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Uvod

Syntetické musk slouceniny zacaly byt pouzivany
jako alternativa drahého pfirodniho pizma a zahrnuji Siro-
kou $kélu strukturng heterogennich slou¢enin'. Ve znagné
mife jsou pouzivany jako vonné piisady do rtznych pro-
duktti osobni péce a do Cisticich prostiedkil. V soucasnosti
je zaznamendvan hojny vyskyt téchto latek v Zivotnim
prostiedi’, pfedevsim ve vodnim ekosystému. Kontamina-
ce vSech sloZzek vodniho ekosystému, tj. vody, sedimentu
i bioty, se jiz stala zdvaznym problémem i z hlediska eko-
toxicity3.

Musk slouceniny jsou povazovany za nové mikropo-
lutanty4. Nekteré z nich jsou diky svym vlastnostem, tj.
predevsim perzistenci v prostiedi, vyznamnému bioaku-
mula¢nimu potencidlu a toxickym uc¢inkiim na vodni orga-
nismy, ¢asto zafazovany mezi perzistentni organické polu-
tanty>°. Toxicita byla hodnocena predevsim u nitro- a po-
lycyklickych musk sloucenin. Akutni toxicita posuzova-
nych musk sloucenin je nizkd, hodnoty LDs, se u hlodavci
pohybuji v jednotkach gkg™. Musk ambrette vykazuje
fototoxické a neurotoxické ucinky, musk xylen indukuje
tvorbu jaternich nadort u my3i™®. U musk xylenu, musk
ketonu, galaxolidu a tonalidu byla potvrzena toxicita pro
vodni organismy’. Estrogenni efekt polycyklickych musk
sloucenin byl prokazan v in vitro testech s drapatkou vodni
(Xenopus laevis) a pstruhem duhovym (Onchorynchus
mykiss). Galaxolid a tonalid se fadi mezi potencionélni
endokrinni disruptory'®'".

Musk slouceniny jsou pravidelné detegovany v od-
padnich vodach, které tak znamenaji konstantni expozi¢ni
zdroj téchto latek. V nizkych koncentracich se nachazeji
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v ovzdusi a prachu. Popsany byly rovnéz v tukové tkani,
krvi a matefském mléce'?.

Na zakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti se synte-
tické vonné latky rozdéluji do ctyt skupin: nitro, polycyk-
lické, makrocyklické a alicyklické musk slouceniny'>.
Skupina nitromusk sloucenin se sklada ze substituovanych
dinitro- a trinitro- benzenovych derivati s alkyl-, keto-
nebo methoxyskupinou. K hlavnim zastupciim této skupi-
ny syntetickych vonnych latek patii musk xylen a musk
keton'*". Vzhledem k jejich toxicité a molekularni nesta-
bilit¢ se zacalo od jejich produkce ustupovat a postupné
byly tyto slouceniny nahrazovany polycyklickymi musk
slou¢eninami'®.

Strukturnim prvkem vSech polycyklickych musk slou-
¢enin je indanovy nebo tetralinovy skelet, ktery je substitu-
ovany predeviim methylovymi skupinami'’. Nejgast&ji
detegovanymi slouCeninami z této skupiny jsou galaxolid
a tonalid'®. Piirodnim pizmovym sloudenindm jsou svoji
strukturou nejblize makrocyklické moSusové latky, které
jsou tvofeny velkymi kruhy ketond nebo laktond'.
Alicyklické musk slou€eniny, zndmé také jako linedrni
musk slouceniny nebo cykloalkylestery, jsou relativné
novou skupinou syntetickych mosusovych latek. Hlavnim
divodem jejich syntézy byla snaha zamezit vysoké pro-
dukci nedegradabilnich a bioakumulativnich latek, jakymi
jsou nitro- a polycyklické musk slougeniny?.

SPME (solid-phase microextraction, mikroextrakce
na tuhou fazi) je extrakéni technika navrzena
J. Pawliszynem v roce 1989. Jednd se o techniku, kterd ma
mnoho vyhod; je jednoduchd, prakticka, bez pouZiti roz-
poustédel, presto vSak je dostatecné citliva pro stanoveni
stopovych mnozstvi kontaminanti, které jsou v zivotnim
prostiedi piitomny na trovni niz$i nez ngkg ' (ngl™).
SPME v podstaté predstavuje spojeni extrakce, zakoncen-
trovani a CiSténi do jednoho kroku. Z tohoto divodu se
snizuje riziko ztrat analytd, které je jinak b&ézné u tradic-
nich extrakénich metod, jako je napf. extrakce z kapaliny
do kapaliny. Navic byla metoda SPME jiZ pln€ automati-
zovéna, takze je vhodna i pro rutinni analyzy”'.

Peclivy vybér a optimalizace vSech extrakénich pod-
minek, jako je typ vlakna, teplota a doba extrakce, michani
vzorku, objem vzorku, objem head-space prostoru, ptida-
vek soli nebo uprava pH, vedou ke zvyseni citlivosti
a reprodukovatelnosti této metody. Obecné plati, Ze opti-
malni teplota zavisi na slozeni matrice a pouZzité stacionar-
ni fazi. Cas a teplota jsou parametry spolu tizce souvisejici,
napf. zvySeni teploty umozni krats§i expozicni ¢as, ¢imz se
urychli celkovy c¢as analyzy. Pridavek soli zvysi G€innost
extrakce snizenim rozpustnosti analytii ve vzorku, coz ma
za nasledek zvySujici se mnoZstvi analytli sorbovanych na
vldkno®™.

HS-SPME (head-space SPME) je komplexni multifa-
zovy rozdélovaci systém, ve kterém je dosahovano rovno-
vahy ve dvou systémech, a to mezi matrici vzorku
a plynnym prostorem nad vzorkem a mezi prostorem nad
vzorkem a stacionarni fazi. HS-SPME metoda je ve velké
mife pouzivana pro stanoveni té€kavych a polot€kavych
organickych slouenin pfitomnych v rtznych matricich.
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Ve spojeni s GC a HPLC byla tato metoda pouzita pro
analyzu latek ve vnitinim ovzdusi, ve spodnich vrstvach
troposféry, prumyslovych exhalacich a lidském dechu,
dale také ve vodé a biologickych vzorcich (rostlinnych
a zivoCiSnych tkanich a organismech, mikroorganismech
avkrvi)®.

Cilem ptedlozené studie bylo stanoveni vybranych
zastupcl line4rnich musk sloucenin ve vzorcich odpadni
vody pochazejici z &istirny odpadnich vod (COV) Veteri-
narni a farmaceutické univerzity Brmo a posouzeni u¢in-
nosti &istictho procesu pouzivaného na této COV.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Pouzivané ptistroje a zatizeni

SPME drzék pro manualni vzorkovani (Supelco,
Bellefonte, USA), SPME vladkna (Supelco, Bellefonte,
USA): 65 um Polydimethylsiloxan/Divinylbenzen
(PDMS/DVB), 100 um Polydimethylsiloxan (PDMS),
50/30 um  Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan
(DVB/CAR/PDMS), 85 um Polyakrylat, 7 um Polydime-
thylsiloxan (PDMS); plynovy chromatograf GC Agilent
6890N (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), hmot-
nostni detektor MSD 5973N (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA).

Chemikélie a standardy

Cyklohexan a aceton v €istot€ pro plynovou chroma-
tografii (Merck, Darmstadt, Némecko), chlorid sodny p.a.
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), standardy linear-
nich musk slou¢enin (AROMA Praha, a.s., CR): dihydro-
myrcenol (100 %), cyklohexylethylacetat (100 %), arofir
(100 %), cyclacet/jasmocyclen (100 %).

Vzorky

Vzorky odpadni vody byly odebirdny na COV situo-
vané v aredlu Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno
v obdobi od 4.2. do 13.2.2013. Odbér probihal
v pravidelnych ¢asovych intervalech a piedstavoval 24ho-
dinové slévané vzorky odebrané na pfitoku i na odtoku.
Vzorky byly odebirany do specialné vycisténych vzorkov-
nic z hnédého skla o objemu 0,5 1. Po odbéru z COV byly
vzorky neprodlené analyzovany v laboratofi. V pfipad¢, ze
nebylo mozné provadét analyzu ihned, byly vzorky ucho-
vavany pfi teploté 4 °C, nejdéle vSak po dobu 24 hodin.

Pracovni postupy

Priprava roztokii

Z jednotlivych standardii linearnich musk sloucenin
byly pripraveny zasobni roztoky o koncentraci 4 ug ml™'
rozpu§ténim v cyklohexanu. Z uvedenych roztoki byl
nasledné pfipraven smésny zasobni roztok rozpusténim
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v acetonu, ze kterého byla postupnym fedénim pfipravena
6bodovéa kalibracni piimka. Koncentrace jednotlivych
standardd byly voleny tak, aby jejich odezvy odpovidaly
pfedpokladané koncentraci v realnych vzorcich.

Mikroextrakce na tuhou fazi

Metoda SPME byla provadéna tak, ze do sklenénych
extrakcnich patron o objemu 22 ml byly pfedem navazeny
3 g chloridu sodného a poté bylo pfidano 14 ml netedéné-
ho a nefiltrovaného vzorku odpadni vody. Extrak¢ni patro-
ny byly uzavieny PTFE septem a ponofeny do vodni lazné
o teploté¢ 50 °C. Vzorky byly predmichavany po dobu
5 min, pti¢emz SPME jehla se jiz nachéazela v head-space
prostoru; poté bylo SPME vldkno (65 um PDMS/DVB)
vysunuto a nasledné probihala po dobu 30 min extrakce.
Po uplynuti této doby bylo vldkno vsunuto do davkovace
plynového chromatografu a probéhla vlastni analyza. Pro
kvantifikaci analytd byla pouzita metoda standardniho
pridavku. Objem standardniho ptidavku byl 100 ul pro
vzorek odpadni vody na pfitoku a 50 ul pro vzorek odpad-
ni vody na odtoku. Koncentrace jednotlivych standardi
byla nasledujici: dihydromyrcenol 60 ng ml™', cyklohexy-
lethylacetit Sngml™, arofir 02ngml™”, cyclacet/
jasmocyclen 1 ng ml™".

Plynove-chromatograficka analyza

Identifikace a kvantifikace analyti byla provadéna na
plynovém chromatografu s hmotnostnim detektorem. Pro
separaci byla pouzita kapildrni kolona DB-5SMS (20 m x
0,18 mm x 0,18 um, J. & W. Scientific, Folsom, CA,
USA). Podminky GS-MS byly optimalizovany na praco-
visti, kde se provadély analyzy a nasledné byly publikova-
ny**; v rimei této studie byl optimalizovan pouze teplotni
program. Pouzité parametry GC-MS analyzy byly nasledu-
jici: teplota davkovace 250 °C, splitless mod; konstantni
pritok nosného plynu He (0,8 ml min"); teplotni program
50 °C (3 min), 15°C min' do 80 °C (0 min), 5 °C min"’
do 120 °C (5 min), 20 °C min"' do 280 °C (1 min); celko-
vy Cas analyzy 27 min. Analyty byly kvantifikovdny za
nasledujicich podminek: elektronova ionizace pii 70 eV,
teplota iontového zdroje 230 °C, teplota kvadrupolu 150 °©
C, rezim SIM (m/z 59 pro dihydromyrcenol, 81 pro cyk-
lohexylethylacetat, 71 pro arofir a 66 pro cyclacet/
jasmocyclen).

Vysledky a diskuse
Optimalizace mikroextrakce na tuhou fazi

Vybér vlakna je jednim z nejdulezitéjSich parametri
metody SPME. Pti vybéru bylo k dispozici pét typli vldken
s rozdilnymi stacionarnimi fazemi: 65 pm Polydimethylsi-
loxan/Divinylbenzen (PDMS/DVB), 100 um Polydime-
thylsiloxan (PDMS), 50/30 um Divinylbenzen/Carboxen/
Polydimethylsiloxan (DVB/CAR/PDMS), 85 um Poly-
akrylat, 7 um Polydimethylsiloxan (PDMS). Pro kazdé
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Obr. 1. Chromatogram smésného standardu

vlakno bylo porovnavano provedeni head-space (HS)
a piimé ponoteni (DI). Postup byl podrobné popsan v me-
todické casti. Bylo prokazano, Ze u vSech pouzitych typt
vldken byly ziskdny mnohem lepsi vysledky pfi HS. Pro
nasledné analyzy bylo vybrano vlakno PDMS/DVB, které
poskytlo nejvyssi odezvy. Pii porovnani vhodnosti SPME
vlaken byly podminky sorpce i desorpce pro vSechny typy
vlaken shodné.

RovnéZz byl sledovan vliv vysolovani. Byla porovna-
vana ucinnost extrakce pii HS provedeni pro vSechna vlak-
na s ptidavkem a bez ptidavku soli. Téméf u vSech analytl
m¢él ptidavek soli ke vzorku vyznamny vliv a dochézelo ke
zvySeni odezev. Pfidavek soli pravdépodobné zvysuje
iontovou silu roztoku, ¢imz se snizuje rozpustnost analytil
a zvySuje se jejich rovnovazna koncentrace v plynné fazi.

Pro urceni nejvhodngjsi teploty sorpce byla sledovana
teplotni fada 20, 40, 50, 60, 70, 80, 90 a 100 °C. Se zvySu-
jici se teplotou dochéazelo k nartstu odezev, které se zvy-
Sovaly az do 50 °C. Pfi 100 °C uz bylo priikazné vyrazné
snizeni odezev u vSech analytd. Po porovnani v§ech ukaza-
teld souvisejicich se zvySovanim teploty byla jako nej-
vhodnéjsi zvolena teplota sorpce 50 °C.

Tabulka I

t, min

Doba vhodna k dosaZeni rovnovédhy mezi matrici
vzorku a vlaknem je poslednim parametrem, ktery bylo
tteba optimalizovat. Testovana fada byla nasledujici: 10,
20, 25, 30, 40, 50 a 60 minut. Odezvy stoupaly s rostoucim
¢asem sorpce u vSech analytd do 30 min. Jako optimalni
Cas sorpce byla proto zvolena doba 30 min (obr. 1).

Stanoveni musk slouc¢enin v odpadni vodé

Vyhodnocenim vysledkt analyz realnych vzorki bylo
zjisténo, ze béhem desetidenniho vzorkovani byly detego-
vany a kvantifikovany vSechny linearni musk slou¢eniny
na piitoku na COV, zatimco na odtoku z COV uz nebyly
prokéazany vSechny posuzované analyty. NejvyssSich kon-
centraci na pfitoku dosahoval po celou dobu vzorkovani
dihydromyrcenol, maximalni zji§t€éna hodnota byla cca
3 ug 1. U ostatnich analytdi byly hodnoty vyrazné nizsi,
pohybovaly se v rozmezi desetin aZ tisicin ug I"". Na odto-
ku byl ze vSech vzorkli odpadni vody kvantifikovan pouze
ve dvou piipadech cyclacet/jasmocyclen, zadny jiny analyt
nebyl v prubéhu celého sledovani na odtoku kvantifiko-

Pramérné koncentrace sledovanych musk slougenin na piitoku a na odtoku z COV

Analyt Pritok [ug 1"'] Odtok [ug1']*
minimum maximum prumeér minimum maximum primér
Dihydromyrcenol 0,346 3,008 1,208 <LOD <LOQ <LOQ
Cyklohexylethylacetat 0,001 0,117 0,026 <LOD <LOD <LOD
Arofir 0,001 0,034 0,008 <LOD <LOQ <LOQ
Cyclacet/jasmocyclen 0,002 0,319 0,075 <LOD 0,002 0,188

*<LOD - pod mezi detekce, <LOQ — pod mezi kvantifikace
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Tabulka II

Charakteristiky metody SPME ve spojeni s GC-MS

Analyt LOD*? LOQ" R*® Opakovatelnost
[ng 1] [ng1'] RSD [%]

Dihydromyrcenol 0,49 1,64 0,9926 5,64

Cyklohexylethylacetat 0,26 0,85 0,9923 5,70

Arofir 0,29 0,97 0,9904 7,26

Cyclacet/jasmocyclen 0,38 1,27 0,9928 6,28

*LOD - limit detekce, b LOQ - limit kvantifikace, © R? — koeficient determinace

van. Cyklohexylethylacetat nebyl na odtoku detegovan
zadny den. Dihydromyrcenol a arofir byly v nékterych
ptipadech na odtoku detegovany, nebyly ale kvantifikova-
ny, protoze se nachazely pod mezi kvantifikace. Minimal-
ni, maximalni a primérné koncentrace sledovanych analy-
tl na pritoku a na odtoku jsou uvedeny v tab. L.

Na podkladé ziskanych dat byla vyhodnocena uéin-
nost ¢&isticiho procesu piislusné COV. U vsech analytd,
s vyjimkou cyclacet/jasmocyclenu, bylo dosahovano u¢in-
nosti odstranéni nad 99 %. U cyclacet/jasmocyclenu se
ucinnost odstranéni pohybovala v rozmezi 49,20-99,50 %.
Rozmezi Gcinnosti je sice vysoké, ale zjisténa mnozstvi
jsou v souladu s pouZivanymi komer¢nimi piipravky obsa-
hujicimi sledované musk slouceniny. Opakovatelnost pou-
zité analytické metody byla hodnocena pomoci relativni
smérodatné odchylky. Jeji hodnoty, spolu s hodnotami
LOD, LOQ akoeficientu determinace, jsou uvedeny
v tab. II.

Zavér

V ptedlozené studii byl hodnocen vyskyt vybranych
zastupcd linearnich musk sloucenin v odpadnich vodach.
Soucasné byl posuzovan také vliv Cistirny odpadnich vod
na vodni ekosystém, ktery byl hodnocen na zéklad€ ucin-
nosti odstranéni sledovanych analytt z odpadni vody. Li-
nearni musk slouceniny jsou chemické slouceniny, které
v poslednich letech nahrazuji dfive pouzivané nitro- a po-
lycyklické syntetické vonné latky. Hlavnim dtvodem je-
jich aplikace je jejich snazsi odstranéni ze slozek zivotniho
prostiedi. Bylo prokdzano, Ze Cistirna odpadnich vod Vete-
rinarni a farmaceutické univerzity Brno je schopna tyto
latky z odpadni vody odstranit, v disledku ¢ehoz se dale
nedostavaji do zivotniho prostfedi a nemohou tak nasledné
negativné pusobit na zivé organismy. Vysledky rovnéz
prokazaly, ze syntetické vonné latky se vyskytuji téméf ve
vSech slozkach Zivotniho prostiedi, a proto je nutné tuto
skupinu latek neustale sledovat.

Tato prdace byla podporena projektem IGA VFU Brno
¢. 21/2013/FVHE.
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Letos stejné jako v piedchozich letech se i VSCHT Praha pfipojuje k celoevropské Noci védcd, ktera se tematicky
vaze k Mezinarodnimu roku svétla a svételnych technologii vyhlaSenému OSN.

Na VSCHT Praha se miizete t&$it na ukazky zajimavych experimenti, cely veder prednasek a diskuzi, pii nichZ se
nejen dozvite néco zajimavého a nového, ale zéroven se i pobavite.

Leto$ni prehlidka se na VSCHT Praha nese v duchu nazvu

,,BudiZ noc a budiz svetlo! “
Na popularné nauénych prednaskach, které zacinaji kazdou celou hodinu od 17 do 21 hodin, se navstévnici dozvedi,
kde vSude v béZném Zivoté se mohou potkat s chemo- ¢i fotoluminiscenci (a co to vlastné je) a dalsi zajimavosti ze
svéta chemie. Ti nejmladsi si u stanku naseho détského koutku ,,Zkumavka® budou moci vlastnorucné vyrobit lampi-
on. Pro vSechny vékové kategorie jsou pripraveny drobné darky, ti star$i budou moci ochutnat nase vlastni pivo La-
chout, protoze uvaftit dobré pivo je také véda!
Noc védci je tradic¢ni celoevropskou akci, pii nize se Ctvrty zafijovy patek oteviraji pracovisté riznych védeckych
instituci, laboratofi i vysokych $kol. Studenti i védci pfiblizuji navstévnikim védu z popularnéjsi stranky, ukazuji, kde
jeji vysledky pomahaji a davaji lidem ,,z ulice® moZnost popovidat si s védci samotnymi.
Akce je uréena vSem bez rozdilu veéku a vstup na akci je zdarma.
Vétime, ze Vas pro védu nadchneme stejné, jako -
v ptedchozich letech!
Program a dalsi informace na
http://www.noc-vedcu.cz/.
Kontakt VSCHT Praha: Ing. Hana Bartkové, PhD.,
hana.bartkova@vscht.cz
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