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1. UVOD

Diestery kyseliny ftalové jsou hojné uzivany jako zméekcovadla plasti. Byla zjisténa
jejich vsudyptitomnost v okolnim prostfedi a laboratorni studie prokazaly jejich skodlivost
pro Cloveka 1 zvitata. Tyto skutecnosti vedou ke zvySenému zajmu o provedeni dalSich
experimentl objastiujicich jednak piisobeni ftalati, ale také jejich uvoliiovani z materiald,

ve kterych jsou obsazeny.

Cilem této prace je vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni vybranych ftalati
pomoci kapilarni elektroforézy a nésledné vyuziti ke studiu vyluhii z plastovych lahvi.
Teoreticka cast prace shrnuje informace o kapilarni elektroforéze tykajici se predevSim
instrumentace, jednotlivych druhii uspotadani a zpiisobil jejich vyuziti a dale se zabyva

tématem ftalatt v¢etné jejich vyskytu, biologickych u¢inkl a moznosti analyzy.



2. TEORETICKA CAST

2.1. KAPILARNi ELEKTROFOREZA
Pojem kapilarni elektroforéza (CE) zahrnuje fadu metod, pii kterych dochéazi k

separaci latek v Gzké kapilafe vlivem elektrického pole.' Takto provedené separace mohou
byt velmi G¢inné, rychlé a vhodné pro nabité i elektroneutralni vzorky. Maji Siroké vyuziti

jak pii klinickych analyzach, tak v primyslu.?

2.1.1. HISTORIE

Elektroforéza coby separa¢ni metoda byla poprvé popsana v roce 1937 svédskym
biochemikem Arne Tiseliem®, ktery ji pouZil k rozdéleni proteind, za coZ ziskal roku 1948
Nobelovu cenu. Principem této metody je migrace nabitych Castic v elektrickém poli. Pri
Tiseliové uspotadani elektoroforézy v Sirokych trubickdch naplnénych roztokem vSak
nedochézelo k uplnému rozdéleni vzorku.* Béhem priichodu elektrického proudu vodivym
roztokem vznika Jouleovo teplo, které roztok ohiiva a zplsobuje konvektivni neboli
termalni difuzi. Dochazi tak k nechténému rozsifovani zon separovanych molekul
a zminovanému neuplnému rozdéleni. Pohyblivost iontl ve volném roztoku roste piiblizné
0 2 %/°C.> Vysoka teplota navic mize vést k degradaci n&kterych molekul. Z téchto divodi
je tieba vznikajici teplo minimalizovat ¢i rozptylit.® Jednim ze zptsobt, jak toho dosahnout,
je pouzitim antikonvektivnich ¢inidel, jako je napiiklad celulosa ¢i polyakrylamidovy gel.
Takovato separace biomolekul je vSak ve srovnani s jinymi analytickymi separanimi
technikami, napt. vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), zdlouhava a malo
efektivni.” Dal§im zptsobem rozptyleni vytvofeného tepla je pouZiti trubi¢ek nebo kapilar s
men$im pramérem.® Hjerten analyzoval $iroké spektrum vzorkd od anorganickych ionti
a nukleotidl az po proteiny ¢i viry v pufrem naplnénych trubickdch o maximalnim priméru
nckolika milimetrd. Proudéni tepla bylo navic ovlivnéno rotaci trubi¢ek kolem jejich

podélné osy.*



Na pocatku 80. let 20. stoleti potvrdili Jorgenson a Lukacsovd mozZnost
vysokoucinné elektroforetické separace zmensenim vnitiniho priméru kapilary.”'® V tomto
ptipadé se diky upravenému rozptylu tepla stala kapilara z borosilikatového skla o vnitinim
praméru 75 um poprvé antikonvektivni. To umoznilo pouziti vysoké elektrické intenzity
(100-500 V/cm) a vedlo k rychlé separaci (< 10 minut) s vysokou uéinnosti (N > 10°)."' V
pribéhu 80. a na pocatku 90. let 20. stoleti byly pfistroje pro separaci pomoci CE ptivedeny
na trh spoleCnostmi Microphoretics, Applied Biosystems, Beckman Coulter,
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Spectraphysics, Hewlett Packard a Waters.

2.1.2. PRINCIPY SEPARACE

2.1.2.1. Elektroosmoticky tok

Pii CE se separované latky pohybuji na zakladé rtizné elektroforetick¢é mobility
a migruji smérem k opacné nabité elektrod¢. Zaroven vSak dochazi k pohybu zdkladniho
elektrolytu kapilarou. Jedna se o elektroosmoticky tok, ktery obvykle sméfuje k zédporné
nabité elektrod¢. Sila elektroosmotického toku byva vétsi nez elektroforetickd mobilita
aniontl a elektrolyt tak strhava anionty s sebou smérem k detektoru. Nejrychleji kapilarou
migruji kationty, neutralni ¢astice nevykazuji elektroforetickou mobilitu, pohybuji se pouze
vlivem elektroosmotického toku. Anionty jsou stale ¢astecné piitahovany anodou, tato sila
zpomaluje jejich pohyb oproti elektrolytu, prochézeji proto kapildrou jako posledni. Castice
s nejvyssi mobilitou jsou kationty malé velikosti, s vysokou hodnotou naboje, naopak malé

cvwr

umoziiuje separaci kationti, aniotnt i neutralnich analyt v rimci jedné analyzy.°®

Vnitini sténa kapilary ziskdva po styku s elektrolytem elektricky naboj. U
teflonovych kapilar vlivem adsorpce iontii obsaZenych v elektrolytu, u kiemennych kapilar
dochazi pti pH >3 k ionizaci silanolovych skupin (Si-OH) na negativné nabité SiO" skupiny.
Tato ionizace mize byt iniciovana napiiklad promytim kapildry hydroxidem a néaslednou
aplikaci zakladniho elektrolytu. Negativné¢ nabitd sténa kapilary pfitahuje kationty pufru,

které podél ni vytvateji dveé vrstvy. Bliz§i vrstva je vazana vyrazné pevnéji nezZ vrstva
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vzdalenéjsi a ob¢ spolecné vytvareji difuzni dvojvrstvu. Vzdalené€j$i, mobilni vrstva
kationtli se vlivem elektrického pole pohybuje smérem k zaporné elektrod¢. Kationty jsou
solvatované¢ a pii pohybu kapilarou s sebou strhavaji molekuly pufru, ¢imz vznika

elektroosmoticky tok.°
Elektroosmoticky tok je umérny zeta potecidlu a tim také tloust'ce elektrické
dvojvrstvy." Zeta potencial je dan rozdilem potencialt na styku obou vrstev a miizeme ho
vyjadfit vztahem (1):
{ = 4noe/e (1)
kde o je tloustka elektrické dvojvrstvy, e néboj na jednotku plochy povrchu, ¢ je
dielektrickd konstanta pufru. TlouStka dvojvrstvy je nepiimo umérnd koncentraci pufru,
napiiklad 10 mmol/l koncentrace vede k tvorbé dvojvrstvy Siroké ptiblizné 1 nm.
Rychlost elektroosmotického toku je ddna vztahem (2):
VEOF = 85E/47’L’7] (2)
kde E je intenzita elektrického pole, # je viskozita pufru.
Elektroosmotickou mobilitu pufru vyjadiuje vztah (3):
Ueor = e(/4mn 3)
Ze vzorce (3) je patrné, ze elektroosmotickd mobilita zavisi pouze na vlastnostech pufru.
Elektroosmoticky tok Ize ovlivnit nékolika zpiisoby. ZvySenim aplikovaného napéti,

zvySenim hodnoty pH pufru ¢i zvySenim teploty roste také elektroosmoticky tok. Vyssi

koncentrace nebo iontova sila pufru naopak jeho hodnotu snizuje. Vliv pridavku

11



organického rozpoustédla zavisi na tom, jakym zplsobem pulsobi na viskozitu,
dielektrickou konstantu a zeta potencidl. Modifikace stény kapilary mlze snizit, odstranit

nebo také obratit smér elektroosmotického toku.®

2.1.2.2. Elektroforeticka mobilita

Pritokova rychlost, vep, pfimo Umérné zavisi na elektroforetické mobilité uep

a intenzité elektrického pole E podle vztahu (4):

VEp = UEP. E (4)
Elektroforetickd mobilita je pro kazdy iont konstantni a je dana vztahem (5):

Uep= q/6mnr (%)
kde g je naboj iontu, r je efektivni polomér iontu, kdy iont uvazujeme jako kulovity ttvar.
Elektroforetickd mobilita zavisi pouze na vlastnostech pufru, ne na vlastnostech
elektrického pole. Elektroforeticka a elektroosmoticka mobilita jsou analogické veli¢iny se

shodnymi jednotkami.

Zdéanlivda rychlost pohybu vzorku je dana souctem elektroforetické

a elektroosmotické mobility:

Voss = Vep tVEor (6)

Zdanlivou mobilitu vzorku charakterizuje nasledujici vztah:®

Moss = Uep tlror @)
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2.1.3. PARAMETRY SEPARACE
Mezi parametry elektroforetické separace fadime migracni ¢as, UCinnost separace,

selektivitu a rozliSeni.

Migraéni ¢as je doba potiebnd k priichodu analytu kapilarou od nadavkovani po

detekct:

tw = IL/(1ep +peor)V (3)

kde / je efektivni délka kapilary od jejiho zacatku po detektor, L je celkova délka kapilary,
V je elektrické napéti.

Uginnost separace je ddna poétem teoretickych pater, N, podle vztahu (9):
N = (uep +eor) V/2D 9)
kde D je difuzni koeficient analytu.
Selektivita je vyjadiena pomérem elektroforetickych mobilit analyti:
O = Uep 1/IEp? (10)
a jeji hodnota je vzdy > 1.
Rozliseni udéava, s jakou tspésnosti byly slozky vzorku separovany a je proto velmi
dalezitym separa¢nim parametrem. Muzeme ho vypocitat z elektroforeogramu na zaklad¢

vztahu (11):

R = 2(t>-t;))/(witwy) (11)
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kde ¢ jsou migracni Casy analyti 1 a 2, w odpovida Siice jejich pikli u zékladny.

ZvySenim napé€ti a zkradcenim kapilary zkracujeme dobu analyzy. ZvySovanim
aplikovaného napéti se také zvysSuje ucinnost separace. Selektivita roste optimalizaci pH
a slozeni pufru. RozliSeni 1ze zlepSit zvySenim napé€ti, zménou pH a sloZeni pufru, pouZitim

delsi kapilary a optimalizaci elektroosmotického toku.

Separace kapilarni elektroforézou dosahuji vysoké ucinnosti. Pouziti kapilar s
malym primérem sniZuje mnozstvi vznikajiciho tepla a umoziuje jeho lepsi rozptyl, coz
minimalizuje roz§ifovani zon separovanych latek a vede k tvorb¢ tzkych pikii. Riizné typy

kapilarni elektroforézy umozfiuji analyzu Sirokého spektra vzork.®

2.1.4. INSTRUMENTACE
Hlavni soucasti pfistroje tvoii nddobka se vzorkem, dvé nadobky se zdkladnim
elektrolytem, kapilara, detektor, zdroj vysokého napéti, dvé platinové elektrody a pocitac

snimajici signal detektoru v ¢ase. Schéma usporadani znazoriiuje nasledujici obrazek.

_____ vyhodnoceni
H signalu
- detektor
: dévkovani vzorku
(zatatek prace)
vzorek
elektrol ufr g
yt (pufr) 20r0) napét elektrolyt (pufr)
30 kV

Obr. 1 Schéma kapilarni elektroforézy. Prevzato z °

14



Vstupni a vystupni nadobka a kapilara jsou na pocatku separace naplnény zékladnim
elektrolytem, obvykle vodnym roztokem pufru. Poté dochdzi k nésttiku vzorku do vstupni
¢asti kapilary, kterd je vice vzdalena od detektoru. Na kapilaru je vloZzeno napéti, jakmile
jsou oba jeji konce umistény v nadobkach s elektrolytem. Rozpusténé latky se odliSnou
rychlosti pohybuji kapilarou smérem ke vzdalengjsi elektrod¢, jsou detekovany a piisluSna
data jsou zpracovana pocitacem. Grafem zavislosti signalu na Case je elektroforeogram, kde

jednotlivé piky odpovidaji separovanym latkdm s riznymi migraénimi ¢asy.°

2.1.4.1. Vstupni a vystupni nadobka
Obé nadobky jsou obvykle naplnény stejnym pufrem, jehoz slozeni je jednim z
zménu migracniho Casu. Hladina pufru v obou nadobkach by méla byt na stejné trovni.
Pouzity pufr je odvadén do odpadni nadoby. Pii opakovanych analyzach byva pufr v

nadobkach a kapilafe automaticky vyméfiovan, aby se pfedchazelo zménam jeho slozeni.'

2.1.4.2. Davkovani vzorku

Vzorek je u CE davkovan ve chvili, kdy kapilarou neproudi zakladni elektrolyt,
¢imz se tato metoda liSi od HPLC nebo plynové chromatografie. K experimentim se
pouzivaji pouze malé objemy latek, k jedné analyze staci nékolik nanolitri vzorku. Vstupni
¢ast kapilary je presunuta do nadobky se vzorkem a dochazi k aplikaci vzorku, poté se

kapilara vraci do vstupni nadobky s pufrem.

Davkovani vzorku je bud hydrodynamické nebo elektrokinetické. Vyuziva se
zvySeného tlaku, nebo naopak ptipojeni vystupni nadobky k vakuu, dal§i moznosti je posun
nadobky se vzorkem do takové pozice, aby vzorek do kapilary natekl, nebo vzorek putuje
do kapilary piisobenim elektrického proudu. Hydrodynamické metody - pohyb vzorku
pusobenim gravitacni sily a nastfik pod tlakem - poskytuji reprodukovatelné vysledky,
avsSak vyzaduji slozitéjsi instrumentaci nez metody elektrokinetické. Ty jsou zalozeny na

doCasném premisténi kapilary spolu s elektrodou do nddobky se vzorkem. Vyhodou je, ze
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ani doba pohybu elektrody, ani jeji pfesnd pozice v nadobce nemusi byt reprodukovatelna.
Zasadni je hodnota a doba aplikovaného napéti.® Problémem mohou byt rozdily v mnozstvi
aplikovanych vzorkl v disledku rozdilné elektroforetické mobility. Huang et al. zavedli

korekci pro dvé latky s riznou mobilitou, faktor b:

b = (it peor)/(u2t pror) (12)

kde u,, 1> jsou elektroforetické mobility danych latek. Korekce spociva v podilu piislusné

plochy nebo vysky piku faktorem b."

Odchylka zplisobené rozdilnou mobilitou slozek vzorkl neni problematickd, pokud
jsou vSechny vzorky rozpustény ve stejnych roztocich o shodnych koncentracich. V
opacném piipadé mizeme napiiklad ke vzorkiim ptidat malé mnozstvi koncentrovaného
nedetekovaného iontu, ktery zajisti vSem vzorkiim stejnou konduktivitu. Dal§i moznosti je

pouziti vnitfnich standarda.'®

V ptipadé opakovaného elektrokinetického davkovani z malého zasobniho mnozstvi
velmi zfedéného roztoku vzorku by pii kazdém nastfiku mohlo byt oddéleno vétsi mnozstvi
analytu s vys§i mobilitou, az by doSlo k vyc€erpani tohoto analytu ze vzorku. S timto jevem

se viak setkdvame velmi ztidka.®

2.1.4.3. Zdroj napéti
Napéti aplikované na kapilaru dosahuje az 30 kV, elektricky proud az 300 pA
avykon az 6 W. Pfi separaci obvykle dochazi k migraci molekul smérem ke katodé. V
opacném piipad¢ je potieba, aby u vstupu do kapilary byla umisténa zaporna elektroda a u
vystupu elektroda kladnd, jinak by vzorek neprochézel kapilarou, ale do vstupni nadobky.

Aplikaci vyssiho napéti dosahujeme efektivni separace v krat$i dobé a lep$iho rozliseni.®
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2.1.4.4. Kapilara

Dnes jsou pro separaci pouzivany nejcastéji kiemenné kapilary zvenku zpevnéné
polyimidem (10-30 um), dlouhé 30-100 cm, s vnitinim primérem 50-75 pm a vnéjSim
pramérem 200-375 pum."” Byly pouzity také kapilary o vnitinim priméru 25 pm?®,
12,7 um*', 5 a2 pum.” Kapilarou prochazi ultrafialové zafeni i viditelné svétlo, detekce
analytu je umoznéna v misté s prerusenou vrstvou polyimidu. Okénko dlouhé ptiblizné
1-2 mm mize byt vytvoifeno odfiznutim nebo vypalenim polyimidu plamenem o nizké
teploté. Sklenénou ¢ast je tfeba ocistit methanolem nebo acetonem a vysusit.° V nékterych

piipadech se setkdvame také s kapilarami borosilikatovymi a teflonovymi.”

2.1.4.5. Detektor

Detekce v CE muize probihat na zdkladé¢ UV/Vis absorbance, fluorescence, laserem
indukované¢ fluorescence, hmotnostni spektrometrie, konduktivity, amperometrie,
radiometrie ¢i indexu lomu. Detekéni limity se pohybuji v rozmezi 1mg/L (ppm)-1pg/L

(ppb). Lze pouzit také vice detektorti nasledujicich za sebou.

Nejcastéjsi uplatnéni nachéazeji UV/Vis dektektory. Svétlo o intenzité I/, dopada na
kapilaru, cast svétla je absorbovana vzorkem. Kapilarou prochazi svétlo se sniZzenou
intenzitou /I, které je zachyceno fotodetektorem, obvykle fotodiodou. Transmitance je dana
vztahem (13):

T=1L/1, (13)

Princip detekce je zalozen na Lambert-Beerové zakonu, ktery popisuje absorbanci vztahem
(14):

A=1log /T (14)

Fotodetektor méfi intenzitu svétla, ktera je poté pievedena na hodnotu absorbance podle
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vztahtl (13) a (14). Mnozstvi absorbovaného zéateni zavisi na typu chromoforu, vinové délce
zateni, pH a slozeni pufru. Chromofor je ¢ast molekuly, ktera pohlcuje svétlo. Tab. 1 uvadi
béZzné pouzivané chromofory a vlnové délky, pii kterych vykazuji maximalni absorbanci.
Vétsina UV/Vis detektorti pracuje s vinovymi délkami v rozmezi 190-800 nm. UV zaieni

pfiblizné€ odpovidaji vinové délky 190-350 nm, viditelnému svétlu 350-800 nm.

Tab. 1 Absorpéni maxima b&zné pouzivanych chromofort.’

Chromofor Absorp¢ni maximum [nm]
Fenyl 202, 255

Naftyl 220, 275

Amin 195

Ethylen 190

Keton 195

Ester 205

Aldehyd 210

Karboxyl 200

Nitroskupina 220

Zdrojem zéteni v detektoru byva deuteriova lampa. Bilé polychromatické svétlo
prochazi miizkou a dochazi k difrakci na jednotlivé vinové délky. Jednou z moznosti je
ptitomnost pohyblivé miizky, ktera je natocena tak, aby Stérbinou prochézelo a na kapilaru
dopadalo monochromatické svétlo s pozadovanou vilnovou délkou. Dal$Sim typem je
detektor diodového pole (DAD), u néhoz bilé svétlo prochazi nejprve kapilarou, az poté
nepohyblivou miizkou a nasledné dopadé na diodové pole obsahujici 200-500 diod. Kazda
dioda zachycuje uzké rozpéti vinovych délek. Datovy vystup z celého diodového pole Ize
ziskat do 40 milisekund. DAD detektor umoziuje vytvoreni né¢kolika elektroforeogramt v
ramci jednoho nadavkovani vzorku. Piky obsahujicici vice slozek vykazuji rozdilné
migracni ¢asy pii riznych vlnovych délkach. Optimalni absorbance neni vzdy absorbance
maximalni, v nékterych ptipadech je vhodnéjsi pouzit vinovou délku, pti které nedochazi k

absorpci interferujici slozkou vzorku, kterd proto nebude detekovana. Identifikace pikt
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probiha na zakladé srovnani se spektry a migra¢nimi ¢asy standardi.’

2.1.5. DRUHY CE

Mezi nejcasteji pouzivané metody CE patii kapilarni zonové elektroforéza (CZE),
micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC), kapilarni gelové elektroforéza (CGE),
kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF) a kapilarni isotachoforéza (CITP). Rozdilné metody
poskytuji rizné vysledky separace.® Napiiklad separace antibiotik pomoci CZE a MEKC
ukézala rozdilnou selektivitu.** CZE je vhodnd pro separaci iontl rtznych velikosti
a naboju, kationty i anionty mohou byt separovany v ramci jedné analyzy, nedochézi vSak k
separaci neutralnich analytt. K tomu slouzi MEKC, kdy je k zakladnimu pufru ptfidan
detergent. CGE rozd¢€luje ionty na zaklad¢ jejich velikosti, pouziva se naptiklad k analyze
oligonukleotidii a DNA restrikénich fragmentii. Principem CIEF je rozdéleni iontd podle
isoelektrickych bodi. Pro tento cel je v kapilafe vytvofen pH gradient, elektroosmoticky
tok je zastaven, proto nedochazi k pohybu neutralnich castic. Tato metoda je vhodna ke
studiu proteinti. CITP je specialnim druhem CE, kdy dochézi k uzavieni vzorku mezi dva
pufry, Sitka zon je Gmérnd mnoZzstvi ionti ve vzorku. Nékdy se CITP pouziva k

prekoncentraci vzorku.’

2.1.5.1. MEKC

Terabe et al.* pojmenovali tuto techniku jako elektrokineticka separace, pozdéji
byla nazvéana elektrokinetickou chromatografii*®, dnes je b&Zné pouZivan nazev micelarni
elektrokinetickd kapilarni chromatografie.”’ MEKC spojuje separaéni mechanismus
chromatografie s elektroforetickym a elektroosmotickym pohybem latek a roztokd.
Prestoze byla povazovéana za druh chromatografie, je také typem elektroforézy. Vyslednym
grafem je v tomto piipad¢ elektrokineticky chromatogram. MEKC umoziiuje separaci

elektricky neutralnich sloucenin, byly separovany dokonce i velmi hydrofobni molekuly.*®

K roztoku zékladniho pufru je pfidan detergent, jehoz molekuly maji na jednom

konci hydrofilni a na druhém hydrofobni skupinu. Detergent musi byt pfitomen v
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koncentraci vyS$$i nezZ je jeho kriticka micelarni koncentrace, kterd odpovida agregacnimu
Cislu, pfi kterém dochézi ke vzniku micely. Micely maji kulovity tvar, hydrofilni skupiny
molekul detergentu jsou uspofadany na povrchu, kde pfichdzeji do styku s vodnym

roztokem pufru. Hydrofobni ¢asti molekul smétuji do centra micely.

Princip metody spociva v rozdéleni vzorku mezi micely a zdkladni elektrolyt.
Hydrofobni molekuly vzorku se stdvavaji soucdsti micel, zatimco hydrofilni molekuly
rozpustné ve vode jsou soucasti elektrolytu. Molekuly ¢astecné rozpustné ve vodé jsou
rozdéleny mezi micely a pufr, doba stravena v micele je umérna jejich hydrofobicite. U
MEKC rozliSujeme dvé faze, vodnou a micelarni, z nichz ob¢ jsou mobilni. Hydrofilni
¢astice jsou undSeny elektroosmotickym tokem a pohybuji se kapilarou nejrychleji, zcela
hydrofobni castice putuji jako soucast micel nejpomaleji ze vSech elektroneutralnich

molekul ve vzorku.®

Za ucelem ovlivnéni selektivity mohou byt k roztoku zakladniho -elektrolytu
a detergentu piidana dalSi aditiva. Naptiklad separace karboxylovych kyseliny byla
upravena piidavkem tetraalkylamoniovych soli k roztoku pufru a dodecylsulfatu sodného
(SDS).** Aditivum miZe dokonce slouzit jako sekundarni pseudofaze v piipadg, Ze je
vzorek zachycovan micelami a dal$i hydrofobni fazi. Velmi hydrofobni analyty, které by
jinak prakticky celé ptesly do micel a byly eluovany ve stejném case, byly separovany
pomoci MEKC s pouzitim cyklodextrind (CD).** CD jsou oligosacharidy rozpustné ve
vod¢, nejpouzivangj§i z nich maji Sest (a-CD), sedm (B-CD) nebo osm (y-CD)
glukopyranosovych jednotek spojenych do tvaru prstence s hydrofilnim vnéjSim povrchem
a hydrofobni dutinou. CD jsou elektricky neutrdlni, migruji proto rychlosti
elektroosmotického toku. Separace je dosaZeno vlivem rozdilné distribuce castic vzorku
mezi micely v zavislosti na hydrofobicit¢ a mezi CD v zavislosti na moznosti zapadnout do
hydrofobni dutiny a hydrofobicité¢. CD-MEKC slouzila k separaci polychlorovanych
bifenylti, isomert  tetrachlorodibenzo-p-dioxinu,  polycyklickych  aromatickych
uhlovodik(®®, isomerti benzopyrenu®, organoolovnatych slouCenin i sloucenin

organoselenia®.
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2.2. FTALATY

Lidsky organismus je v pribéhu Zivota vystavovan celé¢ fadé¢ chemickych latek.
Tento dynamicky proces je tak slozity, ze jej mizeme jen téZko podrobné sledovat.
Rozpoznéni slozitosti vSak vedlo k rostoucimu zajmu o zhodnoceni rizik spojenych s

kumulativnim charakterem nékterych latek véetné ftalat.

Ftalaty jsou diestery 1,2-benzendikarboxylové kyseliny, neboli kyseliny ftalové.*!
Jejich struktura je zobrazena na Obr. 2. Retézce R a R” se mohou lisit délkou a strukturou.
Tyto rozdily zpisobuji odlisSné chemické a fyzikdlni vlastnosti jednotlivych ftalati

a ovliviiuji jejich biologickou aktivitu.

O

OR
OR'

Obr. 2 Zakladni struktura ftalatu.

2.2.1. VYUZITi FTALATU

Ftalaty byly poprvé pouzity ve 20. letech 20. stoleti*? a od té doby slouzi predevsim
jako zmé&k&ovadla v celé fadé primyslovych materiald i spotiebniho zbozi.** P¥iblizné 93 %
vSech pouzivanych zmékéovadel tvori ftalaty.” Vzhledem k tomu, Ze nejsou ve vysledném
produktu védzany kovalentni vazbou, mize dochdzet k jejich uvoliiovani a kontaminaci

vyrobki a zivotniho piostiedi.*’

Nejcastéji komercné vyuzivané ftalaty jsou uvedeny v Tab. 2. Svétova produkce

téchto sloucenin dosahuje pfiblizn¢ Sesti miliond tun roc¢né, coz vypovidd o jejich
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dalezitosti a o potiebé sledovani jejich plisobeni na lidsky organismus.*®

Tab. 2 Bézné uzivané ftalaty.*'’

Nézev ftalatu Zkratka Sumarni vzorec
Dimethyl ftalat DMP CioH1004
Diethyl ftalat DEP Ci2Hi1404
Diallyl ftalat DAP C1sH1404
Di-n-propyl ftalat DPP Ci4His04
Di-n-butyl ftalat DBP CisH204
Butylbenzyl ftalat BBP CioH2004
Butyloktyl ftalat BOP C20H3004
Dicyklohexyl ftalat DCHP C20H2604
Di-n-hextyl ftalat DHP C20H3004
Di-n-oktyl ftalat DOP CH3504
Diisoktyl ftalat DIOP C4H3504
Di-(2-ethylhexyl) ftalat DEHP C24H3304
Diisononyl ftalat DINP Ca6H,04
Diisodecyl ftalat DIDP CasHusO4

Ftalaty zvysuji ohebnost plastli, jsou soucasti mnoha vyrobkti. Mnozstvi ftalath v
plastovém materidlu miZe tvofit az 45 %*, podle nékterych zdroji az 60 % hmotnosti*' v
zavislosti na typu a zpasobu vyuziti produktu. Ftalaty s dlouhymi fetézci (napi. DEHP,
DINP, BBP) nasly uplatnéni v produktech z polyvinylchloridu (PVC), jsou soucésti
stavebnich materiall, kabelii, obleCeni, hrac¢ek, oballi potravin. Jidlo je povazovano za

hlavni zdroj téchto latek, kterému je populace vystavovana.” Diky rozpustnosti v tucich
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jsou nejvyssi koncentrace ftalatl zjiStovany v potravinach s vysokym podilem tuku. Ftalaty
s kratkym fetézcem (napt. DMP, DEP, DBP) se pouzivaji jako rozpoustédla, jako soucast
lepidel, laki, kosmetiky, parfémi,* dale napiiklad 1€kt s postupnym uvoliovanim®!
a dalSich produkti, slouzi také jako aditiva v textilnim primyslu a pii vyrobé pesticidi.*
Za jejich hlavni zdroj pro €lovéka se povazuji vyrobky osobni péce a také ovdusi ve

vnitfnich prostorach.*

Ftalaty jsou vSudypfitomné v okolnim prostiedi. Setkdvame se také s jejich
vyskytem v povrchovych, podzemnich a pitnych vodach, ktery souvisi s Unikem z
gumarenského a chemického pramyslu, sklddek odpadu a primyslovych a méstskych

Cisti¢ek odpadnich vod.*

2.2.1.1. PET

Prodavané napoje jsou nejCastéji baleny do lahvi z polyethylentereftalatu (PET).
PET lahve zacdaly pfed Ctyficeti lety postupné nahrazovat sklenéné lahve a lahve z PVC.*
Hlavnimi monomery PET jsou kyselina tereftalovd (pfipadné¢ dimethyltereftalat)
a ethylenglykol, vlastnosti polymeru mohou byt ovlivnény zaclenénim dalSich monomera —
dikarboxylovych kyselin a dioll. Prvni fazi syntézy PET je esterifikace, reakce tereftalové
kyseliny s ethylenglykolem za vzniku oligomeru a meziproduktu zvaného
bis(hydroxyethyl)tereftalat (BHET). Druha polykondenzacéni reakce probiha za ptitomnosti
katalyzatoru obsahujiciho antimon, germanium nebo titan. Ze vzniklého materidlu jsou

tvarovany pozadované lahve.*

Béhem vyroby PET mohou nastat degradacni reakce, vysoka teplota a ptfitomnost
kysliku miZe vyvolat termomechanické a termooxidaéni reakce.* Pfitomnost vody v
pribéhu taveni mize vést k hydrolyze PET.*” Degradace vlivem teploty vede k uvoliiovani
oligomeri a diethylenglykolu. Ve vzorcich PET vystavenych teplotdim 200-300°C byly
analyzovany chemické latky jako oxid uhelnaty, aldehydy (formaldehyd, acetaldehyd,
benzaldehyd), alifatické C1-C4 uhlovodiky, aromatick¢ uhlovodiky (benzen, toluen,

23



ethylbenzen, styren), estery (vinylbenzen, methylacetat), methanol a acetofenon.*® Teplotni
stabilita PET zavisi na druhu pouZitych monomert.* Jako obalovy material vyzaduje PET
tipravu, ktera snizuje jeho propustnost pro plyny. Resenim pro PET lahve je naptiklad
pridavek polyamidu MXD6. Lahve urcené pro mineralni vody obsahuji latky odstraiujici

acetaldehyd, jedna se napftiklad o amid kyseliny anthranilové.*

Plastovy materidl pfichazejici do kontaktu s potravinami ¢i napoji je kontrolovan
evropskou regulaci ¢islo 10/2011, ktera zavadi seznam sloucenin povolenych pouzivat pii
vyrobé takovych plasti, mezi nimiz ftalaty nefiguruji. Materidly jsou podrobovany
migraénim testlim, celkova migrace viech slozek nesmi presdhnout hodnotu 10 mg na dm?
povrchu obalu. Neékteré latky vcetné ftalath navic maji sviyj specificky migracni limit: DBP
0,3 mg/kg; BBP 30 mg/kg; DEHP 1,5 mg/kg.”® Bach et al.* uvadéji, ze aditiva jako
antioxidanty a zmékcovadla vcetné ftalati nejsou pii vyrobé PET lahvi potiebna.
Kontaminace napoji ftalaty mize pochazet napiiklad z plnicich linek”', z tésnéni ve
vickach®, ze zafizeni pro upravu vody™ ¢&i z pouzitého recyklovaného materialu*. Dal$im
zdrojem muze byt kontaminace vzorki v laboratofi pii analyzach.> Provedené laboratorni

studie nezaznamenaly vyS§i neZ povolené hodnoty zminovanych ftalatd.*

Balena voda se stala symbolem pitné vody, kterd si zachovava cistotu jakozto
piirodni mineralni voda. V mnoha oblastech svéta se stala jedinou dostupnou pitnou vodou.
Balenou vodu 1ze rozdélit do nekolika kategorii podle piivodu, a to na pfirodni mineraln,
pramenitou a upravenou vodu. Tyto tekutiny jsou pod kontrolou podle natizeni Evropské
komise 2009/54/EC a 98/83/EC a podléhaji chemickym analyzdm a mikrobiologickému

testovani.>

Primysl produkujici balenou vodu deklaruje vysokou kvalitu prodavaného zbozi, ta
je vSak negativné ovliviiovdna nckolika faktory. Patfi mezi n€ uvolnovani polutanti z
nechranénych zemédélskych a pramyslovych oblasti, dale proces baleni, kdy se z
plastovych nédob na skladovéani a z plastového potrubi mohou uvoliiovat nékteré slozky

piimo do vody a také podminky skladovani a material plastovych lahvi.” V né&kterych
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piipadech se ptvod latek analyzovanych v pitné vodé z PET lahvi nepodafilo zjistit.*!

2.2.2. ZPUSOBY EXPOZICE

RozliSujeme rizné zpisoby expozice ¢loveka ftalatim, prvotni nastava v prubchu
nitrodélozniho vyvoje, dalsi je oralni expozice pozitim kontaminovanych potravin ¢i napoji
a prostiednictvim hracek a kousatek pro déti. K dermalni expozici dochédzi pouzitim
kosmetiky. Ftalaty také inhalujeme prostfednictvim PVC, lakii na nehty, sprejii na vlasy,

dalsi moznosti je parenteralni expozice spojena s lékafskym vybavenim.*

2.2.3. TOXICITA FTALATU

Ftalaty mohou nahrazovat nebo blokovat endogenni hormony ¢lovéka, tedy plisobit
jako endokrinni disruptory. In vivo testovani potvrdilo tento efekt u DBP, DEHP, BBP, DEP
a DHP.*® Studie naznacuji toxicitu pro reprodukci a vyvoj uz pii vystaveni nizkym davkam
ftalatd.”””® Lidsky plod a novorozenec je vzhledem k probihajici buné¢né diferenciaci
a nevyvinutym metabolickym systémim obecné nachyln€jsi k hormonalné aktivnim latkam

nez dospély ¢loveék.”

U potkanti sam¢iho pohlavi vyvolalo prenatilni vystaveni DBP, DEHP a BBP
soubor vyvojovych vad pohlavniho ustroji nazyvany ftalatovy syndrom.® Expozice
ftalatim jiz od velmi nizkého v€ku miZze narusit vyvoj ditéte a prostiednictvim trvalych
epigenetickych zmén vést ke zvySenému riziku kardiometabolickych poruch v dospélosti.®!
In vitro a in vivo studie ukazaly, ze ftalaty a jejich metabolity vystupuji jako antagonisté
hormonii §titné zlazy a muZzskych pohlavnich hormond, mohou plsobit na receptory
aktivované proliferatory peroxisoml (PPARs) — skupinu jadernych receptori, které hraji
klicovou roli pfi tvorbé adipocyti, akumulaci lipidG a pfi inzulinové rezistenci. Tyto
skutecnosti vedly ke spojeni ftalatii s rozvojem obezity a diabetu. Objevuje se navic dalsi

mozné spojeni, a to s kardiovaskularnimi onemocnénimi.*
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Studie provadéné prevazné na potkanech a mySich naznacuji, ze ftalaty s nizsi
molekulovou hmotnosti mohou byt drazdivé pro o€i, nos a krk, vétsi molekuly mohou
zpusobovat poskozeni jater, ledvin a reprodukcnich organii a vznik onkologickych
onemocnéni.”® Ftaldty mohou poskozovat testikularni tkaf, inhibovat tvorbu spermatu,

zvySovat riziko onemocnéni rakovinou prsu.®

2.2.4. METABOLISMUS A ROZKLAD FTALATU

Ftalaty jsou v lidském téle rychle metabolizovany hydrolyzou na monoestery, které
jsou vylucovany moci ve volné formé nebo konjugované s glukuronidem. Monoestery
mohou byt dale metabolizovany a vylouceny jako sekundarni oxidované metabolity
(alkoholy, ketony a karboxylové kyseliny) konjugované s glukuronidem.* Polocas
savcl veetn¢ Clovéka je DEHP hydrolyzovan na mono-(2-ethylhexyl) ftalat (MEHP)
a 2-ethylhexanol, ktery je dale oxidovan na 2-ethylhexanovou kyselinu. MEHP je toxictejsi
nez DEHP.®

Analyzy spocivaji v testovani mnozstvi monoesterd a jejich metaboliti v moci,
avSak vysledky svéd¢i pouze o vystaveni ftalatim v neckolika poslednich hodinach,
maximalng dnech.” Detekovatelné mnozstvi ftalatd bylo nalezeno také v plodové vodé
a pupecnikové krvi i dalSich télnich tekutinach c¢lovéka. Naptiklad analyzu matetského
mléka komplikuji obsazené hydroliza¢ni enzymy, které by v ptipad¢ kontaminace vzorku

mohly piislusné diestery metabolizovat a vést k faleSnym vysledktim.®’

Ftalaty vyskytujici se v zivotnim prostfedi mohou podléhat hydrolyze, fotodegradaci
a biodegradaci.®® Rychlost hydrolyzaénich reakci je v tomto piipadé velmi nizka, nehraji
proto prili§ dilezitou roli.” Fotodegradace prostiednictvim volnych radikala se uplatfiuje v
atmosféfe a jeji predpokladany polocas je piiblizné 1 den.®* Biodegradace probihda v

povrchovych vodach, pade a sedimentu, vyuziva se ji ale také pfi ¢isténi odpadnich vod.
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Ftalaty s vyssi molekulovou hmotnosti se snadno adsorbuji do piidy a sedimentti, protoze
jsou velmi malo rozpustné ve vodé, coz je hlavni faktor ovlivitujici biodegradaci. Avsak ve
spojeni s humusem se jejich rozpustnost zvySuje a podil v pidé naopak snizuje.” Ftalaty
jsou degradovany bakteriemi véetné aktinomycet pii aerobnich i anaerobnich podminkach,
rychlost zavisi na délce postrannich Fetézci.”' Bylo zjisténo, ze DEHP je nejstabilngjsi
a nejstalejsi polutant z ftalati”, po inkubaci pii pokojové teploté po dobu Sesti mé&sicti bylo
v pudé stale piitomno 75-90 % DEHP.”* Pro snizeni koncentrace DEHP v kalech odpadnich

vod jsou vhodné aerobni podminky a zvy$ena teplota.”

2.2.5. REGULACE
Toxicita ftalath byla a stale je pfedmétem vetejného zdjmu a mnoha diskuzi. Nékteti
povazuji ftalaty za hrozbu pro lidské zdravi a Zivotni prostiedi, jini argumentuji tim, Ze

pouzivani nizkych koncentraci je spojeno s minimalnim rizikem.*'

Nekteré ftalaty byly oznaceny za potencialné rizikové pro lidské zdravi a pro zivotni
prostfedi mnoha narodnimi i mezindrodnimi organizacemi. Nésledujicich Sest ftalatl je na
seznamu hlavnich zneciStujicich latek americké Agentury pro ochranu Zivotniho prostredi
(USEPA): DMP, DEP, DBP, BBP, DEHP, DOP. Evropsk4 agentura pro chemické latky
(ECHA) zatadila od roku 2008 na kandidatni listinu latek vzbuzujicich mimotfadné obavy
osm ftalath: diisopentyl ftalat, di-n-pentyl ftalat, DHP, DEHP, bis-(2-methoxyethyl) ftalat,
diisobutyl ftalat, BBP, DBP. Ty by mély podléhat autorizaci v rdamci smérnice REACH

(registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek).”

Aktualni nafizeni 2015/326/EU potvrdilo dosavadni omezeni pouziti DEHP, DBP
a BBP jako soucast PVC a dalSich plasti ve vSech hrackach a vyrobcich pro déti, tyto
ftalaty nesmi tvoftit vice nez 0,1 % hmotnosti. Mnozstvi DINP, DIDP a DNOP v hrackach
a vyrobcich pro déti, které mohou vkladat do ust, nesmi taktéz prekrocit 0,1 % hmotnosti.

Pouzivani DEHP, DBP a BBP pfi vyrob¢ kosmetickych vyrobkii bylo zakazano, kdyz byly
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tyto latky natizenim Evropské komise 2004/93/CE oznaceny jako karcinogenni, mutagenni

a toxické pro reprodukci.**

Do roku 2010 byl DEHP nejcastéji priddvanym zmékcovadlem do vyrobklt z PVC
pouzivanych v lékarstvi. Evropska smérnice 2007/47/CE vsak zakazala pouziti DEHP pfi
vyrobé téchto pfedméti. Vyrobei byli nuceni rychle najit vhodnou alternativu a zaroven
zachovat pruznost trubi¢ek pro vyzivu, dialyza€nich katetri, infuznich set a dalSich. Pro
studium bezpecnosti noveé pouzivanych chemickych latek, véetné miry jejich uvoliiovani z
plastl do riiznych matric a miry expozice témto alternativnim latkdm 1 jejich metabolitlim,
je tfeba zvolit & vyvinout spolehlivé analytické metody.” Alternativami ftalatovych
zmeckovach mohou byt napiiklad adipaty, benzoaty, citraty, cyklohexandikarboxylové
kyseliny, epoxidované oleje, organofosfaty.”” DEHP nahradily latky jako diisononyl ftalat,
diisononylcyklohexan-1,2-dikarbonylat,  trioktyltrimelitat,  diethylhexyl  tereftalat,

t75

diethylhexyl adipat, acetyltri-n-butyl citra

Evropsky urad pro bezpecnost potravin (EFSA) stanovil tolerovatelny denni piijem
(TDI) pro BBP na 500 pg/kg télesné hmotnosti/den; pro DBP na 10 pg/kg télesné
hmotnosti/den a pro DEHP na 50 pg/kg t€lesné hmotnosti/den.” Celkovy tolerovatelny
denni piijem ftalatd (TTDI) ¢ini 300 pg/kg télesné hmotnosti/den. Maximalni limit pro
DEHP v pitné vod¢ stanovila USEPA na 6 ng/ml.*!

2.2.6. ANALYZA

Diky své tékavosti a termostabilit¢ jsou ftaldty nejCastéji analyzovany pomoci
plynové chromatografie (GC) a detekovany hmotnostni spektrometrii (MS).”” V poslednich
letech se k separaci ftalati vyuziva také HPLC™ a CE*™*. Vyhody CE spo&ivaji v
rychlosti analyz, niz8i spotfebé reagentli a vzorki, vyssi efektivité a jednoduché metodice.
MEKC je vhodna k analyze elektricky neutrdlnich sloucenin, v nékterych ptipadech byla
pouZzita také mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie (MEEKC), kdy mikroemulze

obsahuje surfaktanty, olej a kosurfaktanty.®
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Citlivost a selektivita pfistroji nedovoluje analyzovat pfitomnost velmi nizkych
koncentraci ftalat. Migrace ftalatl z plasti mize byt velmi pomald a jejich mnozstvi ve
vzorku miize byt proto pouze stopové, avSak ne zanedbatelné. Z tohoto diavodu byly
pouzity rizné metody prekoncentrace vzorkii: extrakce z kapaliny do kapaliny, extrakce na
pevné fazi, mikroextrakce na pevné fazi, mikroextrakce kapalinou, disperzivni
mikroextrakce z kapaliny do kapaliny, ,,cloud point” extrakce.*”” Pro zlepSeni citlivosti
slouzily také on-line prekoncentraéni techniky jako zakoncentrovani s vyuZitim

elektrokinetického davkovani, zakoncentrovani vzorku z velkého objemu ¢i ,,sweeping”.®*

Separacni technika ,,solvent sublation” je vhodna pro separaci a zakoncentrovani
stop hydrofobnich slou¢enin z vodnych vzork o velkém objemu do malého mnozstvi
organického rozpoustédla. Hydrofobni molekuly ftalatt byly nejprve zachyceny na povrchu
bublinek dusiku, ktery byl zavadén do vodné faze a poté piechazely do organické faze

n-hexanu.®
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. CHEMIKALIE

Pro analyzu byly pouzity standardy bis(2-ehtylhexyl) ftalat (DEHP), dibutyl ftalat
(DBP), didecyl ftalat (DDP) a dipropyl ftalat (DPP). Jako wvnitini standard byl pouzit
anastrozol. K promyti kapilary byl pouzit roztok Brij.

K ptipravé vzorkl a elektrolytii byl pouzit acetonitril (99,8%), deoxycholat sodny
(SDC), dodecylsulfat sodny (SDS), ethanol, hydroxid sodny, chlorid sodny, kyselina borita,
kyselina fosfore¢na (85%), methanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol a destilovana
a deionizovand voda. Dale byla pouzita aditiva a-cyklodextrin, a-cyklodextrin sulfatovany,
B-cyklodextrin sulfatovany, dimethyl-B-cyklodextrin, karboxymethyl-B-cyklodextrin sodny,
v-cyklodextrin sulfatovany, (2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrin.

Chemikalie byly zkoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

3.2. PRISTROJE A MATERIAL

Experimenty byly provedeny pomoci kapilarni elektroforézy s automatickym
systémem pro nastfik vzorku a UV-Vis detektorem diodového pole DAD (HP*® CE, Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko). K fizenému zakoncentrovani vzorkl slouzil
koncentrator LabEva (Labicom, CR). Pro extrakci pevnym sorbentem byly vyuzity kolonky
Spe-ed™  SPE  Cartridges  Octadecyl C18/18% (500 mg/3ml). Lahve z
polyethylentereftalatu (PET) o objemu 1,5 1 byly ziskany od lokélniho dodavatele.

Pii praci byly déale pouzity nésledujici pfistroje: analytické vahy Mettler Toledo
AX205, magneticka michacka Mono Variomag, minitfepacka IKA MS3, pH-metr inoLab
7110.

30



3.3. PRIPRAVA ROZTOKU ZAKLADNICH ELEKTROLYTU

Pro studium chovéni vybranych ftalati a stanoveni optimélnich podminek separace
pomoci kapilarni elektroforézy bylo pfipraveno vice druhi zékladnich elektrolytt. 50 mM
kyselina boritd a 50 mM kyselina fosfore¢na byla pfipravena smichanim odpovidajiciho
mnozstvi kyseliny a deionizované vody. Vznikly roztok kyseliny borit¢ byl za stalého
michani pomoci pH-metru titrovan roztokem hydroxidu sodného do vysledného pH 8,0;8,5;
9,0;9,5 a 10,0. pH roztoku kyseliny fosforecné bylo obdobné¢ upraveno titrovanim na
hodnotu 7,5. Vzhledem k neutrdlnimu charakteru analytu byl k roztokim elektrolytii pfidan
roztok SDS ¢i SDC o koncentraci 25, 50, 100 a 200 mmol/l. Roztoky vznikly smichanim
odpovidajiciho mnozstvi soli a deionizované vody.

K elektrolytu byl priddvany nasledujici cyklodextriny: o-cyklodextrin,
a-cyklodextrin  sulfatovany, p-cyklodextrin sulfatovany, dimethyl-B-cyklodextrin,
karboxymethyl-B-cyklodextrin sodny, v-cyklodextrin sulfatovany,
(2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrin. Vyslednda koncentrace cyklodextrinu v roztoku
elektrolytu ¢inila 2, 5 a 10 mg/ml.

Dale byl k elektrolytu pfidan: acetonitril, ethanol, methanol, 1-propanol, 2-propanol

a 1-butanol o vysledné koncentraci 1-40 % (v/v).

3.4. PRIPRAVA STANDARDNICH ROZTOKU STUDOVANYCH
LATEK

Standardni roztoky DEHP, DBP, DDP a DPP o koncentraci 10 mg/ml byly
pfipraveny smichdnim zakoupenych standardli s methanolem v ¢istoté pro LC-MS v

mikrozkumavkach. Strukturu studovanych ftalatt znadzornuje nasledujici obrazek.
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Obr 3 Vzorce studovanych ftalat.

3.5. PRIPRAVA A ZPRACOVANI VZORKU
Bylo pfipraveno sedm vzorkl o objemu 21:
e destilovana voda - ,,standard*
* destilovand voda s pridavkem 100 pl 85% kyseliny fosfore¢né - , kyseld
voda®
* destilovand voda s ptidavkem 100 pl 50% hydroxidu sodného - ,,zdsaditd
voda®

* 0,1 mol/l roztok chloridu sodného - ,,roztok s definovanou iontovou silou*

* 0,1 mol/l roztok chloridu sodného o vysledném pH 3 — upraveno piidavkem

kyseliny fosfore¢né - ,,okyseleny roztok s definovanou iontovou silou*

* 0,1 mol/l roztok chloridu sodného o vysledném pH 9 — upraveno piidavkem

hydroxidu sodného - ,,zasadity roztok s definovanou iontovou silou*

* 0,05 mol/l vodny roztok SDS -, model lipofilniho aditiva ve vodé*

Do ptipravenych PET lahvi (Obr. 4) byl odméfen vzdy 1 litr vzorku, kazdym vzorkem byly
naplnény dvé lahve, dohromady tedy bylo pouzito 14 lahvi. PET lahve se vzorky byly
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uchovany pfi laboratorni teploté po dobu Sesti tydnt.

Obr. 4 Fotografie PET lahvi pouzitych k experimentu.

Pro prekoncentraci analyti ve vyluzich z plasti byla pouzita metoda extrakce na
pevné fazi. Roztok z kazdé lahve byl aplikovan na jednorazovou kolonku se sorbentem
C18, pritok byl zajistén ptipojenim k vakuu. Sorbent s navdzanym analytem byl promyt
3 ml destilované vody a nasledné eluovan 3 ml acetonitrilu. Druhy stupeii prekoncentrace
byl proveden pomoci koncentratoru ptipojeného ke zdroji dusiku, kdy doslo ke sniZeni
objemu vzorkl na 1 ml. Takto ptipravené vzorky byly uskladnény pfi teploté¢ 4°C do doby,

nez byly pouzity k samotnym analyzam.

3.6. INSTRUMENTACE A EXPERIMENTALNi PODMINKY

Experimenty byly provadény na pfistroji pro kapilarni elektroforézu HP*® CE s
UV-VIS detektorem diodového pole DAD (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)
(Obr. 5). Detekce probihala pii vinové délce 200 nm. Signal z detektoru byl zpracovan
pomoci Agilent 35900E dvoukanalovym A/D ptevodnikem (Agilent Technologies).

Byla pouzita kifemenna kapilara (Polymicro Technologies, USA) s vnitfnim
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primérem 50 pm a vnéjSim primérem 365 um. Celkova délka kapilary L = 34 cm,
efektivni délka kapilary 1 = 25 cm. Kazeta s kapilarou byla temperovana na 25°C.
Nova kapilara byla promyta 1 mol/l roztokem NaOH po dobu 10 minut, deionizovanou
vodou 20 minut a zakladnim elektrolytem 10 minut. Pfed analyzou byla kapilara
promyvana 2 minuty 1 mol/l roztokem NaOH, 2 minuty deionizovanou vodou, 2 minuty
roztokem Brij (1% v deionizované vod¢), 1 minutu roztokem polyvinylalkoholu (1% v
deionizované vodé¢ a 3 minuty zédkladnim elektrolytem.

Dévkovani vzorka probihalo po dobu 5s pod tlakem 50 mbar. Aplikované separacni

napéti ¢inilo 20 kV. Kazda analyza byla provadéna tiikrat, pokud neni uvedeno jinak.

Obr. 5 Fotografie piistroje HP*® CE, Agilent Technologies.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. OPTIMALIZACE EXPERIMENTALNICH PODMINEK
Pro separaci DEHP, DBP, DDP a DPP byly nejprve studovany podminky separace

tak, aby doslo k tplnému oddéleni vSech Ctyt latek. Zaroven byl ke smési pfidan anastrozol
jako interni standard. VSechny zminéné latky jsou elektroneutrdlni, a proto byla pro jejich
separaci vybrana micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC). V rdmci optimalizace
byl studovan vliv pH, vliv typu micelotvorného aditiva, koncentrace obou micelotvornych

aditiv, vliv pfidavku cyklodextrinu a organického rozpoustédla.

4.1.1. Volba vhodného pH elektrolytu

Vliv pH v pfipadé MEKC neutralnich latek by nemél byt zdsadni, ptesto byly
testovany nasledujici pufry: 50 mM fostat/NaOH pH 7,5 a 50 mM borat/NaOH pH 8,0; 8,5;
9,0; 9,5 a 10,0. Ve vSech ptipadech byl k pufrim pfidan 50 mM SDS. Migrace neutralnich
latek byla pozorovéna v boratu o pH > 8,0, pficemz nedoslo k Uplné separaci vSech
analyzovanych latek. V1iv pH na separaci latek nebyl pozorovéan. Z tohoto divodu byl pro

dalsi studium vybran 50 mM borat/NaOH o pH 9,5.

4.1.2. Vybér vhodného micelotvorného aditiva

V dalsim kroku byl studovan efekt micelotvorného aditiva. Byly vybrany dvé latky:
SDS a SDC. SDS vytvafi ,,klasické* micely kulovitého charakteru, zatimco deoxycholat ma
planarni strukturu a mize tak interagovat 1épe s ftaldtovou skupinou analyzovanych latek.
Koncentrace 50 mM SDS a 50 mM SDC byly testovany jako vychozi. V obou ptipadech
doslo k migraci analytdi, nicméné¢ nedoslo k Gplné separaci analyzovanych latek. Z tohoto

divodu byla optimalizovéana koncentrace jednotlivych aditiv.
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4.1.3. Studium koncentrace SDS
Nejprve byla studovana koncentrace SDS. Byly pfipraveny roztoky o koncentracich
25, 50, 100 a 200 mmol/l v 50 mM boratu/NaOH pH 9,5. Na nésledujicim obrazku je

uvedena zavislost zdanlivych mobilit jednotlivych analytl na koncentraci SDS.
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Obr. 6 Vliv koncentrace SDS (v mM) na zdanlivou mobilitu analyzovanych latek (mobilita

v 107 m*V-'st).

Je wvidét, Ze srostouci koncentraci dochazi k oddéleni néckterych analytli, nicméné
nedochazi k uplné separaci. Koncentrace 200 mM SDS je limitni, protoze jiz pti 100 mM
SDS dochézi k obrovskému narlstu elektrického proudu, ktery prochazi kapilarou. Diky

tomu dochézi k nekontrolovanému generovani Jouleova tepla a tim k destabilizaci analyz.

4.1.4. Studium koncentrace SDC

Dale byla studovana koncentrace SDC. Byly pfipraveny roztoky o koncentracich 25,
50, 100 a 200 mmol/l v 50 mM boratu/NaOH pH 9,5. Na nasledujicim obrazku je uvedena
zavislost zdanlivych mobilit jednotlivych analytii na koncentraci SDC.
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Obr. 7 Vliv koncentrace SDC (v mM) na zdanlivou mobilitu analyzovanych latek (mobilita

v 10° m*V-'s?),

Je vidét, ze se zménou koncentrace dochdzi k odd€leni nékterych analytli, nicméné

nedochazi k uplné separaci.

4.1.5. Studium dualniho systému SDS a SDC

Jelikoz samotny piridavek SDS ani piidavek SDC nevedl k Gplné separaci, byla dale
studovana moZnost pouZiti systému s obéma micelotvornymi aditivy zaroven. Byly zvoleny
poméry SDS a SDC 1:1, 1:2 a 2:1 (koncentrace 25 mM : 25 mM, 25 mM : 50 mM a 50 mM
: 25 mM) v 50 mM boratu/NaOH pH 9,5. Ve vSech testovanych piipadech se opét
nepodafilo analyty rozseparovat. Navic analyzy v dudlnim systému nebyly pfilis

opakovatelné, proto bylo od pouZziti tohoto systému upusténo.

4.1.6. Studium vlivu pfidavku cyklodextrinu
Dalsi moznost ovlivnéni selektivity separace v ptipadé MEKC predstavuje pridavek

vhodného aditiva, které umozZni ovlivnéni selektivity pomoci dalsi interakce nebo pomoci
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zmény rozdélovaciho koeficientu. V tomto pfipad¢ byl testovan pifidavek cyklodextrind,
které mohou interagovat s ftalaty. Jako modelové cyklodextriny byly zvoleny nésledujici:
a-cyklodextrin, a-cyklodextrin sulfatovany, B-cyklodextrin sulfatovany,
dimethyl-B-cyklodextrin, karboxymethyl-B-cyklodextrin sodny, y-cyklodextrin sulfatovany,
2-(hydroxypropyl)-y-cyklodextrin. Byly studovany koncentrace cyklodextrind 2, 5
a 10 mg/ml za pouziti 50 mM boratu/NaOH pH 9,5 s 50 mM SDS a dale za pouziti 50 mM
boratu/NaOH pH 9,5 s 50 mM SDC. V ptipadé SDC nedoslo k vyraznému zlepSeni
selektivity ani v jednom piipadé piidavku CD. V nekterych piipadech nebyla viibec
pozorovana separace analyzovanych ftalath. V ptipadé¢ SDS doSlo k nejlepSimu ovlivnéni
selektivity v piipad¢ pouziti y-cyklodextrinl, zejména 2-(hydroxypropyl)-y-cyklodextrinu
(2-HP-y-CD). Vliv koncentrace 2-HP-y-CD na zdanlivou mobilitu analytii je uveden na

nasledujicim obrazku.
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Obr. 8 Vliv koncentrace 2-HP-y-CD (v mg/ml) na zdanlivou mobilitu analyzovanych latek
(mobilita v 10° m*V-'s™).

Z obrazku je opét patrné, ze pridavek 2-HP-y-CD zlepsSuje separaci ftalatl, nicméné stale

neni separace idedlni. Proto byl jako dalsi efekt studovan vliv ptidavku organického

rozpoustédla.
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4.1.7. Studium vlivu pridavku organického rozpoustédla

Jak jiz bylo uvedeno, jako dalsi byl studovan vliv pifidavku organického
rozpoustédla pfi pouziti 50 mM boratu/NaOH pH 9,5 s 50 mM SDS. K elektrolytu byl
pridavan acetonitril, ethanol, methanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol o koncentracich
od 1 % do 40 % (v/v) a byl sledovan vliv jejich pfitomnosti na vysledek separace. Na
nasledujicim obrdzku je srovnani separace studovanych latek a interniho standardu

v prostiedi zminénych rozpoustédel, kazdé o koncentraci 10 % (v/v).

M anastrozol

H DPP
W DBP

Efektivni mobilita

m DEHP
mDDP

MeOH EtOH BuOH ACN 2-Prop 1-Prop

Rozpoustédlo

Obr. 9 Vliv pridavku organického rozpoustédla na efektivni mobilitu analytii (mobilita

v 10° m*V-'s?).

Z obrazku je patrné, ze nejlepsi separace bylo dosazeno s pouzitim 1-propanolu

a 2-propanolu. 2-propanol byl testovan dale, protoze s jeho pouzitim bylo dosazeno mensi
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doby analyzy neZ v ptipadé 1-propanolu a zaroven poskytoval nejvyssi rozliSeni.

Dale byl studovén vliv koncentrace 2-propanolu (1, 5, 10, 15, 20 a 40 %, v/v) na separaci

standardu ftalatt — viz nésledujici obrazek.
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Obr. 10 Vliv koncentrace 2-propanolu na separaci analytt.

Koncentrace shora: 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 40 %.

Ze ziskanych dat je patrné, ze koncentrace 10 — 20 % (v/v) poskytuji separaci vSech
zminénych ftalatl a zdroven 1 interniho standardu. Jako nejlepsi byl zvolen 20 % (v/v)

2-propanol.
Ve vysledném pufru (50 mM borat/NaOH pH 9,5, 50 mM SDS, 20 % 2-propanol) byla

provedena identifikace poradi migrace analyti a interniho standardu. Analyty migruji

v potadi: anastrozol, DPP, DBP, DEHP a DDP.
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4.2. CASTECNA VALIDACE METODY

Pro stanoveni mnozstvi ftalati je nutné metodu MEKC alespon ¢aste¢né validovat.
V ramci této prace byly studovany parametry jako je opakovatelnost migracnich cast,
opakovatelnost ploch piki, vytéznost, linearita kalibra¢ni zavislosti a parametry kalibracni
zavislosti, meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ). Vsechny vysledky byly
vztazeny k internimu standardu. V ramci této validace nebylo provadéno stanoveni
robustnosti metody, protoze se jednalo o vyvoj pilotni screeningové metody, kterd miize byt
jesté upravovana na zakladé pozadavkl napt. z praxe. Data této CasteCné validace jsou

shrnuta v nasledujici tabulce.

Tab. 3 Vysledky ¢astecné validace metody stanoveni ftalati pomoci MEKC.

DPP DBP DEHP DDP
Opakovatelnost migrac¢nich
_ ' 0,20 % 0,34 % 0,21 % 0,47 %
Casu (v jednom dni)
Opakovatelnost ploch piki
' . 0,52 % 0,40 % 0,67 % 0,59 %
(v jednom dni)
Opakovatelnost migracnich
1,20 % 0,86 % 1,05 % 1,21 %
¢asu (ve vice dnech)
Opakovatelnost ploch pika
221 % 1,98 % 2,96 % 2,77 %
(ve vice dnech)
Vytéznost
. 95,4 % 96,6 % 98,1 % 96,0 %
(pro koncentraci 50 mg/l)
Linearita
10— 250 mg/1
Koeficient determinace (R?)
0,985 0,991 0,981 0,967
LOD
5,0 55 6,4 6,2
(mg/l)
LOQ
16,7 18,3 21,3 20,8
(mg/l)
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Z tabulky je zfejmé, Ze opakovatelnost ploch pikli vztazena k internimu standardu se
pohybuje do 3 % v ramci nékolika dnii, do 0,7 % v rdmci jednoho dne. To piedstavuje
pomérné dobry vysledek z pohledu relativné slozitého pouzit¢ho elektrolytu. Mez detekce
byla stanovena jako trojnasobek pomeéru signal — Sum. Mez kvantifikace jako desetinasobek
poméru signdl — Sum (zjisténého experimentalné pomoci programu ChemStation Agilent

Technologies). Mez kvantifikace je v rozmezi 16,7 — 21,3 mg/l.

Je zfejmé, Ze mez kvantifikace je pfili§ vysoka na stanoveni ftalati ve vzorcich vody, resp.
vyluhli z plastovych lahvi. Z tohoto divodu byla zvolena pteduprava vzorku z vyluhi
z plastovych lahvi — SPE extrakce a nasledné odfoukani pod dusikem (viz experimentalni
podminky). Pro tuto pfedipravu byla studovana vytéznost analytii na dvou koncentra¢nich

hladinach s vysledky uvedenymi v nésledujici tabulce.

Tab. 4 Vysledky studia vytéznosti v ptipadé predupravy vzorku.

DPP DBP DEHP DDP
Vytéznost
. 84,5 % 93,1 % 89,0 % 67,3 %
(pro koncentraci 50 pg/l)
Vytéznost
. 82,2 % 87,5 % 79,4 % 64,9 %
(pro koncentraci 10 pg/l)

Z této tabulky je zfejmé, ze vytéznost studovanych latek se v pripadé predupravy pomoci
SPE a odfoukani dusikem vyznamné 1i§i od vytéznosti samotné metody MEKC. Nicmén¢
vytéZznost metody s pfedipravou vzorku je i1 tak dostatecnd pro screeningovou analyzu

ftalat z vyluhti z plastovych lahvi.

4.3. ANALYZA VYLUHU

Vyvinuta a validovana metoda byla néasledné pouzita k analyze vyluht z plastovych

lahvi. Vyluhy byly provedeny postupem uvedenym v experimentalni ¢asti této prace.
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Bylo provedeno sedm typl vyluht modelujicich zédkladni stavy, které mohou nastat

v ptipadé styku plastové lahve a vody:

destilovana voda (,,standard®)

destilovana voda s ptidavkem 100 pl 85 % kyseliny fosfore¢né (,.kysela voda“)
destilovana voda s ptidavkem 100 pl 50 % hydroxidu sodného (,,z4saditd voda*)

0,1 mol/l roztok chloridu sodného (,,roztok s definovanou iontovou silou*)

0,1 mol/l roztok chloridu sodného o vysledném pH 3 — upraveno piidavkem kyseliny
fosforecné (,,okyseleny roztok s definovanou iontovou silou*)

0,1 mol/l roztok chloridu sodného o vysledném pH 9 — upraveno ptidavkem hydroxidu
sodného (,,zasadity roztok s definovanou iontovou silou‘)

0,05 mol/l vodny roztok SDS (,,model lipofilniho aditiva ve vod¢*)

Priklady analyz vyluhil jsou uvedeny nize.

40+

DAD1 E, Sig=200,2 Ref=off (FTALATY\AAA00005.D)

R

T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 min

Obr. 11 Piiklad analyzy vyluhu z plastové lahve pomoci ,,roztoku s definovanou iontovou

silou®.
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DADT E, Sig=200,2 Ref=off (FTALATY\AAA00009.D)
mAU
70

60—

50

40

30

20

Obr. 12 Priklad analyzy vyluhu z plastové lahve pomoci ,,kyselé vody*.

Z analyz vyluhti je patrné, ze se jednd o sloZité zdznamy, kde neni jednoduchd identifikace
zminénych ftalath. Je zifejmé, ze v tomto piipadé by bylo vhodnéjsi pouziti jiného typu
detektoru, nez je UV detektor dostupny pro kapilarni elektroforézu, kterd byla pouzita
v této praci (napt. hmotnostni spektrometrie). Pomoci piidavkl standardt ftalatt do vyluhu
byl v nékterych vzorcich identifikovan dibutylftalat (DBP). Pomoci metody standardniho
pridavku byl DBP i kvantifikovan. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 5 Vysledky stanoveni DBP ve vyluzich z plastovych lahvi.

Typ vyluhu Koncentrace DBP (pg/ml)
,,standard* nedetekovan
,.Kyseld voda‘* 2,2+0,4
,,zasadita voda‘“ 2,7+0,6
,,yoztok s definovanou iontovou silou* 3,0£0,6
,,0kyseleny roztok s definovanou iontovou silou* 5,2+0,9
»Zasadity roztok s definovanou iontovou silou* 5,9+0,8
,,model lipofilniho aditiva ve vod¢é* nedetekovan

Je ztejmé, Ze vyvinutd metoda MEKC neni pfili§ vhodné pro stanoveni ftalati ve
vzorcich vyluhii zplastovych lahvi. Nicméné miize slouzit jako levna a zajimava

screeningova alternativa ke konvenéné pouzivanym technikam (napt. GC/MS, HPLC/MS).
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Pti pouziti nejlepSich podminek trva jedna separace 7 minut. Pokud uvazujeme 3 minuty
promyvani (nejmenSi mozné vtomto piipadé, aby byla zachovdna dostate¢na
opakovatelnost méteni), pak za hodinu umoziuje MEKC zanalyzovat 6 vzork( (za 8
hodinovou pracovni dobu vzorka 48). Pfipadné je mozné uvazovat nad moznosti
ptedipravy vzorkl v pracovni dobé a néasledném spusténi sekvencniho méteni ,,pies noc*,

kdy za 12 hodin (16:00 hod — 6:00 hod) dojde ke zméteni az 72 vzorkd.

Z pohledu modelovych vzorki (viz pfedchozi tabulka) se jevi jako nejagresivnéjsi
(ve vyluhu byla stanovena nejvétsi koncentrace DBP) pouziti ,,zésaditych® vod oproti
,»okyselenym* vodam. Pomérné zajimavy je vliv iontové sily, kdy oproti destilované vodé
dochazi k vétsimu uvolnovani DBP. Naopak model , lipofilniho aditiva ve vodé* neptinesl

zadny vysledek, resp. DBP nebyl v tomto piipadé detekovan.
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4. ZAVER

Byla vypracovéna reSerSe tykajici se tématu kapilarni elektroforézy a tématu ftalatd.

V pribéhu experimentdlni prace byla vyvinuta a optimalizovana metoda pro
stanoveni ftalath pomoci kapilarni elektroforézy, resp. micelarni elektrokinetické
chromatografie. Bylo studovano chovani vybranych ftalati. NejlepSich parametr separace
bylo dosazeno ptidavkem 50 mM SDS a 20% (v/v) 2-propanolu k zékladnimu elektrolytu —
50 mM borat/NaOH pH 9,5. Pofadi migrace analytii a interniho standardu bylo urceno
nasledovné: anastrozol (interni standard), DPP, DBP, DEHP, DDP.

Déle byly piipraveny vzorky vyluhti z plastovych lahvi. U téchto vzorkil byla
provedena postupna prekoncentrace. Zakoncentrované vyluhy z plasti byly jakoZto realné
vzorky analyzovany na zékladé optimalizované, ¢asteéné validované metody. Pro DBP byla
nejvyssi koncentrace stanovena ve vod¢ s bazickym pH. Studované ftalaty vSak nebyly
detekovany ve vSech vzorcich. Tato metoda je nizkondkladova, jeji dalsi vyhodou je
rychlost analyz, za optimdlnich podminek trvala jedna separace pouze 7 minut. PouZiti

jiného detektoru nez UV/Vis by mohlo vést ke zlepSeni vysledkl separace.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BBP
BHET
BOP
CD
CE
CGE
CIEF
CITP
CZE
DAD
DAP
DBP
DCHP
DDP
DEHP
DEP
DHP
DIDP
DINP
DIOP
DMP
DOP
DPP
ECHA
EFSA
GC
2-HP-y-CD
HPLC
LOD

butylbenzyl ftalat
bis(hydroxyethyl)tereftalat

butyloktyl ftalat

cyklodextrin

kapilarni elektroforéza

kapilarni gelova elektroforéza
kapilarni isoelektricka fokusace
kapilarni isotachoforéza

kapilarni zonova elektroforéza
detektor diodového pole

diallyl ftalat

di-n-butyl ftalat

dicyklohexyl ftalat

didecyl ftalat

di-(2-ethylhexyl) ftalat

diethy] ftalat

di-n-hextyl ftalat

diisodecyl ftalat

diisonony]l ftalat

diisoktyl ftalat

dimethy] ftalat

di-n-oktyl ftalat

di-n-propy] ftalat

Evropska agentura pro chemické latky
Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
plynova chromatografie
2-(hydroxypropyl)-y-cyklodextrin
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

mez detekce
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LOQ
MEEKC
MEHP
MEKC
MS
PET
PPARs
PVC
REACH
SDC
SDS
TDI
TTDI
USEPA
uv

Vis

mez stanovitelnosti

mikroemulzni elektrokineticka chromatografie
mono-(2-ethylhexyl) ftalat

micelarni elektrokineticka chromatografie
hmotnostni spektrometrie
polyethylentereftalat

receptory aktivované proliferatory peroxisomu
polyvinylchlorid

Registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek
deoxycholat sodny

dodecylsulfat sodny

tolerovatelny denni piijem

celkovy tolerovatelny denni piijem ftalata
Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi
ultrafialovy

viditelny
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