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ABSTRACT

Phthalic acid esters (PAEs) rang among the ubiquitous organic environmental contaminants.
PAEs leak in the environment during manufacturing process, use and disposal of products.
Phthalates are contained in consumer products like plastics, rubber gloves, cosmetics,
pharmaceuticals, children’s toys, food packaging. The most common and toxic phthalates are
di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) and di-n-butyl phthalate (DBP). Acute toxicity is low.
PAEs are markedly lipophilic, therefore their water-solubility is low. This is due to their
chemical structure. The aim of this study was to investigate the occurance and contents of
PAEs in feedstuffs stored in different packages, which can get in contact with meat and food.
Samples of feedstuffs, premixes and feed additives for livestock were collected by UKZUZ
from the store of received feeds, dispatch stores, reception stores and from multicomponent
scales. Before starting the analyses, glass and laboratory materials are washed and rinsed with
acetone. Feeds were homogenized properly, extracted by shaking with mixture of organic
solvents (hexane:acetone 1:1). Co-extracts were removed by gel permeation chromatography
(GPC) in a Bio-beads S-X3 filling. After GPC, the eluate was cleaned with hydrated sulphuric
acid. PAEs were determinated by HPLC and UV detection at 224 nm in a column filled with
Separon SX C 18, using acetonitrile:water (9:1) as the mobile phase. The detection limit for
PAEs in feeds is 0,03 mgkg'. There were 59 samples analysed. DBP and DEHP were
demonstrated in amount lower than detection limit (< 0,03 mgkg") to 26,63 mgkg" and
18,89 mg.kg'. Feed additives were low in phthalates as well as raw materials except colza-
oil. DBP in feed additives ranged from levels below the detection limit to 0,62 mg.kg™', DEHP
ranged from levels below the detection limit to 2,98 mg.kg™”, expect Alimet, where the levels
measured were 1,29 mgkg” DBP and 3,23 mg.kg' DEHP. High levels in colza-oils (raw
material) were due to high levels of lipids and the lipophilic character of phthalates. DBP
levels were between 0,1 mg.kg™ and 26,63 mg.kg ™', DEHP levels were between 1,24 mg.kg™
and 18,89 mg. kg™, In feedstuffs, different levels of phthalates were found. They are transfered
to animals and then to people. The highest levels were found in feeds with high fat contents.
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UvVoD

Estery kyseliny ftalové (PAE) patii do skupiny prakticky vSudypiitomnych
organickych kontaminant Zivotniho prostfedi. Pfi¢inou jejich hojného rozsifeni do vSech
slozek zivotniho prostfedi jsou jejich vhodné fyzikalné-chemické vlastnosti. Diky nim se
uplatiiuji jako zmékcovadla plastickych hmot, ktera ale nejsou v polymeru chemicky vazana,
takze miize dochazet kjejich uvoliovani do okolniho prostiedi a materialu. Z téchto
mekcenych plastickych hmot se vyrabi fada béznych potieb pro domacnost jako gumové
rukavice, détské hracky, obleceni, kosmetika, 1€ky, potravinaiské obaly, folie a uzavéry, ale
také napt. injekeni stiikacky, ¢asti dialyzacnich jednotek (Velisek, 2002).

Vyskyt di-(2-ethylhexyl) ftalatu (DEHP) zaujima ptes 50 % z celkového mnoZstvi
vSech esterti kyseliny ftalové. DalSimi bézné se vyskytujicimi ftalaty jsou butyl-benzyl ftalat
(BBP) a di-n-butyl ftalat (DBP)(Lopez-Jimenez et al., 2005).Jsou to organické slouceniny,
které vznikaji syntézou kyseliny ftalové s alifatickymi alkoholy. Estery kyseliny ftalové jsou
biologicky aktivni slou¢eniny, které se §t€pi hydrolyzou na rtizné stupné podle konfigurace a
délky esterickych fetézcii (Howart et al., 1984).

Akutni toxicita ftalati je nizka (Shibko a Blumenthal, 1973). Projevuje se jako
podrazdéni GIT, nevolnost, ospalost, snizeni krevniho tlaku, zavraté, halucinace (Velisek,
2002). Pii1 dlouhodobém plisobeni podnécuje délka fetézce a jeho postranni vétve vzrist
nezadoucich vedlejSich ucinki esterti kyseliny ftalové na lidsky organismus. Byly zjistény
nasledujici nezddouci ucinky po dlouhotrvajici expozici ftalathm: teratogenita
a embryotoxicita, spermiotoxicita, hepatotoxicita, nefrotoxicita a karcinogenita (Wormuth et
al., 2006). Dimethyl ftalat spolecné s benzylbutyl ftalaitem jsou estery s nejvysSimi
estrogennimi u¢inky (Holadova et al., 2007).

DBP je teratogenni, embryotoxicky aerosol, drazdici sliznici. Toxicka davka pro
lovéka je 0,14 gkg"' (Marhold, 1986).

DEHP ma pfi vyssich davkach hepatotoxicky ucinek 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 systém (Marhold, 1986).

Diestery kyseliny ftalové jsou v organismu metabolizovany stejné bez ohledu na
zivo¢isny druh. Béhem metabolismu DEHP se uvoliiuje MEHP a 2-ethyl-hexanol, ktery je
karcinogenni. Monoestery jsou po reabsorbci z GIT rozvadény do jater, ledvin a mocového
méchyie, poté jsou pfeménény izoenzymem cytochromem P450 na rizné oxidované
metabolity. Mnozstvi téchto metaboliti a druh exkrece se u riznych zvitat 1isi (Keller et al.,
1991).

Cilem toho vyzkumu bylo studovat vznik a obsah esterii kyseliny ftalové v krmivech
skladovanych v rtiznych obalech, z nichz se mohou dostat do masa a do potravin.



MATERIAL A METODIKA

Vzorky krmiv, premixt a doplitkovych latek pro hospodaiska zvitata byly odebrany
kvalifikovanym pracovnikem UKZUZu, oddéleni krmiv, Narodni referenéni laboratofi,
Regionalni oddéleni Opava. Vzorky byly odebirany do mikrotenovych sacki a zébrusovych
lahvi. Byly odebirany od vyrobcti krmiv, nebo u evidovanych vyrobnich provozi ze skladu
ptijatych krmiv, expedic¢nich skladd, pfijmovych skladii a vicekomponentnich vah. Vzorky
byly ziskany v roce 2005 a 2006. Skladovany byly v riznych obalech — papir, plastova folie,
hlinikova félie, PVC, sklo. Krmiva s vys$§im obsahem tukii byla skladovéana v lednicce.

Vzorky krmiva byly homogenizovany, tfikrat extrahovany smési organickych
rozpoustédel (hexan:aceton 1:1) a spojené extrakty zahu$tény na rotacni vakuové odparce pii
40°C. Takto byly uchovany v mraznicce. Koextrakty byly separovany gelovou permeacni
chromatografii na gelu Bio-beads S-X3. Na kolonu se smyckou naddvkoval vzorek o objemu
I ml, coz pfedstavuje 0,25 g extrahovaného tuku, rozpusténého v mobilni fazi
dichlormethan:cyklohexan (1:1). Pfi pritoku 1 ml.min™' se PAE eluovaly v dob& od 10 do 18
minut. Ze vzorku se odpafila mobilni fidze, odparek se ptevedl do zkumavky hexanem
a provedlo se docisténi, k némuz se pouzila koncentrovani kyselina sirovd. Extrakty se
odpaftily dusikem a rozpustily v acetonitrilu pro HPLC stanoveni na koloné¢ Separon SGX C
18 s UV detekci pti 224 nm. Mobilni fazi byl acetonitril: voda (9:1), pritok 0,5 ml.min™.
Detekéni limit pro PAE v krmivech je 0,03 mg.kg™.

Pro vypocet vysledkii byly méfeny plochy piki a koncentrace PAE byla odectena
z kalibra¢ni pfimky. Kalibra¢ni pfimka byla kontrolovana s kazdou sérii analyzovanych
vzorki nastfikem standardnich roztokii sledovanych analyti. Koncentrace PAE je vyjadiena
na puvodni vzorek vmgkg'. K vyhodnoceni vysledkii byl pouzit program Agilent
Chemstation for LC and LC/MS systems. K analyze se pouZily standardy o cistoté nad 99,9
%: di-2-ethylhexyl ftaldt (DEHP), dibutyl ftalat (DBP) od SUPELCO, Inc. (U.S.A.). Pted
analyzou je nutné sklo a laboratorni materidl umyt a vyplachnout acetonem. Pro kontrolu
Cistoty skla a ke stanoveni chromatografického pozadi se s kazdou sérii vzorkt provedl slepy
vzorek. VSechny vzorky se délaly paralelné.

VYSLEDKY A DISKUZE

Bylo analyzovéno 59 vzorki krmiv pro hospodaiska zvitata (doplikovych latek,
premixi, doplikovych krmiv a krmnych surovin). DEHP a DBP byly stanoveny ve vSech
vzorcich. Jejich koncentrace je vyjadiena v mg.kg”. Vysledky analyzy jsou uvedeny v Tab. 1,
Tab. 2, Tab. 3. Hodnoty DBP a DEHP se pohybovaly od hodnot nizsich nez je detek¢ni limit
(< 0,03 mgkg?) po 26,63 mgkg' a 18,89 mgkg'. Doplitkové latky stejnd jako krmné
suroviny obsahuji nizké hodnoty ftalatd, s vyjimkou fepkového oleje. DBP v doplitkovych
latkach se pohyboval od hodnot niz§ich nez detekéni limit po 0,62 mg.kg"', DEHP od hodnot
nizsich nez detekéni limit po 2,98 mg.kg”, kromé& Alimetu, kde byly naméfeny hodnoty 1,29
mg.kg"' DBP a 3,23 mgkg' DEHP. U krmnych surovin se DBP pohyboval v mnoZstvi od
0,1 mgkg"' do 26,63 mgkg', DEHP od 1,24 mgkg™' do 18,89 mgkg'. Vysoké hodnoty
u fepkového oleje byly zptisobeny vysokym obsahem tuku a lipofilnim charakterem ftalata
(DPB 26,63 mg.kg', DEHP 18,89 mg kg™).



Tab. 1 Obsahy ftalatd v doplrikovych latkach

mg.kg'1

vzorek €. nazev krmiva DPB DEHP
1 vitamin D3 0,08 0,28
2 Vitamin A - La Roche <0,03 0,12
3 Vitamin A - Adisseo Francie <0,03 0,06
4 vitamin E 0,13 0,44
5 L-lysin <0,03 1,86
6 vitamin K3 <0,03 0,19
7 siran médnaty pentahydrat <0,03 1,12
8 selenicitan amonny <0,03 1,94
9 jodid draselny <0,03 1,17
10 oxid manganaty 0,15 1,23
11 biotin 0,21 1,68
12 siran zeleznaty mon.-Monosal 0,12 1,77
13 kys. Listova 0,37 2,78
14 vit.D3 0,04 0,14
15 kys. Nikotinova - niacin amid 0,04 2,98
16 vitamin A 0,05 0,6
17 vitamin E - Adisseo 0,37 <0,03
18 L-lysin 0,05 1,71
19 vitamin K3 0,14 0,29
20 siran médnaty pentahydrat 0,55 1,26
21 selenicitan sodny 0,05 0,61
22 jodid draselny 0,18 1,27
23 oxid manganaty 0,07 0,45
24 Biotin <0,03 0,53
25 vitamin E - Basf 0,62 1,53
26 bentonit <0,03 0,88
27 Alimet 1,29 3,23
28 Wafolin (DL - pojivo) 0,04 0,66

Tab. 2 Obsahy ftalati v premixech

mg.kg'1

vzorek €. nazev krmiva DPB DEHP
29 Mycocarb 0,05 0,04
30 premix-Pracid 0,33 0,39

Tab. 3 Obsah ftalata v doplrikovém krmivu

mg.kg'1

vzorek €. nazev krmiva DPB DEHP

31 DKS - Lipofish 0,15 1,52




Tab. 3 Obsahy ftalati v krmnych surovinach

mg.kg”
vzorek €. nazev krmiva DPB DEHP
32 sojové boby 0,06 0,09
33 extrudovana séja <0,03 0,58
34 pSenice zrno - pfed zpracovanim <0,03 0,12
35 pSeni¢né otruby <0,03 0,25
36 pSeni¢na krmna mouka 0,8 <0,03
37 pohanka 0,07 0,18
38 chlorid sodny - pfed zpracovanim <0,03 1,14
39 chlorid sodny - vyrobek <0,03 1,14
40 uli¢itan Ca - vyrobek <0,03 1,15
41 uhli¢itan Ca - vstup <0,03 1,42
42 pSenice - vstup <0,03 0,04
43 pSeni¢na krmna mouka 0,43 0,42
44 p3enicéné klicky 0,06 0,07
45 fepkovy extrahovany Srot <0,03 0,05
46 fepkovy olej - vstup 2,43 18,55
47 fepkovy olej - vystup 4,68 17,19
48 fepkové expelery 0,16 0,36
49 fepkovy olej - vstup 1,04 17,19
50 fepkovy olej - vystup 4,98 18,89
51 fepkovy olej - vystup plech 1,35 0,03
52 fepkovy olej - vystup plast 26,63 577
53 sojovy olej 0,09 0,04
54 Zivocgisny tuk <0,03 13,06
55 olej fepkovy - plast <0,03 2,86
56 olej fepkovy - plech 6,83 1,24
57 fepkovy olej 0,1 3,32
58 rybi olej 0,1 0,04
59 KS-soyomilk <0,03 0,46

ZAVER

Vzorky dopliitkovych latek, premixt, doplikovych krmiv a krmnych surovin byly
odebrany u primyslovych vyrobcti v CR. Byly odebirany v priib&hu 2 let (2005 a 2006).

Pro analyzu PAE — di-2-ethylhexal ftalatu (DEHP) a di-n-butyl ftalatu (DBP) ve
vzorcich krmiv byly vyuzity ovéfené metody pro stanoveni PAE v potravinach (JaroSova et
al., 1998).

U krmiv byly zjiStény rizné hodnoty ftalatt, které z nich pfechazi do zvifat a poté do
lidi. Hodnoty se pohybovaly od hodnot nizgich nez detekéni limit (0,03 mgkg™"), vétsinou
u doplitkovych latek, do 26,63 mgkg™' u fepkového oleje. Nejvyssi hladiny byly naméfeny
u krmiv s vysokym obsahem tuku. Pfi porovnani vysledki s vysledky JaroSové et al. (1998)
jsou hodnoty pomé&mé vysoké (DBP 0,06 - 2,36 mg.kg™', DEHP 0,07 — 1,77 mg.kg™"). Podle
Raszyka et al. (1998) hodnoty v doplitkovych latkach dosahovaly u DBP 0,207 mgkg”,
u DEHP 0,216 mg.kg™', coZ jsou hodnoty piiblizné shodné s nagimi vysledky.

V Ceské republice dosud nebyly zpracovany limity ftalatii pro krmiva hospodaiskych
zvitat. Do 6. kvétna 2004 bylo pfipustné mnozstvi sumy DEHP a DBP omezeno Vyhlaskou



Ministerstva zdravotnictvi & 53/2002 Sb. na 2 piip. 4 mg.kg™" na hmotnost jedlého podilu
v zavislosti na druhu potraviny. Nasledujici Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ¢. 305/2004
Sb. zadné limity neuvadi.

Tato prace vznikla za podpory grantu NAZV ¢. QG60066/2005.
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