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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se vénuje problematice piic¢in vzniku a vyskytu polycyklickych aromatickych
uhlovodiki v potravinach. Cilem prace bylo zpracovat a porovnat izolatni postupy ziskavani
polycyklickych aromatickych uhlovodikii z potravinové matrice a diskutovat analytické metody

stanoveni obsahu polyckylickych aromatickych uhlovodikl v potravinach.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the problematics of origin and occurrence of polycyclic aromatic
hydrocarbons in food. The objectives of my thesis were to sumarise and compare isolating procedures
for extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons from food matrix and discusse analytical methods

applied to determination of content of polycyclic aromatic hydrocarbons in food.
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1.UVOD

Za urcitych podminek mohou v potravindch vznikat nebo do nich z vnéjSiho prostredi
pronikat latky, které mohou plsobit negativné na zdravi cloveéka. Pro latky, které se do
potravy dostaly neimysiné v zeméd¢€lské prvovyrobé, pii skladovéani, doprave, prodeji, ale i
béhem technologického nebo kulinarniho zpracovani, pfipadné v disledku znecisténi
zivotniho prostfedi, se vymezuje pojem latky zneciStujici, latky kontaminujici nebo
potravinové kontaminanty. Ty se Casto rozliSuji na kontaminanty primarni ¢ili exogenni,
pochazejici z vnéjSich zdrojii, a kontaminanty sekundarni neboli endogenni, vznikajici

v potravin¢ vlivem rtiznych fyzikalnich a chemickych vlivi.

V zésadé¢ Ize okolnosti, za kterych dochazi k primarni (exogenni) ¢i sekundarni
kontaminaci potravniho fetézce ¢lovéka organickymi a anorganickymi Skodlivinami, shrnout
do nasledujicich bodu:

» zemédélska produkce
pouzivani pesticidnich piidavkl (tzv. moderni pesticidy)
hnojeni (toxické kovy, zvlasté Cd)
imisni zatéz, tj. dalkovy transport (perzistentni organochlorové slouceniny jako PCB,
PAU, aj., estery ftalové kyseliny, toxické kovy)
napadeni mikroorganismy, zejména plisnémi (mykotoxiny)
veterindrni oSetieni (1éCiva, pesticidy aj,)
» skladovani a zpracovani
posklizitova aplikace pesticidi (hlavné organofosfaty a pyrethroidy)
vznik toxickych degeneracnich produktti z relativné netoxickych pesticidii
(ethylenthiomocovina, N, N-dimethylhydrazin)
napadeni mikroorganismy (mykotoxiny, bakterialni toxiny)
nékteré technologické ¢i kulinarni Gpravy (napi. PAU, N-nitrosaminy)

penetrace aditiv z plastii (napf. estery ftalové kyseliny, bisfenol A). [1]



2. POLYCYKLICKE AROMATICKE UHLOVODIKY, CHARAKTERISTIKA
A VLASTNOSTI

PAU piedstavuji nejveétsi skupinu zndmych karcinogeni s ptivodem z prostiedi. Nékteré,
jenz nejsou karcinogenni, mohou mit vzajemné zesilujici efekt. PAU muzeme najit ve vode¢,
vzduchu, zemi a ptedevsim v potravinach, kam se dostavaji z rliznych zdrojl jako je tabadkovy
kout, spalovaci motory, destilaty ropy a produktt uhelného piivodu a produkty jejich termické
degradace. PAU se také mohou objevovat pii pouziti konzervace koufem, spalovani
dfevéného uhli, potravinaiskych aditiv, pii baleni, stejné jako pfi primyslovém znecisténi. [3]

Ne vSechny PAU vykazuji biologickou aktivitu a Casto existuje vyznamna rozdilnost jen
mezi izomery. Obecné plati, ze vSechny karcinogenni slouceniny jsou mutagenni, avSak
neplati, ze vSechny mutagenni latky nutné musi byt karcinogeny. Nékteré mensi slozky PAU,

jako napt. alkylderivaty, mohou velmi pfispivat ke karcinogenni aktivité celkové smési. [3]

PAU se zatazuji mezi enviromentalni polutanty nachéazejici se ve vzduchu, vod¢ a ptdé ve
stopovych mnoZstvich. PAU byly detekované v celé fad¢ potravinarskych surovin a potravin
jako jsou zelenina, ovoce, rostlinné oleje piipravované za tepla, obili, moiské produkty, maso,
uzené maso, kava, ¢aj aj. Je dokdzano, ze PAU, i kdyZz jen v malém mnozstvi, vznikaji
v termickych zésazich pfi technologickém zpracovani potravin, uzenim, susenim a prazenim.
napf. pfi ziskavani oleje ze semen. BaP miZe migrovat do potravin i z obalovych materidlt
jako jsou parafinové poharky na mléko, obaly na maso aj. Typickym piikladem praniku PAU
do potravin je uzeni jako zpusob konzervace a aromatizace potravin. Klasické uzeni
dfevénym dymem, ktery obsahuje toxické kondenzaéni produkty se v dnesnich podminkéach
reguluje tak, Ze se minimalizuje konecny obsah PAU ve vyrobcich. Pro nékteré vyrobky se
zavadéji syntetické udici aditiva s velmi nizkym obsahem PAU. Pokud se jedna o povrchovou

upravu potraviny, 60 — 70 % PAU se nachdzi v obalove vrstvé. [3]

Z toxikologického hlediska jsou PAU povazované za kancerogeny s mutagennim a
teratogennim uc¢inkem. Toxické Gi€inky akutni a chronické expozice PAU vyvolavaji destrukci
hematopoetickych a lymfoidnich bunék a kostni diené s naslednym krvacenim a zvySenou
citlivosti k infekcim. Kromé vnéjSich vlivii zivotniho prostiedi, ve kterém se pohybujeme, se
riziko nadorovych onemocnéni znasobuje 1 konzumovanim kontaminované potravy. Kromé

jinych faktorli, konzervace potravin uzenim je toho téz pfimym duasledkem. Nékolik studii



bylo vénovano dikazim korelace mezi stfevnimi nddory a konzumaci uzenych vyrobk.
Ptitom se zjistilo, ze jako karcinogenni latky tu spolupiisobi s PAU 1 alifatické uhlovodiky
s C11 a alkoholy s C12. Z téchto diivodli vyplynula potieba kontroly hladiny karcinogennich
PAU v udicich aditivach, kterd v nékterych zemich funguje jako nepiima kontrola obsahu
PAU v uzenych vyrobcich. Mnoh¢ epidemiologické studie pojednavaji o frekvencich vyskytu
rakoviny ktize a plic po 20 rocni a delsi expozici, o karcinomech moc¢ového méchyie u lidi,

kteti byli profesiondln¢ exponovani. [3]

Tabulka ¢.1. Karcinogenita nékterych PAU [3]

Nazev PAU podle|Zkratka

IUPAC PAU Karcinogenita
Pyrén P inaktivni
Benzo[a]pyrén BaP vysoké
Benzo[e]pyrén BeP inaktivni
Perylén Per inaktivni
Benzo[ghi|perylén BghiPer |mirna
Dibenzo[ah]pyrén DBahP vysoka
Dibenzo[ai]pyrén DBaiP vysoka
Benzo[c]chrysen BcC mirna
Benzo[b]fluoranten BbF vysoka
Benzo[k]fluoranten BKF inaktivni
Benzo[a]antracén BaA mirna
Dibenzo[ah]antracén | DBahA | vysoka
Indeno[/23-cd]pyrén  |1123-cdP |mirna




2.1 Vlastnosti

Fyzikalné-chemické vlastnosti PAU, a nésledné i jejich osud v abiotické sloZzce prostiedi 1

v zivych organismech jsou bezprostiedné podminény ptitomnosti konjungovanych systému

dvojnych vazeb, pficemz rozdily mezi jednotlivymi zéastupci této skupiny jsou dany poctem a

vzajemnou polohou kondenzovanych kruhli. PAU jsou vesmés malo reaktivni latky; stabilita

linearnich kondenzovanych uhlovodikl obecné klesa s poctem ortho- kondenzovanych kruhd,

v

stabilngjsi jsou PAU s angularnim uspotadanim molekuly a peri- kondenzované uhlovodiky.

Se vzristajici relativni molekulovou hmotnosti PAU roste jejich bod tani, bod varu 1 lipofilita

(vyjadfena hodnotou rozdélovaciho koeficfientu Kow). Tenze par a rozpustnost ve vodée

naopak klesaji. [1]

Tabulka ¢.2. Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti vyznamnych PAU [1]

Mr Bod tini|Bod varu|Rozpustnost | log Kow | K,
Nazev PAU [Da]® |[°C] [°C] [mg.dm?>]® |© [Pa.m’.mol ']
Naftalen 128,2 | 80 218 30,00000 3,37 43,010
Acenaften 1542 | 96 279 3,47000 3,92 12,170
Acenaftylen 1522 | 92 265-275 | 3,93000 4,07 8,400
Fluoren 166,2 116 293 1,98000 4,18 7,870
Fenanthren 178.2 101 340 1,29000 4,46 3,240
Anthracen 178,2 | 216 340 0,07000 4,45 3,960
Fluoranthen 202,3 111 375 0,26000 5,33 1,040
Pyren 202,3 149 360 0,14000 5,32 0,920
Benzo[a]antracén 2283 158 435 0,01400 5,61 0,581
Chrysen 228,3 | 255 448 0,00200 5,61 0,065
Benzo[a]pyren 2523 179 496 0,00380 6,04 0,046
Benzo[b]fluoranthen | 252,3 167 481 0,00120 6,57 -
Benzo[k]fluoranthren | 252,3 217 481 0,00550 6,84 0,016
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Dibenz[a, h]anthracen | 278,4 262 524 0,00050 5,97 -

Benzo[ghilperylén  |276,3 277 - 0,00026 7,23 0,075

Indeno[/,2,3-

cd|pyrén 276,3 163 - 0,00620 7,66 -

“Mr = relativni molekulova hmotnost. ® Ve vodé pii teploté 25°C. © Rozdé&lovaci

koeficient v systému oktanol — voda. ¥ Henryho konstanta [1]

2.2 Pouziti

PAU jsou latky, které se cilené nevyrabéji, snad aZ na vyjimky spojené s laboratornimi
vyzkumy a analyzou (napf. piiprava standardii pro analyzu). Mezi PAU vSak patif mimo jiné
iNaf a Ant, které vyuziti maji. Tyto dvé latky jsou popsany separatné, protoze jsou
samostatn¢ zafazeny do IRZ. PAU jako skupina latek obecné jsou ovSem obsazeny v celé fad¢
béznych produktd dne$niho primyslu, jako jsou napiiklad: motorova nafta, vyrobky
z ¢ernouhelného dehtu, asfalt a materidly pouZzivané pti pokryvani stfech a pii stavbé silnic.

[4]

2.3 Dopady na zdravi ¢lovéka, rizika

Cela tada latek ze skupiny PAU piedstavuje zdvazné zdravotni riziko pro ¢lovéka. Jejich
nebezpeci spociva predevsim v karcinogenité a ohrozeni zdravého vyvoje plodu. Vyznamnym
zdrojem BaP jsou cigarety. Jedna vykoufena cigareta vnese do kufaka pfiblizné 25 ng této
latky. Pro clovéka kouficiho cca 20 cigaret denn¢ predstavuje tato nefest ekvivalentni
expozici BaP, jako kdyby se cely den pohyboval v prostiedi kontaminovaném touto latkou
o koncentraci 20 ng.m™.
Vezméme dale za konkrétni piiklad BaP. Tato latka mize byt vdechnuta a prostupuje do
organismu i pokozkou. Expozice mize vést k nasledujicim rizikiim pro zdravi ¢lovéka:

> ohrozeni zdravého vyvoje plodu;
> riziko onemocnéni rakovinou;

> opakované expozice zpusobuji ztenceni a popraskani pokozky.

11




Je ale nutné zdiraznit, ze bézné se vyskytujici koncentrace PAU v Zivotnim prostiedi jsou

tak nizké, ze nehrozi bezprostiedni akutni ohrozeni lidského zdravi. [4]

12



3. VZNIK PAU V POTRAVINACH

3.1 Vznik PAU

vvvvvv

hmoty probihajici za omezeného piistupu kysliku pfi teplotdch 500-900 °C, zejména pak nad
700 °C. Vlastni mechanismus jejich vzniku spociva v pyrosyntéze z nizkomolekuldrnich

nenasycenych alifatickych uhlovodiki. Na obr.1 je ilustrovdna tvorba BaP rekombinaci

volnych uhlovodikovych radikala. [1]

Obrazek 1. Vznik BaP pyrolyzou organické hmoty [1]

Takto vznikaji PAU napt. pii spalovani fosilnich paliv. Teplota plamene a dostupnost
kysliku urcuji jejich slozeni. Mnohé paliva jiz n¢které PAU piimo obsahuji a tyto, aniz by
podlehly termické degradaci, mohou ptimo ptechazet do emisi. [1]

Prekurzorem latek ze skupiny PAU mohou byt i dalsi pfirozené slouceniny jako napf.
terpeny ¢i steroidy. Na obr. 2 jsou pro ilustraci uvedeny hlavni produkty rozkladu
stigmasterolu. DalSi vyznamnou cestou vedouci ke vzniku PAU jsou termické eliminacni
reakce benzenovych derivati. Napf. eliminaci molekuly vody z fenolovych sloucenin (X =
OH) vznika ptes 1,2-didehydrobenzen (nazyvany casto nespravné benzyn) dalsi relativni
meziprodukt benzobicyklo[2,2,2]trien a jako finalni produkt Naf. [1]

Ptispévek endogenné vzniklych PAU k jejich celkovému dietdlnimu ptijmu vSak neni

vyznamny. Ke kontaminaci potravin dochdzi vesmés exogenné. [1]

13
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Obrazek 2. Vznik BaP a BaC termickym rozkladem stigmasterolu [1]



3.2 Vznik derivati PAU

Pti hodnoceni reaktivity PAU jsou zajimavé piedev§im procesy, ke kterym dochazi
v atmosféte, nebot’ vznikajici produkty mohou posléze kontaminovat zemédélské plodiny.
Rozsah a charakter probihajicich reakci zdvisi na teploté, intenzité slunecniho zéafeni a na
koncentraci latek, jez sou schopné elektrofilni substituce aromatického jadra. Popsany byly
reakce PAU s ozonem, singletovym kyslikem, oxidy dusiku ¢i siry. S ohledem na vysokou
toxicitu vznikajicich produktii si zvlastni zminku zasluhuji reakce vedouci k nitroderivatim
PAU. Urcité mnozstvi téchto kontaminantl je do atmosféry emitovano piimo z pfislusnych
zdroji. Ve kterych se tvofi pii spalovani. K jejich vzniku mize dochézet téz radikalovymi

reakcemi v plynné fazi. [1]

3.3 Zdroje expozice ¢lovéka

K primarni expozici ¢lovéka PAU dochazi bud’ potravinami ¢i vodou (tj. peroralng),
ptipadné vzduchem (inhalaci). V uvahu pfichéazi i pfimy kontakt s kiizi (dermaln¢). Je ziejmé,
ze potraviny jsou zietelné dominantnim zdrojem PAU u nekufdkl. Dermdlni expozice je
vesmes povazovana za minoritni s vyjimkou profesné exponovanych osob.

I kdyz byla provedena tada studii zaméfenych na odhad expozice PAU potravinami,
srovnatelnost existujicich dat je limitovana rozdily ve slozeni uvazovaného potravniho kose i
spektrem sledovanych sloucenin. Jejich vyskyt je podminén zdrojem a mechanismem
kontaminace. [1]

Pro ilustraci jsou na obr. 3 uvedeny piispévky vyznamnych skupin potravinovych komodit

k dietarnimu piijmu reprezentativniho vzorku populace.
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Obrazek 3. Prispevek riznych druhti potravinovych komodit k celkovému piijmu PAU dietou
% = PAU celkem, tj. obsah Fu, Pyr, BaA, Chr, Tph, BbF, BKF, BeP, BaP a 1123-cdP [1]

Ptestoze bézné hladiny PAU v ceredliich a tucich ¢i olejich jsou oproti nékterym jinym
komoditam (napt. uzenym vyrobkim) typicky relativné nizké, jejich ptispévek k celkovému
piijmu PAU je diky vysoké spotiebé znacny. Primérny denni piijem 10 sledovanych PAU
odhadnuty v dané studii byl 3 pg na osobu a den. Odhad EPA zohlediujici nalezy celkem 16
PAU se pohybuje v rozsahu 1,6 — 16 pg na osobu a den.

Pokud jde o zastoupeni jednotlivych PAU, ¢asto co do mnozstvi nejvétsi podil na
dietarnim pifijmu PAU vykazuji Fu a Pyr, které jsou proto povazovany za dulezité
indikatorové slouceniny. Podil PAU s karcinogennim potencidlem piedstavuje podle odhadu
nékterych autort asi 30 % hm. z celkového piijmu téchto latek, pfi€emz za hlavni slozky jsou
povazovany Chr a isomery BF (60 — 90 % hm.). Z pohledu expozice PAU je nejméné rizikova
dieta s vyrovnanym poméerem komponent rostlinného a Zivoc¢isného ptivodu.

Informace o vyskytu derivati PAU v potravinach jsou velmi omezené. [1]

3.4 Vyskyt v potravinach
Sledovani Sirokého spektra PAU v tak slozitém materialu jako jsou potraviny je naro¢né a
proto se star$i prace vesmés omezily pouze na stanoveni BaP (s ohledem na jeho

karcinogenni potencial) jakoZto indikatoru kontaminace potravin rizikovymi PAU. [1]
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Obrazek 4. Alternativni mechanismy kontaminace pozivatin PAU [1]

3.5 Vyskyt v surovinach, zdroje v poZivatinach

Hlavnim zdrojem kontaminace cerstvych zemédélskych produkti a ftady dalSich
potravinarskych surovin je depozice PAU z okolniho vzduchu (parni faze, prachové castice),
v men$im rozsahu se pak uplatituje sorpce z ptidy, ptipadné z vody. [1]

Nekteré aspekty vstupu PAU do potravniho fetézce byly jiz diive diskutovany. Souhrnné
schéma zdroji PAU v pozivatinach je zachyceno na obr. 4. Je zfejmé, Ze fada potravinovych

komodit mize byt kontaminovéana soucasn¢ z vice nez jednoho zdroje. [1]

3.6 Technologické a kulinarni procesy
Nekteré zpiisoby technologického zpracovani potravinaiskych surovin a pokrmii mohou

vést ke snizeni, avSak nékdy naopak ke znacnému nérustu obsahu PAU. [1]

3.6.1 Uzeni

Ptes velkou oblibu uzenych vyrobkl je uzeni hodnoceno kriticky vzhledem k obsahu
zdravi Skodlivych latek v kouti i vzhledem k tniku koute do ovzdusi. [2]

Kromé dehtovych latek jsou v koufi zdravotné zavadné i karbonylové latky, zejména Fad,
pokud se vyskytuje ve vyssi koncentraci. [2]

Vyrobky uzené studenym koufem se neli$i v obsahu BaP vyznamné od vyrobka uzenych
horkym koufem. Pfi uzeni horkym kouiem jsou tézké molekuly PAU i v dasledku termického
pohybu molekul 1épe rozptyleny v plynné fazi a za jednotku ¢asu se piijme vice BaP. Obsah
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BaP byva vyssi u vyrobku s mensim kalibrem, které maji vyssi pomér povrchu ku objemu a
které se navic obvykle konzumuji i s obalem. Naopak u vyrobkli uzenych studenym kourem
byva doba expozice podstatné delsi. [2]

Vyssi obsahy PAU byvaji ptfi znecisténi povrchu sazemi; kouf by proto mél byt pokud
mozno zbaven pevné faze, napft. elektrofiltraci, filtraci pfes porézni material (napt. cihlovou
drt’) nebo ochlazenim. Ke snizeni obsahu PAU vyznamné ptispiva 1 vedeni delSim potrubim
od vyvijece k udirné, nebot’ se ukladaji spolu s dehtem na stény potrubi. Naopak se jejich
obsah znaén¢ zvysuje, kape-li tuk u udiren s ptimym vytapénim do hotici zony, doporucuje se
1 pouzivani stiev z plastickych hmot, ktera jsou pro PAU méné propustnd nez ptirodni stieva a
navic se pted konzumaci odstraiiuji. Celul6zova stfeva u parka snizi obsah BaP az o 70 %.[2]

Zatimco pfi spravném zplUsobu vyvijeni a Gpravy koufe je mozno udrzovat obsah BaP
v masnych vyrobcich pod 1 pgkg”, pfi nevhodném vyvijeni i uzeni jsou jeho obsahy ve
vyrobcich vyssi. U vyrobkil uzenych ,,Cerné (,,Cerné = tradi¢ni*) byvaji obsahy mnohem
vy$§i; i kdyz ani zde obvykle nepiesahuji hodnotu 5 pgkg” a velmi zde zalezi na zptsobu
vedeni procesu. Pti pouziti klimatizovanych udiren, kde se udi dlouhou dobu pfi nizkych
teplotach, jsou obsahy PAU nizké, k vysokym obsahim dochézi spiSe v pfipade, ze se
vyrobci snazi dosdhnout c¢erné barvy rychle. Vyssi obsahy PAU byvaji ve vyrobcich také pti
uzeni v ,,domacich® neregulovatelnych udirnach. [2]

Ukazuje se, Ze zptisob uzeni ma velky vliv na obsah BaP. Srovnani nékolika zptisobu
uzeni poskytlo ¢isla uvedena v tabulce 4. Ve vSech typech udiren byly parky ze stejné vyrobni
partie. Je patrné, ze parni kouf je ,,nejCist§i“, zatimco v neregulované doméci udirné jsou

obsahy zna¢né vysoké. [2]
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Tabulka ¢.3. Obsah BaP u riiznych typi udiren. [2]

Typ udirny Zpusob vyvijeni Obsah BaP [pg.kg|
Autotherm parni kouf 0,1
KUM 4 doutnani pilin 1,4
,,domaci" doutnéni/hoteni pilin 12

Uzeni masa a ryb pfedstavuje jeden z nejstarSich zplsobil zvySeni jejich udrZznosti pfi
jejich souCasné aromatizaci. Mezi vice nez 300 produkty pyrolyzy ligninu, hemicelulos,
celulosy a dalsich prirozenych slozek spalovaného dieva ¢i dievénych pilin bylo téz
identifikovano asi 70 PAU. Saze dispergované v uvoliiovaném kouii obsahuji nejvétsi podil
PAU (témét 90 %) a jsou tak hlavnim zdrojem kontaminace povrchu daného produktu.
Z tohoto divodu je vzdy nutné jejich ptimy kontakt s potravinami minimalizovat. [1]

Vysledny obsah PAU ovSem zavisi na cel¢ tadé faktori jako je druh a vlhkost
spalovaného dieva, ptivod kysliku, technika tvorby a upravy koufte, typ udiciho procesu (ten
se podle teploty v udici komote klasifikuje jako horky ¢i studeny) a vlastni délka uzeni.

Za béznych podminek vyvijeni koufe pfi spalovacich teplotach v rozmezi 500 — 700 °C
obsahuje koui znacné mnozstvi Naf, frakce karcinogennich PAU se na celkovém obsahu
Skodlivin podili zhruba z 5 %. [1]

Hladiny nejvice sledovaného BaP v uzeném mase zésadné podminuje pouzitd udici
technika (Tab.5). Velké rozdily jsou zjiStovany mezi vyrobky uzenymi v domécnosti a mezi
pramyslovymi produkty. Hladiny BaP a BaA v mase uzeném piimo nad ohném mohou
prekrogit i desitky pgkg™’, zatimco v obdobnych komerénich vyrobeich koncentrace téchto
latek b&Zn& nepifesahuji lpg.kg'. V modernich provozech je dnes vyvoj koufe Fzen
automaticky a vétSina PAU (az 90 %) se z koufe odstraiiuje filtraci, pranim a chlazenim.

Casto se té7 pouZivaji udici preparaty s kontrolovanym obsahem BaP. [1]
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Tabulka ¢.4. V1iv podminek uzeni na koncentraci BaP v uzenatskych vyrobcich srovnatelnych

parametra (povrch, obsah tuku, obal) [1]

Technika vyvijeni koure
(udici technika) Obsah BaP [ug.kg'l]
doutnavy kouf <0,1-36,3
vlhky kouf 0,1-0,8
kouf z tieciho vyvijece 0,1-4,6
horké uzeni (svétleé) <0,1-2,1
horké uzeni tmavé 0,236,2
studené uzeni (svétlé) 0,1-3,2
studené uzeni (tmav¢) 0,1-56
[1]

Znacnou roli, pokud jde o vysledny obsah PAU, hraje i druh uzeného vyrobku, konkrétné
velikost exponovaného povrchu a obsah tuku. Nejvyssi mnozstvi PAU se bézné nachazi na
povrchu, jeho difuze do hlubsich vrstev neni vyznamna. Tak napt. v kiizi uzenych ryb byvaji
nalezy PAU 4 az 24 krat vyssi v podpovrchovych vrstvach. Obdobnou bariérou proti priniku

PAU do jedlého podilu jsou riizné syntetické obaly. [1]

3.6.2 Grilovani

BaP se vSak dostava do masa i mastnych vyrobki 1 pii grilovani nad difevénym uhlim
(vychazi-li se z borového dieva, byva obsah az 190 pgkg") nebo opékani ptimo nad ohném
(pouli¢ni stanky s opékanymi uzeninami, opékani Spekacki ,,na tdboraku*). [2]

Grilovani (pfipadné peceni na rostu) je dalsi tepelnou upravou, kterd muze za urcitych
okolnosti vést k velmi zavaznému nardstu jak endogennich tak exogennich PAU v daném
produktu. Zdrojem kontaminace jeho povrchu mohou byt nasledujici:

» produkty pyrolyzy tuku skapavajiciho na horkou topnou plochu ¢i zhouci
palivo
» produkty pyrolyzy pouzitého paliva
produkty pyrolyzy grilované suroviny vznikajici pfi kontaktu s plamenem endogenné

pritomnych prekurzora. [1]
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Zasadni vliv zptisobu grilovani na hladiny BaP v grilovanych parcich ilustruje tab. 5. Je
patrné, ze z hygienicko-toxikologického hlediska je znacné rizikové zejména opékani

v pfimém plameni. [1]
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Tabulka &.5. Hladiny BaP v grilovanych parcich” [1]

Primérny obsah

Rozmezi hodnot

Zdroj tepla [ng.kg] [ng.kg'|

smazici panev 0,1 nedetegenovano-0,2
elektricka trouba |0,2 0,1-0,3

dievéné uhli 0,3 nedetegenovano-1,0
smrkové Sisky 18 2-31

Polena 54 6-212

zhavé uhliky 8 <1-25

YPavodni obsah 0,2 pgkg™. [1]

3.6.3 Prazeni, susSeni

v ojedinélych piipadech az 100 pg.kg”. Byl nalezen napt. v zeli (az 25 pg.kg™), $penatu (7,4
ngkg™), hlavkovém salatu (12,8 pug.kg™), &aji (21,3 pgkg") a chlebu (1,27 ng.kg™). Nalezy
BaP v produktech jako je kéava, kdvovinové ndhrazky aj. poZivatiny suSené¢ nepiimym
ohfevem jsou vesmés nizké, Casto pod hodnotami 0,1 pgkg'. Vyssi ndlezy lze oSekavat

v pripad¢ kontaktu suroviny se splodinami hofeni. Moznym zdrojem PAU napfi. pfi vyrobé

BaP vS8ak neni jen v masnych vyrobcich, v rostlinnych potravinach ho byva zietelné vice,

piva a whisky je slad, ktery byva n¢kdy susen piimym ohievem. [1]
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4. LEGISLATIVNI ASPEKTY PAU V POTRAVINACH
vyhlaska &.53/2002 Sb., &ast 15 PAU.

Pod pojmem PAU se rozumi BaA, BbF, BkF, Chr, DbahA, BaP, 1123-cdP, DBaiP,
DBahP. Piipustné mnozstvi je stanoveno pro jednotlivé latky jednotlivé. Celkovy obsah

vyjmenovanych latek v potraviné nesmi piekrocit desetindsobek NPM. [13]

Tabulka €.6. Piipustné mnozstvi vybranych potravin [13]

NPM
Potravina [ng.kg']
masné vyrobky, ryby uzené 3
kava prazena 2
obili 2
ryby 1
ovoce 2
zelenina listova 2
tuky 2
latky uréené k aromatizaci 1
napoje, pivo, vino, ¢aj (vyluh pfipravovany dle navodu, pfipadné podle CSN
ISO 3103 (580420) Caj. Ptiprava nalevu pro senzorické hodnoceni) 0,5
lihoviny 1
potraviny obecné A 1
potraviny obecné B 10

[13]

Pokud jde o ptitomnost PAU v uzenych vyrobcich a problémech se spravnym stanovenim
a vyhodnocenim u ménicich se koncentraci jednotlivych karcinogent s riznym biologickym
efektem, pak byl BaP v Némecku vybran jako hlavni indikator celkového mnozstvi PAU
pritomnych v uzenych vyrobeich, pfi maximalni koncentraci 1 pgkg' BaP v uzenych
vyrobcich, jenz byla dana v platnost od roku 1973 navzdory faktu, Ze BaP pfedstavoval pouze
zhruba 1 az 20 % celkovych karcinogennich PAU. Pozdéji v jinych zemich jako Rakousko,
Ceska republika, Svycarsko, Italie a Slovensko pfijali stejné omezeni, jenZ platilo pouze do
vydani Natizeni EC ¢.1881/2006. Pokud jde o SFA JECFA pfijalo normy, které vyzadovaly,

aby koncentrace BaP neptesahly limit 10 ugkg'. Pro potraviny aromatizované SFA uréila

vvvvv
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U pitné vody pak nesmi dojit k piekrogeni koncentrace 0,02 mmol kg™ [11]

Pokud jde o polycyklické aromatické uhlovodiky, Védecky vybor pro potraviny dospél ve
svém stanovisku ze dne 4. prosince 2002 k zavéru, ze fada PAU jsou genotoxické
karcinogeny. Spolecny vybor odborniki FAO/WHO pro potravinaiské piidatné latky
(JECFA) provedl v roce 2005 posouzeni rizika PAU a urcil hranice expozice (MOE) pro PAU
jako voditko pfi ur€ovani sloucenin, jez jsou genotoxické i karcinogenni. Podle Védeckého
vyboru pro potraviny lze BaP vyuzit jako indikator vyskytu a ucinku karcinogennich PAU v
potravindch, vcetn¢ BaA, BbF, BjF, BkF,BghiP, Chr, CPcdP, DBahA, DBaeP, DbahP,
[123cdP a 5-methylchrysenu. [22]

Aby se pfi pristim pfezkoumani védelo, zda je vhodné nadale vyuzivat BaP jako indikator,
je tieba provést dalsi analyzy ptislusnych podil téchto PAU v potravinach. Rovnéz by mél
byt s ohledem na doporuc¢eni JECFA analyzovéan Bc¢F. [22]

Potraviny mohou byt kontaminovany PAU béhem uzeni, zahfivani nebo suseni, kdy mtlize
dojit k pfimému kontaktu potravin s produkty spalovani. Znecisténi zivotniho prostfedi miize
rovnéz zpusobit kontaminaci PAU, zvlasté v ptipadé ryb a produktti rybolovu. [22]

V ramci smérnice 93/5/EHS byl v roce 2004 proveden samostatny ukol védecké
spoluprace ,,Sbér udaji o vyskytu PAU v potravinach®. Vysoky vyskyt byl zjiStén v suSeném
ovoci, olivovém oleji z pokrutin, uzenych rybach, oleji z hroznovych jader, uzenych masnych
vyrobcich, zivych mlzich, kofeni/omackach a chutovych ptisadach. [22]

V zajmu ochrany vetejného zdravi je nezbytné stanovit maximalni limity BaP v nékterych
potravinach, které obsahuji tuky a oleje, a v potravinach, u kterych uzeni nebo suSeni mtze
zpisobit vysokou Urovenn kontaminace. Maximalni limity jsou nezbytné rovnéz u potravin,
zejména u ryb a produkti rybolovu, u nichz vysokou troven kontaminace muze vyvolat
znecisténi zivotniho prosttedi, naptiklad v dasledku uniku ropy z lodi. [22]

V nékterych potravinach, naptiklad v suSeném ovoci a potravinovych dopliicich, byl
zjistén BaP, ovSem dostupné tdaje jednoznacné neprokazuji, jaké limity jsou rozumné
dosazitelné. Ke zjisténi, jaké limity jsou v téchto potravinach rozumné dosazitelné, je tieba
dalSiho Setfeni. V mezidobi se pouziji maximalni limity pro BaP v pfisluSnych potravinovych
slozkéch, napft. v olejich a tucich uzivanych v potravinovych doplicich. [22]

Maximalni limity PAU a vhodnost stanoveni maximalniho limitu PAU v kakaovém maslu
je tfeba piezkoumat do 1. dubna 2007 s ohledem na pokrok ve védeckych a technologickych
poznatcich o vyskytu BaP a dalSich karcinogennich PAU v potravinach. [22]
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5. METODY POUZIVANE KE STANOVENI PAU

PAU jsou obvykle zastoupeny v potraviniach v fadech pgkg™”. Proto je postup analyzy
nasledujici:  extrakce/hydrolyza, rozd€leni faze kapalina/kapalina, Cistici proces,
zakoncentrovani, chromatograficka separace a samoziejmé¢ samotné stanoveni. Ackoliv jsou
vyhodnoceni skute¢nych rizik, a to z divodu, Ze napt. BaP je velmi silna karcinogenni latka,
avSak karcinogenni aktivita jeho izomeru BeP je naopak nizka. Metodika stanoveni PAU byla
siln€¢ ovlivnéna stupném vyvoje chromatografickych metod. Na pocatku byla separace
izomerti BaP pomoci papirové ¢i kolonové chromatografie prakticky nemozna. S ohledem na
komplex smési PAU, pritomnost riznych rusivych latek a potiebu vyhodnotit opravdu
skutecné koncentrace nebezpecnych latek, bylo nutné piedejit problémim tykajicich se tzv.
,benzopyrenovych frakci®, jenz se v této dobé skladaly z BaP a jeho izomerti BeP, BkKF, BbF
aj. [10]

Vroce 1968 na spolecném zaseddni IUCC a IUPAC spolecné pracujici skupina
specifikovala urcité ptipustné analytické metody, kterymi mohou byt separovany alespon
BaA, BaP, BeP, BghiP, Pyr, BKF a Kor. Studia specifickych metod pro BaP a hlavni postup
pro stanoveni PAU byla urcena pod zastitou AOAC a IUPAC. Proces spocival v pocatecnim
zmydelnéni vzorku v ethanolovém roztoku hydroxidu sodného, nasledoval castecny krok
mezi DMSO a alifatickym rozpoustédlem a kolonova chromatografie na deaktivovaném

Florisilu. [10]

Tato metoda byla ptijata AOAC oficidlni prvni c¢innosti metody v roce 1973 a byla
uznana jako doporu¢ena metoda IUPAC. Statistické vyhodnoceni dat ziskanych laboratornimi
testy, v nichZ vzorky Sunky byly obohaceny o BaP, BeP, BaA, BghiP na troveii 10 pgkg” a
analyzovany pomoci zminéné metody, vykazovaly chybu mezi 7,4 a 12 %. Na zaklad¢ tohoto

vysledku se stala tato metoda oficialni metodou AOAC. [10]

Vybér vhodné analytické metody pro findlni stanoveni PAU je ovlivnén predevs§im
komplexnosti a koncentratnimi proporcemi analyzovaného vzorku. Nezahrnuje-li vzorek
prili§ Siroké spektrum PAU, lze obsah jednotlivych komponent stanovit pfimo bez nutnosti

separace s vyuzitim vysoce citlivych fluorimetrickych spektralnich metod. Vétsinou jsou vsak
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analyzované vzorky natolik slozité, Ze je nezbytné pted vlastni identifikacni a kvantifika¢ni
krok pfedfadit ucinnou separacni techniku, nejcastéji plynovou nebo kapalinovou
chromatografii. Analyza PAU pomoci plynové chromatografie je v soucasnosti v prevazné
mife provadéna na vysoce ucinnych kiemennych kolonach s chemicky vazanou, zpravidla
sttedné¢ polarni polysiloxanovou, staciondrni fazi. Z detekénich technik nachazi kromé
univerzalni plameno-ioniza¢ni detekce (FID) stale SirSi uplatnéni pfimé spojeni plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Vysoce perspektivni pro identifikaci
izomernich PAU se ukazuje spojeni plynové chromatografie s UV detektorem, schopnym
m¢étit UV absorpcni spektra separovanych slozek v plynné fazi. [9]

Vyznamné misto v analytice PAU zaujima kapalinovd chromatografie, v soucasnosti
provozovana vyhradné ve vysokoucinné modifikaci na kolonovych néplnich s velikosti ¢astic
pod 10 pm nepolarniho charakteru (RP-HPLC), nejcastéji silikagelu s chemicky vazanymi Cig
fetézci, v kombinaci s vodnou poldrni mobilni fazi (metanol-voda, acetonitril-voda).
Podstatny vyznam pro uspéch analytické operace ma rovnéz volba selektivni a citlivé
detek¢ni koncovky. Z kapalinové chromatografickych detektort v ptipadé PAU prichazeji do
uvahy piedev§im ty, které pracuji na principu absorpce UV zafeni a fluorescence.
Nejmoderngj§i a nejvykonnéjsi kapalinové chromatografickou identifika¢ni techniku
predstavuji detektory schopné méfit UV absorpcni nebo fluorescencni spektra separovanych
slozek "on-line" na vystupu z kolony, tzv. "diode array" detektory a detektory s rychle
pohybujicim se monochroméatorem. [9]

PAU v potravinach pfedstavuji jen ¢astecny problém z hlediska zneciSténi PAU v celém
zivotnim prostfedi. Mnoho slou¢enin PAU — zhruba 100 jich bylo izolovano a stanoveno
v potravinach i zivotnim prostfedi — pfedstavuje skutecnou vyzvu pro moderni analytické

metody. [11]

Riizné chromatografické postupy, vcetné¢ kolonové, papirové a TLC, byly pouzity na
izolovani téchto latek z kontaminovanych vzorkd. Nékteré z téchto metod se osvédcCily pro
ziskani pfijatelnych vysledk, obzvlaste pfi stanoveni jednotlivych PAU (napt. BaP). Jelikoz
se tyto kontaminanty vyskytuji jakozto komplexni smés PAU, analytické metody jsou potieba
k oddéleni a urceni riznych typi PAU. Spolehlivé ur€eni kontaminace potravin a ostatnich
slozek Zivotniho prostiedi vyzaduje stanoveni riznych PAU hlavné z pohledu vyznamnych
rozdila v jejich mutagennim a karcinogennim potencidlu jednotlivych slouc¢enin. GC a HPLC

jsou nejcastéji pouzivanymi technikami ke splnéni analytickych pozadavki. Problémy
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vznikaji pfi odebirani vzorkd, jejich pfipravé a urceni chromatografickych podminek.
Analytické procesy na stanoveni PAU v potravinach byly pfezkoumavany a rozsédhle

diskutovény. [11]
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5.1 Priprava vzorki

Piiprava vzorkl a nasledné vyc¢isténi jsou nezbytné kroky pro ziskani vhodnych vysledka
v analyze PAU v potravinach. Nékteré druhy vzorkG (voda) vyzaduji jen minimdlni
zpracovani, avSak jiné vzorky, jako napf. potraviny, vyzaduji pfed samotnou HPLC analyzou

izolace PAU z celkové matrice. [11]

Nejvice extrakénich metod pouzitych na PAU je zaloZeno na metodé Grimmera a
Bohnkeho (1975) s upravami dle riznych druhii vzork materidlu. Hlavni postup (Obana a

kol., 1984) je popsan strucné. [11]

Rozemlety vzorek materidlu (potraviny) se zahiiva pod refluxem v ethanolovém nebo
methanolovém roztoku KOH az do rozruseni tkané ¢i bunéénych struktur a do zmydelnéni

estertt mastnych kyselin. [11]

PAU jsou poté extrahovany nepoldrnim rozpostédlem (n-hexan) a pieneseny do vrstvy
DMSO [uprava Haenni a kol. (1962)]. Po zifedéni vodou a re-extrakei v n-hexanu je vzorek
promyvan kolonovou chromatografii na oxidu kiemic¢itém a/nebo oxidu hlinitém. Frakce takto
promyta kolonou je dale analyzovana pomoci HPLC nebo GC. Tento cely proces je ilustrovan

v tabulce 7. [11]

Deaktivovany Florisil (Basu a Saxena, 1978) byva pouzivan v tomto kolonu

promyvajicim kroku v rtiznych aplikacich. [11]
Tabulka ¢.7. BéZzny proces na oddéleni PAU [od Obana a kol., (1984).] [11]

Vzorek (10 az 30 g) — zmydelnén s 1,5 N KOH-EtOH a vody; extrakce pomoci n-hexanu

!

Vrstva n-hexanu — promyvani s vodou; extrakce s DMSO

!

Vrstva DMSO — pfidani vody, extrakce za pomoci n-hexanu

l

Vrstva n-hexanu — promyvani vodou; dehydrace pomoci bezvodého Na,SO4, zakoncentrovani
na 5 ml
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!

Kolonova chromatografie — nahote, oxid kiemicity; dole oxid hlinity. Prvni frakce

promyvana n-hexanem, druhd frakce promyvana 15 % diethyléterem v n-hexanu

!

HPLC-FD — druhé frakce

Alternativni metoda pfipravy vzorkl zaméfend obzvlasté na extrakci BaP byla objevena
Gertzem a kol. (1981). Namisto zmydelnéni alkoholickym KOH, neiontovou povrchové
aktivni latkou (Triton 100), je pouzita kombinace s petroleum etherem na extrakci PAU ze
surového materialu. Postupné se BaP — i ostatni PAU obohacuji o kyselinu mravenc¢i — kofein
az do vytvoteni rozpustnych komplexii. PAU jsou pak opét extrahovany petroleum etherem a
dale ciStény chromatografii na Sep-Pak kazeté pred podrobenim HPLC analyze. Byly

vyvinuty i dal§i metody — bez zmydelnéni ¢i jiného zpracovani za pomoci tenzidh. [11]

29



5.2 Chromatografie

Princip chromatografie. Chromatografie je separacni metoda, tedy metoda, pii které se
odd¢€luji — separuji slozky obsazené ve vzorku. Svym urenim je to predev§im metoda
kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku. V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze. Staciondrni faze je nepohybliva, mobilni faze je pohybliva.
Vzorek umistime na zacatek stacionarni fdze. Pohybem mobilni faze pfes stacionarni fazi je
vzorek touto sestavou unasen. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany, a proto
se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrzi slozky, které jsou stacionarni fazi poutany silnéji. Tim se
postupné slozky od sebe separuji a na konec stacionarni faze se dostavaji diive slozky méné

zadrzované. [7]
5.2.1 Chromatografie na tenké vrstvé

TLC ptedstavuje stars$i analytickou metodu pro stanoveni PAU v rGznych potravinovych
matricich. Haenni aprojednaval rozvoj analytickych nastrojii jak pro kontrolu PAU v
potravinatskych aditivech, tak v samotnych potravinach, pouzitim ultrafialové normy
pohybujici se uvnitt specifické sféry vlnovych délek. Zato Schaad (1970) zhodnotil rtizné
chromatografické délici postupy vcetné TLC. White a kol. (1971) vyuzZival 2 systémy pro
oddéleni jednotlivych PAU. Prvni byl zaloZzen na pouziti 20% N,N-dimethylformamidu
v ethyletheru jakozto stacionarni fazi a isooktanu jako fazi mobilni. Fluorescen¢ni bod byl
vyryt do celulozové vrstvy a vymyvan horkym methanolem. Ve druhém systému
vyuZivajicim ethanol — toluen — vodu (17:4:4) byl vzorek po zakoncentrovani vyuZivan jako
vyvijec. Fluorescencni bod byl dale promyvan na vrstvé acetylované celulozy a ultrafialové

spektrum bylo zaznamenavano oproti izooktanu ve zminéné bunce. [10]

Dosazené maximum bylo srovnano se zndmym spektrem PAU ziskaného ze stejného
instrumentalniho stanoveni. Odhad mnozstvi uréenych sloucenin byl vytvofen na zaklad¢
techniky zékladni ¢ary ve spojeni se spektrem téchto PAU a jejich identifikace byla
provedena na zdkladé spektrofotofluorimetrie. Tato metoda se stala roku 1974 zakladni

metodou AOAC. [10]
5.2.2 Plynova chromatografie

Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery jej dale unasi kolonou. Proto se mobilni faze

nazyva nosny plyn. Aby vzorek mohl byt transportovan, musi se ihned pfeménit na plyn.
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V kolon¢ se slozky separuji na zaklad¢ rizné schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Slozky
opoustéjici kolonu indikuje detektor. Signal z detektoru se vyhodnocuje a z casového pribéhu

intenzity signalu se urci druh a kvantitativni zastoupeni slozek. [7]

Pro nutnost pfemény analyti v plyny mizeme separovat takové latky, které maji
dostate¢ny tlak nasycenych par, jsou tepelné stalé a maji relativni molekulovou hmotnost
mensi nez 1000. Obecné mize byt plynova chromatografie pouzita k separaci plynti, vétSiny
nedisociovanych kapalin a pevnych organickych molekul a mnoha organokovovych latek.
Neni pouZitelna pro separaci makromolekul, organickych a anorganickych soli. Castym

postupem je chemicka zmeéna analyti nevyhovujicich vlastnosti na derivaty, které mohou byt

v analyze plynovou chromatografii pouzitelné. [7]

Obrazek 5. Schéma plynového chromatografu [7]
Plynovy chromatograf

Zdrojem nosného plynu je tlakova lahev obsahujici vodik, dusik, helium nebo argon. Druh
plynu je urcen jeho ukolem unasSet vzorek kolonou a potifebou inertniho chovani vii¢i jeho
slozkam. Proto nemd pfimy vliv na separaci. Pfi volbé plynu také hraje roli potfeba netoxicity,

bezpecnosti prace a nizsi ceny. Hojn€ vyuzivany vodik ma zasadni nevyhodu — je hoflavy a
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expolzivni, piipadn¢ schopny hydrogenace nékterych latek, které pak detekuje navic. Volba

nosného plynu je ¢asto ur¢ena druhem kolony a detektoru. [7]

Cistici zafizeni zachycuje vlhkost a nelistoty vnosném plynu. Zbavuje nosny plyn
nezadoucich stop ostatnich plynl. Zejména odstraiiuje stopy reaktivniho kysliku, ktery

nevratné poskozuje stacionarni fazi v koloné. [7]

Regulacni systém zajiStuje staly nebo programové se ménici prutok nosného plynu.
Elektronickou regulaci lze docilit stanoveného priitoku i pfi zménach teploty béhem separace.

[7]

Davkovac slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu. Technika davkovani musi
zajistit odpateni vzorku v co nejkrat$im Case. Roztoky davkujeme injek¢énimi stiikackami (0,1
— 10 pl) ptes pryzové septum. Hovoifime o néstiiku vzorku. Pro plynné vzorky se pouZzivaji

plynotésné injekeni stiikacky nebo obtokové davkovaci kohouty riznych konstrukei. [7]
Zname rizné metody nastfikovani:

» Nastiik od kolony (on column) je zakladni metodou u napliovych kolon. Davkuje se 1
az 10 pl vzorku. Je preferovan i pro kapilarni kolony vétsi svétlosti (od priméru 0,25
mm) s pouzitim nastfikové jehly pro 0,2 — 2 pl vzorku. Horni ¢ast kolony je zahtivana
na teploto 10 — 30 °C niz$i nez je teplota varu rozpoustédla. Vzorek musi byt rychle
nastiiknut a vytvofit kapalny film na sténé¢ kolony. Po 30 — 60 s se teplota kolony
prudce zvysi, aby nastalo odpateni.

» Nastrik pomoci dé€lice toku (split injection). Tensi kapilarni kolony maji malou
kapacitu, proto se zejména u koncentrovanych vzorkli musi pomoci délice toku
(splitter) jeho €ast s nosnym plynem oddélit. Do kolony se dostava jen definovany
zlomek nasttikovaného mnozstvi (zpravidla 0,1 — 10 %), které byva v intervalu 0,1 — 2
ul. Sklenéna vata v odpafovaci trubici zajiStuje homogenni odpatfovani a U¢inné
promichani vzorku pred vstupem do kolony.

» Nastiik bez délice toku (splitless injection). Metoda je vhodna pro relativné velké
objemy (0,5 — 5 pl), které je nutno pouZzit pro stopovou analyzu. Pouziva se totéz
zafizeni jako s délenim toku, ale obvod dé€lice je uzavien. Vzorek se davkuje pomalu
do odparovaci trubice a necha se asi 60 s odpafovat. Poté se provede oplach septa.
Dlouha doba vstupu vzorku do kolony by vedla k rozsifeni zon. Tomu se branime

pomoci Grobovy metody. Tato metoda vyuziva rozpoustédla s vyssi teplotou varu
32



(napft. oktanu), které kondenzuje a vytvoii kapalny film v hlavé kolony. V ném jsou
pohlceny vSechny analyty.Jakmile jsou analyty zachyceny a je proveden oplach septa,
je zvySena teplota kolony a separace muiize probihat. [7]

» Koncentrator na pocatku kolony. Je oblibenou metodou zachycovani vzorku ze
vzduchu nebo vodného roztoku na adsorbent, jako je porovity polymer nebo
grafitizované saze. Vzorek je pak termicky desorbovan piimo do kolony. Uéinnou

moderni metodou je aplikace mikroextrakce pevnou fazi. [7]
Kolony v plynové chromatografii

» Naplinové kolony jsou trubice naplnéné sorbenty nebo nosi¢i pokrytymi kapalnou fazi.
Jsou vyrobeny z oceli nebo skla. Vnitini primér kolony je 2 az 3 mm, délka 1 az 3 m.
Maji vyssi kapacitu nez kapilarni kolony. Piiklady néaplni absorbenti pro adsorpéni
chromatografii jsou silikagel, grafitizovany uhlik a alumina (oxid hlinity). Jako
molekulova sita se pouZzivaji hlinitokfemicitany. Nosice kapalné faze pro rozd€lovaci
chromatografii byvaji napt. na bazi kiemeliny (oxid kfemicity). Upravuji se tak, aby se pfi
separaci neuplatiiovaly jejich adsorp¢ni schopnosti, protoze separace slozek mezi nosnym
plynem a zakotvenou kapalnou stacionarni fazi ma probihat pouze na principu
rozdélovani. Mikronapliiové kolony jsou moderni u¢inné népliiové kolony, které mayji
maly primér a obsahuji velmi malé ¢astice naplné (naptiklad priméru pouhych 10 pm 1
mén¢). Proto je pii stejné délce jako u bézné délce jako u bézné napliové kolony
dosahovano vyssi u¢innosti separace. [7]

» Kapilarni kolony vyuzivaji jako nosiCe stacionarni faze své vnitini stény. Vyrabéji se
obvykle z taveného kiemene. Vnitini primér kolon je v intervalu 0,1 — 0,6 mm, tloustka
filmu stacionarni faze 0,25 — 5 um, délka 15 — 60 m, kapacita 50 ng — 15 pg a G¢innost
1000 — 3000 teoretickych pater na 1 m. Pro vétSinu aplikaci postacuje délka kapilary 30
m. Vétsi prumér kolony ddva moznost pojmout vice vzorku. Pouziti mensich priméra
kolon vede k vys$i ucinnosti, ale nizsi kapacité. UZSi kolony nemohou byt tak dlouhé,
protoze by byl prodlouZen Cas separace. Obecné tedy plati, Ze roste-li vnitini primér a
tloustka staciondrni faze, i€innost separace se snizuje. Kapalina je obalena polymidovou
vrstvou, kterd dava kiehkému materidlu kolony pruznost a brani ho pted zlomenim.
Kolonu chrani do teplot 350 °C; termicky stabilnéjsi hlinikova vrstva miize byt pouzita do

425 °C (maximalni teplotu ale urcuje stabilita zakotvené staciondrni faze a analyti). [7]
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Stacionarni kapaliny by mély dobfe rozpoustét separované latky a samy byt teplotné stalé
a malo te¢kavé. Mély by pevné ulpivat na nosici, aby nedochazelo k jejich vymyvani z kolony.
Hojn€ vyuzivanym feSenim je chemické zesitovani staciondrni faze a pifipadné navazani

kovalentni vazbou na nosic. [7]

Volba stacionarni faze je obvykle rozhodujici pro vybér vhodné kolony pro nas vzorek.
Dutlezitd je polarita separovanych slozek. Nepolarni slouCeniny jsou obvykle sloZzeny jen
z uhlikovych a vodikovych atomt. Pro nejbéznéjsi analyzy smési alkanti pouzijeme nepolarni

kapilarni kolony. [7]
Detektory v plynové chromatografii

Nosny plyn z kolony protéka detektorem, ktery reaguje na pfitomnost analytu a vysila
signal, jenz je zaznamendvan v zavislosti na case. Detektor sleduje takovou vlastnost plynu
z kolony, kterd zavisi na druhu a koncentraci slozek (analytickd vlastnost). Musi mit
dostatecnou citlivost (nizky detekéni limit) a jeho odezva by méla byt linearni funkci obsahu
analytu. Citlivéjsi detektor zméni signal pii urcité zméné obsahu slozky vice nez detektor
méne citlivy a je schopen detekovat nizs$i nejmensi postiehnutelny obsah slozky. Dulezitym

pozadavkem je vysoka selektivita pro stanovované analyty. Nejpouzivanéjsi jsou tepelné-

vodivostni detektor, plamenovy ioniza¢ni detektor a detektor elektronového zachytu. [7]
» lonizaéni detektory

Funkce ionizacnich detektorii je zaloZzena na vedeni elektfiny v plynech. Zdkladem
aparatury je izolovanad nadoba, kterou proudi plyn pfes dvé kovové desky (elektrody), mezi

nimiz je elektrické pole.

» Plamenovy ionizaéni detektor (Flame Ilonization Detector — FID). Molekuly plynu se
ionizuji v kyslikovodikovém plameni a vedou ionizacni proud mezi elektrodami.
Nosny plyn se pted vstupem do hotédku misi s vodikem, vzduch je ptfivadén z vnéjsku.
Pritomnost slozek zvysi ionizaci a elektricky proud se zvétsi. Detektor je velmi citlivy.
Detekéni limity jsou v pikogramech analytu. Jako nosny plyn se hodi nejlépe dusik,
ale pouzitelné jsou 1 ostatni nosné plyny. Detekuje prakticky vSe, s vyjimkou
anorganickych par a plynil (necitlivost na vodu sice nabizi moznost jejiho pouziti jako

rozpoustédla, ale voda snizuje odezvu detektoru a a miize az zhasnout hotéak).
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Organické latky se teplem plamene $tépi na radikaly, které s vodikem v redukéni ¢asti
plamene davaji radikaly -CH. Ty se oxiduji za vzniku iontit CHO" a elektrontl, coZ je
rozhodujici pro odezvu detektoru. Ionty zanikaji rekombinacnimi reakcemi, napf.
s vodou (vznik iontu H;O", ktery posléze zachyti elektron za vzniku vody a radikalu
‘H) a s heteroatomy molekul organickych sloucenin. Odezva detektoru roste s poctem
uhlikovych atomii poskytujicich ionty CHO" a klesa s pfitomnosti heteroatomi

v molekule. Proto je detektor velmi citlivy na uhlovodiky. [7]
Pracovni techniky plynové chromatografie

Elucni metoda je zalozena na vymyvéani jednorazové davkovaného vzorku nosnym
plynem. Vzorek se davkuje najednou do proudu nosného plynu pied vstupem do kolony.
Z kolony vychazi nejdiive ta slozka, kterd se nejméné zachycuje na stacionarni fazi. Cas, za
ktery slozka vyjde z kolony, je za danych experimentalnich podminek pro ni charakteristicky.
Proto se tento udaj vyuziva pro jeji identifikaci. Vznikly chromatogram je tvoien sérii
elucnich kiivek neboli pikli. Zaznamenava se signal z detektoru v zavislosti na ¢ase nebo
proteklém objemu nosného plynu. Kvantitativni zastoupeni sloZky urcuje plocha uzaviena
jejim pikem. Mobilni fazi pti eluéni metodé oznacujeme jako eluent, z kolony vychazi eluat.

[7]

Tato technika je zdaleka nejbézné;jsi. Provadéni za stalych podminek je vhodné pro smési,
jejichz slozky se jen malo 1isi svymi fyzikélnimi charakteristikami. Pti velkych odliSnostech
mohou nékteré slozky opustit kolonu rychle, jiné se v ni zdrZovat pfili§ dlouho. Pro tyto
ptiklady se pouziva programova plynova chromatografie, v niz se béhem separace méni

teplota nebo pritok nosného plynu podle urcitého programu. [7]
Popis chromatogramu

PopiSme idealni chromatogram, ktery vznikl pouzitim elu¢ni metody pro vzorek slozeny
z inertu a slozky A. Inert je latka, ktera se viibec nezachycuje v koloné a pohybuje se kolonou

stejnou rychlosti jako nosny plyn.

P, vyska piku
) ST sitka piku v zékladn¢
) 47 NSO Sitka piku v poloving vysky
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Aeiveiaiiaennn, plocha piku

Y a Y, souvisi sucinnosti separace, 4 a h skvantitativnim zastoupenim slozky.
Zadrzovani rozpusténé latky stacionarni fazi zptsobuje, ze kolonou migruje mensi rychlosti
nez je prumérna rychlost mobilni faze. Molekula slozky stravi v koloné urcitou dobu, ktera se
nazyva retencni Cas fz. Tato doba se d€li na Cas, ktery molekula setrvava v mobilni fazi —
mrtvy retencni Cas ) a €as straveny ve stacionarni fazi — redukovany retencni Cas ¢'z. Tyto

Casy spliuji retencni rovnici:
Rovnice 1 tr=ty+thr

Pro inert, ktery se nepoutd na stacionarni fazi a putuje stejnou rychlosti jako mobilni faze,
je retenni Cas totozny s mrtvym retencnim ¢asem. Reten¢ni charakteristiky se pouzivaji ke
kvalitativni analyze, protoze v danych podminkach miizeme konkrétni slozku charakterizovat

jejim retenénim nebo redukovanym reten¢nim ¢asem. [7]
Vlastni stanoveni pomoci GC

V dnesni dobé je GC Siroce pouzivana metoda, co se stanoveni PAU v potravinach tyce.
Stanoveni velkého mnozstvi PAU ve vzorku vyzaduje kolony s vysokou ucinnosti.
K odd¢leni nékterych rozhodujicich dvojic PAU stejné tak jako isomerii methylderivath
urcitych PAU slouzi kapilarni kolony (50 mx0,3 az 0,5 mm), které¢ mohou docilit az 50 000 —
70 000 HETP, a jsou pro dany krok obzvlasté¢ vhodné. Sériové vyrabéné kolony pouZivané na
stanoveni PAU maji niz§i HETP hodnoceni, konkrétné mezi 20 000 a 30 000. Dv¢ stacionarni
faze, OV-17 a OV-101 byly pouzity pro oddéleni BaP od BeP, DajA od DahA a Phe od Ant.
Uspé&sné oddéleni Chr od BaA se zdafilo pouZitim stacionarni fize OV-17. Oddéleni BbF, BjF
a BKF izomer pomoci sériové vyradbénych kolon nebylo moZné. Radecki a kol. (1978)
Testoval rizné stacionarni faze (GE SE 30; OV-1; SE-52; OV-7; OV-101; BMBT; BBBT) na
chromosorb W, chromosorb W HP, Gas Chrom a Diatomit CQ podpory sériové vyrabénych
kolon ke zdokonaleni piesné GC metody na analyzu BaP v SFA. Nasledujicim experimentem
byla separace BaP od BeP a Per, pii¢emz bylo zjisténo, Ze neni mozné pouzit stacionarni fazi
SE 30, OV-1, SE-52, OV-7 a OV-101. Nematické faze poskytuji dobrou separaci BaP od jeho
izomert, avSak nejsou vhodné pro analyzu s ohledem na jejich Spatnou termickou stabilitu.
Detekce PAU neptedstavuje zadny problém, nebot FID odezva je stejna pro vSechny
sloudeniny a je linearni v pomérné velkém koncentraénim rozsahu (okolo 1 az 10°) dle jejich

uhlikatého obsahu. Nicméné pouziti FID je nékdy podminéno potiebou velmi dokonalého
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Cisttho procesu s doprovazejicim rizikem velkych ztrat a neproveditelnosti kladné

identifikace. [10]

MSD se rovnéz pouziva pro stanoveni PAU v mnoha piipadech. Obzvlasté pouziti MSD
v SIM modu zkracuje Casovou stranku Cisticiho procesu a je doporucena zejména pro

qantitativni anlyzu. [10]

ITD ma oproti diive tradicnimu MSD fadu vyhod. ITD vyuziva elektrického pole
k zadrzeni iontd uvnitt tzv. storage regions. ITD je potom snima az do hmotnostni oblasti
zpusobujici, ze ionty se nasledné katapultuji ze své sféry od nizké do vysoké hmotnosti.
Vystielené ionty jsou pak detekovany klasickym elektronovym nasobi¢em. Charakteristika
ITD je zaloZena na ionizaci a hmotnostni analyze ve stejnou dobu. Tim se 1i$i od obvykle
pouzivaného MSD, ktery vyzaduje oddélené misto pro vznik ionizace, zaostiujici zafizeni a

analyzator s pfislusnou malou chemickou vychylkou. [10]

Mnohdy je prosté oddéleni izomerli celkem zdvazny problém a to do té doby, dokud se

nepouziji kapilarni kolony. [10]

Dennis a kol. (1984) neodseparoval BjF od BkF, Speer a kol. (1990) neodd¢lil Chr od
Tph, BbF, BjF a BkF a ostatnich, ani DahA od DacA. Problému oddéleni Chr od Tph se
rovnéz ve své praci vénuje Gullién a kol. (2000) Wise a kol. (1993) psal zase o riznostech

v oddélovani izomerii BbF a BkF. [24]
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Tabulka ¢.8. Postupy izolace a GC podminky pouzivané pro stanoveni PAU v uzenych

masovych vyrobcich [10]

Kolona/stacionarni
Vzorek Priprava vzorku faze Teplotni program Detekce Zdroj
80°C po 0,5 min —
Zmydelnéni smési ethanolu, vody a KOH, extrakce 25 mx 0,2 mm 230°C po 8°C/min
grilované cyklohexanem, pfedrozdéleni SPE na Isolute kapilarni —300°C po
parky aminopropyl a Cyz kolonach kolona/SPB-5 5°C/min MSD [25]
25 mx 0,2 mm
Etrakce pentanem, pred¢isténi na silkagelu a kfemenna kapilarni 100 — 260°C,
uzené ryby Sephadex LH-20 kolona/SE-54 3°C/min MSD [26]
10 mx 2 mm
sériové kolony/5%
Zmydelnéni methanolickym KOH, extrakce OV-101 aOV-17 1.120 — 250°C,
kapalina-kapalina (methanol-voda-cyklohexan a na sorbentu Gas 1°C/min, 2. 250°C
uzené ryby | DMF-voda-cyklohexan) a GPC na Sephadex LH 20 Chrom izotermicky FID, MSD [27]
Zmydelnéni methanolickym KOH, extrakce 10 mx 2 mm
kapalina-kapalina (methanol-voda-cyklohexan a sériové kolony/5%
DMF-voda-cyklohexan) pied¢isténi na silikagelua | OV-101 na sorbentu
uzené parky GPC na Sephadex LH 20 Gas Chrom 260°C izometricky FID [28]
Zmydelnéni smési methanolu, vody a KOH, 25mx 0,28
uzené masové | rozdéleni pomoci DMF, pied¢isténi na Kiesel gelu kapilarni
produkty 60 kolona/SE-54 240°C izotermicky MSD [29]
Zmydelnéni v methanolickém KOH, extrakce
kapalina-kapalina (methanol-voda-cyklohexan a 55 mx0,3 mm 165°C po 6 min, 165
uzené ryby a DMF-voda-cyklohexan) pfed¢isténi pomoci CC na sklenéna kapilarni — 255°C po
rybi produkty silkagel a GPC na Sephadex LH 20 kolona 4°C/min FID [30]
uzené ryby, | Zmydelnéni smési methanolu, vody a KOH, extrakce 30 mx0,25 mm 25°C, — 180°C
uzené masové cyklohexanem, proc¢isténi na Florisil, rozdéleni kapilarni rychle, — 320°C po
pomazéanky pomoci DMSO/hexan kolona/DB-5 8°C/min FID, MSD [31]
Zmydelnéni pomoci smési methanol-voda-KOH pod 110°C izotermicky
refluxem, extrakce do cyklohexanu, extrakce PAU 30 mx0,25 mm po 1,5 min — 210°C
pomoci kofeinu/kys. Mravenc¢i, vymyvani roztokem | kapilarni kolona z po 30°C/min —
NaCl, extrakce do cyklohexanu, pfedrozdéleni na taveného 290°C po 3°C/min
uzené ryby silkagelu kiemenu/DB-5 po 10°C/min MSD [32]
30 mx0,25 mm
kapilarni
kolona/zesitovany | 40°C izotermicky po
Uzeny losos, 5% 1 min — 250°C po
parky, Pfima extrakce rozpoustédlem (ASE), vy¢isténina | fenylmethylsiloxan | 12°C/min — 310°C
veprové maso Florisil HP-5MS po 5°C/min MSD [33]
Zmydelnéni methanolickym KOH, extrakce
cyklohexanem, rozdéleni DMF/voda, vy¢isténi 50 m kapilarni 70°C, — 280°C po
uzend masa silikagelem a GPC na Bio Beads S-X3 kolona/DB-5 5°C/min MSD [34]
70°C izotermicky po
1 min — 150°C po
Zmydelnéni methanolickym KOH, extrakce n- 30 mx0,32 mm/DB- | 10°C/min — 280°C
uzend masa hexanem, vy&isténi pomoci SPE na Florisilu 5 po 4°C/min ITD [35]
70°C izotermicky po
1 min — 150°C po
10°C/min —280°C
Extrakce methanolem v Soxhletové ap., +KOH, 30 mx0,32 mm/DB- | po 4°C/min drzené
uzené kuie extrakce do n-hexanu, vy&isténi na Pep-Pak Florisil 5 po 14 min ITD [36]
150°C; 180°C po
3°C/min, 230°C po jednoduchy
uzené rybi Zmydelnéni KOH, extrakce cyklohexanem, 5°C/min a 290°C po iontovy
produkty pro¢isténi na silikagelu DBI kolona 9 min po 10°C/min monitoring [21]
35°C po 2 min, poté
60 mx 0,32 130°C po 10°C/min,
Zmydelnéni KOH, extrakce CH2CI2, préisténi Sep- | mmm/DB-1 kolona | 2,5°C/min do 280°C
kachni Pak Florisil z taveného kiemenu po 40 min FID [20]

5.2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescen¢ni detekei

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové

chromatografie rozhoduji o separaci sloZzek vzorku nejen jejich interakce se stacionarni fazi,
ale velmi vyrazné€ i pouzita mobilni fize. Béhem separace se analyt rozdéluje mezi mobilni a

stacionarni fazi. Cas, jaky stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinit¢ analytu ke kazdé
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znich. Jsou vyuzitelné vSechny mozné mechanismy separace — adsorpce, rozdélovani na
zékladé¢ rizné rozpustnosti, iontovd vymeéna, molekulové sitovy efekt nebo specifické
interakce v afinitni chromatografii. Podle uspofadani stacionarni faze rozliSujeme kolonovou

a tenkovrstvou ¢i papirovou kapalinovou chromatografii. [7]

Protoze je moZno pracovat za laboratorni teploty bez nutnosti pfevadét vzorek na plyn, je
kapalinovd chromatografie vhodna i pro separaci tepelné nestalych netékavych sloucenin.

Pracujeme obvykle elu¢ni metodou. [7]

Srovname-li kapalinovou a plynovou chromatografii z hlediska ucinnosti, je v kapalinové
chromatografii nizsi prispévek molekularni difuze slozky, protoze kapalina ma o hodné vyssi
viskozitu neZ plyn. Ve van Deemeterové rovnici je tento piispévek mozno zanedbat. Naopak,
v plynové chromatografii je zanedbatelny ptispévek odporu prevodu hmoty v mobilni fazi, ale
v kapalinové chromatografii se projevuje a s¢ita se s prispévkem odporu proti pievodu hmoty

ve stacionarni fazi. [7]
Kapalinovy chromatograf

V klasické kapalinové chromatografii naplnime sklenénou trubici délky asi 0,5 m a
pruméru asi 2 cm, dole zakonCenou fritou a kohoutem, zrnitym sorbentem s velkym
primérem casteCek (napt. oxidem hlinitym). Na horni vrstvu néplné¢ davkujeme malé
mnozstvi vzorku a pak ptfidavame mobilni kapalnou fazi (eluent). Piisobenim gravitacni sily
mobilni faze postupuje kolonou, slozky vzorku se od sebe separuji a v riznych casech

opoustéji spodni ¢ast kolony. [7]
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Obrazek 6. Schéma kapalinového chromatografu [7]

Klasické kolonové provedeni nema potiebnou ucinnost, ale stalo se zdkladem vysoce

ucinné kapalinové chromatografie (High Performance Liquid Chromatography). K G¢inné

separaci je tfeba pouzit dostatené malych zrni¢ek sorbentu, kterd kladou prostupujici

kapalin¢€ zna¢ny odpor. Proto je nutno pracovat pti vysokém tlaku. [7]
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> Cerpadlo. Kapalina se do kolony &erpa pistovymi nebo membranovymi &erpadly.

Dobré¢ ¢erpadlo dociluje pritoku v rozsahu od mikrolitrti do desitek mililitrti za minutu
s méné nez 1% kolisanim pritoku pii tlaku az 35 MPa. Material Cerpadla (nerezova
ocel, keramika, plast) nesmi byt naruSovan mobilni fazi a nesmi do ni uvolnovat zadné
latky. Ventily fidici tok eluentu jsou Casto zhotoveny z pryze nebo safiru.

Princip pistového cCerpadla je ziejmy zobr. 28. Membranové Cerpadlo ma prostor
s pistem naplnény hydraulickou pracovni kapalinou, ktery je oddélen od pracovniho
prostoru pro mobilni fdzi membranou.

Jednocinné pistové Cerpadlo by zptsobovalo rusivé tlakové razy. Proto jsou pouzivana
dvojcinna Cerpadla, v sérii zapojenad Cerpadla a Cerpadla vyuzivajici dvou nebo vice
pistil. Rizeni ¢erpadla mikroprocesorem zaruéuje vyhlazeni tlakovych pulzi.

Levngjsi alternativou k Cerpadlim s kmitavym pohybem pistu je jejich nédhrada
cerpadlem zaloZzenym na principu injekéni stiikacky naplnéné zdsobou mobilni faze.
Nevyhodou je sice omezeny objem mobilni faze vyzadujici Casté napliovani, ale

pracuje bez pulzd, s velmi stadlym nizkym pratokem rozpoustédla.



» SméSovaci zatizeni. SloZzeni mobilni faze mize zistavat stalé (izokraticka eluce) nebo
se béhem separace méni (gradientova eluce). Naprogramované sméSovaci zafizeni
muze s vyuzitim zdsobnikl riznych kapalin pfipravovat smés kapalin stalého slozeni
nebo fidit zmény ve sloZeni vysledné mobilni fdze v pribehu separace.

» Davkovaci zafizeni. Davkovani injekéni stifikackou ptindsi nevyhody z hlediska

tésnosti, udrzeni tlaku a zejména vnaSeni stop materialu injek¢éni stiikacky. Pokud je
pouzito injekénich zafizeni, musi byt zhotovena z inertnich material (nerezova ocel,
titan, nékteré polymery). Injekéni zafizeni mize byt ovladano rucné i automaticky.
Byly vyvinuty techniky oznacované jako davkovani pii zastaveni toku (stop-flow
injection), které¢ odstranuji nékteré tyto nedostatky. Injekéni davkovani v nich
provadime za bézného tlaku pfi pferuSeni toku eluentu.
V soucasné dobé byvaji injekéni systémy nahrazeny davkovanim obtokovym
davkovacim kohoutem. Davkovaci smyCka ma obsah 10 nebo 20 ul. Smycka je
pfipojena na kohout a plnéna pomoci injekéni stiikacky. VEétsi vzorek (fadoveé stovky
ul) maze byt davkovan, je-li pouzit slaby eluent. Za tohoto predpokladu se vzorek
zachyti v hlavé kolony, zatimco eluent postupuje dale. Zménou za silnéjsi eluent
dosdhneme eluce analyti. Mensi vzorky fadu zlomkl mikrolitri jsou aplikovany v
kolonach malych wvnitinich pramértt (micro-bore columns) pomoci specidlnich
mikroinjektora.

» Kolony pouzivame pouze naplihové. Mnoho rozliénych aplikaci kapalinové
chromatografie podminuje existenci velkého mnozstvi kolon rtizné délky, vnitiniho
praméru a naplné.

Pro vétSinu rutinnich analyz jsou kolony zhotoveny z nerezové oceli. Kolony pro
analytické vyuziti jsou pomérn¢€ kratké (zpravidla 10, 15 nebo 25 cm). Vnitini primér
je 4,6 nebo 5 mm, vné&jsi pramér Y palce (palec = coul = 2,54 cm). Bézny prutok
eluentu je 1 — 2 ml za minutu. Pro rychlé¢ separace, staci-li u¢innost do 4000
teoretickych pater, jsou vhodné kratké analytické kolony délky jen 3 cm. Jsou levnéjsi
a spotiebuji malé mnozstvi mobilni faze. Objemovy priitok eluentu je 4 ml za minutu.
Néplinovy materidl pro analytické kolony ma primér 3 az 10 pm (kratsi kolony jsou
plnény jemnéjsi néplni). Kolony svelmi malym vnitinim primérem maji vnitini
prumér 1 — 2 mm a délku 25 — 50 cm. Maji vysokou ucinnost, nejsou drahé¢ a

spotiebuji malo rozpoustédla (10 — 100 pl za minutu).
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Jako ochrana hlavni kolony jsou hojné pouzivany predkolony umisténé mezi ¢erpadlo
a davkovaci zafizeni nebo ochranné kolony umisténé mezi davkovaci zafizeni a
analytickou kolonu. Zpisobuji jen malé rozSifeni pdsit a chrani kolonu pted
necistotami a nerozpustnymi materialy.

» Nastaveni teploty. VétSina separaci HPLC probiha pti laboratorni teploté a nevyzaduje
termostatovani. Nékteré separace se vyznamné zlepSi zvySenim teploty, coz vétSina
novych chromatografii umoZziuje. Programovd zména teploty se vSak v HPLC

nevyuziva.

Detektory v kapalinové chromatografii

Detektory v HPLC by mély byt selektivni pro analyty a malo citlivé na mobilni fazi.
Pritocna cela detektoru musi snést tlak mobilni faze a udrzet tésnost. NejpouzivanéjSimi

detektory jsou fotometricky, refraktometricky a fluorescencni.

Fluorimetrické detektory umoznuji meéfit v prutokové kyveté detektoru excitacni
fluorescencni spektra pii konstantni vinové délce emitovaného fluorescencniho zateni, nebo
emisni fluorescencni spektra ptfi nastavené vinové délce excitaéniho zafeni. Méfeni spekter se
uskuteciiuje bud’ v systému "stop-flow" nebo u nékterych detektorti i bez zastaveni toku

mobilni faze a jsou pak obdobou detektorti diodového pole spektrofotometrickych detektort.

[8]

Vlastni HPLC stanoveni PAU

Identifikace BaP ve smyslu HPLC byla zavedena jako b&éZzna metoda v analyze potravin
od té¢ doby, co probiha dostatecné rychle a s opakované presnymi vysledky. HPLC separace
vice jak 20 PAU a jejich stanoveni v extraktech organickych materiali byly nazorné
provedeny (Crosby a kol., 1981). Nicméné jednim z hlavnich problémt je chromatografické
feSeni péticyklickych sloucenin zahrnujici tzv. benzpyrénovych frakci (BaP, BeP, BkF a

Per). [11]

Stanoveni PAU slou€enin fluorescenci bylo upfednostiiovdno od rozb&hnuti rtiznych
chromatogrami pti kombinaci riznych vlnovych délek. VSechny PAU — obzvlasté pak Per —
mohou byt detekovany pfi Aex/ Aem: 300/408 nm a 280/395 nm, kde A znaci excitacni

vlnovou délku a Aen vinovou délku emisi. Per byl detekovan pii 440/475 nm. Ostatni
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kombinace vinovych délek je vyuzivana pro dalsi vybrana stanoveni (Ant, Fu, BbP, BkF,
BaP, BghiP a 1123cdP) a 258/380 nm (Phe, Ant, Pyr a Chr). [19]

Fluorescencni spektra vzorkd uzenych ryb nedovoluji aplikaci programovacich
fluorescencnich detektorti, jenz mohou poskytovat lepsi citlivost pro nékteré PAU. K ziskani
ptesnych vysledkil u ostatnich PAU musi byt pfesn€ méfen retencni Cas a piky se musi oddélit
zakladni ¢arou dost dlouhou na uskuteénéni diikazi u vSech automatickych krokd pro zmény
vinovych délek. Délka zakladni ¢ary by méla byt dvoj- az trojnasobkem Sitky piku, ktery
muze byt uren jen pii analyze nékolika PAU, avSak neda se pouzit pfi analyze komplexnich
matric u vzorkli uzenych ryb, obzvlasté pak u vzorkl z tradi€né zakufovanych susaren. UV
detektor byl dodatecné pouzit pro stanoveni mnozstvi Ant, Phe, Flu, Pyr a Chr (240 nm, 254
nm, 260 nm). (Tabulka 9). Externi smés standardti byla pouzita pro vypocet koncetrace PAU,
1 vzhledem k obnov¢ interniho standardu. Linedrni zavislost fluorescenéni detekce a detekce
UV byly méfeny pro kombinaci vSech vlnovych délek. S vyjimkou BKF vSechny PAU
slouCeniny vykazovaly linedrni zavislost v celé¢ testované oblasti. Sledované regresni

koeficienty pro Aex/ Aem: 300/408 jsou v tabulce 9. [19]

Tabulka 9. Linearita a limity detekce pro PAU po HPLC izolaci a fluorescen¢ni detekci
pii raznych kombinacich vinovych délek (Aexs Aem) @ UV detekce u rtiznych vinovych délek
(nm). [19]

regresni

koeficient Limit detekce [ng/kg] rybiho vzorku
Sloudenina® | (n=4)

Fluorescencni detekce [Aey/ Aey, NM] UV detekce [nm]

(300/408) |300/408 | 280/395 | 360/460 | 258/380 240 | 254 | 260
Phe 0,9978 2,000 0,40 0,80 06 (04108
Ant 0,9998 0,500 0,50 1,00 0,02 04 02108
Fu 0,9904 0,500 0,50 0,20 0,8 14 1
Pyr 0,9988 0,500 0,10 0,04 0,4 12 1
BaA 0,9994 0,060 0,02 0,6
Chr 0,9999 0,400 0,08 0,10 0,4
BbF 0,9999 0,040 0,08 0,04
BkP 0,9787 0,004 0,02 0,10
BaP 0,9988 0,020 0,02 0,20
DBahA 0,9995 0,020 0,04
BghiP 0,9992 0,040 0,10 1,00
1123cdP - - - 0,40
Per 0,9997 0,040 pii
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* Koncentrace jsou nasledujici: Phe: 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 ug.ml'l; Ant, Fu, Pyr, Chr: 0,05; 0,1;
0,25; 0,5 ug.ml'l, BaA, BbF, Per, BkF, BaP, DBahA: 0,001; 0,01; 0,025; 0,05 ug.ml'l. [19]

HPLC ma jisté vyhody v analyze PAU, jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

» izolace izomerl vykazuje velmi dobré vysledky

A\

vhodn4 citlivost a specifita UVD a FLD

» velikosti molekul PAU mohou byt odhadovany na zaklad¢ reten¢niho ¢asu pouzité
reverzni faze kolony

» moznost stanoveni sloucenin s vysokou molekulovou hmotnosti

» analyza je povétSinou uskuteénéna za teploty okoli, nehrozi riziko termalniho

rozkladu analytu [10]

HPLC faze pri stanoveni PAU

Nejcastéji pouzivané jsou nepolarni, chemicky vazané stacionarni faze, obzvlaste Cig
(oktandecyl) na obracené fazi. V kombinaci s gradientem elu¢nich technik mohou byt ziskany
dostaéujici vysledky rtiznych PAU. Cetné komeréné dostupné obracené faze se lisi v jejich
selektivité¢ smérem k PAU kvili velikosti ¢astic, tvaru a druhu vazanych fazi (Ruepert a kol.,

1985; Jinno a Kawasaki, 1983). [11]

Lehce komeréné dostupné C;s kolony nejsou schopny zajistit jinou separaci kromé
benzpyrénové frakce. Pouze Sest ze 30 testovanych komercnich kolon bylo schopno oddélit

Per od BaP. [11]
Detektory u stanoveni PAU

Pro stanoveni PAU na mnoZzstevni kiivce je nezbytné pouziti vysoce citlivych a vysoce
selektivnich detektord. UV a fluorescencni detektory se postupné ukézaly byt nejvice
vhodnymi. PAU vykazuji silnou absorpci v UV spektru a mnoho z nich je siln¢ fluorescen¢ni

v celém rozsahu oblasti vinové délky. [11]
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Selektivita detekce UV absorpce muze narGstat nastavenim vinové délky detektoru na
piislusnou maximalni absorpci jednotlivych PAU. Chromatografické piky, které nejdou zcela
jednoznaéné rozpoznat, mohou byt rozliSeny za pomoci dvou a vice rozdilnych vinovych
délek. Tak bylo popsano stanoveni mnozstvi BaP a rozliSeni BaP od Per bez vzajemného
pusobeni pti 290 nm (Krstulovic a kol., 1977). Optimalizace odezvy detektoru pro jednotlivé
PAU vede ke zvySeni citlivosti. Fluorescencni detektory vykazuji vyssi citlivost 1 selektivitu.
Vzijemné pulsobeni s ostatnimi ne-PAU slouceninami jsou proto sledovany méné casto,
nebot’ je méné flourescenénich sloucenin nez UV absorbentll. Zalezi na jejich struktute, kazdy
jednotlivy PAU vykazuje rozdilné fluorescenc¢ni charakteristiky. Ty mohou byt pouzity na
klasifikaci a identifikaci jednotlivych latek jako napf. snimanim excitace a emisniho spektra

pikii promyvanych ptes kolonu HPLC. [11]

Mimo techniky zastaveni toku, kde je fluorescencni spektrum meéfeno az po zastaveni
HPLC pumpy byly objeveny rovnéz techniky méfici tzv. ,,za letu“. Fluorometricka fotodioda
sady detektorti, jenz je ptipojena na HPLC je novym a slibnym nastrojem k analyze PAU
v komplexnich matricich (Jadamec a Saner, 1977; Gluckman a kol., 1985). Casto se vyuziva
dvou ¢i vice detektorti zaroven pro zabezpeceni detekce Sirokého spektra PAU ve vzorku, bez

ohledu na nejvhodné;jsi detek¢ni vinovou délku, prikladem miiZe byt obrazek 6. [11]
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Obrézek 7. HPLC chromatogramy 10 riiznych PAU detekovanych pomoci fluorescenéniho

sledovani rizné excitace a zatreni vinové délky. a) excitace 334 nm, zafeni 384 nm; b) ex. 365

nm, zaf. 430 nm; ex. 300 nm, zaf. 393 nm. [23]
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Tabulka ¢.10. Postupy izolace a HPLC podminky pouZzivané pro stanoveni PAU v uzenych

masovych vyrobcich [10]

Kolona/stacionarni
Vzorek Priprava vzorku faze Mobilni fize Detekee Zdroj
Zmydelnéni ethanolickym KOH,
extrakce cyklohexanem, promyvani FLD, Ex: 305, 381
SFA, Uzena nasycenym roztokem NaCl, vy¢isténi 25 cm X 4 mm, Acetonitril - voda 8:2, nm, Em: 389, 430,
masa silikagelem Lichrosorb RP 18 izokraticka 1,5 ml min™' 520 nm [37]
Zmydelnéni smési methanolu, vody a
Uzené KOH, extrakce cyklohexanem, 30 cm X 3 mm,
masové vymyvani pomoci roztoku Na,WOy,, Separon SGX CsRP, Acetonitril - voda 3:1, FLD, Ex/Em
vyrobky vy<i§téni Florisilem 5 um izokraticka 1,5 ml min™' 310/410 nm [38-41]
Uzené ryby, | Zmydelnéni smési methanolu, vody a
uzené KOH, extrakce cyklohexanem, vycisténi
masové Florisilem, rozdéleni za pomoci 25 cm x 4,6 mm, RP- Acetonitril-voda 7:3, UVD 254 nm, FLD
pomazanky DMSO/hexanu 18,5 um izokratick4, 3 ml min™' Ex/Em 250/370 nm [42]
Zmydelnéni za pomoci smésimethanolu-
Ryby, vody-KOH pod refluxem, extrakce do n- Acetonitril-vod 8:2, FLD Ex/Em
makkysi hexanu, piedisténi na silikagelu Radial-Pak PAH izokratickd, 1 ml min’' 370/410 [43]
Zmydelnéni pod refluxem pomoci smési Acetonitril-voda 7:3 za min,
methanol-voda-KOH, extrakce do poté gradient linearné zvysit
cyklohexanu, extrakce PAU pomoci na 9:1, v 19. minuté, poté UVD 240, 254, 260
kofeinu/kys. Mraven¢i, vymyvani 100 % acetonitril od 20 do nm, FLD Ex/Em
pomoci NaCl roztoku, extrakce ET 15 cm x 4 mm, 40 min, poté izokratickd do | 300/408 a 280/395
Uzené ryby | cyklohexanem, predéisteni na silikagelu | Nucleosil 5 C10 PAH 55 min nm [44]
A: methanol-acetonitril-
Uzené 15 cm x 4,6 mm voda 50:25:25; B: FLD proménlivy Ex
parky, uzené | Extrakce smési chloroform-methanol, Supelcosil LC PAH, | acetonitril; 1 min 100% A, | (240-293) Em (340-
maso Predseparace GPC na Bio Beads S-X3 5 um 25. min 100% B. 498) nm [45]
I. Acetonitril-voda 7.3,
izokraticka, 2 ml min-1, II.
Acetonitril-voda
40:60,gradient do 100%
acetonitrilu béhem 25 min, UVD 230-360 nm
Uzené Extrakce methanolem ve Soxhletové 12,5 cm x 4,6 mm II1. Acetonitril-voda 55:45, | FLD proménlivy Ex
parky, uzené ap., + KOH, extrakce v n-hexanu, Envirosep-pp Cis 5 gradient do 100% (232-302) Em (330-
maso vy¢isténi na Pep-Pak Florisilu pum acetonitrilu béhem 23 min 484) nm [46]
Upravena kolona:
Upravena kolona: 25 Pentan/5% DCM, 0,8 ml
cm % 4,6 mm, silica 5 min, analyticka kolona:
MIKRO, analyticka voda/acetonitril 6:4 po 5
Piima extrakce chloroformem, kolona: 15 x 4,6 mm min, poté do 100%
piedseparace na upravené kiemicité 5 p Castice, acetonitrilu do 40 min, 1,5
Uzena ryba kolong Supelcosil LC-PAH ml min’! FLD, rtizné nm [47]
Zmydelnéni pomoci smési methanol,
Uzené ryby, voda a KOH, extrakce cyklohexanem, 15 em x 6 mm, ODS, Acetonitril-voda 8:2, FLD, Ex/Em
Sunka rozdéleni za pomoci DMSO/hexan 5 u Sastice izokraticky, 1 ml min™ 370/410 nm [48]
Zmydelnéni methanolickym KOH,
Uzené extrakce n-hexanem, rozdéleni za
masové pomoci SPE na CN vazeném oxidu Nucleosil 100-5 C18 Acetonitril-voda 8:2, FLD, EXx/Em
vyrobky kfemiditém PAK izokraticky, 0,5 ml min’' 290/430 nm [49]
Zmydelnéni pomoci smési methanol-
voda-KOH pod refluxem, extrakce n- 15 cm x 6 mm, ODS, Acetonitril-voda 8:2, FLD Ex/Em
Uzené ryby hexan, vy¢i§téni slikagelem 5 u Sastice izokraticky, 1 ml min™! 370/410 [50]
Acetonitril-voda 55:45,
Extrakce methanolem ve Soxhletové 12,5 cm x 4,6 mm gradient na 100%,
Uzené ap., + KOH, extrakce v n-hexanu, Envirosep-pp 5 pm acetonitril béhem 23 min
kurata vy&isténi na Pep-Pak Florisilu 18 1,2 ml min™' FLD rtizné nm [51]
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6. ZAVERY

PAU piedstavuji dalezitou skupinu chemickych sloucenin, n¢které z nich se fadi mezi
potenciondlni karcinogeny. Pyrolyzou nebo spalovanim dieva a pohonych latek dochazi ke
tvofeni PAU. Kontaminace potravin je povétSinou piiCinou uUpravy potravin koufem,
kontaminace z pudy, znec¢isténi vody a vzduchu, riznych zpiisobii vafeni a ptipravy jidel,

dalsimi diivody byvaji potravinova aditiva, zpracovani potravin aj.

PAU, v¢etn¢ BaP, se v nizkych koncentracich vyskytuji ve vzorcich zivotniho prostiedi a
byly nalezeny v uzenych rybach a masech, rostlinnych olejich, obili, ovoci, motskych

plodech, whisky atd.

Kontrolni organy soustavné zjist'uji, zda jsou splnény pozadavky stanovené Natizenim
1881/2006/ES.

Riizné chromatografické postupy, vcetné¢ kolonové, papirové a TLC, byly pouzity na
izolovani téchto latek z kontaminovanych vzorkd. Nékteré z téchto metod se osvédcCily pro
ziskani ptijatelnych vysledkt, obzvlasté pii stanoveni jednotlivych PAU (napt. BaP). Jelikoz
se tyto kontaminanty vyskytuji jakozto komplexni smés PAU, analytické metody jsou potieba
k oddéleni a urceni riznych typi PAU. Spolehlivé ur€eni kontaminace potravin a ostatnich
slozek Zivotniho prostiedi vyzaduje stanoveni riznych PAU hlavné z pohledu vyznamnych
rozdila v jejich mutagennim a karcinogennim potencidlu jednotlivych slouc¢enin. GC a HPLC
jsou nejcastéji pouzivanymi technikami ke splnéni analytickych pozadavki. Problémy

vznikaji pfi odebirani vzorkd, jejich pfipraveé a ur€eni chromatografickych podminek.

Stanoveni PAU v uzenych masovych produktech je permanentni proces. Realizace odhadu
skute¢ného rizika bude v budoucnu vyzadovat jednoduchou, ptizptsobivou a hlavné pfesnou
metodu na uréeni PAU v potravinach, protoze hlavnim lidskym zdrojem piijmu PAU jsou
potraviny. Tudiz je a bude nezbytné pokracovat v rozvoji a sjednocovani analytickych metod
pouzitelnych pro on-line analyzy, souhrnné po celém svété, coZ umozni urceni skute¢ného

rizika davky rezultujici z permanentni pfitomnosti PAU v potravnim fetézci.

V mnoha pracich, stejné jako v této, autofi porovnavali vyhody a nevyhody obou metod
(GC a HPLC), kdyz studia byla zamétfena zejména na obnovu stanoveni, kvalitu izola¢niho
procesu, dobu analyzy, cenu aparatury atd. Byly srovnany vysledky analyzy nékterych
potravin ziskané GC a HPLC. Tticet pét part analyz bylo testovano pouzitim statistického
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procesu (tzv. Studentsky t-test). Z toho 25 pari nebylo vyrazné odlisnych v rozsahu 95 %
spolehlivosti pouzitého limitu. Ale data BkF/benzofluoranténti a DBahA/dibenzoantracénti
nebyly porovndny, nebot se méfily jiné analyty. Standardni odchylky ukézaly, Ze
opakovatelnost obou metod byla velmi dobra, pohybovala se v rozmezi 10 %. Metody byly
uréeny jako vhodné k urdeni po celé 3ifi stanovovaného rozsahu (0,2 — 1000 pg.kg™).
V zé&véru bylo zdliraznéno, ze kapilarni GC vykazuje vétsi silu odezvy, je vyhodnéjsi co se
tyCe poctu stanoveni na zakladé podminek stanoveni, tudiz touto metodou mize byt
separovano a ur¢eno vice PAU. Naopak HPLC byla urcena jako vhodné metoda k separovani
jednotlivych izomert (BbF a BkF; Chr a Tph), coz znamend lepsi selektivitu. Byla
srovnavana izolace a detekéni podminky obou metod analyzou uzeného kuiete. Dospélo se
k zavéru, Ze 16 prednich PAU polutanti mize byt soucasné izolovano pomoci HPLC
uzivajici gradientovou eluci a detekci FLD se sedmi nastavenimi programovatelnych
vinovych délek. S GC, tedy teplotné programovatelnou metodou, se dokédzalo oddélit taktéz
16 PAU. Pfitomnost necistot v uzenych masovych vyrobcich mtize rusit stanoveni mnozstvi
PAU pomoci HPLC. S ITD mohou byt PAU identifikovany 1 v pfitomnosti tukii — nebo PAU
— stejné tak jako necistoty. Retenc¢ni ¢asy HPLC byvaji krat$i neZ u GC, zatimco HPLC
vykazuje lepsi izolaci pro vice slouc¢enin nez GC. Byly srovnany GC a HPLC metody
analyzovanim 16 PAU polutanti. Poukazano bylo na to, Ze ze chromatografické vysledky
mohou byt déleny dle kombinace kolonové kapacity, kolonové kapacity a selektivity déleni.
Ve vysledcich méla GC vyssi kolonovou efektivitu a ziskala tak vyhodu, co se analyzy
komplexnich smési tyce, ale HPLC m¢la Castéji vyssi kolonovou selektivitu, ktera je dilezita
pro odd¢leni izomerickych sloucenin. Na zakladé téchto vysledkii jsou dané metody vhodné
pro vzajemné doplnéni pfi stanoveni PAU a jsou tedy nezbytnymi pro precizni a spolehlivou

analyzu.
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8. SEZNAM SYMBOLU

Ant ... Antracén

AOAC ... Asociace oficialnich analytickych metod (4ssociation of Official Analytical
Methods)

BaA ... Benzo[a]antracén

BaC ... Benzo[a]chrysén

BaP ... benzo[a]pyrén

BbF ... Benzo[b]fluorantén

BcC ... Benzo[c]chrysén

BCF ... biokoncentraéni faktor

BeP ... benzo[e]pyrén

BF ... benzofluoranthén

BjF ... Benzo[/]flouranthen

BKF ... Benzo[k]fluorantén

BghiP ... Benzo[g,4,i]perylén

CC ... kolonova chromatografie (colomn chromatography)
DBahA ... Dibenzo[a,h]antracén
DBahP ... Dibenzol[a,h]|pyrén

DBaiP ... Dibenzo[a,i]pyrén

DCM ... Dichlormethan

DDT ... Dichlor-difenyl-trichlorethan
DMSO ... Dimethylsulfoxid

EPA ... Utad enviromentalni ochrany (Environmental Protection Agency)



EU ... Evropska unie (European union)

Fad ... Formaldehyd

FID ... plameno ioniza¢ni detekce (flame ionization detector)
FLD ... fluorimetricky detektor (Fluorimetric detector)

Fu ... Fluoranthén

GC ... plynova chromatografie (Gas Chromatography)

GPC ... gelova permeacni chromatografie

HPLC ... vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid

chromatography)
Chr ... Chrysén
[123-cdP ... Indeno[/,2,3-cd]pyrén

IARC ... mezinarodni ufad pro vyzkum rakoviny (/nternational Agency for Research on

Cancer)

IRZ ... integrovany registr zneciStovani

ITD ... detektor jontového zachytu (lon trap detection)

IUCC ... mezinarodni liga proti rakoviné (International Union against Cancer)

IUPAC ... Mezinarodni unie Cisté a uzité chemie (International Union of Pure and Applied

Chemistry)

JECFA ... setkani FAO/WHO experta vyboru pro potravinova aditiva (Joint FAO/WHO
expert Committee on Food Additives)

Kor ... Koronen
MSD ... detektor hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry detector)

Naf ... Naftalén

vvvvv
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ODS ... Oktadecylsilan

PAU ... polycyklické aromatické uhlovodiky

PCB ... polychlorované bifenyly

Phe ... Fenanthrén (Phenanthrene)

Per ... Perylén

SFA ... koufem ochucena aditiva (Smoke Flavouring Additives)

Tph ... Trifenylén
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