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ABSTRAKT:

Cilem bakalaiské prace bylo stanovit toxicitu fluorotelomernich alkoholi pomoci testu
na niténkach Tubifex tubifex. Tato metoda patii mezi alternativni, které jsou rychlejsi,
levnéjsi, ale zaroven jejich vysledky maji stejnou hodnotu jako ty z klasickych testt.
Toxicita byla meétfena jako ETsp, coz je UCinny cas, pfi kterém reaguje 50 %
exponovanych nitének zastavou pohybu. Pro kontrolu spravnosti méfeni bylo stanoveno
ECsp  referencni  latky, MnCl,.H,O, jejiz index akutni toxicity je
log (ECsp) = -0,845 + 0,033 [log (mmol/1)]. ECs je u¢inna koncentrace, pii které byla
pozorovana zastava pohybu 50 % exponovanych nitének. Jako testované latky byly
pouzity 1H,1H,2H,2H-perfluoroktan-1-ol a 1H,1H,2H,2H-perfluordekan-1-ol. Byly
pfipraveny jejich nasycené roztoky v destilované vodé a v 5 % dimethylsulfoxidu a
koncentrace téchto roztoki byly zméfeny na GC-MS metodou absolutni kalibrace.
K urceni velikosti vlivu dimethylsulfoxidu na niténky byl stanoven jeho log (ECsg) po
2,5 hodinach expozice.

KLICOVA SLOVA:

fluorotelomerni alkoholy, alternativni metoda, niténka (7Tubifex tubifex)

ABSTRACT:

The goal of the bachelor thesis was the determination of toxicity of fluorotelomer
alcohols. The toxicity was measured as ETsy by the oligochaete Tubifex tubifex. This
test belongs to group of alternative methods which are faster and cheaper but they
provide reliable data as well as the presently used classical methods. ETsy is the
exposure time when 50 % of Tubifex tubifex individuals stop moving. ECsy of magnese
chloride dihydrate was measured for the control of its correctness of determination and
its acute toxicity indice is equal to log (ECsg) = -0,845 + 0,033 [log (mmol/1)]. ECsy is
the concentration of the tested substance when 50 % of Tubifex tubifex individuals stop
moving. 1H,1H,2H,2H-perfluorooctan-1-ol and 1H,1H,2H,2H-perfluorodecan-1-ol
were the tested substances. Destilled water and solution of dimethyl sulfoxide in water
(5 %) were used to prepare the saturated solutions of the tested substances. The
conncentrations of the saturated solutions were determined on GC-MS by absolute
calibration method. The value of log (ECsp) for dimethyl sulfoxide solution was
measured to determine how it influences Tubifex tubifex during exposure time of
2,5 hours.

KEY WORDS:

fluorotelomer alcohols, alternative method, Tubifex tubifex
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1 SEZNAM ZKRATEK

6-2 FTOH
6-2 FTA
6-2 FTUA
8-2 FTOH
8-2 FTAL
A

a.u.

BA;
cAMP

D,

DMSO
ECVAM

EI
ECso
ETs

FTOH
GC-MS
QSAR

Li»
m/z

NIST

OECD

p-a.
PFBA

PFC

1H,1H,2H,2H-perfluoroktan-1-ol

6-2 fluorotelomerni kyselina

6-2 fluorotelomerni nenasycena kyselina
1H,1H,2H,2H-perfluordekan-1-ol

8-2 fluorotelomerni aldehyd

plocha piku

arbitrarni jednotka signalu (arbitrary unit)

biologické t¢innost latky 1

cyklicky adenosinmonofosfat

dimethylsulfoxid

Evropské centrum pro validaci alternativnich metod
(European Centre for the Validation of Alternative Methods)
elektronova ionizace

ucinnd koncentrace, pii které reaguje 50 % exponovanych jedinct
ucinny Cas, pii kterém reaguje 50 % exponovanych jedinct
matematicka funkce

fluorotelomerni alkoholy

plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem
kvantitativni vztahy mezi chemickou strukturou a biologickou
ucinnosti (Quantitative Structure-Activity Relationships)
interval spolehlivosti pro 95 % pravdépodobnost

pomér hmotnosti a naboje

knihovna MS spekter

(National Institute of Standards and Technology, USA)
Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj
(Organisation for Economic Co-operation and Development)
pro analysi

perfluorobutanova kyselina

perfluorované latky



PFCA perflurované karboxylové kyseliny

PFHxA perfluorohexanova kyselina

PFNA perfluorononanova kyselina

PFOA perfluorooktanova kyselina

PFOS perfluorooktansulfonat

PFPeA perfluoropentanova kyselina

P; rozd€lovaci koeficient chemikalii mezi n-oktanol a vodu
R pomér mezi dvéma nasledujicimi koncentracemi

(vyssi koncentrace/nizsi koncentrace)
REACH chemicka legislativa v ramci Evropské Unie

(Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals)

SCAN detekce vSech iontl ve zvoleném rozsahu m/z
SIM detekce iontu o zvolené hodnoté m/z

szU Statni zdravotni tstav

Xj vlastnost piislusejici strukture latky

Or tabelovana konstanta



2 UVOD

Fluorotelomerni alkoholy (FTOH) patii do skupiny polyfluorovanych latek, jejichz
pritomnost byla stanovena po celém svété. Vyroba polyfluorovanych latek zacala az
v 2. polovin¢ 20. stoleti, a proto je vyzkum teprve v pocatcich a publikovanych ¢lanka
o vlastnostech FTOH je nedostatek. Pfedmétem studii je najit mechanismus transportu
FTOH do vzdéalenych mist od oblasti primyslu, optimalizovat jejich detekci, urcit
toxicitu a zjistit jejich osud v organismech 1 v zivotnim prostiedi.

K urceni toxicity lze vyuzit dvou zpiisobt, klasické metody testovani na zviratech
nebo alternativni metody. Ty klasické jsou Casto drahé a casové narocné. Cilem
bakalaiské prace je urcit toxicitu 1H,1H,2H,2H-perfluoroktan-1-olu (6-2 FTOH) a
1H,1H,2H,2H-perfluordekan-1-olu (8-2 FTOH) pomoci testu na niténkach Tubifex
tubifex. Tento test patfi mezi in vitro metody vyuzivajici niz§i organismy, a proto byl

zafazen mezi alternativni metody.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Fluorotelomerni alkoholy

FTOH jsou linearni organické latky s obecnym vzorcem F(CF;),C,H4OH [1]. Diky
silné kovalentni vazbé mezi fluorem a uhlikem maji jedinecné fyzikalni, chemické a
biologické vlastnosti. Naptiklad jsou tepelné stabilni, vysoce chemicky inertni a patii
mezi povrchové aktivni latky, které odpuzuji vodu 1 mastné latky [2, 3]. FTOH nasly
Siroké vyuziti v primyslu jako meziprodukt pii vyrob¢ barviv, lepidel, voski, inkoustd,
lestidel, tésnéni, plasti, obleCeni, koberct a kize [4, 5].

Perfluorované latky (PFC) se vyrdb&ji dvéma zplsoby. Prvni znich je
elektrochemicka fluorace, pfi které jsou vSechny atomy vodiku nahrazeny fluorem.
Druhy zpusob je telomerace, kterou vznikaji FTOH. Proces vyroby zacina syntézou
1H,1H,2H,2H-perfluoralkyl jodidu podle nasledujicich rovnic:

CoFsI+nCyFy = CoFs(CaF4)nl

CyFs(CaoFg)al + CoHy —»CoF5(CaF4)nCoHal

V dalsi casti vyroby je jod nahrazen funkéni skupinou, v naSem piipadé —OH.
Telomeraci vznikaji pouze linedrni latky s malym obsahem vedlejSich produktt, které
1ze snadno odd¢lit. PFC vyrabéji procesem telomerace napiiklad firmy DuPont, Atofina
a AsahiGlass [3, 6]. Celosvétova produkce FTOH v letech 2000-2002 byla 5.10° kg
za rok a z toho bylo 40 % vyrobeno v Severni Americe [7].

PFC se akumuluji v zivotnim prostiedi, coz je jeden z divodd, pro¢ byla jejich
pfitomnost stanovena po celém svété, 1 v arktickych oblastech [8]. Koncentrace PFC
byly naméfeny i ve vzorcich lidské krve, kde byly hodnoty vySs$i u populace zijici
v misté¢ vyroby nebo na uzemi, které je znecisténé PFC [9]. Expozice lidi je mozna
z pitné vody, prachu v domécnostech, z jidla nebo uvolnénim latek z oballi na potraviny
[10 - 13]. VSeobecné plati, ze nejvyssi koncentrace PFC se nachézeji v predatorech,
ktefi jsou na vrcholu potravniho fetézce, jako je polarni medvéd v arktickych oblastech
[11, 14].

K zhodnoceni skodlivosti FTOH jako prekurzoru perfluorovanych karboxylovych
kyselin (PFCA) bylo dulezité zjistit jejich osud v organismech 1 v Zivotnim prostfedi.
Ve vétsiné studii byl pouzivan 8-2 FTOH jako testovanad latka, protoze ze vSech

perfluorovanych alkoholt je v priimyslu nejvice pouzivany.



Vjedné studii byl potkanim oradlné podan radioaktivné znaceny 8-2 FTOH
o koncentraci 5 a 125 mg/kg. Maximdlni koncentrace 8-2 FTOH byla v plasmé
naméfena 1 hodinu po podéani. Poté koncentrace rychle klesala a za méné nez 5 hodin
nebyla naméfena zddna koncentrace. VétSina davky byla z téla eliminovana stolici, kde
bylo stanoveno vice nez 70 % a z toho 37-55 % v plivodni formé. Méné nez 4 % byla
ztéla eliminovdna moci, kterd obsahovala nizkou koncentraci perfluorooktanové
kyseliny (~1 %). V exkretech a v plasmé byla stanovena perfluorohexanova kyselina
(PFHxA, F(CF,)sCOOH ). 7dni  po podani bylo namétfeno 4-7 % z davky ve tkanich,
nejvice v tuku, jatrech, §titné Zlaze a nadledviniach. Pfi dermalni expozici po dobu
6 hodin bylo 37 % davky z klize odpafeno a 29 % bylo odstranéno vymytim. Béhem
7 dni po podéani bylo eliminovano méné nez 0,1 % moci, 0,2 % stolici a v tkanich
nebyla naméfena zadna koncentrace. Z téchto diivoda nebylo pii dalSich studii dermalni
podéni pouzito [15].

Biotransformace 8-2 FTOH byla studovéna na izolovanych hepatocytech potkana.
Z 8-2 FTOH wvznikal pfechodny 8-2 fluorotelomerni aldehyd (8-2 FTAL,
CF;(CF;);CH,CHO). Jako konecné a stdlé metabolity byly stanoveny
perfluorooktanova kyselina (PFOA) a v mensim mnozstvi perfluorononanova kyselina
(PFNA). Metabolity 6-2 FTOH byly odlisné pouze délkou fetézce [16].

Pti sledovani rozdili v metabolismu 8-2 FTOH mezi jednotlivymi druhy zvifat bylo
zjisténo, ze 8-2 FTOH je zna¢né metabolizovan v potkanech a mySich. Naproti tomu je
malo metabolizovan v lidském organismu a jest¢ mén¢ v pstruzich [19].

Bioakumulace PFC je zpiisobena pomalou eliminaci a diky enterohepatalnimu cyklu
[11]. Biologicky polocasu zavisi na typu PFC, druhu zvifete a v n¢kterych pfipadech na
pohlavi jedince. U potkant je poloc¢as 100 dni, u ¢lovéka je to uz 5,4 rokii a biologicky
polo¢as PFOA je u samice potkana 2-4 hodiny, u samce je to 4-6 dni [20, 21].

Biodegradace 8-2 FTOH byla studovana i v pud¢, kde byl mechanismus podobny
jako v bahn¢ a v bakterialni kultute. Po 90 dnech expozice bylo v ptidé stanoveno 60 %
z celkového mnozstvi sledované davky, z toho bylo vice nez 35 % ireverzibilné vazano,
piiblizné 25 % bylo ve formé PFOA, 4 % PFHxA a PFNA nebyla naméfena [17].

Po 180 dnech expozice bylo v ptidé stanoveno ptiblizn€ 67 % z celkového mnozstvi
sledované¢ davky 6-2 FTOH, z toho bylo 30 % perfluoropentanové kyseliny (PFPeA,
F(CH,)sCOOH), 8 % PFHxA, 2 % perfluorobutanové kyselina (PFBA. F(CH;); COOH )

10



a 15 % 5-3 kyselina. Po 90 dnech expozice bylo v bakteridlni kultuie celkové mnozstvi
sledované davky 6-2 FTOH piiblizné 60%, ztoho 23% 6-2 FTUA
(F(CH;)sCF=CHCOOH ), 16 % 5-2 FTOH, 6 % 6-2 FTA, 6 % 5-3 FTA a 5 % PFHxA.
Polocas rozpadu 6-2 FTOH byl v pidé¢ 1 v bakteridlni kultufe méné nez 2 dny [18].

FTOH jsou tékavé, a proto se §iii atmosférou. Jejich doba existence v atmosféfe je
pfiblizné 20 dni, kdy dochazi k reakci s OH radikaly a ke vzniku PFOA a dalSich
PFCA. Velikost vytézku PFOA se pohybuje v rozmezi 1-10 % podle toho, v jakém
rocnim obdobi dochézi k reakci nebo na jakém misté. V obdobi zimy je koncentrace
PFOA niZsi, protoze fotochemicka aktivita je snizend, novda PFOA vznik4d minimaln¢ a
stavajici je z atmosféry odstrafiovana ukladanim. Mnozstvi FTOH a jejich metabolitt je
v oblasti pramyslu vét§i nez ve vzdalenych regionech [22]. V roce 2005 byla namétfena
maximalni koncentrace 8-2 FTOH na severni polokouli 190 pg/m’ oproti tomu na jizni
polokouli pouze 14 pg/m® [23].

PFC se do arktickych oblasti dostavaji dvéma zpisoby. Prvni z nich je transport
FTOH atmosférou, coz bylo potvrzeno nejen naméfenymi hodnotami koncentrace
v atmosféte, ale 1 analyzou vzorkil snéhu, které byly ziskany z ledovcil v arktickych
oblastech Kanady. Mista vzorkovani byla vybrana tak, aby koncentrace PFC byla
reprezentovana pouze mnozstvim uklddanym z atmosféry a nebyla ovlivnéna jinymi
pfirodnimi podminkami. Nejvrchnéjsi vrstva pfedstavovala uklddani mezi lety 2004 a
2005. Ve vSech vzorcich byla stanovena piitomnost perfluorooktansulfonatu (PFOS) a
PFCA v tadech pg/l, konkrétné 13,1-53,7 pg/l PFOA [24]. Druha moZnost transportu
PFC do vzdalenych arktickych oblasti je pfes ocedn, coZ je povazovano za hlavni
zpusob, 1 kdyz je pfenos zpomalen diky oceanskému proudéni [25].

Informace o toxicit¢ FTOH nejsou Uplné a je zapotiebi jesté dalSich studii pro
potvrzeni stavajicich zjisténi. Pfi expozici 8-2 FTOH bylo u potkanli naméteno
zvétSovani jater a postupné poskozovani jaternich bun&k. Bylo zjisténo, Ze
hepatotoxicitu zptsobuje metabolit PFOA, kterd se akumuluje v jatrech. Velikost
toxicity zavisela na délce trvani expozice a na velikosti davky [26, 27].

Bylo urceno, ze PFC potlacuji sekreci cytokinli z imunitnich buné€k, a proto byly
zatazeny mezi imunotoxické latky [28]. Dale byly koncentrace PFC namétfeny v mozku,
coz naznacuje, ze dokdzou projit pfes hemoencefalitickou bariéru. Jestli jsou

1 neurotoxické, je stale zkoumano [11].

11



Velice dllezitad otazka zni, jestli FTOH ovliviiyji i reprodukci. Teprve v roce 2009
vysla studie, kterd o tomto informuje. Ctyfmési¢ni Zebticky pruhované (Danio rerio)
byly exponovany 8-2 FTOH po dobu c¢tyf tydni riiznymi koncentracemi, z nichz
maximalni byla 270 pg/l. U samic mnozstvi testosteronu a estradiolu vyrazné vzrostlo,
naproti tomu u samcii mnozstvi testosteronu kleslo a estradiolu vzrostlo. Déle bylo
zmensSil se jejich primér [29]. PoSkozeni syntézy steroidli mize byt zplisobeno zménou
vlastnosti membrany bunék, konkrétné naruSenim signaliza¢ni kaskady cAMP [30]. Pti
studii 6-2 FTOH byla jako pfi¢ina reprodukéni toxicity urcena inhibice aktivity
endokrinnich 714z [31]. Bylo zjisténo, Ze k pfenosu PFC na mladd’ata ptakt dochazi ptes

vajicka a u savct pres placentu nebo v mensi mife matefskym mlékem [32].

3.2 Alternativni metody testovani toxicity chemickych latek

REACH (Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals) je nova chemicka
legislativa v rdmci Evropské Unie od roku 2007. Jeden z hlavnich cili je, aby byly od
roku 2020 pouzivany pouze chemické latky se zndmymi vlastnostmi, a bylo tak
zamezeno nebezpecnym ucinkiim chemikalii na zdravi ¢lovéka a zivotni prostiedi. Aby
bylo mozné tento plan splnit, je potieba testli, ze kterych jsou rychle ziskany vysledky.
Déle REACH prosazuje snizeni mnozstvi laboratornich zvirat, na kterych jsou zalozeny
klasické testy, proto jsou vyvijeny alternativni metody, které¢ 1épe splituji podminky
REACH [33].

Urcovani toxicity chemickych latek na niténkach patfi mezi alternativni metody,
které jsou rychlejsi, levnéjsi, ale zaroven jejich vysledky maji stejnou hodnotu jako ty
z tradi¢nich testt [33]. Alternativni metody také spliuji podminky 3R (Reduce, Refine,
Replace), které usiluji o snizeni poctu laboratornich zvifat, zlepSeni jejich podminek
nebo jejich nahrazeni [34].

Mezi alternativni metody patii in vitro a in silico. In vitro metody vyuzivaji tkdnové
kultury, buniky orgént a nizs§i organismy. Nejpropracovanégjsi metoda in silico, odhady

vypoctem, je analyza QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships) [34].
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Zabyva se kvantitativnimi vztahy mezi chemickou strukturou latek a jejich biologickou
ucinnosti, coz lze popsat jednoduchou rovnici:

BA; = f(xi)
BA; — biologicka ucinnost latky i, f — matematicka funkce, x; — vlastnost pfislusejici

struktufe latky.

Odpirci alternativnich metod tvrdi, ze vysledky ziskané na nizSich organismech
nelze uplatnit na ¢loveéka. Diky rovnicim QSAR Ize vSak ziskat kvantitativni vztah mezi
toxickymi indexy, které byly stanoveny rlznymi biologickymi testy. Jako
fyzikéalné-chemicka vlastnost je nejcastéji pouzivan rozdélovaci koeficient chemikalii
mezi n-oktanol a vodu (P;), ktery ovliviiuje distribuci latky v organismu. Pro sérii
chemickych latek, které byly stanoveny riznymi metodami lze napsat rovnice:

BA;; = f(log P;)
BAix = f(log Py)

Po jejich tipravé vznikne konecna rovnice:

BAij = f(BAik)

Tato rovnice vyjadiuje korelaci mezi biologickymi G€innostmi pro sérii chemickych
latek naméfenymi riznymi metodami, coZ lze pouzit pro extrapolaci mezi biologickymi
druhy [35].

Kazda nova metoda musi byt testovana a schvélena, coZz miZe trvat i n€kolik let.
Timto se zabyva organizace ECVAM (European Centre for Validation of Alternative
Methods) a castecné 1 OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development). Po legalizaci metody by méla mit v praxi pfednost pied tradi¢nimi testy

diky tomu, Ze nepouZziva viibec nebo jen minimalni pocet zvifat [35].
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3.3 Niténka vétsi (Tubifex tubifex)

Toxicita FTOH byla stanovena pomoci testu na niténkach Tubifex tubifex, a proto je

zde popsano jejich systematické zatazeni, zakladni popis téla a jejich vyskyt.

Systematické zatazeni [36]:

Rige: Zivogichové (Animalia)

Podtise: Mnohobunééni zivocichové (Metazoa)
Kmen: Krouzkovci (Annelida)

Ttida: Malostétinatci (Oligochaeta)

Rad: Niténky (Plesiopora)

Celed’: Niténkoviti (Tubificidae)

Té¢lo niténky je dlouhé az 9 cm a homonomné segmentované az na 130 clankh
(Obr. 1). Na kazdém clanku kromé& prvniho jsou Stétiny, dva svazky bfiSnich a dva
svazky hibetnich. Rod Tubifex ma typické vé&jifovité a vlasovité tvary §tétin hibetnich
svazku, které se nachazeji pred opaskem [37]. U pohlavné dospélych jedincu je

vytvotfen opasek, ktery miizeme nalézt na 11. az 12. ¢lanku [38].

Obrazek €. 1: niténka Tubifex tubifex [38]
Zivi se detritem a bakteriemi, které travi z pohlceného materialu. Za jeden den jimi

projde az pétinasobek jejich hmotnosti [39]. V kazdém clanku se nachazi jeden par

metanefridii, které jsou zdkladnimi organy vylucovaci soustavy.
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Cévni soustava je tvorena hibetni a bfiSni cévou, které jsou spojené obloukovitymi
cévami. Pulzujici obloukovité cévy predstavuji primitivni srdce, které se jinak nazyva
auxiliarni [40]. Krev obsahuje Cervené barvivo, hemoglobin, diky kterému je niténka
ruzove zbarvena [38].

Nervova soustava se sklada z velkého paru hlavovych ganglii a dale v kazdém ¢lanku
na bfi$ni stran¢ jednim parem mensSich ganglii. Jednotliva ganglia jsou spojena piicnymi
a podélnymi spojkami [40].

Niténky jsou zastupci maloStétinatcli, ktefi se rozmnozuji pohlavné a patii mezi
hermafrodity, proto vytvareji samc¢i i sami¢i pohlavni bunky [38].

Niténka vétsi je nejhojnéjsi sladkovodni druh v celé Evropé [37, 38]. Muzeme ji
najit v Cistych vodach vysokohorskych jezer, ale i v znecisténém prosttedi, napiiklad
u usti kanalizace mlékaren [37, 38, 39]. Nejvétsi mnozstvi nitének se nachazi v bahné
stojatych vod, kde tvofi Cerveny polstar z tisice jedincti (Obr. 2). Piedni ¢ésti téla jsou
zavrtany do kandlku vyztuZzeného hlenem a zadni Céasti téla si vlnivym pohybem
ptihanéji vodu s dostatkem kysliku [39, 41]. Dychaji celym povrchem téla nebo sténou
sttevni [38, 39]. Jsou tolerantni na nedostatek kysliku, bez kterého mohou vydrzet
n&kolik desitek dnti [39]. Cim méné je kysliku, tim vétsi mnoZstvi hemoglobinu

obsahuje krev, a proto jsou vice cerven¢ zbarveny [38].

Obrazek ¢. 2: Kolonie nitének
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Ptiprava nasycenych roztokli a meéfeni jejich koncentrace bylo provedeno na
Chemickém tustavu Ptirodovédné fakulty Univerzity Karlovy v Praze a urceni toxicity
pomoci testu na niténkach bylo uskutecnéno na Statnim zdravotnim ustavu v Centru

hygieny préce a pracovniho lékaftstvi.

4.1 Standardy a chemikalie

Pouzitymi standardy byly 1H,1H,2H,2H-perfluoroktan-1-ol (97 %, Sigma-Aldrich,
Velka Britanie) a 1H,1H,2H,2H-perfluordekan-1-ol (97 %, Sigma-Aldrich, Japonsko).

Tabulka €. 1: Vlastnosti testovanych fluorotelomernich alkoholt

Zkratka Nazev alkoholu Molekulovy vzorec Molekulova Skupenstvi
hmotnost
6-2 FTOH  1H,1H,2H,2H- CeF13CH,CH,OH 364 kapalina

-perfluoroktan-1-ol
8-2 FTOH  1H,1H,2H,2H- CsF,CH,CH,OH 464 pevna latka

-perfluordekan-1-ol

Pouzitymi chemikaliemi byly acetonitril (p.a., Fluka, USA), terc-butyl methyl ether
(>98 % , Fluka, Steinheim, Némecko), dimethylsulfoxid (Gisty, Lachema, Ceska
republika) a dihydrat chloridu manganatého (extra pure, Merck).

4.2 Pristrojové vybaveni

Koncentrace fluorotelomernich alkoholli byla méfena na plynovém chromatografu
s hmotnostnim spektrometrem GCMS-QP5050A, Shimadzu (Analytical and Measuring
Instruments Division, Kyoto, Japonsko) s kolonou DB-5MS (Agilent Technologies,
USA) délky 30 m o vnitfnim priméru 0,25 mm a tloust’ce filmu 0,25 pm (5 % difenyl,
95 % dimethylpolysiloxan). Nosnym plynem bylo helium (5.0, Linde). K analyze latek
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byl pouzit hmotnostni spektrometr s EI ionizaci. Ke sbéru dat byl vyuzit program
LabSolution a k interpretaci hmotnostnich spekter knihovna NIST 08.

Vzorky byly vaZzeny na analytickych vahdch (APX-100, Denver Instrument).
K pipetovani byly pouzity automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko). Pro urychleni
rozpousténi FTOH byla vyuzita ultrazvukova lazeit (Sonorex, RK 100, Bandelin,
Barlen, Némecko). Pii extrakci byly FTOH vytfepany na tfepacce (Vortexgenie 2,
Scientific Industries, Hampshire, Velka Britanie).

Na SzU byl MnCl,.2H,0 vazen na analytickych vahach (AB265-S/FACT, Mettler
Toledo, Svycarsko) a roztoky byly pipetovany pipetami Finnpipette (Thermo
Labsystems, Finsko) a Nichipet Ex (Nichiryo, Japonsko).

4.3 Priprava roztoku

4.3.1 Prtiprava nasycenych roztokii FTOH v destilované vodée

Bylo navazeno asi 20 mg prfesné¢ 8-2 FTOH, kvantitativné pfevedeno do odmérné
baiikky o objemu 250 ml a piiblizné do 3/4 banky byla ptidana destilovana voda. Do
druhé¢ odmérné baiiky o objemu 250 ml bylo pipetovano 100 pl 6-2 FTOH a také
piiblizné¢ do 3/4 objemu banky byla ptidana destilovana voda. Pro rychlejsi rozpousténi
FTOH byla pouzita ultrazvukové lazen, kam byly odmérné baiiky opakované vlozeny
na 10 minut. Aby bylo zaruceno, ze roztoky jsou nasycené, bylo sledovano, aby

u 8-2 FTOH zistalo na dné banky nékolik zrnek alkoholu a u 6-2 FTOH jeho kapka.

4.3.2 Pftiprava nasycenych roztokti FTOH v 5 % dimethylsulfoxidu

Dimethylsulfoxid (DMSO) byl pouzit pro zvySeni rozpustnosti FTOH, a proto bylo
navazeno asi 45 mg ptesné¢ 8-2 FTOH, kvantitativné pfevedeno do odmérné baiky
o objemu 50ml a doplnéno 5 % roztokem DMSO ve vodé. Do odmérné banky
o objemu 100 ml bylo pipetovano 11 pl 6-2 FTOH a doplnéno 5 % DMSO. Na dné
banky bylo opét vidét nekolik zrni¢ek 8-2 FTOH a v druhé baiice kapka 6-2 FTOH.
Rychlost rozpousténi byla zvySena pomoci ultrazvukové lazné stejn€ jako u nasycenych

roztoktt FTOH v destilované vodé.
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4.3.3 Ptiprava roztoku na kalibraci

V ¢lanku [15] bylo publikovano, Ze rozpustnost 6-2 FTOH je ve vodé 15 pg/ml a
8-2 FTOH je 148 ng/ml. Podle téchto udajii se zvolil rozsah kalibrace.

Na zacatku byly pfipraveny zasobni roztoky tak, Ze bylo navazeno asi 50 mg pfesné
8-2 FTOH, kvantitativné¢ pievedeno do odmérné banky a doplnéno do 50 ml
acetonitrilem. Do druhé odmérné banky bylo pipetovano 30 pl 6-2 FTOH a doplnéno do
50 ml acetonitrilem. Takto byl pfichystan roztok 8-2 FTOH o koncentraci 1036 pg/ml a
roztok 6-2 FTOH o koncentraci 1044 pg/ml.

Pti ptipraveé roztokl na kalibraci 8-2 FTOH byl nejdfive pfipraven pomocny roztok,
protoze bylo potieba ptichystat roztoky o nizké koncentraci a pro zajisténi co nejvetsi
pfesnosti nebyl pipetovan objem mensi nez 20 pl. Pomocny roztok o koncentraci
5 pug/ml byl ptipraven pipetovanim 24 ul zasobniho roztoku do odmérné baiiky, ktera
byla doplnéna do 5 ml acetonitrilem. I vSechny ostatni roztoky kalibrace byly
pfichystany do odmérnych ban¢k o objemu 5 ml a vzdy doplnény acetonitrilem. Roztok
o koncentraci 500 ng/ml byl pfipraven pipetovanim 500 pl pomocného roztoku, roztok
o koncentraci 200 ng/ml pipetovanim 200 pl, koncentrace 100 ng/ml pipetovanim
100 pul a 20 ng/ml pipetovanim 20 ul pomocného roztoku. Roztok o koncentraci
10 ng/ml byl pfichystan ze 100 ng/ml pipetovanim 500 pl.

Roztoky na kalibraci 6-2 FTOH byly také ptipraveny do odmérnych ban€k o objemu
5ml a vzdy doplnény acetonitrilem. Ze zasobniho roztoku bylo pipetovano 96 pl na
ptipravu roztoku o koncentraci 20 pug/ml, 72 pl na 15 pg/ml, 48 pl na 10 pg/ml a 24 pul
na 5 ug/ml. Roztok o koncentraci 1 pg/ml byl pfichystdn z 20 pug/ml pipetovanim
250 pl.

4.3.4 Ptiprava roztoku referencni latky pro méfeni ECs

Zakladni roztok byl pfichystan tak, ze bylo navazeno asi 7,2 g pfesné MnCl,.2H,O0,
kvantitativné pievedeno do odmérné banky a doplnéno do 100 ml destilovanou vodou.
Dale byly roztoky pfipraveny fedici fadou, kdy ke 2,1 ml destilované vody bylo

pipetovano 8 ml zdkladniho roztoku, pfipraveny roztok byl zamichan a ke 2,1 ml
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destilované vody v nasledujici kadince bylo pfidano 8 ml z 1. zfedéného roztoku. Timto

zpusobem bylo pokracovano az k 7. ztedénému roztoku.

4.4 Extrakce nasyceného roztoku FTOH etherem

Aby bylo mozné pfipravené roztoky davkovat do GC, bylo potieba FTOH
vyextrahovat do terc-butyl methyl etheru. K 10 ml roztoku bylo ptfiddno 10 ml etheru a
smés byla tfepana na tfepacce 20 minut. Poté byla pipetou odebrana horni etherova faze.
Ke zbylé vodné fazi bylo pipetovano dalSich 10 ml etheru a extrakce byla opakovana.
Vznikla etherové faze byla ptfidana k t€ z prvni extrakce a objem byl snizen proudem

dusiku na 10 ml. Od kazdého roztoku byly pfipraveny dva vzorky.

4.5 Analyza GC-MS

Koncentrace FTOH byly méfeny na GCMS-QP5S050A. Pro vSechny analyzy byly
nastaveny tyto podminky: teplota injektoru 250 °C, teplota MS interface 255 °C,
linedrni pratokova rychlost helia 40 cm/s, 1 minuta splitless. Pfi prvnich méfeni byl
pouzit SCAN mod, ktery proméfil hodnoty m/z od 29 do 500 rychlosti 1000 m/z s™.
Bylo stanoveno, Ze v hmotnostnim spektru 6-2 FTOH jsou nejvice intenzivni ionty
o hodnoté m/z 69, 95, 127 a 344. U 8-2 FTOH to byly ionty o hodnoté¢ m/z 31, 69, 95,
127 a 169, a proto byly oba alkoholy dale méfeny v SIM modu pii hodnotach m/z 31,
69, 95, 127, 169 a 344. Teplotni program byl nastaven od 40 °C (4 minuty izotermicky)
do 150 °C s teplotni rampou po 20 °C/min.

4.6 Postup méreni ETsy na niténkach

ETso je U€inny Cas, pii kterém reaguje 50 % exponovanych nitének. Pocet nehybnych
jedinc byl zaznamenan ve 3., 15., 30. minuté¢ a déale vzdy po 30 minutdch az do
5. hodiny, a tak bylo pro jeden FTOH pfipraveno 12 Petriho misek o priméru 40 mm.
Do kazdé z nich byl pipetovan 1 ml nasyceného roztoku FTOH a z ptipravené kolonie
nitének bylo vybrano 6 jedinct, ktefi byli rychle osuSeni na filtraénim papife a vloZzeni

do Petriho misky.
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U nasycenych roztokl v destilované vodé byl zaznamenan pocet nehybnych nitének
1 po 24 hodinach. Pro kontrolu, ze vliv 5 % DMSO na niténky je zanedbatelny, bylo
méfeno ETso samotného rozpoustédla bez FTOH. Kazdé méteni ETsy bylo provadéno

tiikrat.

4.7 Postup pri méreni ECsy dimethylsulfoxidu

Pro zjisténi, jak moc ovliviluje DMSO métfeni ETso FTOH, bylo stanoveno jeho
ECso. Postup ptipravy roztokli a méfeni byl shodny s ECsy referencni latky kromé toho,
ze zakladni roztok byl 5 % a pocet nehybnych nitének byl zaznamenan po 2,5 hodinach

expozice.

4.8 Postup méreni ECs, referen¢ni latky

Pro vnitini kontrolu spravnosti méfeni s niténkami bylo stanoveno ECs, referencni
latky MnCl,.2H,0. ECs je ucinna koncentrace, pii které reaguje 50 % exponovanych
nitének. Postup meétfeni je shodny s ETsy, pouze pocet nehybnych jedincti byl
zaznamenan ve 3. minuté. Z poc¢tu nehybnych nitének 1ze vypocitat ECsy podle metody
Weilové ze vzorce:

log (ECsp) =log D, + log R (f+1)

cv v

koncentracemi (vyssi koncentrace/nizsi koncentrace), f— tabelovana konstanta
Interval spolehlivosti pro 95% pravdépodobnost byl vypocitan pomoci vztahu:
Li>=1log (ECs) + 2 orlog R

kde oy je tabelovana konstanta.

Vsechny tabelované konstanty potiebné pro vypocet jsou uvedeny v ¢lanku [39].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Méreni koncentrace FTOH v nasyceném roztoku

Pro stanoveni koncentrace FTOH v nasyceném roztoku byla zvolena metoda
absolutni kalibrace. Nejprve byly na GC-MS zmeéteny kalibracni roztoky o znamé
koncentraci. Kazdy roztok byl proméfen tfikrat a z namétenych hodnot ploch piku byl
sestaven kalibra¢ni graf. Kalibra¢ni roztoky 8-2 FTOH byly o koncentraci 10, 20, 100,
200 a 500 ng/ml (Obr.3) a na kalibraci 6-2 FTOH byly pfipraveny roztoky
o koncentraci 1, 5, 10, 15 a 20 pug/ml (Obr. 4).
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Obrazek ¢. 3: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci 8-2 FTOH s chybovymi

useCkami (smerodatna odchylka)
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Obrazek ¢. 4: Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci 6-2 FTOH s chybovymi

useckami (smérodatna odchylka)

Kazdy z nasycenych roztokii byl dvakrat extrahovan do etheru a oba pfipravené
vzorky byly tfikrat proméfeny na GC-MS za stejnych podminek, jako byly méfeny
kalibracni roztoky.

Pfi méfeni koncentrace nasyceného roztoku 8-2 FTOH v destilované vodé byly
hodnoty mimo rozsah kalibrace, a proto byly vzorky 500x zfedény (c,). Primérna
koncentrace nasyceného roztoku 8-2 FTOH v destilované vodé¢ byla 89 + 8 pg/ml

(Tab. 2).
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Tabulka ¢. 2: Zmétené plochy piku a vypoctené koncentrace 8-2 FTOH v destilované

vodé
vzorek A, a.u. Cz, ng/ml ¢, ng/ml
la 3234 196 97760
1b 2962 179 89410
Ic 2627 158 79130
2a 3146 190 95060
2b 3106 188 93830
2c 2616 158 78795

Nameétené hodnoty koncentrace nasycenych roztoka 8-2 FTOH v 5 % DMSO byly
opét mimo rozsah kalibrace, a tak bylo potieba roztoky 100x zfedit (c). Primérna

koncentrace nasyceného roztoku 8-2 FTOH v 5 % DMSO byla 42 + 1 pg/ml (Tab. 3).

Tabulka €. 3: Zméfené plochy piku a vypoctené koncentrace 8-2 FTOH v 5 % DMSO

vzorek A, a.u. Cz, ng/ml ¢, ng/ml
la 6912 421 42100
1b 6633 404 40395
Ic 6940 423 42271
2a 7028 428 42813
2b 7161 436 43625
2c 7066 430 43042

Pfi métfeni koncentrace 6-2 FTOH v destilované vodé¢ byly hodnoty v rozsahu
kalibrace, a proto nebyly vzorky dale fedény a primérna koncentrace nasyceného

roztoku 6-2 FTOH v destilované vod¢ byla 19 £ 2 pg/ml (Tab. 4).
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Tabulka ¢. 4: Zmétené plochy piku a vypoctené koncentrace 6-2 FTOH v destilované

vodeé
vzorek A, au. c, ug/ml
la 536911 20,9
1b 553335 21,6
lc 541633 21,1
2a 447487 17,4
2b 445275 17,3
2c 443036 17,2

Aby byly zméfené koncentrace nasycenych roztokti 6-2 FTOH v 5 % DMSO
v rozsahu kalibrace, bylo potfeba roztoky 5x zfedit (c;). Primérnd koncentrace

nasycen¢ho roztoku 6-2 FTOH v 5 % DMSO byla 56 + 2 pg/ml (Tab 5).

Tabulka €. 5: Zméfené plochy piku a vypoctené koncentrace 6-2 FTOH v 5 % DMSO

vzorek A, a.u. C, Hg/ml c, ug/ml
la 306276 11,8 58,8
1b 306099 11,7 58,7
lc 306283 11,8 58,8
2a 283488 10,9 54,2
2b 278377 10,6 53,2
2¢ 280220 10,7 53,6

Nalezené koncentrace FTOH, které byly uvedeny v publikovaném ¢lanku, byly nizsi
nez koncentrace, které byly pfipraveny. Rozsah kalibrace byl zvolen podle
publikovanych koncentraci, a tak bylo potfeba, kromé nasyceného roztoku 6-2 FTOH
v destilované vod¢, roztoky fedit pfed méfenim na GC-MS.

5 % DMSO byl pouzit pro zvysSeni rozpustnosti, aby byla koncentrace ptipravenych
roztoktt FTOH vys$i a niténky na né¢ mohly reagovat. Koncentrace ale vzrostla pouze

u6-2 FTOH, ato z 19 £ 2 pg/ml na 56 + 2 pg/ml. Naopak koncentrace 8-2 FTOH klesla
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z hodnoty 89 + 8 pg/ml na 42 £ 1 pg/ml. Divod, pro¢ koncentrace 8-2 FTOH v 5 %
DMSO klesla a nezrostla jako u 6-2 FTOH, neni znamy.

5.2 Méreni ETs,

Pii méteni ETso nasycenych roztokit FTOH v destilované vodé nebyla pozorovana
zastava pohybu nitének, a tak byl ¢as expozice prodlouzen na 24 hodin. I po této dob¢
vSak niténky nereagovaly na FTOH zéastavou pohybu. V nékolika Petriho miskach byly
objeveny ulomky tél z nitének, které nemély na sledovany pohyb Zadny vliv. Pomoci
testu na niténkach bylo urceno, Ze 6-2 FTOH a 8-2 FTOH nejsou akutné toxické.

Omezeni tohoto testu vychazi z rozpustnosti stanovovanych latek ve vodé. FTOH
jsou malo rozpustné ve vod¢, a tedy i kdyz byly pfipraveny nasycené roztoky, jejich
koncentrace byly velice nizké. Nabizi se otazka, jestli se niténky pohybovaly proto, ze
FTOH nejsou akutné toxické nebo to byla pro né pfili§ nizkd koncentrace, na kterou
nemohly reagovat. Pokud vSak byly pfipraveny nasycené roztoky, nelze predpokladat,
ze by byly FTOH v hydrosféfe rozpustény ve vysSich koncentracich, nez které byly
pfipraveny, a proto i tam by mély byt pro nizsi organismy netoxické. Pokud vSak jsou
FTOH ve vysSich organismech metabolizovany na PFOA a jiné PFCA, které se
akumuluji v organismech, mohou byt FTOH toxické. Z tohoto diivodu je potieba jejich
toxicitu zméfit jinou metodou naptiklad pomoci klasickych testi.

Vroce 2008 byla vypracovana bakaldiska prace na téma Urceni toxicity soli
perfluorovanych organickych kyselin. Toxicita byla také urena na niténkach, ale
rozpustnost soli v destilované vodé byla mnohem vétsi, a proto byl pfipraven roztok soli
kyseliny perfluorooktanové o koncentraci 0,579 . 10 mol/dm’ a roztok soli kyseliny
perfluorodekanové o koncentraci 0,528 . 10~ mol/dm’ [42]. V porovnani s roztokem
soli perfluorované kyseliny o stejném poctu uhliki byl piipraven roztok 6-2 FTOH,
ktery byl 10x méné¢ koncentrovany, a roztok 8-2 FTOH, ktery byl 3x méné
koncentrovany. Je otazka, jestli by niténky reagovaly na roztoky FTOH o stejné
koncentraci, jako byly v ptipadé¢ soli perfluorovanych kyselin a jestli by také platilo, ze
akutni toxicita je vyssi u latky s delSim fetézcem.

Me¢teni ETso nasycenych roztoki FTOH v 5 % DMSO nebylo mozné diky vlivu
DMSO na niténky, coZ je popsano v kapitole 5.3.

25



5.3 Méreni ECs, dimethylsulfoxidu

5 % DMSO byl zvolen jako rozpoustédlo, protoze uz byl dfive pouzivan na SZU pfi
testech na niténkach, kdy bylo potieba zvysit rozpustnost chemické latky, a protoze
ostatni organicka rozpoustédla jsou pro niténky toxicka. Pfi méteni vlivu 5 % DMSO na
niténky byla vSak pozorovana zastava pohybu, a proto bylo zméteno jeho ECsy.

Rédici fadou byly ptipraveny 5 %, 3,97 %, 3,13 %, 2,47 %, 1,96 %, 1,55 % a 1,22 %
roztoky DMSO ve vodé¢. Po 2,5 hodinach nebyla zaznamendna zastava pohybu nitének
od nejméné koncentrovaného roztoku az k 3,13 %. V 3,97 % roztoku byla pozorovana
zastava pohybu u Ctyf nitének a v 5 % roztoku u péti nitének. S delsi dobou expozice
zacalo dochazet ke krvaceni, deformaci téla a byly objeveny i1 tlomky ¢asti téla nitének.
Pti vypoctu log (ECsg) byly do vzorce dosazeny tyto hodnoty: D, = 2,47, R = 1,26,
f =1aor=0,26833. Tabelované hodnoty f a oy byly pouZity z publikovaného ¢lanku
[39]. Vysledek je, ze log (ECso) = 0,593 + 0,054 [log (%)]. U¢inna koncentrace, kdy
byla pozorovdna zastava pohybu 50 % exponovanych nitének, je 3,92 %. Tudiz je
5 % DMSO nevhodné rozpoustédlo pro latky, u kterych je potieba zjistit ETsy pomoci
testu na niténkach. Jeho vliv neni zanedbatelny a rusi méfeni toxicity FTOH. Jeho
pouziti by bylo mozné pro stanoveni ECsg pfi expozici do 15 minut, protoze béhem této

doby niténky na 5 % DMSO nereagovaly.

5.4 Méreni ECsj referen¢ni latky

Kazdy den, kdy bylo méfeno ETsy, bylo pro kontrolu spravnosti méteni stanoveno
1 ECsp MnCl,.2H,0, protoze meéfeni toxicity na niténkdch muize byt ovlivnéno
subjektivnim sledovanim zastavy pohybu nitének nebo 1 samotnymi niténkami,

u kterych zélezi, z jaké lokality byly pfivezeny a jak jsou Cerstvé.
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Tabulka €. 4: Pocet nehybnych nitének pii méteni ECsg referencni latky, MnCl,.2H,O

pocet nehybnych nitének pfi jednotlivych méteni

vzorek ¢, mol/l

1. 2. 3. 4. 5. 6.
zakladni roztok 0,445 6 6 6 6 6 6
1. fedéni 0,352 6 6 6 6 6 6
2. fedéni 0,279 6 6 6 6 6 6
3. fedéni 0,221 6 6 6 6 6 6
4. fedéni 0,175 6 6 6 5 6 6
5. fedéni 0,139 4 3 4 2 3 4
6. fedéni 0,110 0 0 0 0 0 0
7. fedéni 0,087 0 0 0 0 0 0

Pro vSechny vypocty ECsg je shodna hodnota R = 1,26. Tabelované hodnoty f a oy
byly pouZity z publikovaného ¢lanku [39].

Pfi prvnim, tfetim a Sestém méfeni je D, = 0,087 mol/l, = 0,83333 a o,=0,21082, a
proto je hodnota log (ECsg) =-0,876 + 0,042 [log (mmol/l)].

Pfi druhém a patém meéfeni je D, = 0,110 mol/l, f= 0 a o, = 0,22361, z toho bylo
vypocitano, ze log (ECso) = -0,858 + 0,045 [log (mmol/1)].

Pfi ¢tvrtém méfeni je D, = 0,110 mol/l, f= 0,33333 a o, = 0,26874, z toho bylo
vypocitano, ze log (ECsg) = -0,825 £ 0,054 [log (mmol/l)].

Index akutni toxicity, ktery byl stanoven dlouhodobym pozorovanim, je
log (ECso) = -0,845 + 0,033 [log (mmol/l)]. Zadna z naméfenych ECsy se vyznamné

neodchylila od daného indexu, a proto bylo méfeni spravné.
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6 ZAVER

Byly pfipraveny nasycené roztoky FTOH v destilované vodé¢ a v 5 % DMSO, jejichz
koncentrace byly zméfeny na GC-MS metodou absolutni kalibrace. Oproti
publikovanym hodnotdm rozpustnosti ve vodé byly pfipraveny roztoky o vyssi
koncentraci, a to 19+ 2 pg/ml u 6-2 FTOH a roztok 8-2 FTOH byl o koncentraci
89 + 8 pg/ml. Pouzitim 5% DMSO jako rozpoustédla byla zvySena koncentrace
u 6-2 FTOH na hodnotu 56 +2 ug/ml, naopak koncentrace 8-2 FTOH klesla na
42 + 1 pg/ml. Ani po 24 hodindch expozice nasycenymi roztoky FTOH v destilované
vod¢ nebyla pozorovana zastava pohybu nitének, a proto bylo urceno, ze 6-2 FTOH a
8-2 FTOH nejsou akutné toxicke.

Vliv 5% DMSO nebyl zanedbatelny, a tak je jeho vyuziti pro stanoveni ETsg
nevhodné. Lze ho pouzit pouze pii expozici do 15 minut, protoze do této doby niténky
na rozpoustédlo nereagovaly. Po 2,5 hodinach expozice bylo zméfeno, ze ECsy roztoku
DMSO ve vodé je 3,92 %. Spravnost méfeni s niténkami byla ovéfena stanovenim ECsg
MnCl,.2H,0. Niténky potitebné na Ctyfi méteni ETs staly 5 K&, coz potvrzuje, Ze test
na niténkach Tubifex tubifex je levny oproti klasickym testim na zvitatech.

Diky nizké rozpustnosti FTOH ve vodé je potfeba zméfit toxicitu pomoci jiné

metody pro ovéfeni, Ze nejsou akutné toxické. To uz je vSak téma pro dalsi praci.
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