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Abstrakt

V poslednich letech se mnoho védeckych ¢lankt vénuje problematice endokrinné aktivnich
latkek v zivotnim prostedi. Nékteré z téchto latek jsou zatazovany do skupiny bromovanych
zpomalovact hotfeni. Nicméné jen malo ¢lanki se zabyva endokrinni aktivitou nékterych
,novych® bromovanych zpomalovact hoteni. Tyto latky jako naptiklad 1,2-bis(2,4,6-
tribromfenoxy)ethane (BTBPE) nebo bis(2-ethylhexyl) tetrabromftalat (TBPH) jsou
pouzivany z ditvodu zédkazu nékterych nejvice produkovanych smési bromovanych
zpomalovacu. V této praci byly pouZity dva rekombinantni kvasinkové testy na méteni
estrogennich, androgennich, antiestrogennich a antiandrogennich aktivit nékterych
alternativnich bromovanych zpomalovach hotfeni. Byly také pouzity ligninolytické houby na
zjisténi biodegradace téchto latek. Nase vysledky naznacuji, Ze latka 2,4,6-tribromfenol (TBP)
muze byt novych endokrinnim disruptorem v Zivotnim prostiedi. Tato slou¢enina méla

v pouzitém testu antiestrogenni a antiandrogenni u€inky. 1,2-bis(2,4,6-tribromfenoxy)ethane
(BTBPE) také vykazal jistou antagonistickou aktivitu. Pouze tfi latky v biodegradacnim
experimentu mély signifikantni ubytek béhem sledovaného obdobi. Pro ostatni latky nebyla
pozorovana zadna biodegradace. V této praci bylo pouzito plynové chromatografie

s hmotnostni detekci na analyzu téchto ,,novych* zpomalovacii hoteni. Metody pro plynovou
chromatografii a derivatizaci latky TBP jsou rovnéz ukazany.

Klicova slova: Bromované zpomalovace hotfeni, endokrinni disruptory, kvasinkové biotesty,
ligninolytické houby, 2,4,6-tribromfenol, derivatizace



Abstract

In the recent years, many research articles focused on endocrine disrupting compounds in the
environment. Some of these compounds are listed in a group named brominated flame
retardants. However, only few articles investigated endocrine activity of several ,,new*
brominated flame retardants. These chemicals such as 1,2-bis(2,4,6-tribromophenoxy)ethane
(BTBPE) or bis(2-ethylhexyl) tetrabromophthalate (TBPH) are newly used due to ban of
some previously most produced brominated flame retardant mixes. In this study, we used two
recombinant yeast screens to measure estrogenic, androgenic, antiestrognic and
antiandrogenic activities of some alternative brominated flame retardants. We also used
ligninolytic fungi to investigate biodegradation of these compounds. Our results suggest, that
2,4,6-tribromophenol (TBP) may be a new environmental endocrine disruptor. This substance
showed antiestrogenic and antiandrogenic activity in our tests. 1,2-bis(2,4,6-
tribromophenoxy)ethane (BTBPE) had certain antagonistic activity too. In the biodegradation
experiment, only three compounds showed significant degradation during the test period. No
biodegradation have been observed for other compounds. In this study, we applied gas
chromatography with mass spectrometry to analyze these ,,new* flame retardants. Method for
gas chromatography and derivatization of TBP have been developed and documented.

Keywords: Brominated flame retardants; endocrine disruptors; yeast reporter gene assays;
ligninolytic fungi; 2,4,6-tribromophenol; derivatization



Uvod

V poslednich letech se fada védeckych vyzkumu zabyva problematikou organickych
polutantli v Zivotnim prostfedi a jejich moZnymi negativnimi u¢inky na lidské zdravi. Velka
pozornost je vénovana latkdm poskozujici endokrinni systém ¢lovéka i volné Zijicich
zivoCichi (tzv. endokrinni disruptory). Chemické latky s endokrinnimi u€inky se bézné

v literatufe klasifikuji do 10 skupin: polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU),
polychlorované organické latky, pesticidy, ftalaty, organické rozpoustédla, bisfenol A,
alkylfenolické slou¢eniny, bromované zpomalovace hoteni, kovy a ostatni. VétSinu téchto
skupin lze déle délit na nékolik podskupin (Brouwers et al., 2009). Jednou z téchto skupin
jsou zminéné bromované zpomalovace hoteni, které jsou bézn¢ znamy pod zkratkou BFR.
Tato zkratka vznikla z anglického ndzvu Brominated flame retardants. Tyto latky se pouzivaji
jako aditiva do riznych produktii bézné€ uzivanych v domacnostech (elektronika, ¢alounéni,
nabytek, bytovy textil, tepelné izolace atd.). BFR nachazeji také zna¢né uplatnéni v mnoha
odvétvich pramyslu, pfedev§im ve zpracovani plasti a umélych hmot. Tyto latky jsou
prakticky nehotlavé a prave jejich nehotlavost a schopnost zhaset plamen dala podmét k
jejich rozsahlému pouzivani. Tato jejich schopnost spoc¢iva v tom, ze dokazi uvoliiovat
bromidovy iont, ktery zhasi a zpomaluje oxidativni proces hofeni.

BFR je velmi rtiznoroda skupina co do jednotlivych latek. Hlavni pozornost
védeckého vyzkumu zaujimaly latky tetrabrombisfenol A (TBBPA), hexabromcyklododekan
(HBCD) a polybromované difenylethery (PBDE). Diivody k této pozornosti, byly predev§im
jejich zvysené koncentrace v Zivotnim prostiedi, persistence, toxické plisobeni na zivocichy i
¢lovéka, schopnost dalkového transportu, vstupovani do potravniho fetézce a hlavné velmi
rozSifené pouzivani.

Jelikoz byly zjistény negativni dopady téchto latek na zivotni prostiedi a lidské zdravi,
nékteré z nich byly legislativné zakazany. Nekteré jsou dokonce zafazeny na seznam
persistentnich organickych polutanti (POP) podle Stockholmské konvence. Tyto restrikce
prevadi v soucasné dobé pozornost na jiné latky diive méné€ vyrabéné nebo zcela nové. Témet
uplny vycet téchto latek uvadi zprava Environmental Health Criteria 192 (WHO, 1997). O
téchto novych a alternativnich zpomalovacich hofeni je zndmo jen velmi malo, a tak je tfeba
vyzkumu, jejich moZznych negativnich u€inki, dfive nez se za¢nou pouZivat v masovém
méfitku.

Tato diplomova prace se vénuje problematice ,,novych* bromovanych zpomalovaci

hoteni, které nejsou legislativné zakazany a které v soucasné dobé€ vyzaduji nasi pozornost.



1. Literarni reSerse

1.1. Historie pouzivani zpomalovac¢u horeni

Latky k omezeni nebo zamezeni hotfeni se pouZzivaly uz od starovéku. Jiz Egyptané pouzivali
kamenec ke snizeni hoflavosti dieva. Také Rimané pouzivali smés kamence a octa na oSetieni
difeva. Kamenec z chemického hlediska je podvojna sil kyseliny sirové. Pouzivani kamence
je rovnéz znamo i z 18. stoleti v Britanii, kde pan Wyld pouziva k oSetfeni dfeva a textilu
smés kamence, siranu zeleznatého a boraxu. V této dob€ se rovnéZ pouziva kamenec ke
sniZeni hotlavosti balonli. Na zac¢atku 20. stoleti bylo popsano oSetfeni baviny s cilem
zpomalit hoteni, za pouziti smési cini¢itanu sodného a siranu amonného.

Béhem 20. stoleti doslo k velkému rozvoji novych latek na zpomalovani hoteni
a vytvorila se pestra skupina anorganickych a organickych sloucenin. Dle zplsobu pouZiti se
zaCaly rozdé€lovat na reaktivni a nereaktivni retardéry. Reaktivni organické zpomalovace,
jakymi byly napftiklad vinylchlorid, vinylidenchlorid a 2,4.6 — tribromfenylakrylat, se
ptidavaly do vychozi reakéni smési pii vyrob€ polymeru a stavaly se jeho trvalou soucasti.
halogenované a organofosfatové slouceniny, oxid antimonity, hydratovany oxid hlinity, které
se ptidavaly k makromolekuldrnim pfirodnim i syntetickym latkdm dodate¢né. Mezi
technicky a ekonomicky nejvyznamnéjsi aditiva snizujici hotlavost patfil trihydrat oxidu
hlinitého, ktery se vyrab¢l z bauxitu.

Béhem dalSiho vyzkumu bylo zjisténo, Ze lepsi schopnost zpomalovat hoteni a také
stalost v materidlu maji halogenované zpomalovace, a proto se zacaly vice pouzivat latky,
jako napftiklad chlorid hlinity nebo bromid hlinity. Bromované zpomalovace se ukazaly byt
ucinnéj$imi, a tak se zacaly vice pouZzivat.

Posléze s masivnim rozvojem organické chemie se zacaly pouzivat organické
bromované zpomalovace hoteni, a z nich nejvice pravé bromované difenylethery a
tetrabrombisfenol A. Bromované difenylethery se vyrabéji ve tfech tirovnich bromace deka-
BDE, okta-BDE a penta-BDE. Deka-BDE je smés skladajici se z 97-98%
dekabromdifenyletheru (BDE-209). Okta-BDE tvoti smés ze 85% BDE-153 a ze 14% BDE-
154. Penta-BDE je nejvice riznorodou smési, ktera se sklada ze 31% BDE-47, ze 48% BDE-
99, ze 8.8% BDE-100, ze 6.6% BDE-153 a ze 4.4% BDE-154 (Fisk et al., 2003). Procenta se
mohou li$it v zavislosti na dodavateli.

V devadesatych letech bylo na trhu pres 100 latek na zpomalovani hoteni s celkovou

poptavkou 600 000 tun za rok (OECD, 1995).. Tyto latky mizeme rozd¢lit na anorganické,



bromované organické, chlorované organické, organofosfore¢nanové, halogenované
organofosforec¢nanové a zpomalovace na bazi dusiku (Fisk et al., 2003). Bromované
zpomalovace predstavuji 25% celosvétové poptavky po zpomalovacich hoteni. Zhruba 30
bromovanych latek pak pfedstavuje vétSinu komeréné pouzivanych BFR (OECD, 1995).
Nutno podotknout, Ze se postupem casu také zvySovala poptavka po latkach
zpomalujici hoteni. Pro pfedstavu je uveden vyvoj spotieby v Japonsku béhem let 1986 az
1994 v tabulce 1 v ptilohéach. V této tabulce je patrny trend zvySovani poptavky a tudiz i
produkce. Odhaduje se, Ze svétova produkce bromovanych zpomalovact hofeni byla v roce
1992 150000 tun, z toho 33% ptipada na tetrabrombisfenol A a 27% na polybromované
difenylethery (OECD, 1995). Spotteba BFR 1 v dalSich letech stoupala az k hodnoté 203790
tun v roce 2001. Zastoupeni jednotlivych latek a regionti spotieby udava tabulka 2 (Law et al.,

2006b).

1.2. Bromované zpomalovace horeni

1.2.1. Bromované zpomalovace hofeni

Bromované zpomalovace hoteni (BFR) je uz vzité oznaceni pro organické latky obsahujici
brom a uZzivajici se jakozto aditiva pro zpomalovani hofeni. JelikoZ co do objemu produkce
jsou nejvice podstatné tetrabrombisfenol A, hexabromcyklododekan a polybromované
difenylethery, zahrnuji néktefi autofi do BFR pouze tyto latky. To vSak neni Gplné piesné,
protoZe v soucasné dobé¢ existuje celd fada bromovanych latek pouZivanych na zpomaleni
hoteni.

Existuje mnoho védeckych praci zabyvajici se vySe zminénymi latkami, jejich
pritomnosti v zivotnim prostiedi (Hale et al., 2006; Law et al., 2006b; de Wit et al., 2006),
jejich biologickym rozkladem (He et al., 2006; Davis et al., 2006; Gerecke et al., 2006;
Voordeckers et al., 2002), jejich akumulaci v téle ¢loveéka (Sjodin et al., 2003; Hites, 2004;
Inoue et al., 2006) a jejich toxickymi ucinky (Viberg et al., 2004; Zhou et al., 2001; Birnbaum

et al., 2004). Témito latkami se souhrnné zabyvam ve své bakalatrské praci (Ezechias, 2009).

1.2.2. Legislativa BFR v Evropské unii

Jelikoz nekteré bromované zpomalovace hoteni byly shledany jakoZto latky toxické a
persistentni, byly u¢inény legislativni kroky k jejich zakazu. V Evropské unii bylo dokon¢eno

hodnoceni rizik pro penta- a oktabromované difenylethery podle direktivy REACH



(Registration, Evaluation and Authorization of Chemicals; direktiva ¢. 1907/2006). Nasledné
byl dohodnut celoevropsky zékaz jejich prodeje a pouzivani. Natizenim 2003/11/ES je
zakdzano obchodovani a pouzivani penta-BDE a okta-BDE v koncentracich vyssich nez 0,1%
hmotnosti vyrobku od roku 2004. Vyrobky obsahujici vice jak 0,25% penta-BDE jsou
oznaceny za nebezpecny odpad. V rdmci smérnice o odpadech z elektrickych a elektronickych
zatizeni (2002/96/ES - také zndma jako WEEE) a smérnice o omezeni nebezpecnych latek

v téchto produktech (2002/95/ES - zndma jako RoHS) byla dosazena dohoda o ukonceni
pouzivani polybromovanych difenylethert v elektrickych a elektronickych zatizenich do 1. 7.
2006. Tato smérnice byla transponovana do ¢eské legislativy zakonem ¢. 7/2005 Sb., kterym
se méni zakon ¢. 185/2001 Sb., o odpadech a o zméné dalsich zdkont. Smérnice 2002/95/ES
byla jesté upravena rozhodnutim komise 2005/717/ES, ktera ze zékazu pouzivani vyjima
deka-BDE.

V roce 2009 byly nékteré BFR také zatazeny na seznam persistentnich organickych
polutant (POP) podle Stockholmské konvence. Tyto restrikce se tykaji komercnich smési
penta-BDE a okta-BDE (rozhodnuti SC-4/18 a SC-4/14). Ob¢ tyto smési byly zatfazeny do
ptilohy A, tedy latek, u kterych je zakdzano pouZzivani, vyroba, dovoz i vyvoz. Ve stejném
seznamu je také jiny zpomalovac¢ hofeni hexabrombifenyl a zndmé&;jsi organické polutanty
jako napftiklad polychlorované bifenyly, hexachlorbenzen, toxafen a dalsi. V soucasné dobé je
navrh na zarazeni hexabromcyklododekanu rovnéz do ptilohy A, nicméné jesté o tomto

navrhu nebylo rozhodnuto.

1.2.3. ..Nové*“ bromované zpomalovade hofeni

Po legislativnim zakazu nékterych nejvice produkovanych BFR se zacaly objevovat nové a
alternativni zpomalovace hofeni. Jsou to latky bud’ zcela nové objevené, nebo jen vice
pouzivané v poslednich letech. V literatufe se pro tyto latky vZzil ndzev Nové bromované
zpomalovace hoteni a oznacuje ty latky, které nepatii mezi nejvice zndmé a pouzivané
(tetrabrombisfenol A, hexabromcyklododekan a polybromované difenylethery).

V nasledujicich podkapitolach bude uveden seznam latek, které se v soucasné dobé volné
pouzivaji jako zpomalovace hoteni. Do tohoto seznamu nejsou zahrnuty polybromované
difenylethery a hexabromcyklododekan kviili schvalenym nebo pfipravovanych legislativnim
restrikcim. Také zde neni mozné sepsat Uplny vycet BFR z diivodu rozsahu, a tak je tento

seznam omezen na latky, které jsou dale zminovany v experimentalni ¢asti.



1.2.3.1. Tetrabrombisfenol A (TBBPA)

Tetrabrombisfenol A je v soucasné dob¢ nejvice pouzivanym BFR, a tak se bézn¢ nezahrnuje
mezi ,,noveé* bromované zpomalovace hoteni. Prodava se jako bily krystalicky prasek

s teplotou tani 181 °C. Rozpustnost ve vodeé je 4,16 mg/1 pti 25 °C a Log P, je 4,5 (Haneke,
2002a). Vyrabi se bromaci molekuly bisfenolu A a prodava se pod riznymi obchodnimi
nazvy jako naptiklad SAYTEX® RB-100 nebo Firemaster BP4A. TBBPA je pouzivan hlavné
jako reaktivni zpomalovac hofeni v epoxydovanych pryskyticich a také do skiini nejrizngjsi
elektroniky. Pfi vyrobé epoxydovanych pryskyfic je TBBPA piiddvan az po vytvrzeni, coz by
nemélo pfinaset zadny volny TBBPA ve vysledném produktu. Pfesto se zjistilo, ze vyrobené
tiSténé spoje obsahuji i volny TBBPA a to v poméru 4 pg na gram pfidaného TBBPA
(Sellstrom a Jansson, 1995). Kromé jeho pouziti v polymerech, se také pouziva jako
zpomalovac hoteni plasti, papiru a textilii, jako zmékcovadlo v lepidlech a povlak, a jako
chemicky meziprodukt pro syntézu dal§ich zpomalovaci hoteni jako naptiklad TBBPA allyl
ether, TBBPA bis(2-hydroxyethyl ether) a dalsi. Kromé toho byva TBBPA aplikovéan na
koberce a kancelatsky nabytek (Haneke, 2002a).

TBBPA se dostava do zivotniho prostiedi spolu s odpadni vodou z vyroben
pocitacovych skiini a tiSténych spojii. Také se uvoliluje z vyrobkili a navazan na aerosolové
Castice je soucasti vnitiniho prostiedi (Haneke, 2002a). Ve vodach se TBBPA adsorbuje na
pevné ¢astice a kumuluje v sedimentu, coz je dano rozd€lovaci konstantou Kq.= 56000.
Tékani z volné hladiny je velmi mélo pravdépodobné. V ovzdusi je TBBPA pouze na
aerosolovych &asticich diky nizké tenzi par (1,8 x 10" mm Hg pii 25 °C), a proto je z ovzdusi
odstrafiovan hlavné mokrou nebo suchou depozici (Haneke, 2002a). V ptde¢ je velmi mélo
mobilni a také t€kani z povrchu je jen velmi malé kvili nizké Henryho konstanté. VSechny
tyto fyzikalné chemické charakteristiky pfedur¢uji TBBPA ke kumulaci v piidé€ a sedimentu,
kde byl také stanovovan riiznymi studiemi (Harrad et al., 2009, Sellstrom a Jansson, 1995,
Watanabe et al., 1983). RovnéZ se vyskytuje v kalech Cisti¢ek odpadnich vod (de Wit et al.,
2002).

Studie ukazuji pomérné rychlou biodegradaci TBBPA, ktery se v anaerobnich
podminkach dehalogenuje aZ na bisfenol A. Vé&tsina této latky byla takto degradovéana uz
behem 10 dni (Ronen a Abeliovich, 2000) nebo béhem 40 dni (Voordeckers et al., 2002).
Vznikly bisfenol A je mozné dale rozkladat v aerobnich podminkach (Ronen a Abeliovich,
2000). Rovnéz byla zkoumana degradace ligninolytickymi houbami. Houba Trametes
versicolor degradovala vétSinu TBBPA uZ po 4 dnech trvani pokusu (Uhnakova et al., 2009).
V sedimentu byly rovnéz nalezeny methylované TBBPA, coZ by mohlo byt zptisobeno taktéz
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mikrobidlni transformaci. Nékolik studii potvrdilo, Ze rGzné bakterie, naptiklad Rhodococcus
sp. kmen 1395 nebo Mycobacterium kmen CG-2 a PCP-1, jsou schopny methylace TBBPA
za aerobnich podminek. Vysledny produkt je vysoce lipofilni, coZ pfinasi vyssi bioakumulaci
nez pivodni TBBPA (George a Hiaggblom, 2008). Podstatné je, Ze TBBPA nepodléha
degradaci b&hem procesu tpravy vod v COV (WHO, 1995). Byla rovnéZ pozorovana
fotodegradace této latky pfi vystaveni UV zéfeni za vzniku produkti jako dibromfenol a
2,4,6-tribromfenol (de Wit, 2002). Byla provadéna i fotodegradace TBBPA UV zéafenim ve
vode¢, ktera mé nésledujici polocasy rozkladu: 10,2 dnti na jate, 6,6 v 1ét¢, 25,9 na podzim a
80,7 dnli v zimé&. VS§e je samoziejme vyrazné ovlivnéno aktudlni oblacnosti (WHO, 1995).

TBBPA rovnéZz vstupuje do potravniho fetézce. Studie ukazuji riizné hodnoty
biokoncentra¢niho faktoru v rozmezi od 20 do 3200. VSe zélezi na experimentalnich
podminkach a pouzitém organismu (WHO, 1995). Zajimavé je, ze TBBPA nebyl detekovan
ve vzorcich ryb ani v musli Mytilus edulis v Japonsku (WHO, 1995). Byl vsak stanovovan
napiiklad v tkanich ptakl v rozsahu 28 az 173 ng/g (He et al., 2010). Obecné lze fict, ze
TBBPA je detekovan v télech volné Zijicich zivocichi jen vyjimeéné. Toto mize byt
zpiisobeno sice zvySenym piijmem TBBPA motskymi organismy, ale také rychlou
biotransformaci a exkreci (WHO, 1995).

Toxické pisobeni TBBPA je vzdy tieba rozlisit na akutni a chronickou expozici. Pii
jednorazovém oralnim podani byly u testli provadénych na mysich a laboratornich potkanech
zjistény smrtelné davky LDsgp na 3,2 g/kg a 2 g/kg. Jina studie zase stanovila, ze LDsg je vétsi
nez 5 g/kg (WHO, 1995). RovnéZ i jiny zplsob podani TBBPA jako dermélni nebo inhalacni
nevyvolal zaddnou vyraznéjsi akutni toxickou odpoved (WHO, 1995). Také nebyl pozorovan
zadny teratogenni ucinek u laboratornich potkanti. Byly provadény i testy na mutagenitu u
Salmonella typhimurium kmeny TA1535, TA1537, TA1538, TA98 a TA100 a také u
Saccharomyces cerevisiae kmen D4. Nebyl zaznamenan Zadny pozitivni vysledek pro
mutagenni aktivitu u vSech testovanych koncentraci (WHO, 1995).

Studie zkoumajici androgenni piisobeni TBBPA zjistila pouze slaby antiandrogenni
efekt u vyssich koncentraci (Christen et al., 2010). Velmi podstatna u toxického ptisobeni
tohoto zpomalovace je jeho schopnost napodobovat thyroidni hormon. Byla prokazéana vazba
na thyroidni receptor alfa i beta v testech in vitro. RovnéZ byl pozorovan aditivni efekt
TBBPA k ptfirozenym hormontim (Shiizaki et al., 2010). Studie zkoumajici celou generaci
laboratornich potkanil vystavovanych riiznym davkam TBBPA prokazala jako hlavni efekt
sniZeni koncentraci thyroxinu (T4) a zvétSeni vahy varlat a hypofyzy u samct. Nizsi

koncentrace thyroxinu v krvi souvisi se zménou vyvojovych parametri véetné odlozené¢ho
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sexudlniho vyvoje samic a snizeni umrtnosti mlad’at (Van der Ven et al., 2008). Jind in vitro
studie zase prokazala silnou inhibici progesteronového receptoru s IC = 7,8 x 10® mol/1 (Li
et al., 2010)

I pfes prokéazané toxické u€inky TBBPA je tento zpomalovac stale volné pouzivan
v chemickém priimyslu. Evropska unie uzavitela hodnoceni rizik TBBPA pro lidské zdravi
v roce 2005 s konstatovanim zadnych rizik spojenych s touto latkou. O dva roky pozdéji
(2007) bylo uzavteno i hodnoceni environmentéalnich rizik. Evropska komise pouze
doporucuje vybrané oblasti sledovat a shromazd'ovat dalsi udaje, ale na zdklad¢ dostupnych
informaci nebylo zji§téno zadné riziko (Official Journal of the European Union 2008/C

152/02).

1.2.3.2. 1,2-bis(2,4,6-tribromfenoxy)ethan (BTBPE)

Tento zpomalovac hoteni je jednim z nové pouZivanych a predpoklada se, Ze na trhu
nahrazuje zakdzany okta-BDE. Je vyrabén reakci 1,2-dibromethanu s 2,4,6-tribromfenolatu a
pouziva se jako aditivni zpomalovac¢ hoteni do akrylonitril-butadien styrénu (ABS), pryskyfic,
houzevnatého polystyrénu (HIPS) a do vyrobki jako jsou pocitace, televizory a mobilni
telefony (Tomy et al., 2007). Prodava se pod obchodnim ndzvem jako napiiklad firemaster
680 nebo FF 680. Jeho rozpustnost ve vodé je 1,9 x 10™ g/l pii 25 °C a rozdélovaci
koeficienty log P, = 7,88 a log Koc = 5,66 (Harju et al., 2009).

Tento zpomalovac hofeni byl stanovovéan ve venkovnim ovzdu§i USA v koncentracich
od 2,8 do 70 pg/m’ (Hoh et al., 2005). Stejna studie rovnéZ porovnavala naméiené
koncentrace BTBE s koncentracemi PBDE a zjistila, ze jsou pfekvapivé mnohdy vyssi nez
koncentrace jednotlivych kongenerit PBDE, coz znaci bud’ rozsifené pouzivani, nebo dlouhé
setrvani této latky v ovzdusi. Rovnéz byl BTBPE stanovovan ve vnitinim ovzdusi. Sjodin et
al. (2001) analyzoval pracovni ovzdusi a stanovil koncentrace BTBPE na 41 pg/m’ v tovarné
na montaZ plognych spoji, 3-11 pg/m’ v mistnosti na opravy poéita&i a 3-4,8 pg/m’

v pocitacoveé ucebné. A¢ se zdaji koncentrace ve vnitinim a venkovnim ovzdusi srovnatelné,
je tfeba mit na paméti, Ze se jedna o dvé rozdilné studie z riznych statl, které mohou byt
jinak zatizeny BTBPE. Tato latka byla také nalezena v sedimentech z jezera Michigan.
Naméiené koncentrace byly niz§i nez u BDE-209, ale mnohem vy$$i neZ u ostatnich
kongenert jako naptiklad BDE-47, BDE-99 nebo BDE-100 (Hoh et al., 2005). Stejna studie
rovnéz predklada stanoveni BTBPE ve vrstvé sedimentu odpovidajici roku 1973 a rust
koncentraci az do roku 1985. To vypovida o dlouhodobém pouzivani tohoto zpomalovace

v USA. BTBPE byl také stanovovan v domacim prachu riznymi studiemi. Karlsson et al.
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(2007) ustanovil koncentraci BTBPE v domacim prachu na 4,8 ng/g a Stapleton et al. (2008)
stanovil koncentrace v riiznych obytnych mistnostech na 1,6 az 789 ng/g. Je zajimavé, ze

v druhé jmenované studii byl BTBPE detekovan ve vSech vzorcich z vnitinich prostor, ale
stale v koncentracich vyrazné niz§ich nez u PBDE. V jiné studii zabyvajici se domacim
prachem byly zjistény primérné koncentrace BTBPE 120 ng/g v doméacnostech, 7,2 ng/g

v kancelatich a 7,7 ng/g v autech (Harrad et al., 2008). BTBPE byl nalezen také ve vejcich
z Faerskych ostrovil v primérné koncentraci 0,11 ng/g tuku. Tato koncentrace je vSak
mnohonasobné mensi nez vSech PBDE dohromady. BTBPE byl rovnéz nalezen ve vejcich a
plasmé racka Sedého (Larus hyperboreus) v Norsku, kde vSak dosahoval jen malych
koncentraci (maximaln¢ 0,96 ng/g tuku) (Karlsson et al., 2006). Vysledky naznacuji, ze
BTBPE muze byt novy persistentni BFR v Zivotnim prostiedi, ale v sou¢asné dob¢ se mu
ptiklada jen okrajovy vyznam. Nizkd akumulace BTBPE mtize byt odrazem relativné nizké
log P,y oproti PBDE (Verreault et al., 2007). VSechny tyto studie vSak dokazuji pouzivani
BTBPE a jeho pfitomnost v Zivotnim prostiedi.

Studie porovnavajici koncentrace v moiské vodé¢ a v organismech vypocitala
bioakumulac¢ni faktor pro BTBPE (log BAF) na 3,32 az 6,08 u jednotlivych druhti (Wu et al.,
2011). Dalsi studie na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) vystavenym BTBPE v
potravé po dobu 49 dni prokdzala linearni absorp¢ni rychlost v organismu. Byl stanoven
biomagnifika¢ni faktor na 2,3, coZ znaci vysoky potencidl k hromadéni ve vodnim potravnim
fetézci (Tomy et al., 2007). Stejné studie se rovnéz zabyvala metabolity BTBPE, avSak zadny
nebyl v jatrech detekovan. Jina studie zabyvajici se metabolismem '“C BTBPE u
laboratornich potkant ukézala, 7e 99% z celkového souétu '*C bylo vylouéeno stolici a 1%
bylo vylouc¢eno moci. Rovnéz byla sledovana radioaktivita jednotlivych tkdni po podéni a
bylo zjisténo, Ze se objevuje ve vSech tkdni krom mozku (Hakk et al., 2004). Ukazuje se, Ze
BTBPE je $patné vstfebavan ve sttevech po oralnim podani. Vice jak 94% BTBPE bylo
vylouceno s minimalnim zdrzenim v tkdnich (Hakk et al., 2004).

Bylo zjisténo, ze BTBPE je jen malo akutné toxicky. Inhala¢ni expozice BTBPE u
krys ukézala letdlni koncentraci vétsi nez 36,68 g/m’ po dobu 4 hodin pouze s uginky jako je
zména chovani, gastrointestinalni zmény a dermatitida (Harju et al., 2009). Dermalni aplikace
u krélika stanovila letalni davku na vétsinez 10 g/kg s nutrinimi a metabolickymi zménami
(Harju et al., 2009). Mutagenita BTBPE byla zjiStovana na testech vyuZzivajicich Salmonella
typhimurium kmeny TA98, TA100, TA1535, TA1537 a TA1538 a také Saccharomyces

cerevisiae kmen D4 a to jak v pfitomnosti tak absenci metabolické aktivace. BTBPE
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nezpusobil Zadnou pozitivni reakci u kteréhokoliv testu (Harju et al., 2009). Doposud nebyly
provadény zadné testy zabyvajici se endokrinni aktivitou této latky.

Tento zpomalovac hoteni je jednim z nové se objevujicich polutantii v Zivotnim
prostiedi a je tfeba jesté dalSiho védeckého badani na zjisténi ptipadnych environmentalnich

rizik. Podle dostupnych informaci neexistuje legislativni zakaz této latky v Zadné zemi.

1.2.3.3. Dekabromdifenylethan (DBDPE)

Tento zpomalovac hoteni se zacal na trhu objevovat od devadesatych let a v soucasnosti se
pouziva jako alternativa pro deka-BDE. Prodava se pod riznymi obchodnimi nazvy jako
napiiklad SAYTEX 8010 nebo Milebrome 8010. Je to bily prasek s velkou molekulovou
hmotnosti (971,22), teplotou tani kolem 350 °C, rozpustnosti ve vod& 2,1 x 107 g/l pii 25 °C a
rozdélovacimi koeficienty log P,y = 11,1 a log Ko = 7 (Harju et al., 2009). DBDPE se
pouziva ve stejnych vyrobcich jako deka-BDE zahrnujici houZevnaty polystyrén (HIPS), ABS
a textilie (Harju et al., 2009)

DBDPE byl stanovovan ve vyrobcich jako naptiklad v izola¢nich trubkach v pfiblizné
koncentraci 4,8 mg/g. Ocekava se zastoupeni této latky v HIPS stejné jako deka-BDE, coz je
12 hmotnostnich procent (Kierkegaard et al., 2004). Tento zpomalovac hoteni byl rovnéz
analyzovan v domacim prachu z rtiznych prostfedi s primérnymi koncentracemi 270 ng/g pro
domacnosti, 170 ng/g pro kancelaie a 400 ng/g pro automobily (Harrad et al., 2008).
Zajimavé je, ze v této studii byly namétené koncentrace DBDPE v priméru vyssi nez u
jednotlivych kongenertt PBDE (s vyjimkou BDE-209). Dalsi studie rovnéz potvrdila
ptfitomnost této latky v domécim prachu v Siroké Skale koncentraci od méné nez 10 do 11070
ng/g s geometrickym primérem 138 ng/g pro obyvaci prostor a 153 ng/g pro loznice
(Stapleton et al., 2008). Jiné studie zase udavaji koncentraci v domacim prachu v priméru 47
ng/g (Karlsson et al., 2007), 293 ng/g az 789 ng/g (Ali et al., 2011). VSechny tyto studie a
jejich vysoka procenta detekce této latky potvrzuji jeji Siroké pouzivani. DBDPE byl rovnéz
stanovovan ve vnitinim ovzdusi v koncentraci 0,7 ng/m’ (Kierkegaard et al., 2004) a
v koncentraci 0,0229 ng/m’ (Karlsson et al., 2007). Ve druhé jmenované studii byl viak
DBDPE detekovan pouze v jednom vzorku. Ocekéava se, Ze tato latka diky své vysoké
molekulové hmotnosti bude pfitomna v ovzdusi pfevazné na ¢asticich aerosolu (Kierkegaard
et al., 2004).

Vodni systémy také nejsou usetfeny od imisi této latky. Byly stanoveny koncentrace
DBDPE v sedimentu v rozsahu od 2 do 132 pg/kg suché hmotnosti (Eljarrat et al., 2004) a

také byl detekovan v jednom vzorku sedimentu z Holandska v roce 2001 v koncentraci 24
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ng/kg (Kierkegaard et al., 2004). DBDPE byl rovnéz detekovan v kalech cisticek odpadnich
vod v koncentracich 52 ng/g a 32 ng/g (Kierkegaard et al., 2004). Ricklund et al. (2008)
analyzoval DBDPE v kalech ¢isti¢ek odpadnich vod z riiznych stati. Jeho vysledky naznacuyji,
ze DBDPE je velmi roz$ifeny kontaminant v Evropé. Nejvétsi koncentrace byla pozorovana

v Némecku (216 pg/kg suché hmotnosti) (Ricklund et al., 2008, Covaci et al., 2011). Tento
zpomalovac hoteni neni vSak tak Casto detekovan v biologickych matricich. Studie potravniho
fetézce v jezete Winnipeg nezjistila zddné detekovatelné hodnoty u zooplanktonu a musli,
avsak byly stanoveny koncentrace u ryb v maximu u 1 pg/kg tuku (Law et al., 2006). Jina
studie zabyvajici se riznymi druhy vodnich ptaka Zijicich pobliz recykla¢niho zafizeni na
elektricky odpad v Cing detekovala DBDPE ve viech vzorcich z té&l ptaki krom jednoho s
maximalni koncentraci 800 pg/kg tuku (Covaci et al., 2011). Byly zji§tovany i koncentrace
DBDPE v télech savcl. Rlizné t€lni organy pandy velké a ¢ervené byly podrobeny analyze a
DBDPE byl nalézan ve vétsin€ vzorcich. Maximalni koncentrace byla detekovéana v gonadach
(863 ng/g tuku )(Covaci et al., 2011). VSechny zjisténé vysledky naznacuji biomagnifikaci

v potravnim fetézci. BMF pro DBDPE ve vodnim potravnim fetézci z jezera Winnipeg byl

v rozsahu od 0,2 do 9,2 (Law et al., 2007).

Bylo shledano, Ze tento zpomalovac¢ neni akutné toxicky. Jednotna i dlouhodoba (90
dni) davka u krys ukdzala letalni davku LDs, vetsi nez 5000 mg/kg télesné hmotnosti. Vysoké
davky pfinesly zmény v hmotnosti jater. Akutni dermalni toxicita byla méfena na kralicich a
ur¢end LDsg byla vyssi nez 2000 mg/kg vahy (Harju et al., 2009). Nizka akutni toxicita je
zfejmé dusledkem nizké biologické dostupnosti, vysoké molekulové hmotnosti a nizké
rozpustnosti ve vodé. V soucasné dob¢ nejsou dostupné zddné dalsi informace o toxickém
pusobeni této latky jakoZto 1 o endokrinni aktivité.

Tento zpomalovac hoteni je jednim z nové pouzivanych a mén¢ znamych. Nicmén¢ uz
byl stanovovan v n¢kolika environmentalnich matricich a v télech Zivo€ichi. Jen malo je

zatim zndmo o jeho mozném toxickém piisobeni.

1.2.3.4. Bis(2-ethylhexyl) tetrabromftalat (TBPH)

Tento zpomalovac hoteni je také jednim z nové pouzivanych pievazné jako aditivni
zpomalovac a plastikator do polyvinylchloridu (PVC) a neoprenu a také do kabelové a
vodicové izolace, folii, podlozkach pod koberce, tkanin, tapet a lepidel (Covaci et al., 2011).
TBPH je spolu s 2-ethylhexyl 2,3,4,5-tetrabrombenzoatem (TBB) soucésti komeréni smési
Firemaster 550, ktery se pouziva jako ndhrazka za penta-BDE (Stapleton et al., 2008). Udava
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se, Ze v této smesi je pomér TBB:TBPH 4:1. TBPH byl také nalezen i v dalSich komeréné
vyrabénych smésich. Je to nazloutld kapalina s teplotou varu 584,8 + 45 °C, rozpustnosti ve
vodé& 1,6 x 10 g/l a rozd&lovacimi koeficienty log Poy = 10,084, log Ko. = 6,86 (Harju et al.,
2009).

TBPH byl detekovan v kalech ¢isti¢ek odpadnich vod v San Francisku. Koncentrace
se pohybovaly v rozsahu od 57 do 515 ng/g (Covaci et al., 2011). Tento zpomalovac hoteni
byl také stanovovan v domacim prachu britskych a belgickych mést v primérnych
koncentracich 381 ng/g pro ucebny, 212 ng/g pro domécnosti a 95 ng/g pro kancelate (Ali et
al., 2011). V této studii byl TBPH detekovan témét ve vSech vzorcich prachu. Jina studie
zabyvajici se domécim prachem rovnéz detekovala TBPH ve vSech vzorcich a to
v geometrickych primérech 234 ng/g pro obyvaci prostory a 105 ng/g pro loZnice (Stapleton
et al., 2008).

Zatim neni zndmo téméf nic o mozném rozkladu této latky v Zivotnim prostiedi. Byl
provadén pouze experiment zjistujici moznou fotodegradaci této latky se zavéry, ze TBPH
podléhé fotodegradaci za vzniku pfevazné méné bromovanych izomerti (Davis et al., 2009).
Rovnéz bylo v této studii zjisténo, Ze TBB podléha fotodegradaci snaze nez TBPH, coz by
mohlo vysvétlit jiny pomér téchto latek nachdzenych v domacim prachu a v komercéné
vyrabénych smésich.

V soucasné dobé nejsou znamy koncentrace v biologickych matricich ani toxické
ucinky (jak akutni tak dlouhodobé) této latky. RovnéZz nejsou zadné studie popisujici
bioakumulaci nebo biodegradaci v Zivotnim prostredi.

TBPH je nové pouzivanym zpomalovacem hoteni, ktery se zacal objevovat v zivotnim
prostiedi. Studie zabyvajici se touto latkou ji detekuji téméf ve vSech odebranych vzorcich,
coz znaci jeji roz$ifené pouzivani, nicméné doposud nejsou zndmy zadné toxické ucinky na
¢lovéka a organismy a také neni zndm osud této latky v Zivotnim prostfedi (bioakumulace,

degradace, metabolity, atd.)

1.2.3.5. Anhydrid kyseliny tetrabromftalové (TBPA)

TBPA je nové vyrabény aditivni nebo reaktivni zpomalova¢ hotfeni. Pouziva se do
nesaturovanych polyesterti, polyuretanovych pén, papiru, textilu, epoxida a viny (Harju et al.,
2009). Prodava se pod riznymi obchodnimi zna¢kami jako napiiklad Bromphthal, Firemaster
PHT 4 nebo Saytex RB 49. Je to bily prasek s teplotou tani kolem 178 °C, rozpustnosti ve
vodé 2,4 x 107 g/l a rozdélovacimi koeficienty log Poy = 3,779 a log K. = 3,43 (Harju et al.,
2009).
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TBPA byl nalézéan v piid¢ pfevazné hydrolyzovany za vzniku kyseliny
tetrabromftalové. Byla pozorovéana jen malé volatizace z plidy a vysoky navazany podil
v pude (Tice, 1999). Tento zpomalovac byl shledan, Ze m& mirny pozitivni u¢inek na ptidni
bakteridlni spolecenstvo (zvySeni pocetnosti) pii koncentraci 10 pg/g. Ptidni houby nebyly
touto latkou nijak ovlivnény (Tice, 1999). TBPA nebyva Casto detekovan v Zivotnim
prostiedi. V danské studii zabyvajici se sedimentem byla tato latka pod mezi detekce (Covaci
et al., 2011). Po vystaveni UV zafeni je TBPA rychle hydrolyzovan (polocas mensi nez 5
minut) za vzniku dikarboxylové kyseliny (Tice, 1999).

Tato latky byla testovana na laboratornich potkanech pfi ordlnim podani. Ukazalo se,
ze TBPA se v téle hydrolyzuje na kyselou formu a ¢astecné se absorbuje v travicim traktu.
Absorbovana ¢ast je rychle vylu¢ovana moci prevazné jako kyselina. Neabsorbovana ¢ast
(témef 75%) se vylouci ve stolici béhem 48 hodin (Tice, 1999). Dalsi farmakokinetické studie
ukdzaly, Ze celkova Cast rezidui po 48 hodinach ve vSech tkanich tvoii jen 0,2% davky. Ze
zjiSténych vysledkl se neocekava, Ze by se tato latka kumulovala v téle ¢loveka (Tice, 1999).

Ukazuje se, Zze TBPA je velmi malo akutné toxicky s LDsg pfesahujici 10000 mg/kg
hmotnosti pro krysy u oralniho podéni. Rovnéz nebyly pozorovany zadné teratogenni ucinky
(Tice, 1999). Byly provadény testy na mutagenitu u Salmonella typhimurium kmeny TA98,
TA100, TA1535, TA1537,a TA1538 a také u Saccharomyces cerevisiae kmen D4. TBPA (v
davkach od 0,1 do 10,000 pg/test) v ptitomnosti i pti absenci metabolické aktivace neprokazal
zadnou mutageni aktivitu (Tice, 1999). Na druhou stranu studie zjiStujici moznou aktivaci
Ah-receptoru touto latkou zjistila pfimou schopnost komer¢ni smési Firemaster PHT4 (kde je
hlavni komponent TBPA) aktivovat AhR in vitro (Brown et al., 2004)

Tento zpomalovac hoteni je jednim z velmi mélo prozkoumanych z hlediska
environmentalnich koncentraci (coz muze byt dano jeho snadnym rozkladem) a do G¢inkt na

lidské zdravi. Je proto tieba zabyvat se touto latkou praveé v téchto oblastech.

1.2.3.6. 2,3,4,5,6-pentabromethylbenzen (PBEB)

Tento zpomalovac hoteni je pouzivan do textilii, lepidel, polyuretanovych pén,
polyesterovych pryskyfic, natérovych hmot a také jako ptisada pro nenasycené polyestery
(WHO, 1997). Byl vyrabén pod obchodnim ndzvem FR-105 hlavné v sedmdesatych a
osmdesatych letech v USA (Covaci et al., 2011). Je to bily prasek s teplotou tani 138 °C,
rozpustnosti ve vodé 3,5 x 10™ g/l a rozdé&lovacimi koeficienty log Poy = 6,403 a log Ko, =
4,86 (Harju et al., 2009). 2,3,4,5,6-pentabromethylbenzen se vyrabél prevazné

v sedmdesatych a osmdesatych letech, nicméné v Evropé se tento zpomalovac vyrabél i
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v roce 2002 (Hoh et al., 2005). V soucasné dobé uz PBEB neni vyradbén v Zadné signatarské
zemi OSPAR (de Wit et al., 2010).

PBEB byl stanoven v ovzdusi a to jak na ¢asticich aerosolu, tak v plynné fazi
v koncentracich 29 pg/m’ pro aerosolovou frakei a 520 pg/m’ pro volnou frakei (Hoh et al.,
2005). Studie zabyvajici se atmosférickou depozici BFR v polarnich oblastech zjistila mirné
narustani depozice PBEB od sedmdesatych let, avSak stale nedosahuje hodnot pro znadméjsi
zpomalovace jako napftiklad deka-BDE nebo HBCD (Hermanson et al., 2010).

Studie porovnavajici koncentrace v moiské vod¢ a v organismech vypocitala
bioakumulac¢ni faktor pro PBEB (log BAF) na 2,72 az 4,09 u jednotlivych druhtd (Wu et al.,
2011). Tento zpomalovac byl také stanovovan v biologickych matricich ptakt. Venier et al.
(2010) detekoval BPEB ve dvou vzorcich plazmy orla bélohlavého (Haliaeetus
leucocephalus) s primérnou koncentraci 0,11 ng/g. Vzorky byly odebrany v okoli velkych
kanadskych jezer (Venier et al., 2010). Jind studie zabyvajici se vejci racka stiibtitého (Larus
argentatus) stanovila koncentrace v rozmezi od 0,03 do 1,4 ng/g. Tato studie byla rovnéz
provadéna v okoli velkych kanadskych jezer (Gauthier et al., 2007). Tento zpomalovac
hoteni byl také detekovan v tukovych tkanich tulené gronského (Pagophilus groenlandicus),
cepcola hiebenatého (Cystophora cristata) a velryby ¢erné (Eubalaena glacialis)

v koncentracich mensich nez 0,02 az do 6,68 ng/g tuku (Montie et al., 2010). PBEB byl
pomérné hojné stanovovan v ¥iénim sedimentu pobliz Barcelony (Spanélsko). PBEB byl
detekovan ve 13 z 19 vzorki v koncentracich od 3,1 do 10 ng/g suché vahy (Guerra et al.,
2010).

Tato latka nebyla zatim detekovana v krevni plasmé u ¢loveka. Studie, ktera
analyzovala krevni plazmu u riznych skupin lidi, nezjistila zddné detekovatelné koncentrace
PBEB (Zhu et al., 2009).

PBEB byl testovan na toxicitu u kraliki, kde byla zjiSténa akutni toxicita s LDsy vys$si
nez 8 g/kg (Harju et al., 2009). Rovnéz byla tato latka testovana na mutagenitu testem
vyuzivajicim Salmonella Typhimurium kmeny TA98, TA100, TA1535,a TA1537 s abez
pritomnosti metabolické aktivace. Zadna mutagenni aktivita nebyla pozorovana ani pii
nejvyssich koncentracich (Harju et al., 2009). Neni doposud zndmo zadné dalsi toxické
plsobeni jakozto ani endokrinni aktivity nebo metabolické pochody u této latky.

Tento zpomalovac¢ hofeni je povazovan za jednoho z nové€ pouzivanych, nicmén¢ neni
stale jasné, jestli jeho pfitomnost v environmentalnich matricich je zptisobena zvySenym

pouzivanim v poslednich letech nebo je zpiisobena persistenci této latky v Zivotnim prostiedi.
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Je tfeba dalSiho vyzkumu hlavné z hlediska toxického piisobeni na ¢lov€ka a osudu této latky

v zivotnim prostiedi.

1.2.3.7. 2,3,4,5,6-pentabromtoluen (PBT)

PBT je dal$im ze skupiny novych zpomalovacii hoteni. Je vyradbén jako bily prasek s teplotou
tani kolem 285 °C, rozpustnosti ve vodé 7,8 x 10™ g/l a rozdélovacimi koeficienty log Poy =
5,87 a log K. = 4,57 (Harju et al., 2009). PBT je pouzivan hlavné v nesaturovanych
polyesterech v elektrickych zafizenich a déale v polyethylenu, polypropylenu, polystyrenu,
textilu, ABS a dalsi (Covaci et al., 2011). Jeho vyroba je odhadovana mezi 1000 az 5000
tunami za rok a prodéava se pod obchodnimi nadzvy jako naptiklad Flammex nebo FR-105
(Covaciet al., 2011).

Udava se, ze tento zpomalova¢ ma potencial k dalkovému transportu atmosférou
podobné¢ jako dfive pouzivané PBDE. Byl stanovovan ve vzduchu nad Gronskym motem
v koncentracich od 0,001 do 0,02 pg/m’ pro plynnou fézi a az 0,001 pg/m’ navazan na &astice.
Zajimaveé je, ze u plynné faze byl PBT detekovan ve vsech vzorcich (Mdéller et al., 2011).
Stejna studie se také zabyvala moiskou vodou, ale PBT byl ve vodé€ pod detekénim limitem.
Jina studie také detekovala PBT ve vzorku vzduchu v koncentraci 0,02 pg/m’. U ostatnich
vzork® viak byl pod mezi detekce (0,01 pg/m’) (Gouteux et al., 2008). Stejna studie rovnéz
prokazala schopnost PBT tc¢kat a dostavat se tak do ovzdusi. Tato volatizace je znacné
urychlena teplotou. Tento zpomalova¢ byl také stanovovan v sedimentu feky Labe, kde se
koncentrace pohybovaly v rozmezi od mensich nez 1 do 25 ng/g suché hmotnosti
(Schwarzbauer et al., 2001).

Studie porovnavajici koncentrace v moiské vod¢ a v organismech vypocitala
bioakumulac¢ni faktor (log BAF) na 2,04 az 4,77 u jednotlivych druht (Wu et al., 2011).
Koncentrace PBT v riznych organismech potravniho fetézce dosahovaly od 1,2 do 3,6 ng/g
tuku (Wu et al., 2010). Stejna studie rovnéZ pozorovala snizovani koncentrace s postupnym
rastem zivo€icha v trofickém stupni. PBT byl detekovan v plasmé a vejcich racka Sedého
(Larus hyperboreus) v maximalnich koncentracich 0,15 ng/g pro samce, 0,06 ng/g pro samice
a 0,12 ng/g pro vajecné Zloutky (Verreault et al., 2007). Jina studie taktéZ detekovala PBT ve
vejcich racka stiibtitého (Larus argentatus) a to v koncentracich od 0,004 do 0,02 ng/g mokré
zkoumanych BFR (Gauthier et al., 2007). Tento zpomalovac hoteni byl také detekovan

v tukovych tkéanich tulené gronského (Pagophilus groenlandicus), Eepcola hiebenatého
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(Cystophora cristata) a velryby ¢erné (Eubalaena glacialis) v koncentracich menSich nez
0,02 az do 0,68 ng/g tuku (Montie et al., 2010).

Byly provadény toxikologické studie na laboratornich potkanech, kde byl PBT
podavan oralné€ v davkach v rozmezi od 0,05 do 500 mg/kg po dobu 91 dni. Nebyly
pozorovany zadné znamky toxicity PBT, pouze byly nalezeny histologické zmény na stitné
zlaze, jatrech a ledvinach. NOAEL byla stanovena na 0,35 mg/kg vahy na den (Harju et al,,
2009). Letalni koncentrace pro ryby byla zjisténa >5 mg/l (Harju et al., 2009). PBT byl
testovan na mutagenitu pomoci testll vyuzivajicich kmeny Salmonella Typhimurium TA9S,
TA100, TA1535, a TA1537 s a bez pfitomnosti metabolické aktivace. Nebyla pozorovana
zadna mutagenni aktivita (Harju et al., 2009). Testy zjiStujici vazbu PBT a aktivaci Ah
receptoru prokdzaly schopnost této latky vazat se na dany receptor. Vysledky také ukézaly, Ze
tato sloucenina je schopna stimulovat AhR zévislou expresi genti (AhR dependent gene
expresion) pii vysokych koncentracich. Nutno podotknout, Ze tato schopnost je vSak vyrazné
mensi nez u TBPA a deka-BDE (Brown et al., 2004). Do dne$niho dne neexistuje Zadna dalsi
studie popisujici endokrinni ptisobeni této latky.

O tomto novém zpomalovaci hofeni je znamo zatim jen velmi malo, a tak je tfeba
dalsiho zkoumani hlavné v oblasti osudu této slouceniny v Zivotnim prostfedi a mozném

negativnim pisobni na lidské zdravi podobné jako u PBEB.

1.2.3.8. Hexabrombenzen (HBB)
Tato latka je také jednim z novych zpomalovacii hoteni. Je pouzivana do papiru, viny, textilu,
elektronickych a plastovych produktt (Covaci et al., 2011). Je to bily prasek s teplotou tani
326 °C, rozpustnosti ve vodé 1,1 x 107 g/l a rozdélovacimi koeficienty log Poy = 6,07 a log
Koc = 4,56 (Harju et al., 2009; Kuramochi et al., 2004). HBB je produkovan pievazné
v zemich vychodni Asie. V Ciné se vyrabi 600 tun/rok této latky jednou chemickou firmou.
V Japonsku se HBB prodavé pod obchodnim ndzvem FR-B (Covaci et al., 2011). V Evropé
neni zaznamenana vyroba tohoto zpomalovace (Covaci et al., 2011).

Hexabrombenzen je hojné stanovovan ve vzorcich z polarnich oblasti. Mdller et al.
(2011) detekoval HBB ve vSech atmosférickych vzorcich a to jak v plynné fazi tak navazany
na &astice. Mé&fené koncentrace byly v rozmezi od 0,04 do 0,66 pg/m’ pro plynnou fizi a od
0,001 do 0,005 pg/m’ navazany na &astice. Rovn&Z byl HBB detekovan v moiské vodg, ale o
poznani méné Casto nez v ovzdusi. Maximalnich koncentraci dosahoval 0,003 pg/l jako
rozpustény a 0,002 pg/l navazany na Casticich (Moller et al., 2011). Jind studie taktéz
detekovala HBB v ovzdusi a to v koncentracich od 0,02 do 0,09 pg/m’ (Gouteux et al., 2008).
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V této studii bylo rovnéZ prokézano vytékavani HBB z komeréné dostupné smési a to i vice
nez 100 ng/g za hodinu pfi zahtivani. Nejvyssi koncentrace HBB v ovzdusi byly nalezeny

v jedné &inské studii, ktera prezentuje koncentrace v rozmezi od 0,3 do 6,5 pg/m’® (Qiu et al.,
2010). V této studii byl rovnéz tento zpomalovac¢ detekovan ve vode s primérnou
koncentraci 7,7 pg/I.

Tato latka se v Zivotnim prostiedi mize kumulovat v organismech. Studie, zkoumajici
schopnost Zizal kumulovat v sobé€ rtizné polutanty podavané v potravé, prokazala zvySovani
koncentraci v télech. Byl stanoven biomagnifika¢ni faktor (BMF) (koncentrace v
zizale/koncentrace v potrave) na 0,164, ktery je téméf nezavisly na koncentraci dané latky
v potravé (Belfroid et al., 1995). HBB byl detekovéan v plasmé volné zijicich racki Sedych
(Larus hyperboreus) v maximalni koncentraci 0,15 ng/g mokré vahy. Vyssich hodnot a
procent detekce dosahovaly vzorky od samct (Verreault et al., 2007). Stejna studie také
zjiStovala koncentrace ve vejcich, kde byl HBB detekovan ve vSech vzorcich v rozmezi
koncentraci od 0,42 do 2,64 ng/g. Jiné studie také hojné nalézala tento zpomalovac ve vejcich.
Gauthier et al. (2007) stanovoval koncentrace v rozmezi od 0,24 do 0,53 ng/g pro vajecné
zloutky racku sttibtitych (Larus argentatus). Hexabrombenzen byl rovnéz detekovan
v lidskych tkanich v jedné japonské studii v rozmezi od 2,1 do 4,1 ng/g Cerstvé vahy. Rovnéz
byly nalezeny dal$i mén¢ bromované benzeny, které byly urceny jako metabolické produkty
rozkladu HBB (Harju et al., 2009).
laboratornich potkanti. Tato ddvka méla biochemické Gc¢inky na jatra a porfyriny véetné
zlu€ovych barviv. Vyssi davky po dobu 12 tydnli mély ucinky na jatra, inhibici, indukci nebo
zmény enzymu a na esterazu (Harju et al., 2009). U mysi pii podavani 20 az 90% ptiblizné
letalni davky nebyly zaznamenédny zaddné histopatologické zmény, ale HBB zptisobil pokles
déavka pro oralni expozici u ptaki byla stanovena na 1,5 g/kg za 15 dnti pro kiepelky a 52,5
g/kg za 12 tydni pro kutata. Uéinky byly podobné jako u potkanti (Harju et al., 2009). Nebyly
pozorovany zadné teratogenni ¢inky u potkand béhem 5. a 15. dne biezosti ani u
maximalnich koncentraci 200 mg/kg vahy (Harju et al., 2009). V jiné studii HBB vyvolaval u
potkanll zvySeni hladiny porfirinli. Toto zvySeni bylo statisticky priikkazné, a tak autofi studie
uvadgji, Ze tato latka je porfirinogen (Szymanska a Piotrowski, 2000). Siroka kala
koncentraci (10 az 10000 pg/test) byla testovana na mutagenitu pomoci Salmonella
typhimurium kmeny TA98, TA100, TA1535, a TA1537 vzdy s nebo bez pfitomnosti
metabolické aktivace. VSechny testy vSak byly negativni (Harju et al., 2009). U HBB byla
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taktéZ zjiStovana schopnost vazby a aktivace AhR. Vysledky ukazuji, ze HBB aktivuje pfi
vysokych koncentracich AhR zavislou genovou expresi a to v podobné mife jako deka-BDE
(Brown et al., 2004). HBB nebyl prokazéan jakozto agonista ani antagonista androgenniho
receptoru u lidskych jaternich bunék (Larsson et al., 2006)

Hexabrombenzen je novym zpomalovac¢em hofeni, ktery se objevuje jak v Zivotnim
postredi tak v télech a tkéni lidi. Jen malo je v§ak znamo o jeho osudu v prostiedi a jeho
mozném rozkladu mikroorganismy. Také jesté nebylo zjistovano mozné plisobeni této latky

na estrogenni receptor.

1.2.3.9. 2-allyloxy-1,3,5-tribrombenzen (ATBB)

Tento zpomalovac hoteni je také v literatufe oznacovan jako 2,4,6-tribromophenyl allyl ether.
Spravny Cesky nazev této latky je 1,3,5-tribrom-2-(2-propylen-1-yloxy)benzen. ATBB je
produkovan pod obchodnimi nazvy jako PHE-65, milebrome TBPAE a dalsi. Je to bily prasek
s rozpustnosti ve vode 0,02 g/l a rozd€lovacimi koeficienty log Py = 4,974 a log K, = 4,08
(Harju et al., 2009). ATBB se vyuziva jako reaktivni BFR, kdyZ se pfimichéava pfti fazi
polymerizace, a také jako aditivni BFR hlavné v expandovaném polystyrénu (EPS) a
polystyrénové péné (Covaci et al., 2011). Byla zndma vyroba ATBB v Némecku od
osmdesatych let, ale v soucasné dob¢ jiz nejsou informace o jeho dalsi vyrobé. Produkce této
latky v USA v roce 2006 se blizila k 227 tunam (Covaci et al., 2011).

Pfi modelovani vyskytu ATBB v Zivotnim prostiedi podle fyzikalnich vlastnosti se
dospélo k zavéru, Ze tento zpomalovac hofeni ma potencial byt polutantem v arktickych
oblastech a Ze ma podobnou strukturu jako uz zndmé arktické kontaminanty (Brown a Wania,
2008). ATBB byl detekovan v 15 z 18 vzorki kalii z ¢isticek odpadnich vod v Némecku.
Maximalni nalezené koncentrace byly 0,091 mg/kg suché vahy. Ukazuje se, Ze této latka
nepodléha rozkladu béhem procesu €isténi odpadnich vod (Harju et al., 2009).

ATBB byl nalezen v tuku a mozku tulené gronského (Pagophilus groenlandicus) a
¢epcola hiebenatého (Cystophora cristata) v koncentracich od 5,4 az 9,1 ng/g pro ¢epcola a
od 3,1 do 10 ng/g pro tulen¢ (von Recke a Vetter, 2007). Autofi rovnéz predkladaji aecrobni
degradaci 2,3-dibrompropyl-2,4,6-tribromfenyl etheru (DPTE) pomoci corrinoidnich latek
pravé na ATBB. Autofi se domnivaji, Ze pfitomnost ATBB v tuku a mozku vodnich savct je
zpusobena pravé metabolickym rozkladem DPTE.

Tento zpomalovac¢ hotfeni je jednim z novych a jesté velmi malo prozkoumanych. Je

potieba zjistit hlavné mozné toxické piisobeni, vstup a osud této latky v Zivotnim prostiedi.
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1.2.3.10. Pentabrombenzyl akrylat (PBBA)
Tato latka ma spravny esky nazev (2,3,4,5,6-pentabromfenyl)methyl-propeonat. PBBA se
fadi mezi nové bromované zpomalovace hofeni a patii mezi nejméné prozkoumané. Je to bily
prasek s rozpustnosti ve vodé 1,4 x 107 g/l a rozd&lovacimi koeficienty log Py = 5,46 a log
Koc = 4,35 (Harju et al., 2009). PouZziva se v polybuthylentereftalatu, polyethylentereftalatu a
ABS (Covaci et al., 2011). Na trhu se dé tato latka sehnat pod obchodnim nazvem FR-
1025M. Jeho vyuzivéni a pozitivni vliv na vlastnosti v polypropylenu jsou dokladany
n¢kolika studiemi (Dvir et al., 2001, 2003; Muskatell et al., 1997).

O tomto zpomalovaci hofeni nejsou dostupné Zadné informace o ptfitomnosti
v zivotnim prostiedi, biodegradaci nebo jiném osudu této latky. RovnéZ nejsou znamy zadné
toxické ucinky jak na ¢loveka tak na zivocichy, a tak je tfeba dal§iho vyzkumu témét ve vSech

oblastech.

1.2.3.11. 2,4,6-tribromfenol (TBP)

ve vode 0,968 g/l a rozdélovacimi koeficienty log Poy = 4,326 a log Koo = 2,98 (Harju et al.,
2009). TBP se pouziva jako antisepticky a germicidni prostiedek ve farmaceutickych
piipravcich. Také se pouziva jako zpomalovac hofeni v termoplastickych polyesterech, epoxy
pryskyficich, ABS pryskyficich a v polystyrénu. Je vyuzivan jako fungicid pro oSetieni dieva
a pro vyrobu dalSich bromovanych latek jako naptiklad BTBPE (Covaci et al., 2011; Harju et
al., 2009; Mardones et al., 2008). Je také nutné zminit, Ze TBP vznikd v malé mife ptirozené
v moiskych fasach (Flodin a Whitfield, 1999). Tato latka je vyrabéna pod riznymi
obchodnimi ndzvy jako napiiklad PH-73FF, FR-613 a dal$i. Vyroba TBP v USA ¢inila 23000
tun v roce 2006. V Japonsku bylo vyrobeno 2500 tun a celosvétové 9500 tun v roce 2001
(Contreras et al., 2009).

TBP byl stanoven v domécim prachu v koncentracich od 16 do 130 ng/g pro
domacnosti a od 27 do 620 ng/g pro kanceléie v Japonsku (Takigami et al., 2009). Nutno
podotknout, Ze tento zpomalova¢ hoteni patii k nejvice t¢kavym, a tak se predpoklada jeho
hojné zastoupeni ve vnitinim ovzdusi. Studie zabyvajici se laboratornim ovzdu§im zatradila
TBP mezi nejvice zastoupené BFR spolu s kongenery PBDE (Thomsen et al., 2001). Tento
zpomalovac byl také stanovovan ve vodach. Ve studii zabyvajici se riznymi BFR v kalech
dvaceti dvou cisticek odpadnich vod byl detekovan TBP v maximalni koncentraci 0,9 ng/g
gerstvé hmotnosti (Oberg et al., 2002). Béhem vyzkumu sedimentii a vody v Severnim a

Baltském mofti byl TBP nalezen ve vzorcich vody v maximalni koncentraci 6 ng/l, ale nebyl
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nalezen v zddném vzorku sedimentu (Reineke et al., 2006). Jina studie stanovovala
koncentrace TBP v motské vod¢ pti pobiezi Koreje od 0,378 do 20,2 ng/l (Sim et al., 2009).
Stejny clanek také pfinasi naméfené hodnoty v mofském sedimentu a to v koncentracich od
0,56 do 12,3 ng/g suché vahy. Krevety ulovené pobliz Australie obsahovaly TBP

v primérnych koncentracich 7,8; 8,5; 41; 97 ng/g u rtiznych zaliva (Whitfield et al., 1992).
Oliveira et al. (2009) analyzoval vzorky svaloviny dvou druht ryb. Koncentrace TBP se
pohybovaly v rozmezi od 15 do171 ng/g pro Lutjanus synagris a od 6 do 119 ng/g pro
Ocyurus chrysurus. Deset druhii ryb, které byly nachytany v srpnu 1992 u pobiezi Australie,
obsahovalo TBP v maximalni koncentraci 3,4 ng/g pro upravené ryby na prodej (Whitfield et
al., 1995). O néco vyssich koncentraci dosahovaly masozravé ryby, coz by navadélo k mozné
biomagnifikaci. Tato latka byla také detekovana v hnédych tasach (14 az 38 ng/g Cerstvé
hmotnosti), cervenych fasach (4,5 az 68 ng/g), bryozoich (24 az 27 ng/g), zahavcich (29 ng/g)
a houbéach (0,22 az 240 ng/g) nalovenych pobliz Australie v fijnu 1990 (Whitfietd et al.,
1992). TBP byl také detekovan v ¢erveném vinu a to v koncentracich od 3,6 do 392,6 ng/l
(Chatonnet et al., 2004). VSechny tyto studie ukazuji na rozsifené pouzivani tohoto
zpomalovace a jeho pfitomnost v Zivotnim prostfedi. TBP byl navrZen jako jedna ze 120
chemickych latek, které jsou strukturné podobné jako zndmé arktické polutanty (Brown a
Wania, 2008).

Degradace této latky byla zkoumana nékolika experimenty. Contreras et al. (2009)
popsal, ze az 92% TBP bylo degradovéano za vhodnych podminek pomoci fentonové reakce.
Pti studiu biodegradace smésnou kulturou mikroorganismi v pide byly spocitany polocasy
rozkladu TBP na 8 a 10 dni pro aerobni podminky a 7 dni pro anaerobni podminky (Nyholm
et al., 2010). Kultury mikroorganismi byly odebrany z kala ¢isticek odpadnich vod po
riznych upravach (aktivace, digesce, hygienizace). Tyto vysledky by mohly napovédét, co se
s danymi latkami stane, kdyz se tento kal vpravi do pidy. Ukazuje se, Ze béhem procesu
aktivace na COV dochazi k snadné degradaci TBP za vzniku bromidi (Brenner et al., 2006).
V jiné studii zabyvajici se bakteridlni degradaci TBP ve vodach bylo zjisténo, ze spolec¢enstvo
bakterii potiebuje jistou dobu na adaptaci (zavislou na teploté). Po této dobé probiha
degradace TBP uz velice rychle (zhruba 4 dny k Gplné degradaci) (Aguayo et al., 2009). Byly
provadény i biodegradacni pokusy vyuzivajici ligninolytické houby. Donoso et al. (2008) ve
své studii prokazal, ze Trametes versicolor nejen ze ma rezistenci viici této latce, ale také ji
dokéze rychle degradovat. UZ po 4 dnech trvani pokusu byl zaznamenan 98,5% tbytek TBP a

zvySena lakdzova aktivita, ktera miiZze byt pfi¢inou této degradace. Jina studie vyuzivajici
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taktéz Trametes versicolor prokdzala degradaci TBP uz béhem prvniho dne inkubace a po 4
dnech byl ubytek latky kolem 65% (Uhnékova et al., 2009).

Byly také zjisStovany toxické efekty TBP. U akutni toxicity pro potkany pfi ordlnim
podani byla spocitdna LDso na 1,995 mg/kg pro samce a 1,819 mg/kg pro samice (Harju et al.,
2009). Jina studie zase udava davky LDsg 5,012 mg/kg pro samce i samice. Znamky toxicity
se projevovaly sniZenou motorickou aktivitou, vytoky z nosu, slzenim, tfesem, unavou,
kieGemi a smrti (Harju et al., 2009). Inhalaéni toxicita ukazala LCso vy3§i nez 1630 mg/m’ za
4 hodiny (Harju et al., 2009). Pfi studii inhalace prachovych ¢astic s TBP se ukdzala LCsy
vy$$inez 1,63 mg/l za 4 hodiny. Jind studie zase udava LCsy vy$si nez 200 mg/l za 1 hodinu
(Harju et al., 2009). Znamky toxicity byly vytoky z nosu, §ilhani o¢i, zména dechové
frekvence, unava, slinéni a zména motorické aktivity. Dermalni podani TBP na kralicich
ukézalo LDso vétsi nez 2000 mg/kg (Harju et al., 2009). Pti studii vyvojové neurotoxicity a
imunotoxicity byly biezi samice potkntli vystaveny TBP inhala¢ni cestou v koncentracich od
0,03 do 1 mg/m’. Vysledky ukazuji, Ze tento zpomalovaé miiZe plisobit vyvojové
neurotoxicky, embryotoxicky a toxicky pro plod, ale neptisobil imunotoxicky (Harju et al.,
2009). Studie zabyvajici se toxicitou smési BFR pro Nitocra spinipes urcila TBP za jeden
z méng¢ toxickych zpomalovact s LCsg 920 pg/l pro akutni toxicitu (Breitholtz et al., 2008).
TBP byl testovan na mutagenitu pomoci testl se Salmonella typhimurium kmeny TA9S,
TA100, TA1535, TA1537 aTA1538 a Saccharomyces cerevisiae kmen D4 vzdy s nebo bez
ptitomnosti metabolické aktivace. Vysledky byly negativni ve vSech testech (Harju et al.,
2009). TBP byl studovan na zjisténi mozného naruSeni hormonalni regulace. Olsen et al.
(2002) prokazal slabou vazbu této latky na estrogenni receptor (ER) pomoci testu vyuzivajici
vymény 17B-Estradiolu na ER. V tomto testu bylo dosazeno jen 43% vymeény u nejvyssich
zkoumanych koncentraci. V jiné studii byl pozorovan antagonisticky vliv na ER s ICs 8,3
uM a také mala inhibice sulfatace estradiolu (Hamers et al., 2006). Ve stejné studii byla také
popsana vyraznd schopnost TBP nahradit thyroxin (T4) na transportnim proteinu
transthyretinu (TTR). Schopnost vazby TBP na thyroidni receptor byla az 10x vétSi nez u
samotné¢ho T4 (Hamers et al., 2006). V této studii byla popséana i jistd schopnost
antagonistického plisobeni této latky na AR a PR. TBP byl rovnéZ zkouman co do vlivu na
enzym aromatazu (CYP 19) pomoci bunéénych linii kiiry nadledvinek H295R (Canton et al.,
2005). Vysledky prokazaly koncentracni zavislost ¢innosti aromatdzy na TBP v rozmezi
koncentraci od 0,5 do 7,5 uM a potvrdily tak ovlivnéni enzymu touto latkou.

Vzhledem ke zjisténym toxickym G¢inklim této latky je velmi zdvazné, ze TBP byl

stanovovan také v krevni plasmé ¢lov€ka. Thomsen et al. (2001) analyzoval plasmu od tii
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skupin pracovniki s elektronickym zatizenim a laboratorniho personalu. Koncentrace TBP se
pohybovala v rozmezi od 0,17 do 81 ng/g tuku (Thomsen et al., 2001). Jiné studie dokonce
detekovala TBP v pupec¢ni s$itite japonskych rodicek a to ve vSech odebranych vzorcich.
Primérna koncentrace byla stanovena na 33 pg/g Cerstvé vahy (Kawashiro et al., 2008).
V této studii byl TBP detekovan i v krvi matky a pupecnikové krvi, a proto Ize usuzovat, ze
tato latka je schopna ptechdzet pfes placentalni bariéru a ovliviiovat plod.

Zavérem lze fict, ze TBP je uz znama latka, kterd ma 1 jiné vyuziti nez jako
zpomalovac hoteni, a je hojné€ zastoupena v zivotnim prostiedi. Biodegradace této latky je
pomérné snadna a rychld, avSak v lidském téle miZe mit zadvazny dopad hlavné na procesy

hormonalni regulace. V soucasné dob¢ je tieba chybéjici legislativy k zakazu této latky.

1.2.3.12. Dekabrombifenyl (DBB)
DBB patfi ke skupin€ bromovanych bifenyli. Tyto latky se zacaly pouzivat v sedmdesatych
letech jako komeréni smési zprvu spiSe méné bromovanych kongenert a posléze po
neumyslné kontaminaci krmiva pro dobytek se zacaly vyrabét i vice bromované, jejichz
soucasti byl i dekabrombifenyl (BB-209). Komerc¢ni smési mély rizné ndzvy podle vyrobcee,
napiiklad Berkflam B 10 nebo Flammex B-10 vyrabény v Londyné (WHO, 1994). Udava se,
ze v Evropé se smési vicebromovanych bifenyl vyrabély do roku 2000 (Alaee et al., 2003).
DBB je bily prasek s log P, = 10,26. Polybromované bifenyly se pouzivaly jako
zpomalovace hoteni do textilii, elektronickych zatizeni a plasti (Vetter et al., 2008). DBB se
pouzival i do ABS (Hirschler a Tsika, 1983; Donaldson et al., 1983). Podle Evropské unie je
tolerovano jeho pouzivani ve vyrobcich az do 0,1% hmotnosti (Europien commission 2005,
European Commission Decision 2005/618/EC)

Bylo pozorovano vytékavani DBB z ABS za zvySené teploty (Donaldson et al., 1983),
a tak 1ze ptedpokladat jeho piitomnost ve vnitinim ovzdusi. Tento zpomalovac byl detekovan
v prachu odebraném ve skladu elektrického odpadu. DBB dosahoval koncentraci v priméru
260 ng/g (Muenhor et al., 2010). Jina studie rovnéz detekovala BB-209 v prachu odebraném
pobliz rybni¢ni soustavy a to v koncentraci 37,9 ng/g suSiny (Sawal et al., 2008). Pfedpoklada
se, Ze v Zivotnim prostfedi nebo v télech Zivocichl dochazi k dehalogenizaci DBB za vniku
méné bromovanych kongenerti (Vetter et al., 2008), a tak pfitomnost né€kterych okta-BB
v zivotnim prostiedi je pfisuzovana pravé metabolickym procestim v télech zivoc€icht.

Byly provadény studie, které prokazateln¢ dolozily schopnost BB-209 aktivace Ah
receptoru na jaternich bunikéch prasat. Tato aktivace vzristala s koncentraci BB-209 az do

nejvyssi zkoumané koncentrace 20 uM (Alonso et al., 2008). Tato latka je vsak
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z geometrického hlediska neschopna toho aby se vesla do vazebného mista receptoru a tak
vyvolava dalsi otdzky o moznych mechanismech aktivace AhR (Alonso et al., 2008). Jind
studie rovnéz potvrdila schopnost BB-209 aktivovat AhR in vitro (Brown et al., 2004). V této
studii byly provadény biotesty, které dolozily aktivaci Ah receptoru touto latkou (Brown et
al., 2004). Nejsou doposud znamy dalsi toxické G€¢inky, které by se mohly vztahnout k této
latce.

Je ptekvapivé, Ze o této latce je pouze malo védeckych ¢lankii. Neni stale vyjasnéna
degradace této latky v Zivotnim prostfedi a také endokrinni aktivity spojené s estrogennimi a

androgennimi receptory.

1.2.3.13. Tetrabrombisfenol A bis(dibrompropyl ether) (TBBPA-DBPE)

Tato latka ma spravny ¢esky nazev 2,2-bis[(3,5-dibrom-4-(2,3-dibrompropoxy)fenyl]propan.
Tento zpomalovac hoteni je spole¢né s dal§imi latkami jako napiiklad tetrabrombisfenol A
diallyl ether jednou z variaci na znam¢;jsi tetrabrombisfenol A. Je to bila latka s teplotou tani
kolem 95 °C, rozpustnosti ve vodé 1,6 x 107 g/l a rozdélovacimi koeficienty log Po,, = 10,422
a og Ko = 7 (Harju et al., 2009). TBBPA-DBPE je vyrabén pod riznymi obchodnimi nézvy
jako naptiklad SAYTEX HP-800A nebo PE-68 a vyuZziva se jako zpomalovac hoteni do
HIPS, polypropylenu a dal§ich polymerti. Produkce této latky byla v Cin& 4000 tun v roce
2006 a produkce ve Spojenych statech ve stejném roce se ptiblizovala 4500 tunam (Covaci et
al., 2011).

Tento zpomalovac¢ hoteni byl detekovan v prachu odebraném pobliZ rybni¢ni soustavy
v Némecku a to v koncentraci 1300 ng/g suché vahy (Sawal et al., 2008). Jina ¢inska studie
detekovala TBBPA-DBPE ve vét§in€ environmentalnich vzorcich odebranych pobliz Hong
Kongu v jizni Cing. Naméfené koncentrace se pohybovaly v rozmezi od <1,5 do 2300 ng/g
pro sediment z ¥iéni delty, od 131 do 1240 pg/m’ pro ovzdusi, od 238 do 8946 ng/g suché
véahy pro kal z Cistirny odpadnich vod a od 17,3 do 60,4 ng/g pro zeméd¢lskou pudu (Shi et
al., 2009).

Biodegradacni testy ukéazaly, ze TBBPA-DBPE nemusi byt snadno biologicky
rozlozitelny (WHO, 1995). Experimentalni studie alkalické hydrolyzy riznych polutanta
ukdzala, Ze tato latka je citliva k hydrolyze podobné jako DDT s polo¢asem rozkladu mensim
nez 0,02 hodin pfi teploté 273 K (Rahm et al., 2005).

Studie zabyvajici se metabolismem této latky v télech krys (Fischer-344) ukazala, ze
TBBPA-DBPE nebyva metabolicky pfeménovan. Také bylo zjisténo, Ze po oralnim podani je

jen malo této latky absorbovano v téle s polo¢asem absorpce 2,5 hodin. Na druhou stranu
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eliminace z téla je relativné Casove dlouhd (13,9 hodin) (Knudsen et al., 2007). Ve stejné
studii bylo rovnéZ ukézano, ze tato latka se nejvice kumuluje v jatrech.

TBBPA-DBPE neni piili§ akutné toxicky. LDso pro mysi byla urena vétsi nez 20 g/kg
pfiordlnim i dermalnim podani. Nebyly pfitom pozorovany zadné abnormalni symptomy ani
smrt (WHO, 1995). Nebyla detekovana zadna indukce cytochromu P450 1A1 v testech in
vitro a také nebyla pozorovéana zadna indukce produkce a fetézce receptoru IL-2 (Pullen et al.,
2003). Byly provadény testy na mutagenitu pomoci Sal/monella typhimurium kmeny TA100 a
TA1535. Vysledky ukazaly mutagenni aktivitu této latky a to v pfitomnosti i bez metabolické
aktivace. Déle byly zjistény pozitivni vysledky na mutagenitu u kmene TA98 bez ptitomnosti
metabolické aktivace. Vysledky naznacuji, Ze metabolismem vznikaji méné mutagenni latky
(Haneke, 2002b). Nebyly pozorovany zddné endokrinni u¢inky TBBPA-DBPE v testech
zaloZenych na enzymech aromatazach (CYP19 nebo CYP17) u bun¢k H295R kury
nadledvinek (Canton et al., 2005). RovnéZ nebyly nalezeny zadné u¢inky TBBPA-DBPE na
AhR, androgenni receptor, progesteronovy receptor a estrogenni receptor. Na druhou stranu
TBBPA-DBPE mé vysokou schopnost inhibovat estradiol sulfotransferazu a také dokaze
soutézit s tyroxinem o vazebné misto na proteinu transthyretrin. Tato schopnost je podobna
jako u tetrabrombisfenolu A, ale mnohem niz§i (Hamers et al., 2006)

TBBPA-DBPE patii k novym bromovanym zpomalovac¢iim hoteni. Jen mélo
védeckych praci se touto latkou zabyva hlavné v oblastech ptfitomnosti v zivotnim prostiedi a

mozné biologické rozlozitelnosti, a proto je tieba dal$iho vyzkumu v téchto oblastech.

1.3. Ligninolytické houby a jejich potencial k degradaci organickych

polutantii
Houby bilé hniloby (ligninolytické houby) jsou organismy rostouci na dieve. Produkuji tzv.
ligninolytické enzymy, které jim umoznuji rozkladat polymerni molekulu ligninu. Tim se pro
tyto organismy zpiistupni celulosa a hemicelulosa, které mohou vyuzivat jako zdroj uhliku a
energie. VEtSina téchto hub patii mezi basidiomycety. Hlavnimi zastupci ligninolytickych hub
jsou rody Bjerkandera, Dichomitus, Phanerochaete, Pleurotus a Trametes. Po rozkladu
ligninu témito houbami zlstava bile zbarvena celulosa, podle ¢ehoz jsou pak tyto houby
pojmenovany jako houby bilé hniloby (Linhartova, 2010).

Tyto houby vylucuji jeden nebo vice extracelularnich enzymi nezbytnych pro
odbouravani ligninu. Casto jsou tyto enzymy oznaéovany jako lignin modifikujici enzymy.

Mezi tyto enzymy patii lignin peroxidasa (LiP; EC 1.11.1.14), mangan dependentni
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peroxidasa (MnP; EC 1.11.1.13) a versatilni peroxidasa (VP; 1.11.1.16) a méd’ obsahujici
fenoloxidasa, lakasa (EC 1.10.3.2). N¢kteii autoti také popisuji mangan independentni
aktivity nékterych hub (Pointing, 2001). Tyto enzymy podilejici se na degradaci ligninu maji
velmi nizkou substratovou specifitu. Nasledkem toho je skutecnost, ze tyto enzymy jsou
schopny in vitro transformace nebo mineralizace Siroké Skaly tézko odbouratelnych
organickych polutantt. To je velmi pozoruhodné, protoZze mnoho z téchto cizorodych latek se
nikdy pfedtim nevyskytovalo v Zivotnim prostiedi, a tak s nimi nemohly pfijit do styku tyto
houby. V mnoha ptipadech (napiiklad polycyklické uhlovodiky s vice jak ¢tyfmi
benzenovymi kruhy) jsou houby bilé hniloby jedinym organismem schopnym jejich rozkladu
(Pointing, 2001).

V soucasné dobé¢ existuji prace popisujici degradaci endokrinnich disruptort
(Ktesinova et al., 2009; Cajthaml et al., 2009), polycyklickych aromatickych uhlovodik
(Bhatt et al., 2002; Cajthaml et al., 2008), trinitrotoluenu (Spiker et al., 1992) i
polychlorovanych bifenyli (Linhartova, 2010) ligninolytickymi houbami a jejich enzymy.
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2. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo:

- Zjistit estrogenni a androgenni (pfipadné antiestrogenni a antiantrogenni) puisobeni novych
BFR pomoci in vitro testu.

- Zjistit mozny rozklad novych BFR pomoci vybranych zastupcii ligninolytickych hub

v tekutém médiu in vitro.

- Zavést analytické metody pro stanoveni vybranych BFR
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3. Materialy a metody

3.1. Prehled exprimentu

3.1.1. Hormonalni aktivity novych bromovanych zpomalova¢u hofeni

Hormonalni aktivity byly zjiStovany pomoci dvou testi uzivajicich rekombinantni kmeny
Saccharomyces cerevisiae. Nejdiive byly testovany nejvyssi pouzitelné koncentrace

jednotlivych latek a u téch latek, kde byl zaznamenén efekt, byla testovadna koncentracni fada

3.1.1.1. B-galaktazovy test

Tento test byl vyvinut a poprvé popsan v ¢lanku od autortt Routledgeho a Sumplera (1996).
Autofi integrovali DNA sekvenci pro lidsky estrogenni receptor do chromosomu kvasinky.
Také byl pfidan plasmid, ktery miize nést estrogenni receptor, a po aktivaci tohoto receptoru
se spusti exprese vedouci k produkci B-galaktazy. B-galaktaza je nasledné vylu€ovana do
media, kde metabolizuje chlorfenol red-f-D-galaktopyranosiddzu (CPRG) na ¢erveny
produkt, ktery miize byt stanoven spektrofotometricky pti vinové délce 540 nm (Routledge a

Sumpter, 1996).

3.1.1.2. Bioluminescentni estrogenni a androgenni test

Tento test byl vyvinut a poprvé popsan v ¢lanku autorti Leskinen et al. (2005). Jedna se opét o
kvasinkovy test s integrovanym receptorem pro lidsky estrogenni a androgenni receptor
kmeny BMAEREluc/ERo a BMAEREIluc/AR. Spole¢né s nimi je do testu zahrnut i kontrolni
kmen na cytotoxicitu pfidavanych latek BMA64luc. Po vystaveni hormonalné aktivnim
latkdm kvasinky produkuji luciferazu, ktera s luciferinem v mediu vytvaii svétlo nasledné

méfené na luminometru.

3.1.2. Biodegradaéni experiment

Pro biodegrada¢ni pokus byly vybrany néasledujici houby bilé hniloby: Trametes Versicolor
(T. VER), Bjerkandera Adusta (B. ADUS), Irpex lacteus (1. LACT), Pleurotus ostreatus (P.
OST), Phanerochaete chrysosporium (P. CHRYYS), Dichomitus squalens (D. SQUA) a také
dvé ptdni houby: Setulipes androsaceus (SETUL) a kmen PL13. Ligninolytické houby byly
vybrany hlavné z ditvodu toho, ze jsou velice u¢inné pii degradacich nejriiznéjsich
organickych polutantti. Kazda houba degradovala v Zivném médiu vzdy smésny vzorek, ve
kterém byly latky: 1,2-bis(2,4,6-tribromfenoxy) ethane, bis(2-ethylhexyl) tetrabromftalat,
anhydrid kyseliny tetrabromftalové, 2,3,4,5,6-pentabromethylbenzen, 2,3,4,5,6-
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pentabromtoluen, hexabrombenzen, 2-allyloxy-1,3,5-tribrombenzen, pentabrombenzyl

akrylat, 2,4,6-tribromfenol a dekabrombifenyl.

3.1.3. Zavedeni analytické metody pro vybrané BFR

Byla zvolena metoda plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC/MS) na
stanoveni vybranych zpomalovaci hoteni. Jelikoz existuje jen nékolik studii zabyvajicich se
témito latkami a uzivajicich GC/MS, bylo nutné vytvofit novou metodu, kterd by dokazala
separovat viechny zkoumané latky. Zadna pfedchozi studie dosud neanalyzovala viechny

zkoumané latky v jednom vzorku.

3.2. Chemikalie a pouzité mikroorganismy

Bis(2-ethylhexyl) tetrabromftalét (99,5%, GC/MS), dekabrombifenyl (N/A), 1,2-bis(2,4,6-

tribromfenoxy) ethan (N/A) a pentabromtoluen byly pofizeny od firmy AccuStandard (USA).
2,3,4,5,6-pentabromethylbenzen (98%) a tetrabrombisfenol A bis(dibrompropyl ether) (99%)
byly potizeny od firmy Dr. Ehrenstorfer (Némecko). Nasledujici chemikalie byly zakoupeny
od Sigma-Aldrich (Némecko): anhydrid kyseliny tetrabromftalové (98%), 2,4,6-tribromfenol
(99%), hexabrombenzen (98%), hexachlorbenzen (98%), pentabrombenzyl akrylat (98%), 2-
allyloxy-1,3,5-tribrombenzen (98%), testosteron (>99%), 17B-estradiol (E2, 98%), dimethyl
sulfoxid (DMSO, >99,9%), pyridine (=99,9% for HPLC) a BSTFA + TMCS, 99:1.
Ethylacetat (EtAc, for HPLC) byl zakoupen od firmy Chromservis. Malt extrakt byl zakoupen
od firmy Oxoid (Velka britanie). Diazomethan byl ptipraven podle ndvodu uvedeném

v ptilohach.

Nisledujici chemikélie na media byly pofizeny od firmy Fluka (Svycarsko): L-histidin
(>99%), adenin (=99%, HPLC), L-lysin-HCI (>99%), L-serin (=99%), thiamin (N/A), inositol
(N/A), biotin (=99%) a D-glukéza (=99%, HPLC). Nasledujici chemikalie byly zas potfizeny
od firmy Roth (Némecko): L-leucin (>98,5%), L-methionin (>99%), L-isoleucin (>98,5%) a
L-fenylalanin (N/A). Nasledujici chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
(Némecko): L-arginin-HCI (>98%), L-tyrosin (N/A), L-glutamova kyselina (>99%), L-valin
(>98%), L-aspartova kyselina (>98%), L-threonin (>98%), adenin hemisulfat (>99%),
tryptofan (>98%), Citrat trisodny (N/A), (NH4)2SO4 (99%), KOH (>85%), Fe2(SO4)s (N/A),
Pantothemov4 kyselina (N/A), CuSO4 (N/A) a luciferin (N/A). KH2PO4 (>99%), MgSO4
(P.A.) a kyselina citronové (P.A.) byly pofizeny od firmy Lachema, Neratovice (Ceska
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republika). Nitrogen base (N/A) byl potizen od firmy Difco laboratories, Detroit (USA) a
pyridoxin (N/A) byl potizen od Ustiedniho skladu ministerstva zdravotnictvi, Praha (CR).
Saccharomyces cerevisiae pro -galaktazovy test byly pofizeny z Laboratofe
molekularni bunééné fyziologie a endokrinologie, Dresden Univerzity of Technology,
Némecko. Saccharomyces cerevisiae kmeny BMAEREluc/ERa, BMAEREIuc/AR a
BMAG64luc byly dodany od Piia Leskinen, Oddé€leni biochemie, University of Turku, Finsko.
Irpex lacteus 617/93, Bjerkandera adusta 606/93, Phanerochaete chrysosporium ME
446, Pleurotus ostreatus 3004 CCBAS 278, Trametes versicolor 167/93, Dichomitus squalens
CCBAS 750, Setulipes androsaceus NK 07 byly pouZity ze sbirky basidiomycét akademie
véd (CCBAS). Houba nesouci oznaceni PL13 byla izolovdna z environmentalniho vzorku

opadanky v Xaverové.

3.3. Pristrojové vybaveni

Luminometr Lumino-M90a (ZD Dolni Ujezd, Ceska republika)
Autoklav Falcon LTE Scientific LTD, Velka Britanie
Spektrofotometr SPECTRAmax PLUS Molecular Devices, USA
Vakuova odparka RVO 200 A INGOS, CR

Plynovy chromatograf 450-GC Varian, USA

Hmotnostni detektor 240-MS Varian, USA

Autosampler CP-840 Varian, USA

Homogenizator Ultra-Turrax T25 Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik, Némecko
HPLC Autosampler 465, BIO-TEK Instruments

HPLC Systém 522, BIO-TEK Instruments

HPLC Diore Array Detektor 540+, BIO-TEK Instruments
Tiepacka LT 2 Sklarny Kavalier, Zavod Votice, CSR

Ttepacka Orbital shaker OS-10 Biosan, USA

3.4. Pouzité metody

3.4.1. Kvasinkové testy

Jednotlivé bromované zpomalovace hoteni byly nejprve za pomoci ultrazvuku rozpustény v
DMSO a nasledné nafedény do koncentra¢nich fad pomoci 30% DMSO. Z téchto roztokl

bylo odebirdno potfebné mnozstvi na ptislusné testy.
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Pro B-galaktazovy test byla pouZita stejnd metoda jako je popisovana v ¢lanku autort
Routledge a Sumpter, 1996. Z chemikalii byly pfipraveny zasobni roztoky minimélni médium

a vitaminovy roztok, jejichz sloZeni je uvedeno v tabulkach 3 a 4.

Tabulka 3

SloZeni zasobniho roztoku minimalniho

meédia
KH2PO4 13,61 g
(NH4)2804 1 ,98 g
KOH 429
MgSO, 0,2g
Fey(SO4); (roztok 40mg/50ml) 1 ml
L-leucin 50 mg
L-histidin 50 mg
adenin 50 mg
L-arginin-HCI 20 mg
L-methionin 20 mg
L-tyrosin 30 mg
L-isoleucin 30 mg
L-lysin-HCI 30 mg
L-fenylalanin 25 mg
L-glutamova kyselina 100 mg
L-valin 150 mg
L-serin 375 mg
vSe rozpusténo v 1 litru deionizované vody

Tabulka 4

SloZeni zasobniho vitaminového roztoku
thiamin 8 mg
pyridoxin 8 mg
Pantothemova kyselina 8 mg
inositol 40 mg
biotin (roztok 2mg/100ml) 20 ml

vSe rozpusténo v 180 ml deionizované vody

Roztok miniméalniho média byl ihned po namichéni sterilizovan v autoklavu a uchovavan pfi
pokojové teplote. Vitaminovy roztok byl sterilizovan filtraci (0,2 um) a uchovavan v lednici
pti teploté 4 “C. Rovnéz byl pfipraven zasobni roztok D-glukézy (20%), ktery byl ihned
sterilizovan v autoklavu a uchovéavan pii pokojové teploté. Byl pfipraven také zasobni roztok
L-aspartové kyseliny o koncentraci 4 mg/ml. Tento zasobni roztok byl také sterilizovan

v autoklavu a uchovavan pii pokojové teploté. Poté byl pfipraven zasobni roztok L-threoninu
o koncentraci 24 mg/ml, sterilizovan v autoklavu a uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C. Také
byl ptipraven zasobni roztok CuSO,4 o koncentraci 20 mM, sterilizovan filtraci (0,2 pm) a

uchovavan pii pokojové teploté. Na vSechny tyto zdsobni roztoky byla pouzita deionizovana

34



voda. Na zavér byl pfipraven zasobni roztok CPRG o koncentraci 10 mg/ml ve sterilni
deionizované vodg, ktery byl uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C. Neni-li uvedeno jinak,
probihaly veskeré¢ steriliza¢ni procesy v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 10 minut.

Ze zasobnich roztoki bylo do sterilni nadoby ptipraveno finalni médium podle navodu

uvedenym v tabulce 5.

Tabulka 5

Slozeni finalniho kvasinkového media
zasobni roztok glukézy 5 ml
zasobni roztok minimalniho média 45 ml
zasobni roztok L-aspartové kyseliny 1,25 ml
zasobni vitaminovy roztok 0,5 ml
zasobni roztok L-threoninu 0,4 mi
zasobni roztok CuSO, 0,125 ml

Z tohoto findlniho kvasinkového media se odebrala ¢ast (10 az 15 ml), ktera byla zaockovéana
kvasinkou. Absorbance této kultury pti 640 nm by neméla presadhnout 0,08. Medium
s kvasinkou se nechalo v erlenmayerové bace pii teploté 28 °C za stalého michani (200 rpm)
dokud nebylo dosazeno absorbance alesponi 0,9 pti 640 nm, coz obvykle trvalo pies noc.
Absorbance pfi 640 nm dava informaci o ristu kvasinkové kultury. Nasledné se pfipravilo
dal$i medium smichanim 0,5 ml zasobniho roztoku CPRG s 50 ml finalniho kvasinkového
media. Do tohoto media bylo ddno 2 ml z media s rostouci kvasinkou, ¢imz vznikla vysledna
méfici kultura.

Tato vysledna méfici kultura kvasinek byla dana do jednotlivych jamek mikrodesticky
(v kazdé jamce 180 pl). Do jamek bylo ptidano také 20 pl ptislusného roztoku zkoumané
chemické latky. Mikrodesti¢ka byla zamichédna, zalepena autoklavovaci paskou a nechéna pfi
teploté 28 °C 2 az 3 dny. Po prvnim dni byla desti¢ka opét zamichana. Po dvou (pfipadné
tiech) dnech bylo zabarveni jednotlivych jamek zméfeno na spektrofotometru pti vinovych
délkach 540 a 620 nm. Absorbance pii 540 nm je tmérnd mnozstvi rozloZzeného CPRG a tedy
1 aktivaci estrogenniho receptoru. Absorbance ptfi 620 nm dava informaci o hustoté
kvasinkové kultury. Jednu takovou desticku je mozno vidét na obrazku 1 v piilohach.

Pti zjiStovani antiestrogenni aktivity bylo nejprve do jamek mikrodesti¢ky piidano 20
ul roztoku 17pB-estradiolu o koncentraci 10 pg/l v ethanolu. Ethanol se nechal volné odpafit a
pak uz bylo pokracovéano stejné jako pii estrogennim pokusu. Tento krok zajistil vyslednou
koncentraci 17B-estradiolu 1 pg/l v kazdé jamce a soucasné nezvysil koncentraci DMSO, ve
kterém se ptidavaly zkoumané latky. Tato koncentrace 17B-estradiolu byla zvolena z toho

divodu, protoze pfi ni dosahuje zminény hormon své maximalni odezvy v tomto testu.
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Pro bioluminescentni test byla pouzita obdobna metoda popisovana v ¢lanku od
Leskinen et al. (2005) pouze s drobnymi rozdily. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok
dusikaté baze rozpusténim 6,7 g nitrogen base v 910 ml deionizovné vody. Tento zasobni
roztok byl sterilizovan v autokldvu a uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C. Dale byl pfipraven
zasobni roztok D-glukézy (40g/100ml), zdsobni roztok L-histidinu o koncentraci 2 g/l,
zasobni roztok adenin hemisulfatu o koncentraci 5 g/, zasobni roztok L-leucinu o koncentraci
10 g/l a zasobni roztok tryptofanu o koncentraci 2 g/l. Na vSechny tyto zasobni roztoky byla
pouzita deionizovana voda. Roztok glukdzy byl sterilizovan v autoklavu a roztoky
aminokyselin byly sterilizovany filtraci (0,2 pm). VSechny tyto zadsobni roztoky byly
uchovavany pii pokojové teploté krom roztoku tryptofanu, ktery byl v lednici pfi teploté 4 °C.
Ze zéasobnich roztokl bylo namichdno vysledné luc minimalni médium podle navodu

uvedenym v tabulce 6.

Tabulka 6

SloZeni vysledného luc minimalniho média
zasobni roztok glukozy 5 ml
zasobni roztok dusikaté baze 91 mi
zasobni roztok L-histidinu 1ml
zasobni roztok adenin hemisulfatu 1ml
zasobni roztok L-leucinu 1ml

Uvedené luc minimalni médium bylo pouzito pro kmeny kvasinek BMAEREIuc/ERa
a BMAEREIluc/AR. Pro kmen BMAG64luc bylo do vysledného minimalniho média ptidano i
1 ml zasobniho roztoku tryptofanu.

Také byl namichan zasobni roztok luciferinu o koncentraci 2 mM. Luciferin byl
rozpustén v citratovém pufru, ktery se pfipravil smichanim 35 ml 0,2 M roztoku kyseliny
citronové a 65 ml 0,2 M roztoku citratu sodnén. Roztok luciferinu o koncentraci 2 mM byl
uchovavéan v mrazdku pii -20 “C a pfed méfenim na luminometru byl zfedén na koncentraci
I mM.

4 ml vysledného luc minimélniho média bylo ve sterilni zkumavce zaockovéano
ptislusnou kvasinkou a nechédno pies noc pii teploté 30 °C. Dalsi den byl obsah zkumavky ve
sterilni erlenmayerovy baiice zfedén Cerstvym luc minimélnim médiem na dosazeni
absorbance 0,4 pii 600 nm. Medium s kvasinkou se nechalo zhruba 2 hodiny pfi teploté
30 °C, dokud nebylo dosazeno absorbance alespon 0,6 pii 600 nm. Zkumavky pro luminometr
se nejprve vyplachly ethanolem (kviili sterilizaci) a nechaly vyschnout a poté bylo do kazdé

ptidano 20 pl zkoumané latky a 200 pl rostouci kvasinkové kultury. Zkumavky byly zalepeny
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parafilmem a znova inkubovany pii teploté 30 “C alespoii 2,5 hodin. Poté byly zamichany a
tésné pred mefenim bylo ptidano 150 pl roztoku luciferinu (1 mM). Méfeni kazdé zkumavky
na luminometru probihalo po dobu 60 sekund. U kontrolniho kmenu (BMA64luc) se
ptidavalo jen 10 pl zkoumané latky na 100 pl rostouciho media a nésledné se pfidavalo 100 pl
roztoku luciferinu (1 mM).

Pro antiestrogenni a antiandrogenni testy bylo do zkumavky spole¢né s latkami
pridano 120 pl roztoku 17B-estradiolu piipadné testosteronu o koncentraci 100 pg/l v 30%
DMSO. Tento ptidavek zajistil vyslednou koncentraci ptislusného hormonu 8,33 pg/l. Tato
koncentrace byla pouZita z toho diivodu, protoze pfi ni maji zminéné hormony svoji

maximalni odezvu v daném testu.

3.4.2. Biodegrada¢ni test

Jednotlivé bromované zpomalovace hoteni byly nejprve rozpustény v DMSO a poté byl

z téchto roztokll namichan smésny roztok zkoumanych BFR. V tomto roztoku mély vSechny
BFR pfibliznou koncentraci 99 mg/l. Z tohoto zasobniho roztoku se odebiralo potiebné
mnozstvi na degradacni pokus.

Samotny degradacni experiment pouZzival obdobnou metodu jako uz diive provedena
prace Cajthaml et al. (2009). Malt extrakt-glukdzové medium (5 g malt extrakt a 10 g glukdzy
na 1 1 vody) bylo dano do erlenmayerovych ban¢k vzdy po 20 ml a sterilizovano v autoklavu.
Nasledné¢ bylo medium zaockovano piisluSnou houbou a nechéno 1 tyden pfi teploté 28 °C.
Zaockovani spocivalo ve vytiznuti agarového disku z petriho misky porostlé houbovou
kulturou a vloZeni tohoto disku do baiiky. Po uplynuti jednoho tydne bylo mycelium v baiice
homogenizovéno (s uzitim Ultra-Turrax) a 1 ml této suspenze byl pouzit na zaoCkovani
Cerstvné banky také s 20 ml sterilniho media. Do téchto ban¢k, zaockovanych ptislusnou
houbou, bylo ptidano 200 pl ze zasobniho roztoku zkoumanych latek. Vysledna koncentrace
jednotlivych BFR v baiikdch byla 0,94 mg/l. Bariky byly nasledn€ nechany 7 a 22 dni pfi
teploté 28 °C. Experiment s kazdou houbou byl proveden ve tfech paralelach pro oba asové
useky. Do experimentu byla zahrnuta také abioticka kontrola, kterd spocivala v autoklavem
zabité houbé po jednom tydnu riistu, do které bylo pfidano stejné mnozstvi zkoumanych latek
jako do pokusu. Tato mrtva kontrola byla provedena ve tfech paralelach se stejnymi ¢asovymi
useky jako degradacni experiment. Ukazku z degradacniho pokusu je mozno vidét na obrazku
2 v ptilohéch.

Po uplynuti degradac¢ni doby bylo mycelium v baiikdch homogenizovéano. Nasledné

bylo pfidano 200 pl IM HCl a 20 ml ethylacetatu (EtAc). Cely obsah se prevedl do
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uzaviratelné baiky se Sroubovym uzavérem a teflonovym t€snénim, ktera se nejprve umistila
na tfepacku po dobu 20 minut a poté do ultrazvukové 14zné. Horni vrstva ethylacetatu byla
prevedena sklenénou stiikackou do srdcovky. Postupné se takto opakovalo 5 krokti extrakce
pomoci EtAc pouze s tim rozdilem, Ze v dalSich extrakcich bylo pfidavéano jen 10 ml
ethylacetatu. Pfed kazdym ptidavkem EtAc byla timto rozpoustédlem vyplachnuta i
erlenmayerova barika, ve které probihala degradace. To bylo provadéno z toho diivodu, aby se
zamezilo ztratam zpisobenym ulpivanim latek na sténach baniky. Obsah srdcovky byl
zakoncentrovan pomoci rota¢ni vakuové odparky pii teploté 40 °C a 800 hPa na piiblizny
objem 2 ml

Ethylacetat v srdcovce po odparu byl pfeveden na kolonku tvofenou 2,5 ml siranu
sodného, aby se odstranila zbytkova voda ve vzorku. Eluce z kolonky byla provadéna
ptiblizn¢ 10 ml ethylacetatu do pfedem zvazené vialky. Objem EtAc byl zjistén vypoctem
z rozdilu hmotnosti vialky a hustoty ethylacetatu. Hustota EtAc byla zji$téna experimentalné
zvazenim pipetou piidaného mnozstvi a vypoctem priméru ze Ctyi pokusti.

Stanoveni koncentrace ve vzorcich bylo provadéno pomoci plynové chromatografie s
hmotnostnim detektorem. Bliz$i informace o métici metodé jsou uvedeny v jiné kapitole jako

soucast optimalizace méfici metody pro BFR.

3.4.3. Metoda derivatizace latky 2.4.6-tribromfenol

Jelikoz latku 2,4,6-tribromfenol je tieba derivatizovat pfed méfenim na plynové
chromatografii, bylo tfeba optimalizovat tento krok. Derivatizaci této latky je tfeba provadét
z diivodu pokryti funkéni skupiny —OH. Byly vyzkouseny dva postupy derivatizace
vyuzivajici jind derivatizacni ¢inidla, diazomethan a BSTFA+ TMCS, 99:1.

Na derivatizaci pomoci diazometanu byla pouzita nasledujici metoda. Do vialky bylo
déano 200 pl vzorku a na sténé vialky se udélala pomocné ryska. Dale bylo pfidano 500 pl
diazomethanu a nechano v zakrempované vialce 30 minut. Poté byl diazomethan odpaten
pomoci mirného proudu dusiku, az bylo dosazeno objemu, ktery udavala pomocna ryska. Na
zaver byl pfidan vnitini standart na ur€eni objemu (roztok hexachlorbenzenu). Vzorek byl
nasledn¢ méten na GC/MS.

Na derivatizaci pomoci BSTFA byla pouZita nasledujici metoda. Bylo dano 300 pl
vzorku + 100 pl pyridinu do krepovaci vialky a byla ud¢lana pomocna ryska. Nasledné se
ptidalo 300 pul BSTFA + TMCS a zakrempovana vialka se umistila do 60 °C na dobu 2 hodin.
Poté byl obsah vialky odpaten pod mirnym proudem dusiku na objem udédvany pomocnou

ryskou. Nasledné bylo piidano 100 pl vnitfniho standardu (roztok hexachlorbenzenu) a 1100
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ul ethylacetatu. Vialky byly zakrempovéany a méteny na GC nebo LC. Vyté€znost této
derivatizce byla zjiStovana pomoci kapalinové chromatografie s UV detektorem jako ubytek
reagujiciho 2,4,6-tribromfenolu. Byla pouzita mobilni faze skladajici se z 60% acetonitrilu a
ze 40% vody, kterd obsahovala 1% kyseliny octové. TBP byl identifikovan pod vinovou
délkou 230 nm.

3.4.4. Zpracovani dat

3.4.4.1. Zpracovani dat u B-galaktazového testu

U B-galaktdzového testu byly namétené absorbance zpracovany podle vzorce:

Korigovana absorbance = (Assonmchemikalie — Agzonmchemikalie) — (Assonmslepy vzorek —

Ag20nmslepy vzorek)

Kde Assonmchemikalie je absorbance vzorku se zkoumanou chemickou latkou pti 540 nm.
Agonmchemikalie je absorbance vzorku se zkoumanou chemickou latkou pti 620 nm
Jako slepé stanoveni (blank) bylo pouzito ptidavané 30% DMSO. VSechno méteni bylo
provadéno ve tiech opakovanich. Korigované absorbance byly vyneseny v grafu se
smérodatnymi odchylkami v zavislosti na koncentraci zkoumané latky.

Pro antiestrogenni test byl pouzit stejny vzorec jako vySe pouze s tim rozdilem, Ze
korigované absorbance byly vztazeny k hodnot¢ pro Cisty hormon o koncentraci 1 pg/l a
vyjadieny v procentech.

Na zjisténi toxicity pridavanych chemikalii pro kvasinky byla pouZzita hodnota

spocitana podle vzorce:

Hodnota toxicity = Agonmchemikalie / Agronmslepyho vzorku

Tato hodnota je srovnatelna s korekénim faktorem (CF) z bioluminescentniho testu a méla by

byt v rozmezi 0,5 az 2 podle Leskinen et al., 2005.

3.4.4.2. Zpracovani dat z bioluminescentniho testu
U bioluminescentniho testu byly nejprve integrovany (secteny) vSechny svételné hodnoty z

luminometru (RLU) a nasledné se postupovalo podle vzorce z Leskinen et al. (2005).

Fold induction (FI) = RLU (chemikalie) / RLU (slepy vzorek)
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Kde FI je fold induction zavedena v ¢lanku autort Leskinen et al. (2005). RLU jsou sectené
hodnoty svételné emise z luminometru. Hodnota FI se pocitala z hodnot pro kvasinky

s estrogennim nebo androgennim receptorem. Dale byl spocitan korekéni faktor podle vzorce:

Korekeni faktor (CF) = RLU (slepy vzorek) / RLU (chemikale)

Kde CF je korekéni faktor zavedeny v ¢lanku autort Leskinen et al. (2005). RLU jsou sectené
hodnoty svételné emise z luminometru. Hodnota CF se pocitala z hodnot pro kvasinky
kontrolniho kmene (BMA64luc). Tento korekéni faktor by mél byt v rozmezi 0,5 az 2
(Leskinen et al., 2005).

Vysledna opravena hodnota (Florected )s€ spoc€itala vynasobenim FI a CF pro

ptislusnou chemickou latku.

Vyslednd opravena hodnota Fleoecteda = FI*CF

Jako slepy vzorek bylo pouZito piidavané 30% DMSO. VSechno méfeni bylo provadéno v
tripletech. Opravené hodnoty byly vyneseny v zavislosti na koncentraci ptidavané chemikalie
do grafi.

Pro antiestrogenni a antiandrogenni biolumionescentni test byl pouzit stejny vzorec
jako vyse jen s tim rozdilem, Ze jako blank byly pouZzity hodnoty, kde bylo ptidavano 20 pl
ptislusného hormonu o koncentraci 100 pg/l a 20 pl 30% DMSO.

3.4.4.3. Zpracovani dat z degrada¢niho pokusu
U degrada¢niho pokusu byla primérna mnozstvi zkoumanych latek vynesena v grafu se
smérodatnymi odchylkami a porovnana s primérnym mnozstvim prislusné latky z mrtvé

kontroly.

3.4.4.4. Zpracovani dat pro statistické vyhodnoceni

Pro statistické zpracovani a ditkazy byl pouzit voln¢ dostupny program R. Byly pouzity testy:
Jednovybérovy T-test, Welchtiv dvouvybérovy T-test vzdy s jednostrannou alternativou a 5%
hladinou (a0 = 5%) a linearni model regrese opét s 5% hladinou. Jednovybérovy T-test byl
pouZit pro kvasinkové testy z toho diivodu, ze pfi po€itani vyslednych hodnot z téchto testl se

uz pocita se slepym stanovenim, a tak nezbyva nez porovnat tuto hodnotu s konkrétnim
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¢islem (0 pro B-galaktazovy test nebo 1 pro bioluminescentni test). Pro biodegradacni test byl
pouzit Welchtiv dvouvybérovy T-test, kde jako jeden vybér byly vzaty paralely
z degradacniho pokusu a druhy vybér byly paralely mrtvé kontroly. Jelikoz se v fadé¢ ptipad

nepodaftilo ovéfit shodu rozptyld jednotlivych vybéri, byla pouzita Welchova korekce.

3.4.4.5. Zpracovani dat z plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem

Pro zpracovani chromatogramt z plynové chromatografie byl pouzit program Varian MS
Workstation verze 6.9.1. Chromatogramy byly nejprve vyhlazeny na 5 méticich bodl (5 point
smooth) a pak byly postupné filtrovany na ionty pro jednotlivé latky. Ionty pro jednotlivé
latky jsou uvedeny v kapitole Optimalizace metody analyzy pro nové BFR. VSechny
chromatografické piky byly integrovany ru¢né.
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4. Vvsledky

4.1. Rozpustnost zkoumanvch latek

Vsechny zkoumané BFR byly rozpustny v DMSO az na latku dekabromdifenyl ethan. Tuto
latku se nepodafilo rozpustit ani s vyuzitim ultrazvuku, a tak s ni nebyly provadény testy na
hormonalni aktivity ani biodegradac¢ni test. Rovnéz se tuto latku nepodafilo Gplné rozpustit
v hexanu na koncentraci 2,76 mg/l, a tak ani nebyla optimalizovana analytickd metoda pro
tuto latku.

Pro kvasinkové testy, kde byly latky rozpustény v 30% DMSO, byly zjistény
pouzitelné (dostatecné rozpustné) koncentrace 20 mg/1 pro latky ATBB, HBB, PBBA,
TBBPA-DBPE, PBEB, PBT, DBB, TBPH, 100 mg/1 pro latku BTBPE a 500 mg/1 pro latku

TBPA. Pti vysSich koncentracich dochdzelo k vysraZeni standarda z roztoku.

4.2. Toxické pusobeni pridavanvch chemikalii na kvasinky

U B-galaktazového testu pii porovnani absorbance 620nm u chemikalie s hodnotou pro blank
se vyloucilo toxické plisobeni ptidavanych chemikalii na kvasinkovou kulturu. Jedinou
vyjimku v tomto sméru piedstavovala latka TBP, ktera pfi nejvyssich piidavanych
koncentracich ptsobila toxicky (Aszonmchemikalie / Agyonmblank = 0,237 pro koncentraci 20
mg/l). Druhé testovana koncentrace TBP (10 mg/l) uz ale nejevila Zadné zndmky toxicity. U
bioluninescentniho testu v§echny chemikalie mély korekéni faktor CF v pozadovaném
rozmezi (0,5 az 2), a tudiz nebyly toxické pro kvasinky podle Leskinen et al., 2005. Na
druhou stranu u antiestrogenniho a antiandrogenniho pokusu, kdyz se smichaly ptidavané
hormony a TBP, bylo zaznamenano postupné snizovani CF s ristem koncentrace TBP. U
nejvyssich koncentraci TBP bylo dosazeno hodnot CF 0,368 a 0,461, coZ znaci cytotoxické

pusobeni. U nizsich koncentraci uz vSak byly korekéni faktory v poZadovaném rozmezi.

4.3. Estrogenni a androgenni aktivity jednotlivych zpomalovacii hoieni

Vysledky hormonalnich aktivit jsou uvedeny v grafech 1 az 10 v ptilohdch. V grafu 1 jsou
korigované absorbance z -galaktazového testu pro nejvyssi rozpustné koncentrace
jednotlivych latek. Latka TBP byla aplikovana i ve vyssich koncentracich neZ je uvedeno, ale
pii vyssich koncentracich ptsobi silné toxicky pro kvasinky. Z grafu je patrno, ze zadna latka
nevykazuje estrogenni aktivitu krom latky PBBA. Tato latka vSak vykazuje pouze velmi

nizkou aktivitu pfi porovnéni s pfirozenym hormonem (17p-estradiolem), nicmén¢ pii
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statistickém zpracovani byl na 5% hladiné prokézan estrogenni efekt této latky. Pro pfedstavu
je uveden graf odpovédi 17B-estradiolu v tomto testu v zavislosti na koncentraci (graf 2).

Estrogenni aktivita byla rovnéz sledovana pomoci bioluminescentniho testu. Graf 3
ukazuje Fleomrected OpEt pro nejvyssi koncentrace zkoumanych latek. Z grafu je patrno, ze
hodnoty Flcomected VSech latkek se pohybovaly okolo jedné, coz znamend Zadnou estrogenni
aktivitu. To bylo ovéfeno 1 statistickym zpracovanim, kde na 5% hladin€ nebylo prokazano
zvySeni estrogenni aktivity zadné latky.

Rovnéz byly méfeny androgenni aktivity bioluminescentnim testem. V Grafu 4 jsou
uvedeny opét spoctené hodnoty Fleorected pro nejvyssi metené koncentrace jednotlivych
latkek. Z grafu je vidét, Ze z4dna latka nevykdzala androgenni aktivitu krom latek DBB a
TBPH, a to ovSem pouze velmi slabou. Statisticky vyznamnou se podafilo prokazat
androgenni aktivitu pouze u latky TBPH (p < 0,05).

Pfi méteni antagonistickych efektll na estrogenni receptor vykazalo vice latek
antihormondlni efekt. V grafu 5 je mozno videét Fleomected pro nejvyssi méiené koncentrace
jednotlivych latkek u bioluminescentniho antiestrogenniho pokusu. Z grafu je patrno, Ze
nékteré latky maji antiestrogenni efekt. Nejveétsi antagonisticky efekt ukéazala latka TBP, ktera
inhibovala ¢innost hormonu az o0 95,5%. I dalsi latky také plsobily antiestrogenné. Latky
PBBA, PBEB, BTBPE, PBT a DBB vykazaly ptislu$né sniZeni antivity hormonu o 25%,
20%, 31%, 14% a 12%. U vSech téchto latek byl antihormonalni efekt statisticky prikazny (p
<0,05). U latky TBP byl proveden dalsi test, jehoz vysledky je mozno vidét v grafu 6.

V tomto grafu je patrné sniZzovani hormonalni aktivity s ristem koncentrace TBP. Tato
koncentraéni zavislost je i statisticky pritkazna (p < 0,05, R* = 0,993). Byla spo¢itina hodnota
ICs0 na 4,66 mg/1 pro TBP. U ostatnich latek nebylo mozné prokazat koncentracni zavislost
ani spocitat hodnoty ICs, jelikoZ pouzity test neni dostatecné citlivy a zkoumané latky nejsou
rozpustné pii vysSich koncentracich.

Antiestrogenni aktivity byly zjiStovany také -galaktazovym testem. Vysledky tohoto
pokusu pro vSechny latky jsou uvedeny v grafu 7. Z grafu je vidét, Zze zadna latka krom TBP a
BTBPE nevykézala vyrazngjsi antiestrogenni efekt. Inhibice hormonalni aktivity byla 12,2 %
u latky BTBPE a 96,5% u latky TBP. Pro obé tyto latky byly antihormonalni efekty
statisticky prikazné (p < 0,05). V grafu 8 je pak moZno vidét zavislost inhibice receptoru na
koncentraci TBP a BTBPE. Tato koncentra¢ni zavislost je pro TBP také statisticky pritkazna
(p <0,05). Hodnota ICs pro TBP byla stanovena na 3,04 mg/I.

Vysledky antiandrogenniho bioluminescentniho testu pro vSechny zkoumané latky

jsou uvedeny v grafu 9. Z grafu je patrno, Ze latka TBP vykazala sniZeni hormonalni aktivity
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az o vice jak 99%. Také latka PBBA méla antiandrogenni efekt s poklesem hormonalni
aktivity 0 25,5%. U obou téchto latek byl tento efekt statisticky vyznamny (p < 0,05). Ostatni
latky nemé&ly Zadné antiandrogenni efekty nebo jen velmi malé. V grafu 10 je uvedeno
postupné snizovani hormonalni aktivity v zavislosti na koncentraci TBP. Je zde patrna
koncentracni zavislost, kterd byla i statisticky pritkazna (p < 0,05). Byla spoc¢itana pro tuto

latku hodnota ICsp = 1,3 mg/I.

4.4. Biodegradacni pokus s ligninolytickymi houbami

Vysledky pro degradaéni pokus jsou uvedeny v grafech 11 az 19 v ptilohach. Z grafi je
patrno, Ze latky TBP, ATBB a PBBA byly vyrazné rozkladany téméf v§emi houbami. Latka
TBP se zda byt nejsnaze degradovatelna. VSechny houby odbouraly tuto latku v priiméru o
94,8% uz po 7 dnech trvani pokusu. Tyto rozdily po 7 dnech byly i statisticky vyznamné (p <
0,05). Po 22 dnech byl stanoven tubytek této latky od 97,8% do 92,8%. Jako nejlepsi houbou
pro degradaci této latky se jevi Irpex lacteus, ktery vykazal degradaci TBP o0 97,5% uzZ po 7
dnech a 0 97,8% po 22 dnech. Latka PBBA byla také dobfe odbourdvana v§emi houbami.
Vsechny houby degradovaly tuto latku v praiméru o 80,1% po 7 dnech a 0 90,5% po 22 dnech
trvani pokusu. Rozdily oproti mrtvé kontrole byly vZdy statisticky vyznamné (p < 0,05). Jako
nejlepsi houba se opét jevi Irpex lacteus, ktera degradovala 92,2% PBBA po 7 dnech a 94,7%
po 22 dnech trvani pokusu. Houba Setulipes androsaceus vykazala nejpomalejsi rozklad této
latky, kde po 7 dnech bylo rozlozeno 53,1% a po 22 dnech 80,2%. ATBB je tfeti latkou, u
které byl zaznamenan vyrazny Ubytek. VSechny houby krom Setulipes androsaceus
degradovaly tuto latku v priméru o 68% po 7 dnech a o 86,5% po 22 dnech. Opét i zde byly
rozdily oproti kontrole statisticky vyznamné (p < 0,05). Jako nejlepSimi degradatory této latky
se ukazaly houby Irpex lacteus a Bjerkandera adusta, které vykazaly tibytek ATBB o 88,88%
a 88,7% po 7 dnech a 0 91,17% a 91,8% po 22 dnech. U houby Setulipes androsaceus nebyl
zaznamenan zadny ubytek latky ATBB béhem degrada¢niho pokusu.

wvewr

a BTBPE nebyla zaznamenéana z4dna degradace béhem celého experimentu. Latka PBEB také
nevykazala vyraznéjsi ubytek, ale jen velmi maly, ktery nebyl statisticky vyznamny krom
houby Pleurotus ostreatus. Tato houba degradovala 35,7% PBEB po 22 dnech. Latky HBB a
PBT také nevykazaly vyrazngjsi degradaci. Ubytek t&chto latek byl od 5,4% do 31,5% pro

HBB a od 6,4% do 31,9% pro PBT po 22 dnech inkubace. Degradace u latek HBB a PBT
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nebyla statisticky prikazna u Zadné houby. Latka DBB podobné jako TBPH a BTBPE

v

neukazala po 7 ani 22 dnech degradaéniho pokusu zadny vyraznéjsi tibytek.

4.5. Optimalizace metody analyzy pro nové BFR

4.5.1. Derivatizace latky 2.4.6-tribromfenol

Pti derivatizaci pomoci diazomethanu bylo zji§téno, Ze touto metodou vznikaji i jiné
bromované latky a ne jenom zadany 2,4,6-tribromanisol (produkt methylace 2.,4,6-
tribromfenolu). Tyto vedlejsi produkty derivatizace byly nalezeny pomoci GC/MS pouzitim
filtrace na ionty bromu 79 a 81. Vznikajici 2,4,6-tribromanisol byl stanovovan pomoci filtrace
chromatogramu na ionty 346, 344, 329, 331 a porovnavan se standardem o zadané
koncentraci. Nékteré z vedlejSich produkti dokonce vznikaly ve vEétsi mite nez 2,4,6-
tribromanisol, a tak nikdy nebylo dosazeno vy$si ti€¢innosti nez 50%. Metoda derivatizace
byla vyzkouSena i s riiznymi pfidavky diazomethanu a rliznymi ¢asy reakce, ale vysledky
nikdy nepfinesly vétSinovou produkei 2,4,6-tribromanisolu.

Pti derivatizaci pomoci BSTFA bylo zjisténo, Ze tato metoda je vhodna pro
derivatizaci TBP. Byly vyzkouSeny také rlizné modifikace provadéné metody jako naptiklad
uprava teploty a délky reakce, mnozstvi ptiddvaného pyridinu a mnoZzstvi pfidavaného
BSTFA. Nejlepsich vysledkt, tedy tibytek reagujiciho TBP, bylo dosaZeno pfi nésledujicich
podminkach: 300 pl pfidaného BSTFA a 100 pl ptidaného pyridinu na 300 pl vzorku, reakce
po dobu 2 hodin pfi 60 °C. Pii téchto podminkéach bylo dosazeno v priméru 90% vytéznosti

derivatizace TBP.

4.5.2. Metoda analyzy novych bromovanych zpomalovacu hofeni na plynové chromatografii

Po né¢kolika pokusech s postupné se zrychlujicimi teplotnimi gradienty se dospélo

k podminkdm uvedenym v tabulce 7.
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Tabulka 7

Méfici metoda na plynové chromatografii

Restek, Rxi-5Sil MS, 15 metrd, 0,25

pouzita kolona mmID, 0,25 ym df

jehla
velikost jehly 10
objem opachu 5ul
rychlost nasavani 5 pl/sek
predoplach rozpoustédlem 5x
predoplach vzorkem 1x
postoplach rozpoustédlem 5x
objem na nastfik 1l
injektor
typ injektoru 1177
teplota injektoru 250 °C
pritok kolonou 1 ml/min
teplotni rezim kolony pocatek pfi 60 °C po dobu 1 min
rist teploty na 250 °C rychlosti 20
‘C/min
rist teploty na 300 °C rychlosti 5
‘C/min

drzeni teploty 300 °C po dobu 20 min

hmotnostni detektor

primérované mikroméreni 2
maod méfeni fast
segmenty méfeni Casovy usek ionty
0-7,1min vypnuto
7,1-9,0 208 - 335 m/z
9,0-10,5 485 -510 m/z
10,5-12,0 548 - 555 m/z
12,0- 14,9 450 - 485 m/z
14,9-17,0 vypnuto
17,0-18,5 325 - 365 m/z
18,56-21,9 450 - 475 m/z
21,9-27,0 450 - 475 m/z
27,0 - 28,89 390 - 400 m/z
28,89 - 40,0 vypnuto

Pro latku TBP byla pouzita obdobnd metoda pouze s tim rozdilem, Ze segment v ¢ase 7,1 az
9,0 sledoval ionty v rozsahu 220 az 410. Tato latka byla analyzovana samostatné. To bylo
provedeno z toho diivodu, protoZe tato latka ma po derivatizaci podobny reten¢ni ¢as jako
ATBB. Obé tyto latky vSak vyzaduji jiné ionty pro detekci, a tak timto zaZenim skenovaciho
rozsahu byla zajiSténa dostatecné vysoka frekvence skenovani. Pfi takto nastavenych

parametrech méfeni mély vSechny segmenty frekvenci skenovani >4 Hz.
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Metoda byla vyzkouSena na standardech jednotlivych latek i smésného roztoku. Jako

Cvwr

chromatogramy, a reten¢ni Casy pro jednotlivé latky jsou uvedeny v tabulce 8.

Na obrazku 3 v ptilohéch je pak mozno vidét ukdzku chromatogram z degrada¢niho pokusu.

Tabulka 8

Jednotlivé latky na GC/MS

ionty, na které bylo retencni  limit

latka filtrovano Cas kvantifikace
2-allyloxy-1,3,5-tribrombenzen (ATBB) g;g; 212,329,330, 331, 76 1 ng/ml
Hexabrombenzen (HBB) 551; 552,6; 553,8 10,927 1 ng/ml
Pentabrombenzyl akrylat (PBBA) 475; 477, 479 12,13 10 ng/ml
2,3,4,5,6-pentabromethylbenzen (PBEB) 500; 502; 504; 487; 486 10,27 1 ng/ml
1,2-bis(2,4,6-tribromfenoxy)ethan . . .
(BTBPE) 357; 359; 330; 332 17,711 100 ng/ml
2,3,4,5,6-pentabromtoluen (PBT) 487; 488; 490 10,052 1 ng/ml
Dekabrombifenyl (DBB) 391; 392; 393 27,229 100 ng/ml
Bis(2-ethylhexyl) tetrabromftalat (TBPH) 464; 465; 467 18,867 100 ng/ml
2,4 ,6-tribromfenol (TBP) 388; 389; 391 7,75 1 ng/ml

I pfes veSkerou snahu se nepodafilo optimalizovat metodu pro latku TBPA. Pro tuto
latku se podaftilo nalézt odpovidajici spektrum a urcit retencni ¢as, ktery byl 10,92.
Hmotnostni spektrum této latky bylo tvoteno pfevazné ionty 420; 464; 422. Byly vSak
zjiStény podstatné veliké rozdily v odezvach zasobniho roztoku. Tyto rozdily se nepodaftilo
objasnit, a tak nemohla byt vytvofena divéryhodna kalibracni ptimka pro tuto latku. Také pro
latku TBBPA-DBPE nebyla optimalizovana méfici metoda, a to z toho divodu, Ze pii analyze
standardu s nejvyssi koncentraci této latky nebyl nalezen Zadny chromatograficky pik
s iontovym spektrem, které by mohlo byt pfifazeno k této latce.

Pro ostatni zkoumané latky byly vytvotfeny kalibra¢ni pfimky uvedené v pftiloze.
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5. Diskuze

5.1. Hormonalni aktivity zkoumanvch latek

Z namé&fenych hodnot vyplyva, ze latka 2,4,6-tribromfenol ma silné antihormonalni u¢inky a
to jak antiestrogenni tak antiandrogenni. U téchto antihormondlnich u¢ink miZeme vyloucit,
Ze jsou zpusobeny cytotoxickym piisobenim pfidavané latky. Jen nejvyssi koncentrace TBP
pusobily toxicky pro kvasinky. I kdybychom vzali jen ty hodnoty u nichZ vylou¢ime toxické
plsobeni, byli bychom schopni stale prokazat jak koncentracni zavislost tak samotny
antihormondlni vliv TBP. Rovnéz vysledné hodnoty ICsy by se nezménily.

Pro statistické diikazy byl zvolen jednovybérovy T-test z toho divodu, Ze u Zadné
latky nebylo moZné prokézat, Ze by namétené hodnoty nespliiovaly normalni rozd¢leni. Lze
vsak predpokladat, Ze 1 zvySeni poctu hodnot na vice jak tii by nepfineslo zménu rozdéleni dat
a spiSe by se data vice pfiblizovala k normalnimu rozdéleni podle centralni limitni véty. VEtsi
pocet hodnot pro kazdou latku by zvysil silu testu. I tak se ale podafilo statisticky prokéazat
vlivy n€kterych latek.

Larsson et al. (2006) predikoval pomoci modelu, Ze tato slou€enina se dokaze vazat do
aktivniho mista androgenniho receptoru, ale jelikoz je pfili§ mald, tak nedokéaze fadné
interagovat s obéma polarnimi konci na aktivnim misté. TBP pfevazné interaguje se
skupinami Asn41 a Thr211, ale neni schopen dosahnout na skupiny Arg88 a Gln 46 a
aktivovat tak fadn¢ androgenni receptor. Energie interakce s vazebnym mistem byla spocitana
na 27 — 28 kcal/mol (Larsson et al., 2006). Ve stejné studii byl rovnéz provadén in vitro test,
ale pouze aktivacni, a tak autofi nezjistili antthormonalni piisobeni této latky. Jina studie
zabyvajici se antagonistickym efektem TBP na androgenni receptor udava, ze byla sledovana
antiandrogenni aktivita s ICso > 15 uM (Hammers et al., 2006). Tato hodnota ICs, byla ovSem
ziskdna pouze z jednoho méfeni a autofi sami uvadeji, ze nemohou vyloucit cytotoxicitu,
kterd miize zpiisobovat tento jev. Tato diplomova prace ptinasi diikazy o antiandrogennim
plsobeni TBP s vylouc¢enim cytotoxicity. Toto piisobeni je koncentracné zavislé s hodnotou
ICso = 1,3 mg/l, ktera se v§ak neshoduje s tim, co uvadi Hammers et al. (ICso > 4,962 mg/1 po
pfepoctu). Rozdily ve vysledcich budou ziejmé zplsobeny odlisSnymi in vitro testy. Hammers
et al. pouzil CALUX biotest vyuzivajici bunécnou linii lidskych osteoblastl, kdezto v této
praci byl pouzit kvasinkovy biotest. Samotny antiandrogenni efekt TBP bude nejspiSe
zpiisoben blokaci vazebného mista androgenniho receptoru a znemoznéni tak navazani

prirozeného hormonu (testosteronu).
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RovnéZ interakce TBP s estrogennim receptorem byla uz zjiStovana. Olsen et al.
(2002) pozoroval slabou vazbu této latky na estrogenni receptor tim, Ze doSlo k zdméné TBP
za 17B-estradiol, avSak neprokézal zadnou aktivaci tohoto receptoru. Rovnéz nepozoroval
zadny antiestrogenni efekt této latky. Jina studie pozorovala antiestrogenni efekt TBP a
stanovila hodnotu ICsg na 8,3 + 1,2 uM (po prepoctu 274.56 mg/l) (Hammers et al., 2006).
Tato hodnota ICsg je velmi vysoké oproti nami ziskanym hodnotdm 4,66 mg/1 a 3,04 mg/l u
bioluminescentniho a B-galaktdzovaho testu. Rozdily mohou byt opét dany jinym pouzitym
testem. Hammers et al. pouzil pro tento test CALUX biotest vyuzivajici linii lidskych bunék
rakoviny prsu. Pfesny mechanismus antiestrogenniho pisobeni TBP ziistdva nejasny. Miize se
jednat o blokaci vazebného mista pro hormon, nebo se mtiZe tato latka vazat na jiné misto na
estrogennim receptoru a zpisobovat tak jeho necinnost.

Rozdily ve vysledcich hormonalnich aktivit z riznych biotestii byly uz pozorovany
diive. Svobodova et al. (2009) ve své praci pozorovala rozdily v citlivosti a dokonce specifité
mezi pouzitymi kvasinkovymi testy. Rozdily miize zptisobit jak jiny pouzity organismus
(kvasinky, lidské bunécné linie, zviteni linie, riizné tkané atd.), tak i samotna metodika
biotestu. Jesté vétsi neshodu v méfenych hodnotach mize ptinést porovnani in vitro testl s in
vivo pokusem, jak uz bylo doloZeno naptiklad ve studii od autori Folmar et al. (2002).

Tato diplomova préce je prvni védeckou praci popisujici antiestrogenni pisobeni latky
BTBPE a to hned ve dvou in vitro testech. Nepodafilo se vSak prokazat koncentracni zavislost
tohoto plisobeni z diivodu nizké citlivosti pouzitych testll a nizké rozpustnosti této latky.
Rovnéz latka PBBA vykazala jisté antihormonalni pisobeni. Z diivodu rozpustnosti nebylo
mozné ovérit aktivitu této latky a hlavné jeji koncentracni zavislost. O této latce také

neexistuji zadné védecké prace popisuyjici jeji endokrinni aktivity.

5.2. Biodegradacni pokus

Z vysledki degradaéniho pokusu vyplyva, ze jen tfi zkoumané latky byly degradovany
ligninolytickymi houbami. Latka TBP byla dobie odbourdvana v§emi houbami uz po 7 dnech
s ucinnosti az 97,5% pro houbu Irpex lacteus. Tato G€innost je srovnatelna se studii autord
Donoso et al. (2008), kterd uvadi acinnost 98,5% po 4 dnech trvani pokusu. V této praci byla
pouzita houba Trametes versicolor, ktera v naSem experimentu vykdzala uc¢innost 93,25% po
sedmi dnech. I pfes to jsou tyto vysledky srovnatelné a vypovidaji o rychlé a G¢inné degradaci

TBP ligninolytickymi houbami. I jinymi mikroorganismy (napfiklad bakteriemi) se podatilo
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tuto latku rozlozit, a tak se mizeme domnivat, Ze TBP neni persistentni v Zivotnim prostiedi
jako diive pouzivané zpomalovace hoteni.

Latka ATBB byla druha z latek, ktera vykéazala degradovatelnost v naSem pokusu. Pro
tuto latku existuji doposud pouze predpoklady na zakladé fyzikalnich a chemickych
parametrul, Ze tato latka mize byt polutantem v arktickych oblastech (Brown a Wania, 2008).
Autofi ve zminéném ¢lanku vSak nepfedpokladaji, Ze by ATBB byla persistentni. K této
domnénce dospéli pti vypoctu modelu poloc¢asu rozkladu vlivem OH radikalu. Tato préce je
prvnim popisem bioodbouratelnosti této latky pomoci ligninolytickych hub s velice
pozitivnim vysledkem. Bylo uZz zjisténo, Ze se tato latka nachazi v kalech cisti¢ek odpadnich
vod a Ze se v tomto prostiedi Spatn¢ odpourava, a tak mize byt degradace pomoci hub
vhodnym prostfedkem na ptipadné biotechnologické odbouravani.

Tteti latkou, kterou se podatilo z velké ¢asti odbourat, je PBBA. O této latce doposud
nejsou znamy zadné informace o biodegradovatelnosti, a tak tato prace je prvnim piiblizenim
k této problematice. NaSe vysledky, které vykazuji az 92,2% ubytek této latky béhem sedmi
dnti pokusu, jsou velmi slibné. Je vSak tieba dal$iho védeckého vyzkumu i s ostatnimi
mikroorganismy, aby se dokézala pln€ zodpovedé¢t otazka mozné persistence PBBA
v zivotnim prostiedi.

U ostatnich zkoumanych latek nebyl zaznamenan zZadny ubytek béhem degrada¢niho
pokusu, nebo jen velmi maly. Toto zjiSténi mize z ¢asti vysvétlovat hojnou piitomnost téchto
latek v Zivotnim prostiedi. Také to mize naznacit piipadnou persistenci. Jestli se totiz
zminéné latky nerozkladaji pomoci ligninolytickych hub a jejich enzymi, které jsou
mimochodem velmi u¢inné, tak je jen malo mikroorganism, které by dokéazaly odbourat tyto
latky. Toto je zavazné hlavné pro latky BTBPE a PBPH, u kterych je tato prace zfejmé prvni
studii mikrobidlni degradace, a které nebyly nijak rozkladany béhen experimentu.

Ostatni latky jako PBEB, PBT, HBB a DBB také nevykazaly vyraznégj$i ibytek béhem
pokusu. O téchto latkach neexistuji téméf Zadné studie popisujici mikrobialni degradaci, a tak
je tato prace prvnim pfiblizenim do této problematiky. Tyto latky byly nelézany 1 v arktickych
oblastech, coz by mohlo byt zplisobeno pravé velmi Spatnym rozkladem v Zivotnim prostiedi
a dalkovym transportem atmosférou. O téchto latkach sice neexistuje tolik publikaci
popisyjicich pfitomnost v Zivotnim prosttedi jako o pfedchozich BTBPE a PBPH, i tak je
vsak tfeba dalSich praci zjist'ujicich jejich odbouratelnost. Tyto latky mohou byt stejné
persistentni v Zivotnim prostfedi jako zndméjsi hexachlorbenzen nebo polychlorované

bifenyly.
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5.3. Optimalizace analytické metody

Pro derivatizaci latky TBP byla optimalizovana metoda pomoci BSTFA + TMCS. V literatufe
se uvadeji riizné postupy derivatizace. Naptiklad Thomsen et al. (2001), Suzuki et al. (2008) 1
Wilkins et al. (1997) pouzivaji derivatizaci diazomethanem, Mardones et al. (2008) pouziva
derivatizaci anhydridem kyseliny octové, Takigami et al. (2009) pouziva ethylaci, ale uz
neuvadi jakym ¢inidlem. Zminéné ¢lanky vitbec neuvadéji vytéznost pouzité derivatizace.

V této diplomové préci bylo zjiSténo, Ze optimalizovand metoda pomoci BSTFA + TMCS,
99:1 ma 90% vytéznost derivatizace, coz je dostatecné pro analyzu. Roznéz bylo zjisténo, Ze
metodou pomoci diazomethanu vznikaji 1 dalsi produkty této derivatizace a ze nedosahuje
takové vytéznosti jako pomoci BSTFA.

Pro vétSinu zkoumanych latek byla optimalizovana metoda analyzy na plynové
chromatografii s hmotnostnim detektorem. Tato metoda je velice citliva s mezi kvantifikace
1 ng/ml pro nékteré latky, a tak by se ptipadné dala aplikovat na environmentalni vzorky. Je
vsak tfeba dal§iho vyvoje metod extrakce a purifikace z komplexnich environmentélnich
matric, aby bylo mozné tyto latky stanovovat v riznych slozkach zivotniho prostredi.

Pro latku TBPA, u které se nepodatilo dosdhnout divéryhodnych vysledkd, je tfeba
objasnit, jak s touto latkou pracovat. Je mozné, Ze tato latka v zdsobnim roztoku reaguje sama
se sebou nebo se vzduSnou vlhkosti. Latka TBBPA-DBPE je natolik odli$na (pravdépodobné
svoji nizkou t€kavosti a vysokou molekulovou hmotnosti) od ostatnich zkoumanych latek, ze
Jji neni mozné analyzovat spolecné s ostatnimi. Bylo by tfeba pouziti jinych analytickych

postupll na separaci a detekci této latky.
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6. Zavér

novym endokrinnim disruptorem, nicmén¢ jesté je tieba ovéfit jeji plisobeni v testech in vivo.
Pfipomenime, Ze tato latka je Siroce vyuzivana a jeji vyroba pouze v USA ¢inila 23000 tun

v roce 2006. Zavazné je pak také to, Ze tento zpomalovac hoteni byl stanovovan v krevni
plasmé& a dokonce v pupecni Sitife rodi¢ek. Tato zjiSténi by méla dat podmét k dalSim
védeckym pracem a pfipadné k legislativnimu zdkazu této latky. RovnéZ tato prace piinasi
prvni vysledky o mozném antiestrogennim ptsobeni latky BTBPE. U této latky je tfeba ovéfit
jejiucinky u vice citlivych testll, které by dokazaly dolozit koncentracni zavislost tohoto
efektu. Ostatni bromované zpomalovace hotfeni nevykazaly Zadné vyrazngj$i hormonalni
plsobeni. Je vSak nadéle tfeba obezietnosti v pouzivani téchto latek.

Tato prace také pfinasi informace o degradaci vybranych BFR pomoci
ligninolytickych hub. U vétSiny latek je to viibec prvni préce, kterd se timto zabyva. U latek
TBP, ATBB a PBBA je odbouratelnost pomoci hub pomérné snadna a rychld, zatimco ostatni
latky se odbourdvaly jen velmi malo nebo viibec. To ptfinds§i mnoho otdzek ohledné
degradovatelnosti téchto latek v Zivotnim prostiedi a celkové jejich persistenci.

Zkoumané¢ latky lze stanovovat s vyuzitim plynové chromatografie s hmotnostnim
detektorem, a to metodou popisovanou v této praci. Bylo zjisténo, ze pro latku TBP je tieba
pouzit metodu derivatizace pomoci BSTFA a nikoliv pomoci diazomethanu, jak uvadi vétSina

védeckych ¢lank.
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Prilohy:

Strukturni vzorce vybranych bromovanych zpomalovact hotfeni
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Br

Tetrabrombisfenol A (dibrompropyl ether)

Tabulka 1

Vyvoj spotieby zpomalovacil horeni v Japonsku

latka mnozstvni (tuny)
1986 1990 1994
Bromované
Tetrabrombisfenol A (TBBPA) 12000 23000 24000
Dekabrombifenyl ether 3000 10000 5500
Oktabrombifenyl ether 600 1100 500
Tetrabrombifenyl ether 1000 1000 0
Hexabromcyklododekan 600 700 1600
Bis(tetrabromftalimido) ethane - 1000 2500
Tribromfenol 100 450 3500
Bis(tribromfenoxy) ethane 400 400 900
TBBPA polykarbonat oligomer - - 2500
Bromovany polystyrén - - 1300
TBBPA epoxy oligomer - 3000 7000
ostatni 2400 - 2150
mezisoucet 20000 40650 51450
Chlorované
Chlorované parafiny 4000 4500 4300
ostatni 850 700 900
mezisoucet 4850 5200 5200
Fosfore€nanové
Halogenované estery 3000 3000 3100
Nehalogenované estery 4000 4400 4400
ostatni 1750 1750 3310
mezisoucet 8750 9150 10810

54



Anorganické
Oxid antimonity
Hydratovany hlinik
ostatni

mezisoucet

celkem

8300
48000
7200
63500

97100

16000
37000
8400
61400

116400

17000
42000
9000
68000

135460

Tabulka 2

2001 (tuny)

Spotreba vybranych bromovanych zpomalovaéti hofeni v riznych oblastech svéta v roce

% z celkové

Amerika | Evropa Asie zbyvt ek celkem svétové
sveta -
spotieby
tetrabrombisfenol A 18000 11600 89400 600 119700 59
hexabromcyklododekan | 2800 9500 3900 500 16700 8
deka-BDE 24500 7600 23000 1050 56100 27
okta-BDE 1500 610 1500 180 3790 2
penta-BDE 7100 150 150 100 7500 4
celkem 53900 29460 | 117950 2430 203790 100
Law et al., 2006b
Obrazek 1

Ukézka B-galaktdzového testu na estrogenni aktivity
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Obrazek 2
Ukazka houbové¢ kultury z degradacniho pokusu

Obrazek 3

Ukéazka chromatogrami z degradacniho pokusu
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Dominantni pik v chromatogramu A ptedstavuje ATBB, v chromatogramu B HBB,

v chromatogramu C PBBA a v chromatogramu D TBPH.
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Graf'1

Estrogenni efekty z B-galaktazového testu
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Graf 3

Estrogenni efekty jednotlivych latek mérené bioluminescentnim testem
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Graf 4

Androgenni efekty jednotlivych latek mérené bioluminescentnim testem
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Graf 5

Antiestrogenni efekty u jednotlivych latek mérené bioluminescentnim
testem
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Graf 6

Antiestrogenni efekt vybranych latek z bioluminescentniho pokusu
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Graf 7

Antiestrogenni efekty vSech liatek mérené B-galaktazovym testem

150

TBBPA-DBPE ,PBEB EBT DB
3

50

S 3TBPH
5100 Tt = 5 -

9 ATBB HBB 'CFA PBBA 2 BTRPE BTBPE = 10 mg/l
K TBP = 20 mg/l
g TBPA = 50 mg/l
¢ ostatni = 2 mg/l
o

~

R

2

@

+ TBP

Graf §

Antiestrogenni efekt vybranych latek mérené B-galaktazovym testem

150
g
3 100 , s &
8 4 +TBP
® BTBPE
2 50
X
Q

() *

0 . . T e

0,01 0,1 1 10
koncentrace (mg/l)

60



Graf 9

Antiandrogenni efekty jednotlivych latek mérené bioluminescentnim testem
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Antiandrogenni efekt TBP mérené bioliminescentnim testem
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Graf 11
Vysledky degradac¢niho pokusu

1,2-bis(2,4,6-tribromfenoxy)ethan (BTBPE)

30000

o 25000 T 2 B T B T - T 2 B 2
g
= Emritva
2 20000 ~ kontrola
® m7D
s 15000 +
= m22D
[ 10000 +
=
= 5000

D -

PL13 SETUL P.OST T'VERH B.QDUS I. LACT P. CHRYSD. SQUA
ouba
Graf 12
Vysledky degrada¢niho pokusu
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Graf 13
Vysledky degradac¢niho pokusu

2,3,4,5,6-pentabromethylbenzen (PBEB)
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Graf 14
Vysledky degradac¢niho pokusu
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Graf 15

Vysledky degradac¢niho pokusu

Hexabrombenzen (HBB)
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Graf 16
Vysledky degradac¢niho pokusu
2-allyloxy-1,3,5-tribrombenzen (ATBB)
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Graf 17
Vysledky degrada¢niho pokusu

pentabrombenzyl akrylat (PBBA)
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Graf 18
Vysledky degradac¢niho pokusu

2,4,6-tribromfenol (TBP)
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Graf 19
Vysledky degradac¢niho pokusu

Dekabrombifenyl (DBB)

30000
. 25000 mmitva
g’ kontrola
> 20000 - m7D
=
I‘—; 15000 - m22D
z
N 10000 -
e
= 5000 -

D _

PL13 SETUL P.OST T.VEI?_lo%b;ﬂéDUS [. LACT P.CHRYSD. SQUA

Ptiprava diazomethanu

Do erlenmayerovy baiiky bylo nalito 100 ml chladného diethyletheru, ke kterému bylo
pfidano 35 ml chladného 40% KOH. Do baiiky bylo ddno magnetické michadélko a nechalo
se tocCit pii nizkych otdckach. Ve bylo délano v ledové 1azni, aby teplota neptekrocila 5 °C.
Do baiiky byla po malych davkach ptidavana nitrosomethyl mo¢ovina na celkovou
koncentraci 0,1 M. Po rozpusténi byl étericky roztok preveden do chladné baiky se
Sroubovym uzavérem obsahujici KOH. Po piil hodiné byl tento roztok znova pfeveden do
nové bailky se Sroubovym uzavérem obsahujici KOH. Poté byl roztok diazomethanu

skladovan v mrazaku pfi teploté -20 °C.

66



Kalibra¢ni ptimka pro latku ATBB

1200
y =0,005x- 8,023
2 =
1000 Rz=0,998
&0
~ 800
< /
z
% 600
8 /
® 400
E /
3
o
=
O T T T 1
I 50000 100000 150000 200000
-200
plocha piku
Kalibra¢ni ptimka pro latku HBB
1200
y =0,008x- 8,903
1000 R2=0,998 A
. /
m 300
I
i‘\ /
® 600
q) /
[+]
& 400
E /
3
o
=
O A T T T T T T 1
I 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000
-200
plocha piku

67



Kalibra¢ni ptimka pro latku PBBA
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Klibra¢ni ptimka pro latku TBP
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kterou se po dvacaté ¢tvrté meéni smérnice Rady 76/769/EHS tykajici se omezeni uvadéni na
trh a pouzivani nékterych nebezpecnych latek a ptipravka (pentabromdifenylether,
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o odpadnich elektrickych a elektronickych zatizenich (OEEZ)

SMERNICE EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY 2002/95/ES, ze dne 27. ledna 2003,
o omezeni pouzivani n€kterych nebezpecnych latek v elektrickych a elektronickych
zafizenich

ROZHODNUTI KOMISE 2005/717/ES, ze dne 13. ¥{jna 2005, kterym se pro ucely
ptizpisobeni technickému pokroku méni ptiloha smérnice Evropského parlamentu a Rady
2002/95/ES o omezeni pouzivani nékterych nebezpecnych latek v elektrickych a
elektronickych zafizenich

NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY ¢&. 1907/2006, ze dne 18. prosince
2006, o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek, o zfizeni Evropské
agentury pro chemické latky, o zméné smérnice 1999/45/ES a o zruSeni natfizeni Rady (EHS)
¢. 793/93, natizeni Komise (ES) ¢. 1488/94, smérnice Rady 76/769/EHS a smérnic Komise
91/155/EHS, 93/67/EHS, 93/105/ES a 2000/21/ES

7/2005 Sb., Zékon ze dne 16. prosince 2004, kterym se méni zdkon ¢. 185/2001 Sb., o
odpadech a o zméné nékterych dalsich zdkoni, ve znéni pozd¢jsich predpist

185/2001 Sb., Zékon o odpadech a o zméné nékterych dalSich zakont
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