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ABSTRAKT

Vychodiska: Di(izononyl)cyklohexan-1,2-dikarboxylat (DINCH)
pre svoj priaznivejsi toxikologicky profil postupne nahradza
ftalaty pouzivané ako zmikcovadla v mnohych spotrebitel-
skych vyrobkoch. Avsak, kedZe produkcia a pouzivanie
DINCH rapidne narasta, miera expozicie sa zodpovedajiicim
spdsobom zvysuje, preto je biomonitoring expozicie DINCH
dolezity hlavne v citlivych populaénych kohortach, ako st deti
v ranom veku. Doj¢enim méze matka preniest’ potencialne to-
xické chemikalie, ktorym bola predtym vystavena. Ako biomar-
kery expozicie DINCH sa pouzivaji najmé dva oxidované me-
tabolity, monoestery hydroxy- (OH-MINCH) a karboxy- (cx-
MINCH) cyklohexan-1,2-dikarboxylovej kyseliny.

Ciel: Ciel'om tejto prace bolo Studovat’ rézne sposoby pred-
upravy vzorky materského mlieka pred stanovenim tychto
dvoch metabolitov metodou HPLC-MS/MS.

Metody: Postupy preduipravy boli hodnotené z hl'adiska celko-
vej efektivity procesu predupravy na zaklade vytaznosti cx-
MINCH a OH-MINCH z matrice a matricového efektu v ioni-
zacnom zdroji hmotnostného spektrometra. Skimana bola
vodna frakcia mlieka ziskana po centrifugécii a extrakty do ety-
lacetatu a zmesi etylacetat/hexan.

Vysledky: Efektivita predupravy ziskand pre vodnu frakciu
mlieka a etylacetatové extrakty bola vel'mi podobnd, na urovni
50 %, po pridani hexanu do extrakénej zmesi sa vytaznost’ zni-
zila na polovicu.

Zaver: Extrakcia do pouzitych organickych rozpustadiel nepri-
niesla ziadne zlepSenie efektivity predupravného postupu, na-
vySe postup bol pracnejsi a ¢asovo narocnejsi. Na zaklade
HPLC-MS/MS analyzy vodnej frakcie vzorky mlieka bol od-
hadnuty limit kvantifikacie pre cx-MINCH 0,03 pg/l a pre OH-
MINCH 0,12 pg/l.

KPicové slova: DINCH. Materské mlieko. Efektivita pred-
upravy. HPLC-MS/MS.

ABSTRACT

Background:  Di(isononyl)  cyclohexane-1,2-dicarboxylate
(DINCH) gradually replaces phthalates used as plasticizers in
many consumer products due to its more favorable toxicolo-
gical profile. However, as the DINCH production and usage
have been rapidly increased, the rate of exposure is increased
accordingly, so biomonitoring of exposure is important mainly
in sensitive population cohorts such as children in early life. By
breastfeeding, the mother can transfer potentially toxic che-
micals to which the mother has previously been exposed. As
biomarkers of exposure to DINCH mainly two oxidized meta-
bolites, hydroxy- (OH-MINCH) and carboxy- (cx-MINCH) cy-
clohexane-1,2-dicarboxylic acid monoesters are used.
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Aim: The aim of this work was to study breast milk sample pre-
treatment prior to HPLC-MS/MS determination of these two
metabolites.

Methods: Pretreatment procedures were assessed for overall
pretreatment efficiency based on the recovery of cx-MINCH
and OH-MINCH from the matrix and on the matrix effects in
the ionization source of mass spectrometer. The aqueous milk
fraction obtained after centrifugation and extracts into ethyl
acetate and ethyl acetate/hexane were analyzed.

Results: Pretreatment efficiency obtained for aqueous milk
fraction and ethylacetate extracts were very similar at the level
of 50 %, after adding hexane into the extraction solution the
recovery decreased by half.

Conclusion: Extraction to examined organic solvents did not
bring any improvement of pretreatment method efficiency, the
procedure was more laborious and time consuming. On the ba-
sis of HPLC-MS/MS analysis of aqueous milk fraction we esti-
mated limits of quantification for cx-MINCH 0.03 pg/1 and for
OH-MINCH 0.12 pg/l.

Key words: DINCH. Breast milk. Pretreatment efficiency.
HPLC-MS/MS.

UVOD

Materské mlieko svojim zloZenim (protiinfekcné
a protizapalové latky, rastové faktory a prebiotika)
podporuje prezitie a zdravy vyvoj dietata. Chrani
telo dietata pred infekciou a zapalom, prispieva
k vyvoju imunitného systému, vyvoju organov
a zdravej mikrobiote [1]. Napriek vSetkym benefi-
tom moze materské mlieko sluzit' ako médium na
prenos environmentalnych chemikalii, napr. perzis-
tentnych organickych polutantov ako st polychlo-
rované bifenyly, poly- a perfluoroalkylové zluce-
niny a podobne [2]. Niekol'ko studii preukazalo, ze
do materského mlieka prenikaju aj chemické zluce-
niny ako ftalaty a ich metabolity [2-7] a konzumacia
materského mlieka moze byt zdrojom expozicie
niektorym ftalatom u kojencov [2]. Expozicia envi-
ronmentalnym chemikalidam uz pocas ran¢ho det-
stva moze zvysit riziko vzniku detskych chordb [2,
8, 7]

V stcasnosti su ftalatové zmékcovadla nahra-
dzané neftalatovymi alternativami, ktoré v mensej
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miere migruju z polymérov a maju nizku toxicitu.
Vicsina plastifikatorov po vstupe do I'udského tela
podlieha rychlej metabolizacii. Toxicky potencial
zmikcovadiel je do znacnej miery sposobeny prave
ich metabolickou transformaciou na toxickejsie me-
tabolity. Produktom alternativnych zmékcovadiel
by v idealnom pripade mali byt metabolity s menej
zévaznymi nasledkami na 'udské zdravie. Existuje
mnozstvo roznych alternativnych zmékcovadiel
vratane adipatov, benzoatov, citratov, esterov cyk-
lohexandikarboxylovych kyselin, epoxidovanych
rastlinnych olejov, glycerolacetylovanych esterov,
fosfatovych esterov, sebakatov, tereftalatov a trime-
litatov. Pre vacsinu alternativnych zmakcovadiel su
dostupné informécie o vlastnostiach a toxikologic-
kych stadidch, nie st vSak uplné. Niektoré ndhrady
vstupili na trh len neddvno a chybaju udaje najma
o moznych toxickych ucinkoch pri dlhodobej expo-
zicii [10]. Jednou ztychto nahrad je zlucenina
DINCH (diizononylester kyseliny cyklohexan-1,2-
dikarboxylovej), ktora sa vyuziva ako aditivum
v oblasti mediciny, potravinovych obalov, na vy-
robu hraciek a Sportovych pomocok, ako aj pri vy-
robe podlahovych krytin, nepremokavych odevov, v
automobilovom priemysle, pri vyrobe stavebnych
konstrukceii, kablov, a pod. [11, 12]. Plastifikator
DINCH bol na trh bol uvedeny v roku 2002. Po-
dobne ako u ftaldtov aj v tomto pripade prevlada
u ¢loveka expozicia pozitim 90 %. ZvySnych 10 %
sa do tela mo6ze dostat’ napr. prostrednictvom prachu
(vdychnutim, dermalnym kontaktom) [13, 14].

Chemicka struktira DINCH a jeho metabolitov
je podobna s ftalatmi (Obr. 1) a DINCH sa po vstupe
do organizmu metabolizuje rovnakym spdsobom
ako vysokomolekulové ftalaty [15]. Existuje teda
predpoklad, Ze aj DINCH a jeho metabolity takisto
prechadzaju do materského mlieka.

Novsie studie preukazuju, ze DINCH ma vy-
znamnejsie U¢inky na organizmus, ako sa povodne
predpokladalo. Okrem cytotoxicity plastifikatora
DINCH pri vysSej miere expozicie v oblickovych
bunkach a oxida¢ného poskodenia DNA v peceiio-
vych bunkéich ul'udi [16], tento plastifikator tiez
priamo ovplyviiuje Leydigove bunky produkujtce
hormoény v semennikoch potkanov po dlhsej expo-
zicii, ¢o spOsobuje zniZenie hladiny testosteronu
v krvi [17]. Rovnako, pri skiimani mozného ucinku
DINCH na imunitny systém, vysledky Stadie [18]
dokazuju, ze plastifikator DINCH mdZze ovplyviio-
vat’ makrofagy u l'udi vyvolanim bunkového stresu
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a tym aj zépalovej reakcie, o moze viest’ k nepriaz-
nivym zdravotnym ucinkom.

Vzhl'adom na uvedené skutoCnosti je ziadlce
zistit' expoziciu kojencov plastifikatoru DINCH
prostrednictvom materského mlieka.

Vzhradom na komplexné zlozenie materského
mlieka nie je jeho analyza jednoducha. Pri¢inou su
vnutorna zlozitost’ vzorky (materské mlieko obsa-
huje struktarne rozmanité zluceniny, ktorych kon-
centracie sa ¢asto menia aj o niekol’ko radov) a tiez
predanalytické kroky suvisiace s odberom, sklado-
vanim a predupravou vzorky. Krok pripravy vzorky
urCuje presnost’, citlivost’ a robustnost’ chemicke;j
analyzy [19]. Zakladom predipravného postupu na
HPLC-MS/MS stanovenie ftalatovych zmikcova-
diel a ich metabolitov v materskom mlieku je, po-
dobne ako v mo¢i, enzymaticka dekonjugacia glu-
kuronidovych konjugatov sledovanych analytov
a nasledna extrakcia [2-7].

Pre posudenie expozicie plastifikatoru DINCH
sa Vv sucasnosti vyuziva stanovenie sekundarnych
oxidovanych metabolitov, najmd mono(hydroxyi-
zononyl)ester kyseliny cyklohexan-1,2-dikarboxy-
lovej (OH-MINCH) a mono(karboxyizooktyl)ester

kyseliny  cyklohexan-1,2-dikarboxylovej  (cx-
MINCH), v mo¢i (Obr. 1) [20-23].
DINP DINCH
OH-MINCH

cx MINCH /WVJ\/
Obrazok 1 Struktura ftalatového plastifikatora DINP (di-
izononylftalat), jeho ndhrady DINCH (diizononylester
kyseliny cyklohexan-1,2-dikarboxylovej) a oxidovanych
metabolitov cx-MINCH (mono (karboxyizooktyl)ester
kyseliny cyklohexan-1,2-dikarboxylovej) a OH-MINCH

(mono(hydroxyizononyl) ester kyseliny cyklohexan-1,2-
dikarboxylovej).

Cielom tejto prace bolo otestovat’ a porovnat
rozne spdsoby prediupravy materského mlieka za
ucelom dosiahnutia ¢o najlepsej vytaznosti a efek-
tivity predipravného postupu pre oxidované meta-
bolity OH-MINCH a cx-MINCH, ako aj $tadium
distribucie tychto metabolitov medzi jednotlivé
frakcie materského mlieka — vodnu, bielkovinova
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a tukovu. Skumana bola vodna frakcia mlieka zis-
kand po centrifugacii a extrakty do etylacetatu
a zmesi etylacetat/hexan.

MATERIAL A METODY

Chemikalie

Standardy analytov OH-MINCH (mono(hydro-
xyizononyl)ester kyseliny cyklohexan-1,2-dikarbo-
xylovej) a cx-MINCH (mono(karboxyizooktyl)es-
ter kyseliny cyklohexan-1,2-dikarboxylovej), ako aj
izotopovo znacené Standardy DS-OH-MINCH
a D8-cx-MINCH boli zaobstarané z TRC (Toronto,
Canada). Acetonitril (ACN) LC-MS ¢istoty, pouzity
na pripravu zasobnych roztokov Standardov a ako
mobilnd faza, bol zakipeny od Fisher Scientific
(Loughborougr, UK). Ultracista deionizovana voda
pouzita na riedenie roztokov a ako mobilna faza
bola pripravena pomocou systému Water Pro PS
(Labconco, USA) adodistena pomocou systému
Simplicity® Ultrapure (Milipore, Molsheim, Fran-
ctzsko). Dalsie chemikélie pouZité pri preduprave
vzorky boli kyselina octova ladova p. a. (Mikro-
chem, Pezinok, Slovakia), p-glukuronidaza
z E. Coli K12 (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
many) aoctan amoénny (NHAC) (Merck,
Darmstadt, Nemecko). Rozpustadla pouzité na ex-
trakciu boli etylacetat (J.T. Baker, Deventer,
Holandsko) an-hexan (Merck, Darmstadt, Ne-
mecko).

Priprava roztokov

Zasobné roztoky Standardov boli pripravené roz-
pustenim v acetonitrile o koncentracii 2,5 g/l cx-
MINCH, 1 g/l OH-MINCH, 1 g/l D8-cx-MINCH
a 0,5 g/l D8-OH-MINCH. Z tychto roztokov bol na-
sledne riedenim pripraveny zmesny roztok Standar-
dov analytov o koncentracii 1 mg/l jednotlivych
zloziek (cx-MINCH, OH-MINCH) a zmesny roztok
vnutornych Standardov o koncentracii 1 mg/l jed-
notlivych  zloziek (D8-cx-MINCH, D8-OH-
MINCH) vo vode. Tieto roztoky boli pouzité na
obohatenie vzorky materského mlieka a vyhodnote-
nie vytaznosti, matricovych efektov a celkovej
efektivity predapravného postupu. Pripravené roz-
toky boli skladované pri -20 °C.

Pri preduprave vzoriek materského mlieka bol
pouzity tlmivy roztok 1 mol/l octanu aménneho
upraveny na pH = 6 a roztok S-glukuronidazy zrie-
deny s tlmivym roztokom v pomere 1:1.
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Pri postupoch s extrakciou do organického
ropustadla bol extrakt po odpareni rozpustadla re-
konstituovany pomocou rekonstitu¢ného roztoku so
zlozenim 10 % ACN a 0,05 % kyseliny octovej vo
Vo vode.

Priprava vzoriek materského mlieka

Vzorky materského mlieka od dobrovolnych
darkyn boli anonymizované a skladované v skle-
nych flastickach pri teplote -20 °C. Studia, ktorej
sucast’'ou je aj tento prispevok, bola schvélena Etic-
kou komisiou Prirodovedeckej fakulty Univerzity
Komenského pod ¢islom ECH19008.

Materské mlieko bolo pre vyhodnotenie vytaz-
nosti a celkovej G¢innosti predipravného postupu
po rozmrazeni upravované Styrmi rdéznymi pred-
upravnymi postupmi, pri¢om postup enzymatickej
dekonjugécie je rovnaky pre vsetky.

1. Porozmrazeni a zvortexovani sa k 200 ul mater-
ského mlieka pridalo 150 pl octanového tlmi-
vého roztoku, 10 ul zmesného roztoku Standar-
dov analytov, 10 ul zmesného roztoku vnutor-
nych $tandardov a 5 pl roztoku f-glukuronidazy.
Po zvortexovani sa vzorky nechali 2 hodiny in-
kubovat’ vo vodnom kupeli pri teplote 37 °C. Po
ukonceni inkubécie sa pridalo 10 pl kyseliny oc-
tovej a vzorky sa dali na noc vymrazit’ (-20 °C)
za UCelom kryoprecipitacie proteinov. Po roz-
mrazeni boli vzorky zvortexované a centrifugo-
vané (20 °C; 15 min; 14000 rpm) [20]. Superna-
tant (vodna frakcia vzorky) bol odobraty do 96
jamkovej filtracnej platnicky (PTFE filter), pre-
filtrovany do 96 jamkovej mikrotitracnej plat-
nicky (centriftiga, 20 °C; 15 min; 4000 rpm),
ktora bola nasledne umiestnena do automatic-
kého davkovaca vzoriek pre HPLC-MS/MS ana-
lyzu.

Druhy postup zahitia extrakciu organickym roz-
pustadlom po enzymatickej dekonjugacii. Po-
stup je rovnaky po pridavok kyseliny octovej,
ako v prvom pripade. Nasledne sa pridalo 300 pl
etylacetatu. Vzorky boli zvortexované a umiest-
nené na 30 minut na laboratornu trepacku (1600
rpm), nasledne do centrifugy (-10 °C; 15 min;
14000 rpm). Odobraty supernatant - etylaceta-
tovy extrakt bol prefiltrovany (rovnako ako v pr-
vom postupe) do 96 jamkovej mikrotitracnej
platnicky a vysuSeny do sucha pradom vzduchu
(40 °C, 500 rpm). Nasledne sa pridalo 250 pl

2.
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rekonstituéného roztoku a po pretrepani (2 min,
650 rpm) boli extrakty pripravené na analyzu.
Treti postup bol rovnaky ako predchadzajuci, len
S tym rozdielom, Ze sa ako extrakéné ¢inidlo po-
uzila zmes rozpustadiel etylacetat/n-hexan v po-
mere 1:1.

Posledny postup bol rovnaky ako prvy, avsak
spracovavany objem vzorky materského mlieka
bol 300 ul a objem pridavaného tlmivého roz-
toku bol 100 pl.

Zaucelom Studia distribucie analytov medzi jed-
notlivé frakcie materského mlieka — vodnu, tukova
a bielkovinovu (Obr. 2), sa po odobrati vodnej frak-
cie extrahovali zvlast tukova frakcia a zvIast' biel-
kovinova frakcia (pre 1. postup), resp. tukova aj
bielkovinova frakcia spolu (pre 1. a 4. postup) tak,
ze sa k nim pridalo 300 pl etylacetatu a po zvorte-
xovani a sonikacii (30 min) bol postup extrakcie
rovnaky, ako je uvedené v 2. postupe.

Tukova frakcia

Vodna frakcia

Bielkovinové frakcia

Obrazok 2 Vzorka materského mlieka po dekonjugacii
a centrifugécii.

Experimentalne podmienky HPLC-MS/MS

Na stanovenie metabolitov DINCH bola pouzita
technika on-line SPE v spojeni s HPLC-MS/MS
v systéme s reverznymi fazami. Pouzity bol kvapa-
linovy chromatograf Finnigan Surveyor (Thermo
Fisher Scientifc Inc.) v spojeni s hmotnostnym
spektrometrom s trojitym kvadrupdlom Finnigan
TSQ Quantum GC (Thermo Fisher Scientific Inc.)
s vyhrievanym zdrojom elektrosprejovej ionizacie
(HESI) v negativnom mode.

Podmienky pre HPLC-MS/MS analyzu boli rov-
naké ako publikované podmienky pre HPLC-
MS/MS analyzu metabolitov DINCH v moci [23].
Davkovany objem bol 140 pl.

Vypocet parametrov predupravného postupu

Pre vyhodnotenie a porovnanie rdznych pred-
upravnych postupov boli pouzité nasledovné para-
metre [24]:
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matricovy efekt ME (%) = B/A x 100
vytaznost RE(%) = C/B x 100
celkova efektivita PE (%) = C/A X 100

kde A — plocha piku Standardu v ¢istom rozpas-
tadle, B — plocha piku Standardu pridaného po
uprave vzorky pred meranim, C — plocha piku §tan-
dardu pridaného do vzorky pred upravou vzorky.
Z uvedeného vyplyva, ze celkova efektivita procesu
zavisi od vytaznosti a matricového efektu PE =
ME X RE.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky st priemerom troch paralelnych me-
rani. Ked’ze hodnoty pre Standardy analytov a pre
ich zodpovedajice izotopovo znacené Standardy
boli porovnatel'né, v nasledujticich tabul’kach a gra-
foch st uvedené ich priemerné hodnoty.

V tabul’ke 1 sti uvedené hodnoty parametrov jed-
notlivych predipravnych postupov. Z vysledkov je
zrejmé, ze prvy postup, kde sa analyzovala vodna
frakcia a postup s extakciou etylacetatom (2. po-
stup) poskytli najvyssie a porovnatel'né hodnoty vy-
taznosti a celkovej efektivity.

Nizsia vytaznost pre treti postup, extrakciu
zmesou etylacetat/n-hexan, je spdsobena tym, ze n-
hexan je nepolarne organické rozpustadlo, ktoré
spOsobi rozpustenie vac¢Siecho mnozstva tukovej
frakcie mlieka a po vysuSeni extraktov bol pozoro-
vany v mikrotitracnej platnicke zvySok tukovej
frakcie. Po zaliati rekonstituénym roztokom tak
v tomto zvysku tukovej frakcie zostava vicsia cast’
analytov v désledku vysokého obsahu vody v re-
konstitucnom roztoku (90 %) a teda horSej miesa-
tel'nosti s tukovou frakciou. Tento efekt bol pozoro-
vany v mensej miere aj pre etylacetitovy extrakt
(2. postup).

Vo stvrtom postupe bol objem matrice navySeny
s cielom zvysit’ vytaznost metddy. ZvySenim ob-
jemu matrice vSak vyssia vytaznost’ nebola dosiah-
nuta, prave naopak. ZvicSenim objemu matrice na
300 pl a znizenim objemu pufru na 100 pl sa pomer
tukovej a bielkovinovej frakcie ku vodnej frakcii
zvysil v porovnani s prvym postupom predapravy.
Analyty sa viac distribuovali do tukovej a bielkovi-
novej frakcie, €o je zrejmé aj z obrazku 3B. Tento
fakt podporuju aj vysledky stadie tykajucej sa Sta-
novenia metabolitov ftalatov v materskom mlieku
(Calafat a kol., 2004), kde bolo preukdzané, ze me-
tabolity vyssich ftalatov su viazané v menej rozpust-
nych mliecnych zlozkach, ktoré tvoria po centrifu-
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Tabulka 1 Vypoditané parametre pouzitych prediipravnych postupov pre cx-MINCH a OH-MINCH. ME — matri-
covy efekt, RE — vytaznost, PE — celkova efektivita procesu

Postup ME (%) RE (%) PE (%)
predipravy cx-MINCH OH-MINCH cx-MINCH OH-MINCH cX-MINCH OH-MINCH
1 86,8 80,2 51,7 51,6 44,9 41,4
2 95,6 83,6 50,1 46,9 47,9 39,2
3 101,8 77,9 22,6 24,4 23,0 19,0
4 79,2 67,0 26,5 31,2 21,0 20,9

gacii tuht usadeninu a neprechadzajii dobre do su-
pernatantu [25]. Vyraznejsi vplyv matrice na G¢in-
nost’ ionizacie bol pozorovany pre analyt OH-
MINCH v porovnani s cX-MINCH. Pre cx-MINCH
bola u¢innost’ ionizacie vyrazne lepSia pri postu-
poch s extrakciou doorganického rozpustadla, pre
OH-MINCH tento efekt nebol pozorovany.

Pre stadium distribucie analytov medzi jednot-
livé frakcie materského mlieka po enzymatickej de-
konjugécii boli okrem vodnej frakcie v 1. a 4. po-
stupe analyzované aj etylacetatové extrakty bielko-
vinovej a tukovej frakcie. Ked’ze analyza extraktu
bielkovinovej a tukovej frakcie separatne poskytla
porovnatel'né vysledky s extrakciou spojenej biel-
kovinovej a tukovej frakcie pre 1. postup, nasledne
bola v 4. postupe uskuto¢nena uz len extrakcia spo-
jenej tukovej a bielkovinovej frakcie (Obr. 3).

Z obrazku 3 je zrejmé, Ze najvyssia dosiahnuta
celkova vytaznost' je na urovni cca 70 %. Straty
mozu byt spdsobené zaradenim filtratného kroku
Vv procese predupravy vzorky, ako aj uvedenou ne-
kompatibilitou rekonstituéného roztoku (ktorého
zloZzenie vychadza zpociatoénych podmienok
HPLC separacie) s rozpustenou castou tukovej
frakcie, do ktorej sa analyty, vzhladom na svoju
nizku polaritu, viac distribuuju.

Z vysledkov je zrejmé, ze distribiicia analytov
medzi jednotlivé frakcie materského mlieka a vy-
taznost’” réznych postupov predupravy do velkej
miery zavisi najmé od obsahu tukov v materskom
mlieku. ZloZenie materského mlieka sa meni [1].
V prvych cca 5 diioch po porode sa tvori kolostrum,
ktoré v porovnani so zrelym mlieckom obsahuje nizsi
podiel tuku. Medzi 6. a 15. dilom po podrode sa za-
¢ina produkovat’ prechodné mlieko s vy$$im obsa-
hom tuku a zrelé mlieko sa za¢ina produkovat’ 4 — 6
tyzdiiov po porode [26]. Zlozenie materského
mlieka sa v§ak meni aj v ramci diia, pricom celkové
koncentracie tukov a zivin rozpustnych v tukoch,
dosahuju najvysSie hodnoty koncentracii denne
v dopoludnajsich hodinach, ich koncentracia je tiez
vyssia v zadnom mlieku ako prednom [27].
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Najlepsi sposob odberu materského mlieka za
ucelom stanovenia endogénnych a exogénnych la-
tok by bol preto odber celého objemu mlieka produ-
kovaného pocas 24 hodin. Vhodnou alternativou
moze byt tiez jednorazovy odber celého objemu

A Vytaznost z matrice Celkové efektivita postupu
100
90
80
70
60 w
¥s0
40 :
30 "
20 -
10
0 .
OH- MINCH cx-MINCH OH- MINCH cx- MINCH
® vodna frakcia tukova frakcia bielkovinova frakcia
B Vytaznost z matrice Celkova efektivita postupu

100

20 -
0 .

OH- MINCH cx-MINCH OH- MINCH cx- MINCH

® vodna frakcia tukova + bielkovinova frakcia

Obrazok 3 Distibucia oxidovanych metabolitov DINCH,
OH-MINCH a cx-MINCH, v jednotlivych frakciach ma-
terského mlieka pre dva predupravné postupy. Legenda:
A — 1. postup predipravy (analyza vodnej frakcie a ety-
lacetatovych extraktov tukovej a bielkovinovej frakcie
separatne); B — 4. postup predupravy (analyza vodnej
frakcie a etylacetatovych extraktov spojenej tukovej
a bielkovinovej frakcie)

mlicka v konkrétnom casovom useku. Vic¢Sina
publikovanych §tadii vSak zahfiia neStandardizo-
vany odber od darcov, ktorych mlieko sa odobera
pocas dila v roznych ¢asovych usekoch, v roznych
¢asoch v ramci dojcenia alebo rdznych stadiach lak-
tacie [1, 28].
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Obrazok 4 Chromatografické zaznamy vzorky materského mlieka obohateného o cx-MINCH na koncentra¢nej urovni
0,06 pg/l, OH-MINCH na koncentra¢nej Grovni 0,12 pg/l so znazornenym 10 nasobne zvySenym Sumom a pre zodpo-

vedajuce znacené Standardy na koncentra¢nej trovni 50 pg/l

Z testovanych postupov predipravy v ramci tejto
prace bol zvoleny ako najvhodnejsi 1. postup,
HPLC-MS/MS analyza vodnej frakcie pre spraco-
vany objem materského mlieka 200 ul, pre ktory
bol odhadnuty detekény a kvantifikacny limit pre
jednotlivé analyty. Tento postup ma porovnatelnu
vytaznost’ a celkovl efektivitu s postupom extrak-
cie celého objemu etylacetatom (2. postup pred-
upravy), avSak zahfiia menej krokov a je menej Ca-
sovo naro¢ny, lacnejsi a nepouzivaju sa organické
rozpustadla.

Limity detekcie (pomer signal/Sum = 3) boli od-
hadnuté pre cx-MINCH na urovni 0,01 pg/l, pre
OH-MINCH 0,04 ng/l. Odhadnuté kvantifikacné li-
mity (pomer signal/Sum = 10) boli pre cx-MINCH
na urovni 0,03 pg/l, pre OH-MINCH 0,12 pg/1 (Obr.
4).

V Styroch réznych vzorkach materského mlieka,
ktoré boli k dispozicii v ramci tejto Stidie boli oba
analyty pod medzou detekcie. Existuje viacero $tu-
dii venovanych stanoveniu ftalatovych plastifikato-
rov aich metabolitov v materskom mlieku, ktoré
dokazuju, Ze ftalaty sdlhym hydrofobnym re-
tazcom (DEHP — dietylhexylftalat, DINP) lahsie
prechadzaju do materského mlieka nezmetabolizo-
vané, alebo ako primarne monoestery [29-31]. Se-
kundarne metabolity DEHP a DINP (oxidované)
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boli ¢astokrat pod medzou detekcie, pripadne dete-
gované len v malom pocéte vzoriek [32, 33]. Ked'ze
DINCH a jeho metabolity sa spravaju podobne ako
vysSie spomenuté ftalaty, vzhl'adom na ich lipofilna
povahu a obsah tuku v materskom mlieku je prav-
depodobné, ze do materského mlieka budu l'ahSie
prechadzat’ materska zlacenina DINCH a jeho pri-
marny metabolit MINCH (mono(izononyl)ester ky-
seliny cyklohexan -1,2-dikarboxylovej).

ZAVER

LCudsky biomonitoring je najlep$im nastrojom na
identifikaciu, kontrolu a prevenciu vystavenia po-
pulacie chemickym latkam znecistujucim Zzivotné
prostredie, najmé takym, ktoré by mohli predstavo-
vat’ potencidlne zdravotné riziko, ktoré nemozno
jednoznac¢ne vylucit, najmid pri ich dlhodobejSom
uzivani a zvySujlicom sa prijme, ako pri DINCH.

V ramci 'udského biomonitoringu sa vyuzivaja
rozne biologické matrice, okrem inych aj materské
mlieko. Materské mlieko moze byt zdrojom expo-
zicie zranitelnej Casti populacie v skorom obdobi
vyvoja mnohym Skodlivym environmentalnym po-
lutantom, ako su aj plastifikatory. ZlozZenie tejto
matrice je velmi komplexné a premenlivé, preto je
vyber vhodného predupravného postupu pre stano-
venie cielovych latok kIicovou cCastou analytic-
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kého postupu. Na zaklade tejto Stadie, ako aj po-
znatkov z podobnych studii o ftalatoch, sa sekun-
darne metabolity DINCH nejavia ako najvhodnejsie
biomarkery pre posudenie expozicie DINCH pro-
strednictvom materského mlieka. Vhodnej$im
biomarkerom by mohol byt primarny metabolit,
pripadne nemetabolizovany DINCH.

Pod’akovanie
Tato prdaca bola podporena Agentiurou na podporu
vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢. APVV-20-0462.

ZOZNAM BIBLIOGRAFICKYCH ODKAZOV

[1] BALLARD O., MORROW A.L. Human milk
composition: nutrients and bioactive factors.
Pediatr Clin North Am. 2013; 60 (1): 49-74.

[2] HENDERSON N. B., SEARS C. G., CALAFAT
A. et al. Associations of breast milk con-
sumption with urinary phthalate and phenol
exposure biomarkers in infants. Environ Sci
Technol Lett. 2020; 7 (10): 733-739.

[3]HINES E. P., CALAFAT A. M., SILVA M. J. et
al. Concentrations of phthalate metabolites in
milk, urine, saliva, and serum of lactating North
Carolina women. Environ Health Perspect.
2009; 117 (1): 86-92.

[4] MAIN K.M., MORTENSEN G.K., KALEVA
M.M. et al. Human breast milk contamination
with phthalates and alterations of endogenous
reproductive hormones in infants three months
of age. Environ Health Perspect. 2006; 114:
270-276.

[5] HOGBERG J., HANBERG J., BERGLUND M.
et al. Phthalate diesters and their metabolites in
human breast milk, blood and urine as
biomarkers of exposure in  vulnerable
populations. Environ Health Perspect. 2008;
116: 334-339.

[6] LATINI G., DE FELICE C., PRESTA G. et al.
Lactational exposure to di(2-ethylhexyl)-
phthalate. Ped Res. 2003; 54 (4): 564.

[7] MORTENSEN G.K., MAIN K.M., ANDERS-
SON A.M. et al. Determination of phthalate
monoesters in human milk, consumer milk, and
infant formula by tandem mass spectrometry
(LC-MS-MS). Anal Bioanal Chem. 2005; 382:
1084-1092.

[8] VRIJHEID M., CASAS M., GASCON M. et al.
Environmental pollutants and child health —
A review of recent concerns. Int J Hyg Environ
Health. 2016; 219 (4-5): 331-342.

POVODNE PRACE / ORIGINAL WORKS

69

[9]1 BRAUN J. M. Early-life exposure to EDCs: role
in childhood obesity and neurodevelopment. Nat
Rev Endocrinol. 2017; 13: 161.

[10] BUI T., GIOVANOULIS G., COUSINS A.P.
et al. Human exposure, hazard and risk of
alternative plasticizers to phthalate esters. Sci
Total Environ. 2016; 541: 451-467.

[11] EFSA. Opinion of the Scientific Panel on food
additives, flavourings, processing aids and
materials in contact with food (AFC) related to
the 12th list of substances for food contact
materials. EFSA J. 2006; 4 (10): 395.

[12] BASF Corporation. Hexamoll ® DINCH ®
The trusted non-phthalate plasticizer. 2019. [15.
11. 2019] https://chemicals.basf.com/global/
2017_Brochure_HexamolIDINCH_en.pdf.

[13] GIOVANOULIS G., BUI T., XU F. et al.
Multi-pathway human exposure assessment of
phthalate esters and DINCH. Environ Int. 2018;
112: 115-126.

[14] KASPER-SONNENBERGA M., KOCH H.
M., APEL P. et al. Time trend of exposure to the
phthalate plasticizer substitute DINCH in
Germany from 1999 to 2017: Biomonitoring
data on young adults from the Environmental
Specimen Bank (ESB). Int J Hyg Environ Health
2019; 222 (8): 1084-1092.

[15] FREDERIKSEN H., UPNERS E.N., LIND-
HART LJUBICIC M. et al. Exposure to 15
phthalates and two substitutes (DEHTP and
DINCH) assessed in trios of infants and their
parents as well as longitudinally in infants
exclusively breastfed and after the introduction
of a mixed diet. Environ Int. 2022; 161: 107107.

[16] VASCONCELOS A.L., SILVA M.J., LOURO
H. In vitro exposure to the nextgeneration
plasticizer diisononyl cyclohexane-1,2-dicar-
boxylate (DINCH): cytotoxicity and geno-
toxicity assessment in human cells. J Toxicol
Environ Heal Part A. 2019; 82: 526-536.

[17] CAMPIOLI E., LEE S., LAU M. et al. Effect
of prenatal DINCH plasticizer exposure on rat
offspring testicular functioin and metabolism. In
Sci Rep. 2017; 7 (1): 11072.

[18] SCHAFFERT A., ARNOLD J., KARKOSSA
I. et al. The emerging plasticizer alternative
DINCH and its metabolite MINCH induce
oxidative stress and enhance inflammatory
responses in human THP-1 macrophages. Cells.
2021; 10 (9): 2367.

[19] TEN-DOMENECH 1., RAMOS-GARCIA V.,




Zdravotnicke listy, Ro¢nik 11, Cislo 4, 2023

ISSN 2644-4909

PINEIRO-RAMOS J.D. Current practice in
untargeted human milk metabolomics. Metabo-
lites. 2020; 10(2): 43.

[20] KOCH H.M., SCHUTZE A., PALMKE C. et
al. Metabolism of the plasticizer and phthalate
substitute  diisononyl-cyclohexane-1,2-dicar-
boxylate (DINCH®) in humans after single oral
doses. Arch Toxicol. 2013; 87 (5): 799-806.

[21] JURDAKOVA H., GOROVA R. Ludsky
biomonitoring nahrady ftalatovych plasti-
fikatorov Hexamoll® DINCH. Zdravotnicke
listy. 2019; 7 (4): 6-11.

[22] SILVA M.J., FURR J., PREAU J.L. et al.
Identification of potential biomarkers of expo-
sure to di(isononyl) cyclohexane-1,2-dicarbo-
xylate (DINCH), an alternative for phthalate
plasticizers. J Expo Sci Environ Epidemiol.
2012; 22 (2): 204-211.

[23] JURDAKOVA H., GOROVA R. HPLC-
MS/MS metdéda pre stanovenie metabolitov
DINCH v moci. Zdravotnicke listy. 2021; 9 (4):
34-40.

[24] TRUFELLI H., PALMAP., FAMIGLINI G. et
al. An overview of matrix effects in liquid
chromatography-mass spectrometry. In Mass
Spectrom Rev. 2011; 30 (3): 491-5009.

[25] CALAFAT A., SLAKMAN A.R., SILVA M.
J. et al. Automated solid phase extraction and
guantitative analysis of human milk for 13
phthalate metabolites. J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci. 2004; 805 (1): 49-56.

[26] GARWOLINSKA D., NAMIESNIK J. KOT-
WASIK A. et al. Chemistry of human breast
milk - A comprehensive review of the
composition and role of milk metabolites in child
development. J Agric Food Chem. 2018; 66 (45):
11881-11896.

[27] LEGHI G.E., MIDDLETON P.F., MUHL-
HAUSLER B. S. A methodological approach to

POVODNE PRACE / ORIGINAL WORKS
70

identify the most reliable human milk collection
method for compositional analysis: a systematic
review protocol. Sys Rev. 2018; 7: 122.

[28] AZAD M. B., ATKINSON S., GEDDES D.
Collection and storage of human milk for
macronutrient and macromolecule analysis- an
overview. In McGuire, M., O'Connor, L. D.
Human Milk: Sampling and Measurement of
Energy-Yielding Nutrients and other Macro-
molecules. First Edition. London, UK: Aca-
demic Press, 2021. ISBN 978-0-1281-5350-5, 3-
33.

[29] FROMME H., GRUBER L., SECKIN E. et al.
Phthalates and their metabolites in breast milk -
Results from the Bavarian Monitoring of Breast
Milk (BAMBI). Environ Int. 2011; 37 (4): 715-
722.

[30] FREDERIKSEN H., SKAKKEBAZA N.E.,
ANDEROSSON A.M. Metabolism of phthalates
in humans. Mol Nutr Food Res. 2007; 51 (7): 899
-911.

[31] HANBERG A., HOGBERG J., BERGLUND
M. et al. Phthalates and their metabolites in
human breast milk, blood and urine as measures
for monitoring exposure in human risk groups.
Health & Environmental Research Online
(HERO), Technical report. Phtalates SweEPA.
2005; 1-22.

[32] SCHLUMPF M., KYPKE K., WITTASSEK
M. et al. Exposure patterns of UV filters,
fragrances, parabens, phthalates, organochlor
pesticides, PBDEs, and PCBs in human milk:
correlation of UV filters with use of cosmetics.
Chemosphere. 2010; 81 (10): 1171-1183.

[33] KIM S., LEE J., PARK F. et al. Concentrations
of phthalate metabolites in breast milk in Korea:
Estimating exposure to phthalates and potential
risks among breast-fed infants. Sci Total
Environ. 2015; 508: 13-19.




