samotné vod¢ lze vysvétlit také tim, ze tyto slouceniny
podléhaji anaerobni metabolizaci a rovnéz se vazou na jemné Castice (organického pivodu)
pritomné ve vod¢; popiipade se kumuluji v sedimentu nebo biotické tukové tkani a podlé€haji
biodegradaci a v urcité mife i fotolyze. Z vysledkl a uvedenych skutecnosti vyplyva, Ze obsah
samotnych MX a MK je v dan¢ lokalité odbéru vzorka nulovy nebo bezvyznamny.
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5. ZAVER

Syntetické analogy pizma (SAPZ; musk slouéeniny) jsou §iroce pouzivany pro aromatizaci
nejriznéjSich spotiebnich produktl, jako jsou napf. praci praSky, mydla a kosmetika.
Ubikvitarni vyskyt téchto lipofilnich syntetickych latek ve vodnich ekosystémech je
disledkem trvalého a relativné masivniho uvoliiovani z domacnosti do komunalnich
odpadnich vod. V organismu ryb jsou tyto slouceniny z vody zakoncentrovany a uloZeny
napt. v tukové tkani. Cast slouenin miZe byt metabolizovana na polarn&j§i produkty,
které jiz mohou byt v pribéhu Zivota z téla vyloudeny [29]. Rada studii vSak dokazuje
nepiiznivé G¢inky SAPZ na Zivotni prostfedi a vie nasvédéuje tomu, Ze mohou mit i negativni
ucinky na ¢lovéka. Souhrnny dopad syntetickych musk sloucenin na zivotni prostfedi a
Clovéka je vSak dosud nezndmy, a proto jsou musk slouceniny predmétem intenzivniho
mezinarodniho vyzkumu [30].

Predkladana diplomova prace se zabyva stanovenim koncentrace tii klasickym musk
slou¢enin (MX, MK, AHTN) v biotickych vzorcich (rybach) a ve vodé¢, odkud biotické
vzorky pochazi. Prvnim a stéZejnim krokem prace vSak byla optimalizace celého analytického
postupu umoznujici izolaci, identifikaci a kvantifikaci studovanych analytd. Bé&hem
optimalizace byl rovnéz kladen diraz na minimalizaci doby analyzy, na eliminaci chyb béhem
celého postupu, na zabrdnéni kontaminace z vnéjSiho prostfedi a v rdmci moznosti i na
omezeni vzniku odpadu. Biotické vzorky tvorily tkané (kiize, svalovina, vnitinosti) 6 jedincii
ryb, které byly odloveny v listopadu 2007 z Brnénské piehrady. Ze stejné lokality byly
odebrany dne 10.5.2009 tfi vzorky vody. Analyza vzorkli vod byla provedena pomoci
mikroextrakce tuhou fazi (SPME); analyticky postup stanoveni musk sloucenin v biotickych
vzorcich zahrnoval tlakovou extrakci (PSE) a precisténi gelovou permeacni chromatografii
(GPC). U obou typii vzorkl tvotila analytickou koncovku plynova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni detekci (GC/MS). Dosazené vysledky prace lze shrnout do nasledujicich bodi:

» Byl vypracovan a ovétfen Uspésny Cistici postup pro laboratorni sklo i ostatni pouzivané
nastroje, ktery vyloucil riziko vnéjsi kontaminace vzorkd.

» Byla provedena vicebodova kalibrace standardl pro stanoveni vybranych musk slou¢enin
v biotické tkani. Hodnoty spolehlivosti R* kalibraénich piimek se pohybuji v rozmezi
0,9907-0,9983. Zaroven byly ur€eny hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti pro
jednotlivé analyty.

» Byla provedena vicebodova kalibrace standardi pro stanovovani vybranych musk
sloucenin ve vodé¢ pomoci SPME. Bylo nutné vyfesSit problém nemisitelnosti standardil
(v cyklohexanu) s vodou [pomoci acetonu]. Hodnoty spolehlivosti R* kalibra¢nich piimek
se pohybuji v rozmezi 0,9861-0,9959. Zaroven byly vypocteny hodnoty meze detekce a
meze stanovitelnosti pro jednotlivé sledované analyty. Metoda SPME (desorpce z vlakna)
poskytuje o 1-2 fady niz§i LOD (LOQ) neZ metoda pro stanoveni v biotickych vzorcich
(ptimy nastfik).

» Byl vytvofen program pro analytickou koncovku na GC/MS zarucujici spolehlivou
identifikaci a kvantifikaci sledovanych analytii pochéazejici z biotické matrice, respektive
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zvody. Pro identifikaci bylo nutné znat kvantifikacni ionty sledovanych analyth
(z hmotnostnich spekter); zaroven bylo nutné zjistit z chromatogramu jejich retenc¢ni ¢asy.

» Bylo ovéfeno pouziti podminek pro SPME podle prace [33] — tyto podminky byly potom
pouzivany pro stanoveni analytl ve vodé pomoci SPME.

» Bylo provedeno stanoveni sledovanych analyti ve vzorcich vod pomoci metody SPME.
Bylo prokazano, ze ve vSech 3 vzorcich byl pfitomen tonalid (AHTN) v koncentracich
0,0132-0,0197 ng/ml. Musk xylen (MX) ani musk keton (MK) nebyl detekovan v Zzadném
vzorku, z ¢ehoz lze usuzovat na nulovy nebo bezvyznamny vyskyt téchto nitro-musk
sloucenin v samotné vod¢. Pfi¢inou muze byt razantni omezovani pouziti nitro-musk
slouc¢enin od 90. let 20. stoleti. Za nedetekovatelny obsah v samotné vodé miize byt
zodpovédna 1 jejich schopnost podléhat anaerobni metabolizaci (degradaci), schopnost se
vazat na pritomné organické Castice, ptipadné moznost podléhat fotodegradaci (fotolyze).

» Byl optimalizovan analyticky postup pro stanoveni musk sloucenin v biotické tkani.
Pro tlakovou extrakci (PSE) bylo jako rozpoustédlo zvolen cyklohexan; optimalizovana
teplota extrakce byla 110 °C. Pii této teplot¢ je vytéznost celého postupu stanoveni
78,75 % (pro AHTN-D3), respektive 53,96 % (pro MX-D15). Pro zjistovani vytéznosti
musel byt upraven program na GC/MS (zahrnuti kvantifikaénich iontd 246 a 294
do rezimu SIM). Dale byla optimalizovdna metoda gelové permeacni chromatografie

yoqe e

(GPC), ktera byla pouzita jako Cistici technika (zejména pro odstranéni lipidu).

» Byly urCeny nejistoty analytickych vysledkii a opakovatelnost (u stanoveni biotické
tkan¢). Opakovatelnost byla vypoctena v rozmezi 7,53-9,66 %, z ¢ehoZ vyplyva moznost
reprodukovatelnosti metody.

» Byl stanoven obsah tuku v jednotlivych biotickych vzorcich (pomoci Soxhletovy extrakce
s pouzitim petroletheru jako rozpoustédla). Obsah tuku ve vzorcich se pohyboval
v rozmezi 1,70-16,54 %. Obecné lze za tkan obsahujici velké mnozstvi tuku povazovat
kazi, ovSem 1 vnitinosti n€kterych ryb obsahuji velké mnozstvi tuku. Souvislost mezi
mnozstvim tuku ve tkani a obsahem musk slouc¢enin nebyla prokézana.

» Bylo provedeno stanoveni sledovanych analyti v realnych biotickych vzorcich pomoci
optimalizovaného analytického postupu. Zjisténé koncentrace sledovanych analyti se
v biotickych vzorcich (rybach) pohybovaly v téchto mezich:

e MX (svalovina):  32,69-430,17 ng/kg z.v.

e MX (ktze): nd-312,17 pg/kg z.v. (nejnizsi nalezend koncentrace: 36,99 ug/kg z.v.)
e MX (vnitfnosti):  nd-358,72 ug/kg z.v. (nejnizsi nalezena koncentrace: 64,81 ng/kg z.v.)
e AHTN (svalovina): 89,29-412.29 ng/kg z.v.

e AHTN (ktze): 25,07-315,02 pg/kg z.v.

e AHTN (vnitinosti): 185,73-1245,11 pg/kg z.v.

e MK (svalovina):  nd-152,82 ug/kg z.v. (nejnizsi nalezena koncentrace: 20,17 ng/kg z.v.)
e MK (ktze): nd-71,74 ng/kg zZ.v. (nejnizsi nalezena koncentrace: 19,81 pg/kg z.v.)

[RA4

e MK (vnitfnosti):  nd-32,19 pg/kg z.v. (nejnizsi nalezena koncentrace: 19,34 ug/kg z.v.)
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Z vysledki je patrné, Ze zastoupeni sledovanych musk slou€enin v biotickych vzorcich je
velmi individudlni. Zastoupeni analytd ovliviiuje nejen druh ryby a typ tkané, ale také
napiiklad zplisob Zivota dané ryby (obyvana lokalita) a sloZeni stravy. Obecné lze fici,
ze tonalid (jako predstavitel polycyklickych musk sloucenin) byl nalezen ve vSech vzorcich
itypech tkéani, zatimco nitro-musk slouceniny (MX, MK) nebyly vftad¢ ptipadd vibec
detekovany a navic byly vétSinou prokazovany v nizSich koncentracich. Toto zjisténi uzce
souvisi s vysledky stanoveni sledovanych analyti ve vodé (pomoci SPME), kde byl
detekovan pouze tonalid. Ze srovnani koncentrac¢nich rozmezi vyskytu sledovanych analyti
ve vodé a biotické tkani jasné vyplyva schopnost bioakumulace sledovanych musk sloucenin.

Tato diplomovéa prace svymi konkrétnimi vysledky potvrzuje obecné znama fakta o
vyskytu musk sloucenin ve vodnim ekosystému a dava prostor pro dalsi studie tykajici se
jejich toxicity, osudu v zivotnim prostiedi 1 expozice obyvatelstva, které piispéji ke
kone¢nému posouzeni vlivu musk sloucenin na zivotni prostiedi.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AED atomovy emisni detektor

AFID plamenovy ionizacni detektor s alkalickym kovem
AHTN tonalid

AHTN-D3 deuterovany tonalid

AMX amino-musk xylen

ASE technika zrychlené extrakce rozpoustédlem
CAS identifika¢ni Cislo slouceniny podle ,,Chemical Abstracts Service*
CI chemickd ionizace

cov Cisticka odpadnich vod

DNA deoxyribonukleova kyselina

ECD detektor elektronového zachytu

EI elektronova ionizace

EPA americka organizace: Environmental Protection Agency
ESI elektrosprej

EU Evropska unie

FAB ionizace urychlenymi atomy

FI ionizace polem

FID plamenovy ionizacni detektor

FMW fokusovana extrakce pomoci mikrovin (otevieny systém)
GC plynova chromatografie

GLC plynova rozdélovaci chromatografie

GPC gelova permeacni chromatografie

GSC plynovéa adsorpéni chromatografie

Hb hemoglobin

HHCB galaxolid

HPLC vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
HRMS analyzator s dvojitou fokusaci

ICR iontova cyklotronova rezonance

IT iontova past

IUPAC Mezinarodni unie pro €istou a uzitou chemii
KK kalibra¢ni kiivka

Kow rozdélovaci koeficient n-oktanol / voda

LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti (kvantifikace)

MAE extrakce pomoci mikrovln (uzavieny systém)
MALDI ionizace laserem za G¢asti matrice

MASE mikrovinna extrakce s pouzitim rozpoustédla
MK musk keton

MS hmotnostni spektrometrie

MUSK syntetické vonné slouceniny

MX musk xylen

MX-D15 deuterovany musk xylen

MXR multi-xenobioticka rezistence

nd nedetekovano (pod mezi detekce)
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NOEC
LDs
OCP
PCB
PCDDs
PCDFs
PDMS
PFE
PID
PLOT
POPs
PSE
pTDI
Q

RP
SAPZ
SCAN
SCOT
SEC
SFE
SIM
SPE
SPMD
SPME
TCD
TNT
TOF
TSI
UV zareni
WCOT
7P

nejvyssi koncentrace nezplsobujici pozorovatelny uc¢inek na organismus
letalni davka, pti které zahyne 50 % testovanych organismt
organochlorované pesticidy

polychlorované bifenyly

polychlorované dibenzo-p-dioxiny

polychlorované dibenzofurany

polydimethylsiloxan

technika zrychlené extrakce rozpoustédlem

fotoionizac¢ni detektor

kolona s vrstvou pevného sorbentu na vnitini sténé
perzistentni organické polutanty

technika zrychlené extrakce rozpoustédlem

ptedbézny tolerovatelny denni piijem

kvadrupol

rozliSovaci schopnost

syntetické analogy pizma

rezim hmotnostniho analyzatoru pro snimani celého spektra
kolona s kapalnou stacion. fazi zakotvenou na povrchu pevného nosice
chromatografie stérické vyluky

extrakce tekutinou v nadkritickém stavu

rezim hmotnostniho analyzatoru pro monitorovani vybranych iontl
extrakce pevnou fazi

vzorkovac na principu membranové extrakce
mikroextrakce tuhou fazi

tepelné vodivostni detektor

trinitrotoluen

praletovy analyzator

thermospre;j

ultra-fialové zateni

kolona s kapalnou stacionarni fazi

zivotni prostiedi
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8. SEZNAM PRILOH

Piiloha I

Brnénska prehrada se zaznacenymi misty odbérti vody pro SPME [48]
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9. PRILOHY
Priloha 1
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