15 Stanoveni ftalatt v gumovych hrackach

Teoreticky uvod
Béhem Zzivota jsou lidé vystaveni pusobeni bezpoctu chemickych latek. Obzvlasté malé déti
pfichazi do kontaktu s cizorodymi latkami velice Casto, jelikoz zkoumaiji svét vSemi smysly.

latky uvolriujici se z pokojového vybaveni, stén Ci hracek.

Moznosti vzorkovani
Latky uvolnéné z hra¢ek se mohou do lidského organismu dostat mnoha zpUsoby.

Jakymi zpUsoby expozice mohou byt vystaveny malé déti pfi kontaktu s hrackami?

V laboratorni uloze se budeme zabyvat pouze dermalni expozici. Vzorkovany budou stéry z
rukou a povrch hracek. Stéry mohou byt suché i mokré, zaméfime se na mokrou variantu
pomoci pouZiti 2-propanolu naneseného na papirové utérky, které nam poslouzi jako blank.

Co je to blank a kdy se pouziva? Stanovili byste jeden blank pro veskeré testovani nebo pro
kazdou skupinu vzork( zvlast? Svou volbu zdlvodnéte.

Endokrinni disruptory

Za endokrinni disruptor (ED) muzeme podle stanovenych kritérii americkou agenturou pro
ochranu zivotniho prostfedi (EPA) povazovat latku &i smési latek, které mohou zasahovat do
syntézy, sekrece, transportu, vazby nebo eliminace pfirozenych hormonu v organismu, jez
udrzuji nezbytnou homeostazu, spravné funkce reprodukce, vyvoje nebo chovani (Kabir et
al., 2015).

Jak byste definovali ED vlastnimi slovy?

Endokrinni disruptory mohou byt jak pfirodniho ptvodu (napf. fytoestrogeny), tak i uméle
vytvofené. Mezi nejpouzivang;jsi syntetické zastupce se fadi pesticidy (chlorpyrifos, DDT),
farmaceutika (diethylstilbestrol, paracetamol), plasty (bisfenol A), zmékc&ovadla (ftalaty) a
mnohé dalSi (Kumar et al., 2020).

Proc€ jsou ED (z hlediska mechanismu) pro ¢lovéka nebezpetné?

Ftalaty

Termin ftalat se zaved| pro skupinu latek odvozenych od 1,2-benzendikarboxylové kyseliny,
které jsou substituované dialkylem nebo alkylarylesterem, struktura je uvedena na Obrazku
1 (Pérez-Fernandez et al., 2013). Ftalaty jsou Siroce pouzivany v mnoha produktech osobni
péce, kosmetice a také plastech (zmék&ovani produktd vyrobenych témito materialy,
zejména vinylovych plastll), natérech papiru, barvach a lepidlech (S. Saeidnia, in
Encyclopedia of Toxicology (Third Edition), 2014).
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Obrazek 1: Obecna chemicka struktura ftalatl (R a R’ = CyHan+1; N = 4-15)

Ftalaty nejsou k plastim vazany kovalentni vazbou, proto mize dojit k uréitému vyluhovani,
zejména teplem nebo rozpoustédly. NejpouzivanéjSimi zastupci jsou di(2-ethylhexyl) ftalat
(DEHP), diisodecylftalat a diisononylftalat. DEHP se nej¢astéji pouziva pfi mékéeni
polyvinylchloridu (PVC) (Darbre et al., 2015).

V jakych matricich ZP se budou ftalaty vyskytovat nejvice a pro&?

Ftalaty patfi do skupiny estrogennich a antiandrogennich latek, u nichz studie prokazaly
negativni vliv na vyvoj muzského reprodukéniho systému (Knez, 2013; Lacouture et al,
2022), dale spolec¢né s jejich metabolity potlacuji expresi steroidogennich enzymi (Moody et
al., 2013) a snizuji hladinu testosteronu, FSH a LH (De Falco et al., 2015).

Jak byste definovali steroidogenni enzymy?

Nové nafizeni REACH z roku 2018 (s ucinnosti od 2020) rozsifilo pfidanim di-isobutylftalatu
(DIBP) pfilohu XVII (omezeni vyroby, uvadéni na trh a pouzivani nékterych nebezpecnych
latek, smési a pfedmétd). Nafizeni dfive omezovalo pfitomnost ftalatu v hrackach a v
produktech péce o déti. Nyni se Bis(2-ethylhexyl)-ftalat (DEHP), Dibutylftalat (DBP), Benzyl-
butyl-ftalat (BBP) a diisobutyl-ftalat nesmi pouzivat a uvadét na trh obecné v mékcéenych
plastovych materidlech (napf. PVC, PVDC, PVA, natéry, lepidla, barvy aj.), hrackach a
pfedmétech pro péci o déti v koncentraci rovné nebo vy3si 0,1 % hmotnostnich s vyjimkou
pfedmétd, kterych se dotykaji jina nafizeni, jako jsou napf. zdravotnické prostredky,
predméty pro primyslové a zemédélské pouziti nepfichazejici do dlouhodobého styku s kuzi
a sliznici, elektronicka a laboratorni zafizeni, materialy a pfedméty urCené pro styk s
potravinami atd.

Realizace laboratorni ulohy

Uloha ma tFi otestované moznosti realizace v zavislosti na vyb&ru zastupctl reprezentujici
rizné skupiny hracek, se kterymi mohou pfijit déti do kontaktu. Prvnim vzorkem je sou€asné
prodejna hra¢ka v podobé gumové kacenky, druhym hracka pro psy v podobé piskaciho
vinylového mic¢ku a tfeti vzorek zastupuje starsi hra¢ky pfedavané v rodinach po generacich.
Pro vSechny vzorky byla testovana dermalni expozice.



Otazky k zamysleni po absolvovani praktika
Budou se liSit koncentrace ftalatll u novodobé hracky, hracky pro domaci mazli¢ky &i retro
hracky? Zdlvodnéte.

l. Blanky

Pomicky:
e papirové utérky na jemné povrchy KIMTECH Science
e alobal

e sklenéné kolony
e nerezova chemicka Izice
Chemikalie:
e 2-propanol
Postup prace:
e pracovni plochu vyc€istéte pomoci ethanolu a polozte na ni plat alobalu
e na alobal pfichystejte dva kusy papirovych utérek
e na papirové utérky naneste 2-propanol a viozZte je do pfipravenych sklenénych kolon
e vzorek zatlacte na dno kolony pomoci nerezové IZice

Obrazek 2: Blanky

Il. Stéry z hracky

Pomicky:
e testovana hracka
e alobal
e utérky na jemné povrchy KIMTECH Science
e sklenéné extrakCni patrony
e nerezova chemicka Izice
e Casomira
e fix na popsani vzorkl
Chemikalie:
e 2-propanol
e voda

e destilovana voda
Postup prace:
e pfipravte si pracovni plochu:



o na plat alobalu umistéte sklenéné kolony pro kazdy popsany vzorek a
nerezovou lzici na zastréeni vzorku do kolony
o na druhy plat alobalu polozte dva kusy papirovych utérek, na které pied
testovanim naneste 2-propanol
e pred testovanim si dikladné umyijte dlané i hibety rukou vodou, 2-propanolem a
destilovanou vodou
testovanou hracku 10 minut intenzivné mnéte v rukou ze vSech stran a uhl
po uplynuti ¢asového limitu dukladné setfete povrch hracky pfedem pfipravenymi 2
kusy papirovych utérek s nanesenym 2-propanolem (Obrazek 3) a vzorek pfeneste
do extrak&nich patron

Obrazek 3: Setfeni povrchu ze vSech stran

M. Dermalni stéry
Pomucky:
testovana hracka
alobal
utérky na jemné povrchy KIMTECH Science
sklenéné extrakéni patrony
kovova chemicka Izice
stopky
fix na popsani vzorku
Chemikalie:
e 2-propanol
e voda
e destilovana voda
Postup prace:
e predpfipravte si pracovni plochu:
o na plat alobalu polozte dva kusy papirovych utérek, na které pfed testovanim
naneste 2-propanol
o na druhy plat alobalu umistéte sklenéné kolony pro kazdy popsany vzorek a
nerezovou lzici na zastrceni vzorku do kolony
o nezapomerite, ze po dezinfekci rukou se jiz niceho kromé vzork( nedotykate,
abyste predesli kontaminaci vzorkua
e pred testovanim si dikladné umyjte dlané i hibety rukou vodou, 2-propanolem a
destilovanou vodou



e testovanou hracku 10 minut intenzivné mnéte v rukou ze vSech stran a uhlu
(Obrazek 4)
e po uplynuti €asového limitu dukladné setfete povrch rukou (dlané i hibety rukou)

pfedem pfipravenymi 2 kusy papirovych utérek s nanesenym 2-propanolem a vzorek
preneste do extrakénich patron (Obrazky 5 a 6)

Obrazek 6: Vzorky v extrakénich patronach



(\VA Extrakce papirovych utérek
Pomucky:
UniversalExtractor E-800 BUCHI
sklenéné extrakeéni patrony
automaticka pipeta se Spickou
varné kaminky
kadinky
Pasteurova sklenéna pipeta
balének
vialky o objemu 40 ml
stojanek na vialky
nalepovaci popisky
popisovaci fix
Chemikalie:
e dichlormethan (dale DCM)
e standard D-PTHT MIX (DEHP, BBZP a DEP v poméru 1:1:1 o koncentraci 4 pug/ml)
Postup prace:
e pred samotnou analyzou promyjte extraktor DCM v délce tfi extrakénich cykld
e do sklenénych extrak&nich patron s papirovymi utérkami naneste automatickou
pipetou 50 ul standardu D-PTHT MIX
e spustte extrakci (Obrazek 7) na automatickém extraktoru Buchi E-800 horkym DCM
a varnymi kaminky (40 minut extrakce, 20 minut prokapavani a 25 minut suseni)
e kvantitativné pfevedte objem kadinky s varnymi kaminky do pfedem popsanych
vialek pomoci Pasteurovy pipety (Obrazek 8)
e kazdou kadinku 2x promyjte DCM (kvantitativni prevedeni)

Obrazek 7: Extrakce vzorku



Obrazek 8: Kvantitativni pfevedeni objemu kadinky do vialek

V. Cisténi vzorku
Pomucky:
ochrana dychaciho ustroji (respirator)
alobal
stojan na kolony
sklenéné kolony
nasypka
kovova jehlice
chemicka Izice
popisovaci fix
vialky 40 ml, 20 ml, 1 ml
Pasteurova sklenéna pipeta
balének
UniversalExtractor E-800 BUCHI
Digital Dry Bath (koncentrator)
automaticka pipeta se Spickou
sklopna pipeta 10 ml, 20 ml
Chemikalie:
e aktivovany silikagel (8 h v Soxhletové extraktoru s DCM, 5 h peceni v troubé& na 120
°C)
aktivovany siran sodny
vycCisténa vata (8 h v Soxhletové extraktoru s DCM)
hexan
nonan
standard D-PTHT MIX (DEHP, BBZP a DEP v poméru 1:1:1 o koncentraci 4 ug/ml)
p-terphenyl

Jaké nebezpedi by vam hrozilo, kdybyste si pfi praci se silikagelem zapomnéli nasadit
respirator?



Proc€ je nutné uchovavat vychlazeny aktivovany silikagel v exikatoru namisto digestore?

Pro€ byla vy€isténa vata byla cilené uchovana v alobalu?

Postup prace:

pfi praci se silikagelem si zakryjte dychaci ustroji respiratorem

pfipravte si pfedem aktivovany silikagel a vy¢isténou vatu

vychlazeny aktivovany silikagel pfesypejte do sklenéné nadoby (Obrazek 9) a
uchovejte v exikatoru pro dalsi pouZiti

v digestofi si postavte stojan na kolony, do kolon ve stojanu dejte malé mnozstvi
vyGisténé vaty (cca 1 cm?), pomoci nasypky pridejte cca 5 g aktivovaného silikagelu
(5 zarovnanych chemickych IZic) a malou zarovnanou Izi¢ku aktivovaného siranu
sodného

kolony lehce sklepejte popisovacim fixem pro usnadnéni CiSténi a pod kolony pfidejte
popsané vialky o objemu 40 ml (Obrazek 10)

do kolon naneste pomoci Pasteurovy pipety pfedem zhustény vzorek z koncentratoru
Digital Dry Bath (Obrazek 11 a) a 2x kvantitativhé promyjte hexanem (Obrazek 12 a)
pfilijte do kolony 10 ml hexanu a 20 ml DCM pomoci sklopnych pipet

po odkapani naneste na vzorek 50 ul nonanu a zhustéte vzorek pfi 32 °C na
koncentratoru na objem 0,5 ml (Obrazek 11 b)

zhusténé vzorky prevedte do minivialek pomoci Pasteurovy pipety

2x kvantitativné promyjte obsah vialek 350 yl hexanu nanaseného pomoci
automatické pipety (Obrazek 12 b) a vzorek pfeneste do popsanych minivialek
(Obrazek 13)

obsah minivialek zhustéte na objem 50 pl (Obrazek 14)

do tfi minivialek pro standard pfidejte 50 ul standardu D-PTHT MIX

do vSech vzorkl pfidejte 50 pl interniho standardu p-terphenyl

Obrazek 9: Presypani silikagelu do sklenéné nadoby
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Obrazky 12 a, b: Kvantitativni pfevedeni vzorku hexanem



Obrazek 14: Zahusténi vzorku v minivialkach



