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ABSTRACT

The objectives of this study were investigationdd2-ehtylhexyl phthalate (DEHP) and di-n-
butyl phthalate (DBP) amount in the edible chickissues and compare the accumulation of
these two the most spread esters of phthalic dtie.chickens ROSS 308 in our experiment
were fed by common feeding mixture without additadrany phthalate esters for 42 days and
then they were slaughtered. There were analyzephllysated skins, muscles (breasts and
thighs), adipose tissues and liver samples. Ouhogetvas comprised of four separated steps.
Extraction of fat from all samples with using orgasolvents was the first step. Second was
separation by gel-permeation chromatography foltbwey cleaning of eluate with
concentrated sulfuric acid. The last fourth stepnposed of high performance liquid
chromatography with UV detection. DEHP and DBP weetected in all investigated
samples. The resulting average contents of phewmkte: 0,35 mg.KgDEHP; 0,22 mg.kd
DBP in muscle, 1,18 mg.KgDEHP; 0,36 mg.kd DBP in skin, 1,36 mg.Ky DEHP; 0,47
mg.kg' DBP in adipose tissue and 0,16 mg-KQEHP; 0,02 mg.kd DBP in liver. Our
measurements proved lipophilic character of phtealaThat means that adipose tissue is
useful indicator of phthalic acid esters contamoratRelatively high contents of DEHP and
DBP contamination are due to presence of PAEs gt, dwil, indoor and outdoor air, water
and feed. Liver, despite containing more fat tharscies, had lower values of PAEs mainly
because of their enzymatic base, which were tramsfig to their metabolites. The values of
DEHP were higher than contents of DBP in all sample
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UvoD

Ftalaty jsou ubikvitarni kontaminanty Zivotniho gtedi a potravnihdetzce. Tyto
syntetické latky maji Siroké uplatni, a to zejména jako plastifikatory PVC, rozpedi a
aditiva. Jsou satasti stavebnich matenialzaizeni domacnosti, automolilnemocniniho
vybaveni, obléeni, kosmetiky, hygienickychiipravki, vyzivovych dophkt, zubnich past,
détskych hraek, obalovych materi@) insekticich, mazacich ol@j, laki, barev a mnohych
dalSich pipravki (Schettler et al, 2005). Nejvice razsiymi a toxickymi jsou di-2-
ethylhexyl ftalat (DEHP) a di-n-butyl ftalat (DBPPnes uz je DEHP vzhledem k jeho
toxickym &inkam nahrazovan di-iso-nonyl ftalatem (DIiNP)iidavek plastifikatoru do
plastickych hmot zajifije jejich flexibilitu. ProtoZze zwkcovadlo nereaguje s polymerem,
neni v km chemicky vazano. Dochazi proto k jeho uesiani do prosedi a materid, se
kterymi je plast v kontaktu. PVC obsahuje 20 — S08ati.

Ftalaty (PAE) jsou diestery kyseliny ftalové (32benzendikarboxylova kyselina).
Specifické vlastnosti a moznost rozkladu jednotlvyPAE zélezi na délce postrannich
alifatickych rettzci. Extrahuji se rychle latkami, ve kterych jsou rogimé i tuky. Jejich
rozpustnost je omezena ve ¥aroztocich mydla.

Vyskyt v potravnimietézci je zpisoben migraci estierz mekéenych obalovych
materiati, barevnych potisk pripadré surovin pouzitych k vyrob potravin. Zdrojem
kontaminace tkani zkdt mize byt krmivo, vodai vzduch.Clovék je tak vystaven {sobeni
ftalati ze Zivotniho prosedi, gedn®ta denni pateby, jidla i kosmetiky. Nedavné studie
ukazuji, Ze i dti je prijimaji v matéském mléce aadském jidle (Main, 2006).

Ftalaty jsou rychle absorbovany z traviciho traktiplic, gestup pes pokozku je
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také toxické dinky (Heidel a Powell, 1992). Ménvétvené ftalaty jsou uz ve forn
monoestar vylucovany mai. Dlouze \tveni zastupci, mimojiné i DEHP, maji slaj#i
metabolismus zahrnujici vznik monoesteru, hydraiylaxidaci a teprve nasledné vytani
moci nebo vykaly (Frederiksen et al, 2007). | kdyZ68e90% gijatych ftalat z €la vylowi
béhem 24 hodin, festo dochazi k jejich kumulaci v organismu (StratilKuba, 2005).
Chemicka sturkturagkterych PAEs zaficinuje jejich kumulaci v tukovych tkanich (Chu et
al, 1978).

Akutni toxicita ftalai je nizk&, zato chronickyifgem vyvolavaiadu zdravotnich
poruch. PAE pdt mezi latky naruSujici endokrinni systém. DBP, EH jejich metabolity
ovliviwuji santi reprodukni systém. Bsobi snizovani Urowntestosteronu, produkce spermii,
vyvolavaji kryptorchismus a neplodnost (Foster let2806). DalSi negativni dinky jsou
hepatotoxické, neurotoxické, embryotoxické, teratog a karcinogenni. Vyvolavaji také

astma a dermatitidy wtl (Jaakkola a Knight, 2008).



MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bylo Z@zeno 8 kus jednodennich kiat ROSS 308. Kiata byla krmena
béznou krmnou swisi a 42. den vykrmu byla porazena. Na obsah DEHPBR byla
analyzovana svalovina (s$sny vzorek svaloviny prsni a stehenni), mezentdriak, kize a
jatra. Jatra byla pro malou hmotnost analyzovéaka gatsny vzorek ( homogenizat z 8 Kus
(viz. tab 1).Vzorky byly homogenizovany a pak nédstelyofilizovany a zamrazeny. Vzorky
byly pred dal$i analyzou uchovavany v mraeei i teplot -18°C.

Kazdy vzorek byl analyzovan paraleéla s kazdou sérii byl vyhotoven také slepy
vzorek z divodu kontroly¢istoty laboratorniho skla a ke zjgf hodnoty chromatografického
pozadi. Laboratorni sklo a pdisky byly po umyticisticim prostedkem a destilovanou vodou
3x vymyvany acetonem.iPtrojité extrakci tuku z vySébvané tkam byla pouZita sis
organickych rozpou&tlel aceton:hexan v pamu 1:1. Rozpoustllo bylo ze slotenych
extrakfi odstragno na vakuové rotai odparce § teplot 40°C a ped dal$i analyzou byly
extrakty uchovavany v mrazfte. Po rozpushi 0,5 grand extraktu v 2 ml mobilni faze
(dichlormetan:cyklohexan; 1:1) byly vzorky sepanmoyaelovou permeai chromatografii.
Na kolonu Bio-Beads S-X3 byl nanasen 1 ml rozgné&to vzorku. Doba eluce ftaldbyla
zjisttna prostednictvim standarduipkonstantnim pitoku 1 ml.min'. Mobilni faze byla
z eludtu odstraima na vakuové rotai odparce, zbytek po odfai byl kvantitative
pieveden hexanem do zkumavky, ve které byl vzorekrazntce uchovavan. iisteni
vzorku bylo provadno koncentrovanou kyselinou sirovou. Finalni stamdvprobihalo na
vysoce @&inné kapalinové chromatografii s pouZzitim kolonyp&en SGX C 18 s UV detekci
pii 224nm. Vzorek byl nejprve rozpudst v acetonitrilu. Si&s acetonitril a voda (1:1) byla
pouZita jako mobilni fazefpHPLC, priitok 0,5 ml.min*. Reterni ¢as pro DBP byl ca. 3 min.
a DEHP ca. 8 min.

Pfi vyhodnocovani byly rteny plochy pik chromatogramm a koncentrace
jednotlivych estar byly odeteny z kalibréni krivky. K vyhodnoceni vysledk byl pouZzit
program Agilent Chemstation for LC and LC/MS syssem

VYSLEDKY A DISKUSE

Koncentrace estérv jednotlivych vzorcich byla vyjddna v mg.kg-1 vodni hmoty.
V tabulce 1 jsou uvedeny jonérné (z 8 kug kurat) hodnoty obsahu ftatatve svalovig
(0,35 mg.kg-1 DEHP; 0,22 mg.kg-1 DBP)jz (1,18 mg.kg-1 DEHP; 0,36 mg.kg-1 DBP),
tuku (1,36 mg.kg-1 DEHP; 0,47 mg.kg-1 DBP) a jatré@,16 mg.kg-1 DEHP; 0,02 mg.kg-1)
u skupiny zvfat krmenych BZnou krmnou sisi bez pidavku ftalah. JaroSova et al. (1999)
stanovila kontaminaci estery kyseliny ftalové uilem ve svalovig (0,11 mg.kg-1 DEHP;
0,05 mg.kg-1 DBP), &i (1,07 mg.kg-1 DEHP; 0,38 mg.kg-1 DBP), tuku @,&g.kg-1
DEHP; 0,54 mg.kg-1 DBP) a jatrech (0,02 mg.kg-1 BPEIB,07 mg.kg-1). NejniZzSi hodnoty
ftalati byly stanoveny v jatrech,agdodem je jejich hydrolyticka aktivita a obsah vygok



obsah enzyrin (Ganning et al, 1984). Zalezi také naiggbu aplikace, po intravendznim
podanim DEHP mySim se ester nejvice akumulovairggh, a to dokonce veitsi mie nez

v tuku (Schulz et al, 1973). Ve vSech analyzovanyobrcich se DEHP kumuloval vice nez
DBP, cozZ je ndzoknvyobrazeno v grafu 1. JaroSova et al (1999) Ristie se DBP «te
broileri distribuoval rovnorérné ve vSech sledovanych tkanich a DEHP se kumuloval
prevazrie ve tkani tukove. V naSem pokuse se tento trendojepl a naopak byla prokazana
afinita obou estérke tkani tukové.

Tab. 1 Kumulace esterd kyseliny ftalové v téle kufecich broilerd v mg.kg™ pdvodni hmoty.

n | DEHP [mg.kg"] | DBP [mg.kg]
svalovina | 8 0,35 0,22
kuze 8 1,18 0,36
tuk 8 1,36 0,47
jatra 1 0,16 0,02

n=paset vzorki

Graf 1 Distribuce DEHP a DBP v jednotlivych tkanich kufat v mg.kg™ pivodni hmoty.
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NasSe mdfeni potvrdila lipofilni charakter ftal&t které byly shod& u vSech
vySetovanych vzork nejvice akumulovany v tukové tkani a naskedrkazi kurat. Tukova
tkan je proto vhodnym indikatorem kontaminace PAEs. dkgsobsahy DEHP i DBP \Viki
jsou podmigny jednak vysokym obsahem ligidvtéto tkani, ale také tdledkem
environmentalni kontaminace, vyskyt ftélgé ubikvitarni. PestoZze PAE nejsou persistentni
a rychle se metabolizuji, byly vSechny sledovar@@tiOEHP a DBP kontaminovany.ékoli
jatra byvajicastym rezervoarem environmentalnich&stenin, v naSem pokuse akumulovaly
vyskyt enzyni. Hodnoty kontaminace ziskané v naSem pokuse neiyisikon&né.
Spotebitel mize aekavat jedt jeji navySeni, a to v zavislosti na pouzitych obgth
materialech, odkud mohou estery takéghazet. NaSe vysledky jsotinmpsné také vzhledem



ke stéle se zvysujici spebs kureciho masa Ceské republice. Ui, které jsou z pohledu
toxicity esteti kyseliny ftalové povazovany za obvzkstachylnou skupinu populace, se
drabezi &Si nej\tsi obliké z nabidky mas.
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