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ABSTRACT

Two most toxic phthalates, di-n-buthyl phthalate and di-2-ethylhexyl phthalate, which are
most used and widespread, are determinated by high performance liquid chromatography
(HPLC)/mass spectrometry (MS). Phthalate acid esters (PAEs) are extracted by organic
solvent mixture, from coextracts are separated by size exclusion chromatography (SEC)
on column Bio-Beads S-X3 (dichlormethan:cyklohexan, 50:50), eluate is claened
by concentrated sulphuric acid. PAEs are separated by HPLC on column Cogent C18 (4,6 x
150 mm, particle size 5 um) using isocratic mobil phase containing 90% acetonitrile and 10%
water. After all PAEs are analysed by mass spectrometer.
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ABSTRAKT

Dva nejtoxictéjsi ftalaty, di-n-butyl ftalat a di-2-ethylhexyl ftalat, které patii mezi nejvice
pouzivané a rozsifené, se stanovi pomoci vysoko-uc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS). Estery kyseliny ftalové (PAE) se extrahuji
ze vzorku smési organickych rozpoustédel, od koextrakti se separuji gelovou permeacni
chromatografii (GPC) na kolon¢ Bio-beads S-X3 (dichlormethan:cyklohexan, 50:50), eluat
se docisti koncentrovanou kyselinou sirovou. PAE jsou separovany HPLC na koloné¢ Cogent
C18 (4,6 x 150 mm, velikost ¢astic 5 pum) pii pouziti mobilni fdze obsahujici 90 %
acetonitrilu a 10% vody. Poté jsou PAE detekovany hmotnostnim spektrometrem.
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UvVoD
Zakladem chemické struktury esteri kyseliny ftalové (PAE) je kyselina ftalova

CsHg(COOH),, na jejiz karboxylové skupiny jsou esterovou vazbou vazany alkoholy.



V chemickém primyslu se nejcastéji pouzivaji tyto PAE : dimethyl ftalat, diethyl
ftalat, di-n-butyl ftalat (DBP), di-n-octyl ftalat, di-2-ethylhexyl ftalat (DEHP), butylbenzyl
ftalat.

PAE jsou hojné pouzivany jako plastifikdtory PVC a dalSich hmot, pfidavky do barev,
inkousti, lakt, natérovych hmot, lepidel, kosmetickych ptipravki, filma, repelentt, pesticidi

PAE nejsou v plastech chemicky véazany. Vypatfuji se do atmosféry, ptechdzeji
do ptidy a vody. Uvoliuji se z podlahovych krytin, natérovych hmot, migruji z plastovych
odpadii do pudy a nésledné¢ do vody. Rezidua PAE byla prokdzana ve vSech slozkach
zivotniho prostfedi, v zivych organismech, krmivech, surovindch a potravinach.
Vyluhovatelnost PAE se zvySuje za pfitomnosti proteint, tukii a nékterych chemikalii (napf.
1¢kii-cyklosporin A) (PEARSON a TRISSEL, 1993) a souvisi také s chemickou strukturou,
pricemz zkracovanim postrannich fetézcti se zvySuje vyluhovatelnost PAE do vodniho
prostiedi (GROUP, 1986).

Akutni toxicita PAE je nizkd. Délka a vétveni postranniho fetézce pii dlouhodobé
expozici zvySuji intenzitu nezadoucich vedlejSich G¢inki PAE na lidsky organismus. PAE
jsou lipofilniho charakteru a pti dlouhodobé expozici se kumuluji v tucich. V pokusech in
vitro nebo in vivo byly reprodukovatelné¢ prokdzany teratogenni, embryotoxicke,
spermiotoxické, hepatotoxické, nefrotoxické a karcinogenni t€inky. Déle je prokazatelny vliv
PAE na membranové funkce a pozorovany jsou i jiné nezddouci ucinky.

DBP je teratogenni, embryotoxicky aerosol, drazdici sliznici. Toxicka davka
pro &loveéka je 0,14 g . kg”! (MARHOLD, 1986).

DEHP mé pii vysSSich davkach hepatotoxicky uc€inek a poSkozuje varlata.
Je teratogenni a karcinogenni. Pro krysu je akutni toxicita LDsy per os 10 — 100 g . kg . Ma
vliv na jatra, metabolismus a imunitni syst¢tm (MARHOLD, 1986).

Evropska komise pro potraviny urcila 0,025 mg DEHP a 0,050 mg DBP na kg zivé
hmotnosti a den u ¢lovéka jako tolerovatelnou denni davku (TDI) (COMMISSION OF THE
EUROPEAN COMMUNITES DG I11/C/1,1991).

V Ceské republice dosud nebyly vypracované hygienické limity pro obsah ftalatd
v krmivech pro hospodaiska zvitata. Piipustné mnozstvi sumy DEHP a DBP v potravinach
bylo do 6. kvétna 2004 ur¢eno vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi ¢. 53/2002 Sb. na
2 nebo 4 mg . kg ' tuku na hmotnost jedlého podilu ( v zavislosti na druhu potraviny ),
u lihovin na 1 mg . kg ', vyjadieno jako suma DEHP a DBP. Nové vyhlaska Ministerstva

zdravotnictvi 305/2004 Sb. nejvyssi pfipustnd mnozstvi ftalati neuvadi.



METODIKA

Pted kazdou analyzou se kontroluje pouzité sklo a chemikalie na pfitomnost PAE pro
vylouceni sekundarni kontaminace. VSechny laboratorni pomticky a potieby se oplachnou
a promyji hexanem a acetonem.

Homogenizovany vzorek se trfikrat extrahuje na tfepaCce smeési organickych
rozpoustédel hexan : aceton (1:1). Spojené hexanové extrakty se zahusti na RVO pfi teploté
vodni lazné¢ do 40°C a odpafeni do sucha se provadi pod mirnym proudem dusiku,
aby nedochazelo ke ztratam PAE.

Separace od koextrakti se dale provadi metodou gelové permeacni chromatografie
(GPC) na kolong¢ Bio-beads S-X3. Na kolonu se davkuje smyckou objem 1 ml,
coz reprezentuje 0,25 g extrahované¢ho tuku nebo alikvotni mnozstvi extraktu vzorku
rozpusténého v mobilni fazi dichlormethan : cyklohexan (1:1) pfi prutoku 1 ml/min. Mnozstvi
tuku déavkované na kolonu se fidi parametry kolony, je pfimo imérné hmotnosti naplné gelu.
Proto je nutné pro kazdou kolonu otestovat navazku tuku, pratok mobilni faze pro ucinné
déleni PAE od tuki a eluéni ¢as PAE frakce. Mobilni fadze musi byt shodné s organickou fazi,
ve které byl gel Bio-beads S-X3 bobtnan a plnén do kolony. Uginnost separace PAE od tukt
vyzaduje pfesné nastaveni vSech parametri, jinak dochézi k prechodu tukt do frakce PAE.

Frakce PAE se zahusti na RVO pii 40°C a proudem dusiku odpafi do sucha. Odparek
se rozpusti v acetonitrilu pro HPLC stanoveni.

Pfi nedokonalém odd¢leni PAE od tuku u zivo¢iSnych matric a pfi analyze rostlinnych
materialti a krmnych smési se provadi docisténi koncentrovanou kyselinou sirovou.

Z frakce obsahujici PAE se odpaii mobilni faze, odparek se pifevede hexanem
do zkumavky s uzavérem a objem hexanu se adjustuje na 1 ml, pfida se 1 ml konc. H,SO4
a obsah se intenzivné tfepe 10 minut. Fadze se oddeli odstfedénim (10 min, 3000 rpm, 4°C,
Hettich, Universal 32R, s rotorem ¢. 1624, radius 134 mm, Némecko) a hexanova faze se
odstrani. Ke konc. H,SO4 se pfidaji 2 ml vychlazené hydratované 65% H;SO4. PAE
se extrahuji 1 ml hexanu za intenzivniho tfepani 10 min. Faze se oddéli odstiedénim a
hexanova faze se ptfevede do zkumavky. Extrakce PAE se opakuje jest¢ dvakrat vzdy 1 ml
hexanu. Spojené extrakty se odpafi pod dusikem a rozpusti v acetonitrilu pro HPLC/MS
stanoveni.

Pfi analyze vzorku snizkym obsahem tuku miiZe byt vynechina separace GPC
a extrakt se Cisti od koextrakti koncentrovanou H>SOj.

Eluat je separovan na kapalinovém chromatografu HP 1100 (Agilent Technologies,

Waldbronn, Germany) na koloné Cogent C18 (4,6 x 150 mm, velikost ¢astic 5 um) pfi pouziti



mobilni faze obsahujici 90 % acetonitrilu a 10% vody, objemova priitokova rychlost je 0,8
ml'min”'. PAE jsou nasledné analyzovany hmotnostnim spektrometrem LC/MSD VL (Agilent

Technologies, Waldbronn, Germany) s pouzitim elektrosprejové ionizace (ESI).

ZAVER
Metoda je vhodna pro kvantitativni stanoveni di-2-ethylhexyl ftalatu a di-n-butyl
ftalatu v krmnych smésich a krmnych dopliicich. V soucasné dobé je provadéna optimalizace

metody na sestavé HPLC/MS.
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