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ABSTRAKT

Ethylkarbaméat, zndmy také jako urethan, je karcinogenni latka vyskytujici se ve
fermentovanych potravinach jako chléb, syry, jogurty a zejména pak alkoholické
napoje. Nejvice se pak vyskytuje v destilatech z peckového ovoce. V této praci se
analyzovalo celkem 15 vzorkl (2 vzorky chleba, 2 vzorky syrt, 2 vzorky jogurti a 9
vzorkt alkoholickych néapoji) pomoci plynové chromatografie, z nichz 5 bylo
pozitivnich. Ethylkarbamat byl detekovan ve vSech 3 vzorcich testovanych slivovic,
a sice v koncentracich (9,94 + 0,25) mg/l, (5,34 + 0,41) mg/l a (4,03 £ 0,36) mg/l a ve 2
vzorcich vodky v koncentracich (2,38 + 0,25) mg/l a (0,26 = 0,01) mg/l. Ve vzorcich
chlebl, syru, jogurtt, Ginu, Staré myslivecké, Meruiice a Gieroy vodce nebyl
ethylkarbamat detekovan. Podminky skladovéni vSak nebyly u zadného ze vzorku

znamy.

klicova slova: ethylkarbamat, urethan, karcinogen, fermentované potraviny,

alkoholické napoje

ABSTRACT

Ethyl carbamate, also known as urethane, is a carcinogen occuring in fermented foods
such as bread, cheese, yoghurt and most in alcoholic beverages, especially in stone fruit
brandies. 15 samples of fermented foods were analyzed in this work (2 samples of
bread, cheese and yoghurt and 9 samples of alcoholic beverages) using gas
chromatography. 5 samples were positive. Ethyl carbamte was detected in all of
3 samples of plum brandy in concentrations (9,94 + 0,25) mg/1, (5,34 + 0,41) mg/l and
(4,03 £ 0,36) mg/l and in 2 vodka samples in concetrations (2,38 £+ 0,25) mg/l and (0,26
+ 0,01) mg/Il. Ethyl carbamate was not detected in bread, cheese and yoghurt samples as
well as in Gin, Stard mysliveckd, Apricot brandy and Gieroy vodka. However, the

storage conditions of all samples were unknown.

key words: ethyl carbamate, urethane, carcinogen, fermented foods, alcoholic

beverages
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1 UVOD

Zpisob vyroby nékterych potravin za ptispéni fermentac¢nich procesit je zndm po
nékolik tisicileti. Mikrobidlni konverze sacharidii na jiné charakteristické produkty
(lisici se dle typu fermentace) umoznuje vznik novych potravin, které se staly béznou
soucasti jidelnicku vétsiny lidi.

Fermentace tedy ddva procesu vyroby potravin novy rozmér. Vznika pii ni velké
mnozstvi novych chemickych latek, které jsou charakteristické pro dany typ potraviny.
Vétsinou se jednd o latky aromatické, davajici potraviné svij typicky charakter a
konzumentem jsou chdpany pozitivné. Naptiklad u vina je aroma, které je podminéné
tékavymi slozkami, ukazatelem kvality (BALIK a kol., 2002). Fermenta¢nimi procesy
mohou ovSem vznikat i latky nezadouci, nékteré jsou dokonce i karcinogenni.

Nejznaméjs$im takovym karcinogenem je ethylkarbamat (i kdyz karbamaty jsou
znamy spise jako pesticidy, VLCEK, POHANKA, 2011), ktery se vyskytuje pfedeviim
v ovocnych destilatech, syrech, jogurtech, pivu, sojové omacce a dokonce i chlebé. Pii
rozumné konzumaci téchto fermentovanych potravin ¢lovéku obvykle zadné velké
nebezpeci nehrozi, ovSem pfi jejich Castéj$im piijmu nabyva toxicita ethylkarbamatu na
vyznamu a jeho tolerovatelnd denni davka byva cCasto piekroCena, a to zejména

u konzumentt vy$§iho mnozstvi alkoholu (STRATIL, KUBAN, 2004).



2 CIL PRACE

Cilem této prace bylo vypracovat literarni reSer$i k problematice vzniku a detekce
ethylkarbamatu v produktech kvasnych vyrob a také se zaméfit na jeho toxikologické
ucinky. Poté navrhnout metody jeho prekoncentrace, izolace a analyzy a v chemické
laboratoii se jej z bézn¢ dostupnych potravin pokusit zachytit, prekoncentrovat a
stanovit pomoci plynové chromatografic. Takto ziskand data v zavéru statisticky

zpracovat a vyhodnotit.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Ethylkarbamat

3.1.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Ethylkarbamat (NH,COOC,Hs), znamy také pod nazvy urethan, ethylurethan ¢i
ethylester kyseliny karbamové (IARC monographs, 2010) je bezbarva krystalicka latka
rozpustna ve vodé, benzenu, ethanolu, chloroformu, etheru, glycerolu a olivovém oleji
(SCHRENK, 2012). Vodny roztok vykazuje neutralni pH. Mezi dalsi fyzikalné-
chemické vlastnosti patii:

e bod varu: 182-184 °C;

e bod tani: 48-50 °C;

e tékavost: snadno sublimuje pii 103 °C pii 54 mm Hg, t€kavy pii pokojové

teplot¢;
e relativni molekulova hmotnost: 89,1 (IARC monographs, 2010).

3.1.2 Vyroba a pouZziti

Ethylkarbamat 1ze vyrobit reakci ethanolu a mocoviny nebo zahtatim nitratu mocoviny
s ethanolem a dusitanem sodnym. Dal§i moZnosti vyroby je pfidani ethanolu do
isokyanatu trichloracetylu.

Vyroba ethylkarbamétu byla pfevdzné zaznamenana v 1. pol. 20. stol., kdy se
komeréné vyrabél v USA. Slouzil pfevazné pro vyrobu meprobamatu, dale se pouzival
jako rozpoustédlo, v textilnim primyslu, jako pfidavek do vlasovych kondicionért,
Kk pripravé kyseliny sulfamové, jako extratni cinidlo uhlovodiki z ropy a
V potravinaiském prumyslu jako latka zvySujici chut’ a vini. Na konci 19. stol. se
pouzival také jako hypnotikum, nez byl nahrazen barbituraty. V roce 2003 byl poprvé
pouzit ve veterinarni mediciné¢ jako anestetikum pro laboratorni zvifata (IARC

monographs, 2010).



3.1.3 Ethylkarbamat v potravinach

3.1.3.1 Vyskyt ethylkarbamadtu v potravindch

Ethylkarbamat vznikda ve fermentovanych potravinach, pefenych potravinach
a alkoholickych napojich z riznych prekurzort jako kyselina kyanovodikova, mocovina
a N-karbamylové slouceniny reakci s ecthanolem (WEBER, SHARYPOV, 2009).
Nejvice se vyskytuje v ovocnych destilatech, v nichz vznikd navic z kyanogennich
glykosidi (podrobny mechanismus vzniku urethanu v potravinach bude vysvétlen nize),
dale se také vyskytuje v chlebé, jogurtech, syrech, sojové omacce apod. (STRATIL,
KUBAN, 2004). Mnozstvi ethylkarbamatu v potravinach podrobnéji znazoriuje

tabulka 1.

Tabulka 1 Mnozstvi ethylkarbamdtu ve vybranych potraviniach (WEBER,

SHARYPOV, 2009)

potravina koncentrace
kapalné (mg/1)
lihoviny| 0,01-6,2
whisky <0,01
pivo <0,01
vino| 0,01-0,025
sakeé| 0,08-0,17
ocet 0,03
destilaty z peckového ovoce| 0,01-22
pevné (mg/kg)
dort <0,01
chléb <0,01
kysané zeli 0,03
kvasnicovy extrakt 0,04
Syry <0,01
omacky a jogurty (mg/kg)
sojova omacka | 0,01-0,084
jogurty <0,01
anglicky vanocni pudink 0,02
fermentovana sojova omacka| 0,01-0,1
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3.1.3.2 Mechanismus vzniku ethylkarbamdtu v potravindch

1) Vznik ethylkarbamétu pfirozenou cestou
Existuje mnoho zpisobli vzniku urethanu v potravinach zavislych na charakteru dané
potraviny, vyrobnim procesu a piitomnych prekurzorech. Jednim z nejznaméjSich
zpusobti vzniku ethylkarbamatu v kyselém prostfedi je reakce mocoviny s ethanolem,
kterou znazorniuje rovnice 1.

(1) NH,CONH; + C;Hs0OH — C;HsOCONH; + NH3
Mocovina se nachazi v mnoha fermentovanych potravindch jako jogurty, syry, chléb a
pecené potraviny obecné, alkoholické a nealkoholické napoje. V syrovych potravinich
se nachazi predev§im v mléce v mnozstvi stovek mg/l. Tvorba urethanu z mocoviny a
ethanolu ma mirny prabéh pii pokojové teploté, nicméné se vzrustajici teplotou rapidné
roste (peCenim, vafenim a grilovanim). Proto jsou napf. pro konzervaci vin vhodné
teploty do 24 °C, ¢imZ se mnozstvi vzniklého ethylkarbamatu vyrazné snizi.

Z mocoviny muze ovSem ethylkarbamat vznikat 1 jinymi mechanismy. V rozmezi
teplot 60-100 °C se ve vodném roztoku ethanolu mocovina rozklada na kyanat a
isokyanat. Reakci ethanolu, isokyanatu a kyanatu vznikd v kyselém prostiedi ethanol
(rovnice 2a). Dal§i mozZnosti je termicky rozklad mocoviny (napi. pecenim) na amoniak
a kyselinu kyanatou (rovnice 2b), pfi¢emz vysledny urethan nasledné vznika reakci
kyseliny kyanaté s ethanolem.

(22) NCO + CyHsOH + H" — C,Hs0OCONH;
(2b)  H,NCONH, — NH," NCO™ — NH3 + HCNO

Pii kvaSeni (zejména jable¢no-mlééném) vznikaji plisobenim kvasinek z proteint i
dalsi urethanové prekurzory jako citrulin a v mensi mife také karbamyl fosfat. Reakce
téchto latek s ethanolem vede ke wvzniku vysokého mnozstvi nezadouciho
ethylkarbamatu (rovnice 3).

3) NH,COOPO;3H; + C;HsOH — C;H5s0CONH; + H3PO4

Dalsi pfirozeny zptsob vzniku ethylkarbamatu je skrze kyanidovy aniont. Na svété
existuje pfes 2000 druht rostlin produkujicich kyanogenni glykosidy a s nimi
souvisejici hydrolytické enzymy. Z kyanogennich glykosidi mtize vznikat cukr a
kyanohydrin, ktery se rychle rozkldd4a na kyselinu kyanovodikovou. Jako piiklad lze
obsahuje vysoké mnozstvi kyanogennich glykosidii a mutze zpiisobit az otravu
kyanidem. VétSina piipadd vzniku urethanu z kyanidu ¢i kyanatu vznika v dusledku
vysokého zahiati pifi vyrobé potravin (destilaci, peCenim). Vzhledem k tomu, Ze
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kyselina kyanovodikova je prekurzorem vzniku ethylkarbamatu, sledoval se vztah mezi
ni (a kyanidem) a koncentracemi urethanu v alkoholickych napojich. Sledovalo se 260
vzorku riznych alkoholickych napoju s koncentraci HCN v rozmezi hodnot 1-40 mg/I,
pficemz pouze u 17,5 % vzorkl zavisela zména koncentrace ethylakrbamétu na zméné
koncentrace kyseliny kyanovodikové. Nicméné bylo zjisténo, ze ¢im vy$§i mnozstvi
kyseliny kyanovodikové se nachédzelo ve vzorku, tim vice ethylkarbamétu zde bylo
pfitomno. Dobrym piikladem je fakt, ze u 89,4 % vzorka, které obsahovaly vice nez
20 mg/l kyanidd, se koncentrace urethanu pohybovala nad 0,4 mg/l. Naproti tomu
u 63 % vzorkl s koncentraci kyanidt nizsi nez 5 mg/l byla koncentrace urethanu nizsi
nez 0,4 mg/l. Dulezitou roli zde navic hraji i dal$i aspekty jako teplota, svétlo a
ptitomnost katalyzatori.

U pfirozené tvorby ethylkarbamatu jsou dileZit¢ 1 fotochemické mechanismy.
V tomto pfipadé se jednad o autooxidaci nenasycenych sloucenin kyslikem vedouci ke
vzniku hydroperoxidt a hydroxylovych radikald s naslednym vznikem ethylakarbamatu
skrze kyanatové a isokyanatové intermedeiaty oxidaci kyanidovych anionti nebo
kyseliny kyanovodikové. Neddvno navic byla prokazana snadnd tvorba karbamath
a karbamovych kyselin reakci oxidu uhli¢itého s aminy. I kdyZ tento mechanismus
vzniku neni je$té plné znam, predpoklada se, Ze i1 toto je jeden ze zpusobl vzniku
ethylkarbamatu v potravinach a napojich, kde je pfitomen oxid uhli€ity (z fermentace)

a aminy (ze syrové potraviny) (WEBER, SHARYPOV, 2009).

2) Ethylkarbamat z aditiv
Ethylkarbamat muZe vznikat z nékolika potravindiskych aditiv. Jednim z nich je
diethylkarbonat, ktery se pouziva pro kontrolu mikrobidlni aktivity a v primyslu také
napf. jako rozpoustédlo. Jeho reakci a s amoniakem vznikd ethylkarbamat, coz
znazoriuje rovnice 4.
4) (C,Hs0),CO + NH; — C;HsOHCONH; + C,HsOH

Dalsim piikladem aditivni latky, ze které mtize urethan vznikat, je azodikarbonamid
pouzivany jako nadouvadlo. Je prokazano, Ze pouziti této latky vede v alkoholickém
prostiedi ke vzniku ethylkarbamdatu, nicméné urethanovy prekurzor v tomto piipadé
neni zndm. Azodikarbonamid se rozkladé na plyny, priméarné na oxid dusny a uhelnaty
spole¢né s mensSim mnozstvim oxidu uhli¢itého a amoniaku. Z azodikarbonamidu
vznikaji 1 netékavé slozky, které se za normalnich podminek vyskytuji pouze

Vv omezeném mnozstvi (biurea okolo 2 %). Za ur€itych podminek se vSak zbytkova
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biurea mize vyskytovat i v mnozstvi 34 %. Mezi dal$i neté¢kavé produkty patii urazol
a kyselina kyanurovd, coz jsou ethylkarbamatové prekurzory. Suchy rozklad
azodikarbonamidu pfi teplot¢ 190 °C vede ke vzniku jiz vySe zminéné kyseliny

kyanurové, mozného urethanového prekurzoru (WEBER, SHARYPOQOV, 2009).

3) Vznik ethylkarbamétu béhem zpracovani potravin

Obecn¢ plati, ze vysoké koncentrace urethanu se nachazeji v ovocnych destilatech. Za
jeho vznik jsou zodpovédné rtizné mechanismy, pficemz nejvyznamnéjsi roli hraje
vznik z kyanidu (a jinych tékavych dusikatych prekurzor). Predpoklada se, ze
kyanidovy aniont, ktery vznika enzymatickym a tepelnym odStépenim z kyanogennich
glykosidd, je nejvyznamnéjsi urethanovy prekurzor v riznych druzich ovoce a zeleniny.
Mezi faktory ovliviiujici vznik ethylkarbamatu z kyanidu patii pH, svétlo, obsah
ethanolu, teplota a obsah nékterych kovi (plni funkci katalyzatord). Kyanat a jeho
isomer isokyanat jsou hlavni urethanové prekurzory (rovnice 2a). Reakce 2a je
katalyzovana kovovymi ionty Cu (II) nebo Fe (III). Nekatalytickd tvorba kyanatu
(CNO") nebo isokyanatu (NCO") z kyanidu neni dosud jasna, nebot’ k oxidaci kyanidu
na kyanat je zapotiebi peroxid vodiku nebo chlornanovy aniont a probihd v zasaditém

prostredi (WEBER, SHARYPOV, 2009).

4) Tvorba ethylkarbamatu ve vodnych a alkoholickych roztocich
Ptima konverze kyanidu na kyanat (rovnice 5) ve vodnych a ethanolovych roztocich
muze probihat bez katalyzy, ale probihd pomalu v kyselém pH, proto se uplatiuji
predevsim katalytické cesty, bézné pro fermentované napoje (rovnice 6a—6d) .
(5) CN +20H — CNO +H,0
(6a) CN +20H +2Cu(I) - CNO + 2Cu(l) + H,0

(6b) 4 CN™ + 2Cu(Il) — 2Cu(CN),
(6¢) 2Cu(CN); — 2Cu(CN) + C2N,
(6d) C:N2 + 20H — NCO + CN™ + H,O

V roztoku dochazi ke tvorbé komplexu kyanat-méd’ (II). Atom uhliku zde nabira
kladny naboj a je atakovan ethanolem, coz vede ke vzniku urethanu (rovnice 7-8).
(7 Cu(CNO); + 2H,0 — Cu(OOCNH3y);
(8) Cu(OOCNHy); + 2C;Hs0H — 2C;H50CONH; + Cu(OH),
Jako nejlepsi katalyzator se z méd’natych soli pro tvorbu ethylkarbamatu z kyanatu

povazuje octan méd’naty (WEBER, SHARYPOV, 2009).
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5) Produkce ethylkarbamatu v plynné fazi
Relativné vysoké koncentrace ethylkarbamatu se nachazeji v destilatech a obecné
Vv alkoholickych néapojich, které jsou tedy jeho hlavnim zdrojem. Urethanové prekurzory
a mechanismus vzniku v kapalné fazi (napf. ovocné §tavy) jsou popsany vyse.
V destilatech jsou jesté navic dal§i mechanismy, které navysuji tvorbu ethylkarbamatu
riznymi reakcemi v plynné fazi pii destilacnim procesu. Predpokladéd se, ze pouze
mensina urethanu v kapalné fazi se odpaii a nachazi se v destilatech kvuli vysokému
bodu varu blizkému 184 °C. Urethan muze byt do alembiku transportovan ve formé
aerosolu nebo mlhy. Dale se odhaduje, ze téméf 80 % cthylkarbamatu nachazejiciho se
v lihovinach vytvoii béhem destilacniho procesu a béhem prvnich 48 h po destilaci.
| vtéto fazi tvorby urethanu hraji dilezitou roli jeho prekurzory jako kyselina
kyanovodikova a fulminové (nebo kyanata), pfitomné nebo vzniklé¢ béhem destilaéniho
procesu v alkoholovém médiu. Kvuli jejich velmi nizkému bodu varu (<30 °C) se tyto
kyseliny odpaii a mohou produkovat urethan v plynné fazi nebo heterogennimi
(pevné/plynné) reakcemi, a to zejména pokud je zafizeni pro destilaci vyrobeno z médi
(alembik), ktera slouzi jako katalyzator oxidacni pfemény kyseliny kyanovodikové na

kyanatou a fulminovou (rovnice 9).

9) HCN (g) + 1/20, g> HNCO < HOCN
Kyselina kyanata (nebo fulminova) mize zreagovat s ethanolem nebo jeho vypary
za vzniku rtiznych meziproduktt (rovnice 10-12) jako kyselina karbamova (rovnice 10)
nebo ethylkyanat (rovnice 12), které oba vedou ke vzniku ethylkarbamatu (WEBER,
SHARYPOV, 2009).

(10a) HNCO + H,0 — H,NCOOH + EtOH
(10b) HNCO + H,0 — H,NCOOEt + H,0
(11) HNCO + EtOH — H,NCOOEt
(12a) HNCO + EtOH — EtNCO + H,0 a EtNCO + H,0
(12b) HNCO + EtOH — H,NCOOEt

6) Post-destila¢ni a fotochemicka produkce ethylkarbamatu

V destilatech vznika vétSina urethanu (cca 80 %) béhem destilace a do 48 h po destilaci,
jak je jiz zminéno vySe. Bylo zjisténo, ze prvoradé jsou zde dva faktory, a sice
ptitomnost kovovych soli (Cu (II) a Fe (II)) a svétla (predevSim UV zéafeni). Vyznamny

je 1 synergisticky efekt mezi piisobenim kovii a ozafenim. Ethylkarbamat zde vznika
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dvéma zptsoby. Prvnim z nich je katalyzovand reakce ethanolu s urethanovymi
prekurzory vzniklymi v plynné fazi béhem destilacniho procesu a druhym fotochemické
reakce vedouci ke vzniku hydroxylového radikalu autooxidaci nenasycenych slozek
zpusobujici oxidaci kyanidu na kyanat (rovnice 2a). Oba typy reakci jsou katalyzovany
kovovymi solemi, jak bylo podrobné popsdno vySe. Zavérem nutno dodat, Ze
fotochemické mechanismy nejsou omezeny pouze na post-destilacni reakce, ale mohou
se uplatiovat 1 u tvorby ethylkarbamatu pfirozenou cestou (WEBER, SHARYPOV,
2009).

3.1.3.3 Prevence vzniku ethylkarbamdtu v potravindach

Vzhledem k velkému mnozstvi urethanovych prekurzori a slozitym mechanismim
neexistuje zadna obecna metoda, kterd by zamezila vzniku ethylkarbamatu
Vv potravinach. Existuje vSak nckolik zpiisobii, kterymi lze mnoZstvi vysledného
urethanu v potravinach vyrazné snizit. V posledni dobé& klesl obsah ethylkarbamatu
u velkého mnozstvi potravin pod detekovatelnou mez. Nejvétsi pokles byl zaznamenan
u sojové omacky, kde se obsah urethanu v roce 1993 pohyboval okolo 70 pg/kg, ale
Vv roce 2004 byl z n€kolika testovanych vzorki pouze 1 pozitivni s obsahem 10 pg/kg.

Prvnim logickym krokem, ktery vede ke snizeni mnozstvi nezadouciho urethanu, je
snizeni hladiny jeho prekurzori (mocovina, citrulin, arginin atd.). Toho se v dnesni
dob¢ dosahuje pouzitim vybranych druhli kvasinek s nizkou exkreci mocCoviny béhem
fermentace. Dal§i moznosti je pouZziti enzyml uredz, coz vede ke snizeni mnoZstvi
mocoviny. VétSina zndmych uredz je vSak v kyselém prostfedi inaktivovana. Tento
problém nasStésti fesi purifikovana kysela ureaza z bakterie Lactobacillus fermentum,
ktera je dnes bézné dostupnd a pouzivana pii vyrobé¢ vin a fermentovanych ndpoju.
Napt. pouziti kyselé¢ ureazy vedlo pii vyrobé japonského saké ke snizeni obsahu
mocoviny z 35 mg/l na nedetekovatelnou hodnotu. Dal$i GspéSny zplisob je pouZiti
mutantnich kvasinek Sacharomyces cerevisae, jejichz pouZziti opét vedlo ke sniZeni
mnozstvi vysledné mocoviny pod detekovatelnou mez. Problém s vyuzitim ureaz pfi
vyrob¢ vin nastdva ovSem u ceny, coz je hlavni limitujici faktor pouziti tohoto enzymu a
zaznamenano je jen malo ptipadl vyroby vina timto zpiisobem.

Zvlastni pozornost je nutno vénovat destilatim kvili né€kolika aspektim. Obsahuji
nejvyssi koncentrace ethylkarbamaétu, prekurzorem zde neni mocovina ani proteiny, ale

kyselina kyanovodikova a také proto, ze vysledny urethan zde vznika predevSim béhem
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destilacniho procesu a nejvice pak v obdobi kratce po ném. Dalsi problém je médény
alembik u tradi¢niho zpisobu vyroby, kde méd slouzi jako katalyzator oxidacni
premény kyseliny kyanovodikové na urethanové prekurzory. Zaklad v omezeni tvorby
ethylkarbamatu tedy tvofi eliminace kyanidii pied destilaci a eliminace Cu (II), ¢imz se
zabrani katalytické tvorbé nezadouciho urethanu.

Chemické eliminace kyanida ve zkvaSené ovocné Stave pred vlastni destilaci mtze
byt dosazeno tvorbou nerozpustnych kyanidovych soli. Komeréné dostupné produkty
predevsim Cu (1) soli jako cyanurex® jsou schopny rapidng snizit mnozstvi kyanida (az
0 90 %) v alkoholickém médiu, pfi¢emz jeho pouziti se na senzorickych vlastnostech
vysledného produktu neprojevi (WEBER, SHARYPOV, 2009). Samoziejmé je vhodné
pouzivat pouze vypeckované ovoce, snizit teplotu a pH béhem fermentacniho procesu.
Vsechny tyto faktory snizuji vznikajici mnozstvi nezadouciho urethanu (JIAO a kol.,
2014).

Hlavnimi prekurzory ethylkarbamatu jsou béhem destilace t€kavé kyanidy, kyanaty
a isokyanaty. V tomto kroku je nutno eliminovat kyanidy a méd’. Médény kondenzétor
muze byt nahrazen materidlem z nerezové oceli. Plynné prekurzory lze eliminovat jejich
navazanim na méd’ jesté pred kolonou (nebo hlavou alembiku), ¢imz se zabrani vzniku
ethylakarbamatu a jeho prekurzort a jejich odpateni do kolony nebo kondenzatoru.
V tomto ptipad¢ je dilezité, aby byl médény povrch co nejvetsi.

Dulezité jsou i post-destilacni opatfeni vedouci k zamezeni vzniku nezadouciho
urethanu. | zde je nutné eliminovat Cu (II) a urethanové prekurzory, pfi¢emz se nabizi
n¢kolik zpasobli. Prvnim je pouziti nerozpustnych chelatacnich c¢inidel nebo
iontoménicovych pryskyfic. Odstranénim méd’natych iontl, které je zaloZzeno na vzniku
nerozpustnych chelatacnich ¢inidel nebo na pouziti chelatanich pryskyfic, se vSak
zabyvalo pomémé malo studii. Tyto metody jsou pomérné slozité¢ a zavisi na mnoha
faktorech jako pH, dob¢ kontaktu s pryskyfici, teploté a velikosti pryskyficovych ¢astic.
Zkouselo se 1 odstranéni nezddoucich prekurzorti pomoci iontoménicovych pryskyfic,
ato vlaboratornich i provoznich podminkach. Vysledkem byl znaény pokles
kyanidovych anionti (<0,1 mg/l) a Cu (II) iontd (<0,1 mg/l) u slivovice a tfeSiiové
palenky. Kationty médi byly rozptyleny jako aniontové komplexy. Tyto vysledky vedly
1 k Zadoucimu poklesu koncentrace ethylkarbamatu (<140 pg/l). Tyto zplsoby
eliminace médi a kyanidi vSak doprovédzelo pomérné zna¢né zhorSeni senzorickych
vlastnosti. Pozdg&ji vSak byla objevena novéjsi metoda vedouci k odstranéni méd’natych

iontl (u destilath z cukrové titiny), kterd nevykazovala viditelné zmény senzorickych
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vlastnosti. Jeji princip je zalozen na ptidavku uhli¢itanu vapenatého nebo hotecnatého,
které zplisobi vyménu kationtli. Zde byla hladina Cu (II) iontii ve sledovanych vzorcich
niz§i nez 0,01 mg/l pfi pouziti obou uhli¢itanii. Pozorovatelny byl 1 vzestup pH
zpusobeny neutralizaci organickych kyselin. Tento zpiisob je vSak mén¢ efektivni pro
alkoholické¢ népoje zrajici v dfevénych nadobach. Navic musi byt pfizptisoben
primyslovému zptsobu vyroby destilati. Smiseni pevnych uhli¢itant s destilaty miize
okyslicenim zmeénit jejich vysledné chemické slozeni, coz miize vést i ke zméné
senzorickych vlastnosti (WEBER, SHARYPOV, 2009). Samoziejmosti je pak zamezeni
pristupu svétla béhem skladovani a dodrzovani spravné vyrobni praxe béhem

destila¢niho procesu, jak je uvedeno v doporuceni Evropské komise 133 z roku 2010.

3.1.3.4 Dopad preventivnich zasahit na Zivotni prostiedi

Nezaddouci méd’, kterd se béhem vyroby destilati vytésni, se ovSem dostavd do
odpadnich vod, coZ s sebou ptinasi i ekologicky problém. V lihovarnickém primyslu
vSak existuje mnoho zpisobti vedoucich k odstranéni soli médi z odpadnich vod. Patii
sem metalurgické reakce mezi Zelezem a médi, adsorpce na hydroxid hofecnaty,
iontomeénice, elektrochemicky rozklad a vysraZeni jako hydroxid, uhli¢itan nebo sulfid.
Tyto techniky sniZzi mnozstvi médi aZ o 90 %. V posledni dob& se zac¢inaji pouzivat i
biosorbenty, jako napt. pouziti je¢nych vypalkt, které vznikaji jako vedlejsi produkt pii
vyrob¢é whisky (WEBER, SHARYPOV, 2009).

3.1.4 Toxikologie

3.1.4.1 Toxicita ethylkarbamdtu

Ethylkarbamat je genotoxicky a karcinogenni pro mnoho zivoc¢isnych druhti jako krysy,
mysi, kiecci a opice, coZ naznacuje potencidlni karcinogenni riziko pro c¢lovéka
(WEBER, SHARYPOV, 2009). Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC)
je klasifikovan jako karcinogen 2A skupiny, tj. latka pravdépodobné karcinogenni pro
clovéka (IARC monographs, 2010). Pivodné byl zafazen do skupiny 2B (mozny lidsky
karcinogen), nicmén¢ v bieznu roku 2007 byl pteklasifikovan do skupiny 2A (WEBER,
SHARYPOV, 2009).

Akutni oralni toxicita ethylkarbamatu je pomérné nizka, LDsy dosahuje u hlodavca

ptiblizné 2000 mg/kg t€l. hm. Davky okolo 1000 mg/kg teél. hm. zpisobuji anestezii
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(WHO, 2006). Vysoké davky vykazuji u zvifecich modelii toxicky efekt na centralni
nervovou soustavu, gastrointestinalni trakt, slezinu a brzlik (IARC monographs, 2010).
Tolerovatelna denni davka (TDI) je 20 ng/kg zivé hmotnosti a den, coz pro osobu
s hmotnosti 70 kg &ini 520 pg za rok, a tedy 1,4 pg na den (VELISEK, 1999).
Odhadnuty denni pfijem ethylkarbamatu je 80 ng/kg zivé hmotnosti, pokud se vezmou
Vv tvahu 1 alkoholické népoje. Bez nich se denni pfijem odhaduje na 15 ng/kg zivé
hmotnosti. Protoze jsou alkoholické napoje hlavnim zdrojem urethanu, zavedla
kanadska legislativa v roce 1985 limit pro jeho koncentrace v alkoholickych napojich, a
sice 30 ug/l pro stolni vina, 100 pg/l pro fortifikovana vina, 150 pug/l pro destilaty
kromé& téch ovocnych, 200 pug/l pro saké a 400 pg/l pro ovocné destilaty (LECA a
kol., 2014). Ceské republika se touto kanadskou legislativou ¥idila az do roku 2010
(limity byly dany vyhlaskou 305/2004). Tato vyhlaska pak ale byla zruSena a
smérodatné je nyni doporuceni komise ze dne 2. bfezna 2010 o prevenci a sniZeni
kontaminace lihovin z peckovin a vyliskli peckovin ethylkarbamatem a o monitorovani
obsahu ethylkarbamatu v téchto napojich (2010/133/EU), které doporucuje zajistit
pfijeti vSech pfiisluSnych opatifeni, aby bylo dosazeno co nejniz§tho obsahu
ethylkarbamatu v lihovindch z peckovin a lihovinach z vyliskli peckovin, pficemz
cilovou hodnotou je 1 mg/l. Dale upozoriiuje na nafizeni Evropského parlamentu a
Rady (ES) ¢. 110/2008 ze dne 15. ledna 2008 o definici, popisu, obchodni uprave,
oznacovani a ochran¢ zemépisnych oznaceni lihovin a o zruSeni natizeni Rady (EHS) €.
1576/89 (%). Toto nafizeni stanovi, ¢ maximalni obsah kyseliny kyanovodikové v
lihovinach z peckovin a lihovinach z vyliskti peckovin je 7 gramti na hektolitr alkoholu

0 100 % objemovych (70 mg/1).

3.1.4.2 Obecny princip karcinogeneze

Na svéte existuje vice nez 100 riznych druhti rakovin (zhoubnych nadord). Ackoli
se jednotlivé typy od sebe li§i, vSechny maji spolecny jeden zaklad, a to
nekontrolovatelny rist bunck, které se vymkly kontrolnim mechanizmim pacientova
organizmu. Takto piekotn¢ a bez kontroly rostouci buiiky tvoii naddor. Nadory rostou
zpocatku pomaleji a na jednom misté, poté vSak mohou zacit agresivn¢ pronikat do
okoli a uvolnovat bunky, které se $ifi do vzdalenych mist, a to bud’ mizni cestou do
lymfatickych uzlin, anebo krevni cestou do rtznych organti, pfi¢emz zde tvoii nova

nadorova loZiska, tzv. metastizy (ABRAHAMOVA, 2009).
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Vznik rakoviny muze ovlivnit fada faktord, zejména kouieni, strava, alkohol,
infekce, hormonélni faktory a radiace, genetické faktory a jiné malo zndmé nebo
neznamé piiciny. S rostoucim vékem také roste riziko vzniku nadori, jak se postupné
Vv prib¢hu Zivota kumuluji v buiikkach genové poruchy. Zatimco v rozvojovych zemich
se na vzniku nddorovych onemocnéni podileji zejména rizné typy infekci, tak
Vv hospodaisky vyspélych zemich patii mezi nejdulezitéjsi faktory strava. Potrava zde
hraje pomérn¢ vyznamnou roli, a to nejen svou skladbou, ale i celkovym mnozstvim
(STRATIL, KUBAN, 2004). Aby se normalni buiiky staly rakovinnymi, musi projit
jistym poctem genetickych poruch. Strava bohatd na ochranné slozky mutze rakovinu
zpomalit, a dokonce i zastavit (GILLIE, 2001).

Pfi indukci mutaci DNA, které mohou vést az ke vzniku nadoru, se uplatiuje
kumulacéni efekt, tzn. Ze se mnozstvi jednotlivych karcinogeni s¢itd (i podprahovych),
poruchy DNA se hromadi a je jedno, jaka latka je zpusobila (STRATIL, KUBAN,
2004).

3.1.4.2 Metabolismus a mechanismus toxického piisobeni ethylkarbamdtu

Ethylkarbaméat se vstiebava pomérné rychle a témét kompletné z gastrointestinalniho
traktu a kize. Jeho nasledny metabolismus zahrnuje 3 hlavni dréhy:

e hydrolyza

e N-hydroxylace nebo C-hydroxylace

e oxidace postranniho fetézce
Hlavni metabolickou drdhu tvofi hydrolyza urethanu jaternimi mikrozomalnimi
esterdzami na ethanol, amoniak a oxid uhlic¢ity. Ptiblizn¢ 5 % ethylkarbamatu se z t¢la
vylou¢i nezménéno a vice nez 90 % je hydrolyzovano. Ethylkarbamat je také pfeménén
cytochromem P-450 na N-hydroxykarbamat (pfiblizné 0,1 %), a-hydroxyethylkarbamat
a vinylkarbamat (pfiblizn€ 0,5 %). Vinylkarbamat je nasledné epoxidaci konvertovan na
epoxid vinylkarbamatu (WEBER, SHARYPOV, 2009), ktery se muze kovalentné vazat
na DNA za vzniku etheno-DNA adukti, RNA a proteiny. Hepatokarcinogenni ti¢inky
vinylkarbamatu jsou silngj$i nezZ u samotného ethylkarbamatu. Epoxid vinylkarbamatu
pusobi navic jesté siln€ji nez samotny vinylkarbaméat (IARC monographs, 2010).
Dalsim problémem je N-hydroxyurethan vznikly metabolismem urethanu.
Metabolickou konverzi urethanu na N-hydroxyurethan katalyzuje cytochrom P-450
vyskytujici se v plicich, lymf€, jatrech a kizi, kde se navic jesté¢ vyskytuje i enzym

esteraza. N-hydroxyurethan muize byt esterazou metabolizovan na hydroxylamin, ktery
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pusobi karcinogenné tvorbou kysliku a oxidu dusnatého, coz vede k oxidaci a

depurinaci DNA (WEBER, SHARYPOQV, 2009).

3.1.4.3 Toxikologické studie na zvifecich modelech

S toxikologickym vyzkumem ethylkarbamatu se zacalo jiz v roce 1974. Biologické
testy se provadely na mysSich, potkanech a kieccich. Urethan se uvedenym druhiim
aplikoval peroralni, dermalni, subkutanni a intraperitonealni cestou.

Peroralni podani ethylkarbamatu vedlo u mysi ke zvySené incidenci plicnich
adenomt, karcinomu, dlazdicovych karcinomi, lymfomi (hlavné lymfosarkomil),
adenokarcinomu a karcinomd mlé¢né Zlazy, leukémie a adenomu a angiomu Harderovy
zlazy. Piidavek promotoru 12-O-tetradekanoylforbol-13 acetatu (TPA) jesté zvysil
incidenci koznich papilomti a dlazdicovych karcinomi. U potkanii byla zvySena
incidence karcinomli Zymbalovy zldzy a mlééné Zlazy a u kieckli nddort kize,
papilomu ptfedzaludku, adenokarcinomi mlééné Zlazy, hepatomi, hemangiomi sleziny
a jater a karcinomil §titné zlazy, vajecnikil a vaginy.

Dermalni aplikace ethylkarbamatu vedla u mysi k vyznamnému zvySeni incidence
plicnich adenomil a karcinomi mlé¢né Zlazy.

Subkutanni podéani ethylkarbamatu vedlo ke zvySeni incidence plicnich adenomil
U dospélych mysi a hepatoml u novorozenych mlad’at. Lokalni ptidavek krotonového
oleje navic rapidné zvysil incidenci koznich papilomu.

Intraperitonedlni podani ethylkarbamatu vyrazn€ zvysilo u dospélych mysi
incidenci plicnich adenomt, hepatomt a koznich papilomt. U mlad’at indukovalo vznik
lymfomi, plicnich adenomi, hepatomi, nadort Harderovy zldzy a stromdlnich a
epitelialnich nadort vaje¢niku (IARC monographs, 2010).

NizZe jsou uvedeny piiklady toxikologickych studii.

Skupindm 50 sam¢im B6C3F; mySim ve véku 6 tydnt se podaval ethylkarbamat
0 koncentracich 0; 0,6; 3; 6; 60 a 600 ppm v pitné vod¢ po dobu 70 tydnti. Nasledné
byly mySi usmrceny a provedla se histologickd vySetfeni. Vysledkem této urethanové
expozice bylo na davce zavislé zvySeni incidence alveolarnich/bronchidlnich adenomt a
karcinomi, jaternich hemanigomu a angiosarkomt a srde¢nich hemangiomu. Incidence
plicnich alveolarnich/bronchidlnich adenomt byla 18 %, 8 %, 15 %, 16 %, 68 % a 95 %
odpovidajici koncentracim urethanu o hodnotach 0; 0,6; 3; 6; 60 a 600 ppm. Statisticky

vyznamny je znacny narust patologie u koncentraci 60 a 600 ppm. Plicni
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alveolarni/bronchidlni karcinom se vyskytl pouze u skupiny, které byl podavan urethan
v koncentraci 600 ppm, a sice ve 14% incidenci. Jaterni hemangiom se vyskytl pouze
u skupin s urethanovou koncentraci 60 (4 %) a 600 (45 %) ppm. Jaterni angiosarkom
vznikl u skupin, kterym byl podavan ethylkarbamat o koncentracich 6, 60 a 600 ppm,
sincidenci 4 %, 4 % a 25 %. Srde¢ni hemangiom se vyskytl pouze u skupiny
s koncentraci urethanu 600 ppm, pfi¢emz incidence zde byla 9 % (IARC monographs,
2010).

V dalsi studii se podaval ethylkarbamat v pitné vod¢ skupindm 48 samcim a 48
sami¢im B6C3F; mysim ve veéku 4 tydnt v koncentracich 0, 10, 30 a 90 ppm po dobu
104 tydnd. S rostoucimi koncentracemi urethanu se zvySoval pocet nadorti i imrti, coz
bylo pozorovatelné ptfedevSim pii koncentracich 30 a 90 ppm. Incidence tumorii
u sam¢ich mysi byla pro koncentrace 0, 10, 30 a 90 ppm nasledujici:

e plicni alveolarni a bronchidlni adenomy a karcinomy: 10 %, 37 %, 62 %, 77 %

e hepatocelularni adenomy a karcinomy: 26 %, 38 %, 52 %, 52 %

e jaterni hemangiosarkomy: 2 %, 4 %, 11 %, 29 %

e adenomy a karcinomy Harderovy zlazy: 6 %, 25 %, 64 %, 81 %

e dlazdicové nadory kiize: 0 %, 2 %, 6 %, 12 %

e dlazdicové nadory predzaludku: 0 %, 14 %, 7 %, 11 %

e srdecni hemangiosarkomy: 0 %, 0 %, 2 %, 10 %

Incidence tumorti u sam¢ich mysi byla pro koncentrace 0, 10, 30 a 90 ppm nasledujici:

e plicni alveolarni a bronchidlni adenomy a karcinomy: 12 %, 17 %, 53 %, 83 %

e hepatocelularni adenomy a karcinomy: 10 %, 23 %, 43 %, 40 %

e jaterni hemangiosarkomy: 0 %, 0 %, 2 %, 15 %

e adenokarcinomy mlécné zlazy: 8 %, 6 %, 6 %, 23 %

e adenoakantomy mlécné zlazy: 0 %, 2 %, 2%, 23 %

e adenomy a karcinomy Harderovy zlazy: 6 %, 23 %, 40 %, 62 %

e folikularni nadory vajecnik: 0 %, 0 %, 4 %, 13 % (IARC monographs, 2010;

BELAND a kol., 2005)

Ghanayem a kol. se ve své studii zabyvali rozdilnosti vyskytu nadorti indukovanych
urethanem u Cyp2el-/- a Cyp2el+/+ mysi, protoze primarni enzym zodpovédny za
oxidaci urethanu neni esteraza, ale enzym CYP2E1. Pro vyzkum byly pouzity skupiny
28-30 samcich Cyp2el-/- a Cyp2el+/+ mysi ve véku 5-6 tydni, kterym se podaval
ethylkarbamat zavedenim sondy do zaludku v davkach 0, 1, 10, 100 mg/kg/den 5 dni

21



Vv tydnu po dobu 6 tydnl. Poté se prestal urethan na 7 mésicii podavat. Nasledné¢ byly
mys$i usmrceny a hodnotila se karcinogenita ethylkarbamatu. Jaterni tumory
(hemangiomy a hemangiosarkomy) se objevily u Cyp2el+/+ mysi, kterym se podaval
urethan v mnozstvi 100 mg/kg zivé hmotnosti, s incidenci 33 % a 53 % ve srovnani
s kontrolnimi Cyp2el+/+ mySmi, kde byly incidence 0 % a 0 %. Jaterni hemangiom byl
zjistén pouze u jedné Cyp2el-/- mysi (7% incidence) ze skupiny mys$i exponovanych
davkou urethanu 100 mg/kg zivé hmotnosti. Mezi Cyp2el+/+ a Cyp2el-/- mySmi
exponovanycmi davkami ethylkarbamatu 100 mg/kg zivé hmotnosti byly nalezeny
prukazné rozdily v incidenci jaternich heamangiosarkomu (53 % u Cyp2el-+/+ mysi vs.
0 % u Cyp2el+/+ mysi). V ptipadé jaternich hemangiomu byl rozdil mensi (33 % vs.
7 %). Incidence bronchioloalveolarniho adenomu u Cyp2el+/+ mysi exponovanych
davkami 0, 1, 10, 100 mg/kg zivé hmotnosti byla 0 %, 21 %, 100 % a 93 %, pficemz
narlst incidence u davek 10 a 100 mg/kg zivé hmotnosti byl statisticky vyznamny.
U Cyp2el-/- mysi byla incidence bronchioloalveolarniho adenomu 0 %, 0 %, 29 % a
60 %, ptficemz i1 zde byl patrny zna¢ny nartst incidence u davek 10 a 100 mg/kg. Rozdil
mezi Cyp2el-/- a Cyp2el+/+ mySmi byl i v tomto piipadé dobie pozorovatelny.
Zaznamenan byl i jeden piipad bronchioloalveolarniho karcinomu u Cyp2el+/+ mysi
pii pouzité davce 100 mg/kg zivé hmotnosti. Incidence adenomu Harderovy Zlazy
u Cyp2el+/+ mysi exponovanych davkami 0, 1, 10, 100 mg/kg zivé hmotnosti byla
7%, 29 %, 100 % a 87 %, pficemz narust incidence u davek 10 a 100 mg/kg byl
znatelny. U Cyp2el-/- mysi byla incidence adenomu Harderovy zlazy 0 %, 7 %, 14 % a
80 %, pricemz zde byl patrny narust incidence az u davky 100 mg/kg Zivé hmotnosti.
Zde byl rozdil mezi Cyp2el-/- a Cyp2el+/+ mySmi znatelny pouze u davky 10 mg/kg.
Tato studie prokazala, Ze CYP2EI hraje dileZitou roli pfi vzniku rakoviny indukované
ethylkarbamatem (IARC monographs, 2010; GHANAYEM a kol., 2007).

Iversen ve své studii zkoumal ucinek ethylkarbamatu jako latky schopné zesilit
pusobeni 7,12-dimethylbenzo[a]antracenu (DMBA) indukujiciho nadory kiize. Skupiné
16 sam¢im a 16 sami¢im mysim zbavenych srsti (vék nespecifikovan) se dermalné
podavalo 51,2 ng DMBA ve 100 pl acetonu jednou tydné po dobu 60 tydnii. Dalsi
skupiné o stejném poctu mysi se podaval DMBA stejnym zpusobem, avSak po
2 tydnech od doby ukonceni aplikace DMBA se zacalo dvakrat tydné dermalné podavat
100 pl 10% roztoku ethylkarbamatu v acetonu po dobu 50 tydnii. Treti skupiné se
nepodaval DMBA, ale pouze urethan po dobu 60 tydnt. Vysledky ukézaly, ze u 11

mysi exponovanych pouze DMBA bylo zaznamenano 21 koznich tumort (pfedevsim
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papilomy, ale také karcinomy a atypické keratoakantomy a zadné plicni adenomy), u 5
mys$i exponovanych pouze urethanem bylo zjisténo 8 koznich tumor a u 22 mysi
exponovanych pouze urethanem 79 plicnich adenomt a u 16 mysi exponovanych
DMBA i urethanem bylo nalezeno 60 koznich tumort a u 23 mysi exponovanych
DMBA i urethanem 121 plicnich adenomit. Ethylkarbamat sam o sobé tedy
nevykazoval vysokou kozni karcinogenitu, nicmén¢ pusobil synergicky v kombinaci
s DMBA (IARC monographs, 2010; IVERSEN, 1991).

Dalsi studie se zabyvala inhalacni expozici urethanem. Skupiny samicich JCL:ICR
mysi (pocet ve skupin¢ nespecifikovan) ve véku 28 dni byly vystaveny ptisobeni
vzduchu obsahujiciho ethylkarbamat v koncentraci 0,25 pg/ml po dobu 1, 3, 5 nebo 10
dni nebo vzduchu s urethanovou koncentraci 1,29 pg/ml po dobu 0,25; 1; 2; 4 nebo
5dni. Skupiny saméich JCL:ICR mysi ve véku 28 dni byly vystaveny vzduchu
s urethanovou koncentraci 0,25 pg/ml po dobu 10 dni (50 mys$i) a vzduchu
s urethanovou koncentraci 1,29 pg/ml po dobu 4 dni (47 mysi). Sami¢i mysi byly
usmrceny 5 mésici a samc¢i 12 mésici po skoneni expozice. U samicich mysi
exponovanych ethylkarbamatem v koncentraci 0,25 pg/ml byla incidence plicnich
nadori (typ nespecifikovan) 53 % a naddorova multiplicita 1,08 £ 0,39 (hlavni + 95%
interval spolehlivosti) po 1denni expozici, 86 % a 5,29 + 1,28 po 3denni expozici, 87 %
a 7,56 + 2,05 po 5denni expozici a 82 % a 17,8 + 4,6 po 10denni expozici. U samicich
mys$i exponovanych ethylkarbamatem v koncentraci 1,29 pg/ml byla incidence plicnich
nadort (typ nespecifikovan) 48 % a nadorova multiplicita 0,67 + 0,20 % po 0,25denni
expozici, 92 % a 10,7 £ 2,9 po 1denni expozici, 94 % a 18,6 + 3,8 po 2denni expozici,
94 % a 10,6 £ 2,6 po 4denni expozici a 100 % a 12,2 + 3,9 po Sdenni expozici.
U saméich mysi exponovanych ethylkarbamatem v koncentraci 0,25 pg/ml po dobu 10
dni byla incidence plicnich adenokarcinomii 80 %, pfi¢emz 22 % vykazovalo zndmky
invaze nebo metastazovani. U samcich mySi exponovanych ethylkarbamatem
Vv koncentraci 1,29 pg/ml po dobu 4 dni byla incidence plicnich adenokarcinomii 35 %.
Incidence leukémie u samicich mysi exponovanych ethylkarbamatem v koncentraci
0,25 pg/ml byla 6 % po ldenni expozici, 4 % po 3denni expozici, 9 % po Sdenni
expozici a 0 % po 10denni expozici. Incidence leukémie u samicich mysi exponovanych
ethylkarbamatem v koncentraci 1,29 pg/ml byla 2 % po 0,25denni expozici, 2 % po
1denni expozici, 17 % po 2denni expozici, 21 % po 4denni expozici a 17 % po Sdenni
expozici. Incidence leukémie u saméich mysi exponovanych ethylkarbamatem

v koncentraci 0,25 pg/ml po dobu 10 dni byla 10 % a v koncentraci 1,29 pg/ml po dobu
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4 dni 20 %. Incidence déloznich hemangioml u mysi exponovanych ethalkarbamatem
v koncentraci 1,29 pg/ml byla 0 % po 0,25denni expozici, 2 % po ldenni expozici, 3 %
po 2denni expozici, 9 % po 4denni expozici a 0% po 5Sdenni expozici. 1 délozni
hemangiom (incidence 2 %) byl také nalezen ve skupin€ samicich mysi exponovanych
ethylkarbamatem v koncentraci 0,25 pg/ml po dobu 3 dnl. Incidence hepatomu
u sam¢ich mysi exponovanych ethylkarbamatem v koncentraci 0,25 pg/ml po dobu 10
dni byla 12 %, v koncentraci 1,29 pg/ml po dobu 4 dni 7 (IARC monographs, 2010,
NOMURA a kol., 1990).

Védci zkoumali i 0€inky pusobeni ethylkarbamatu u potomkd exponovanych
rodi¢l. Sam¢im Cr:NIH(S) mysim ve véku 6 tydni (pocet mySi nespecifikovan) se
podala intraperitonedlni injekce destilované vody nebo injekce destilované vody
obsahujici navic 1,5 g/kg té€l. hm. ethylkarbaméatu. Po dvou tydnech se tyto sam¢i mysi
premistily k sami¢im ve véku 8 tydni za tcelem pafeni. Po 3 tydnech byly sami¢i mysi
oddéleny za ucelem porodu mlad’at. Potomstvo bylo odstaveno ve 4 tydnech véku.
VSichni jedinci se nechali pfirozené¢ uhynout a provedla se histologickd vySetfeni.
Paternalni expozice ethylkarbamatem vyustila u mladat (samct i samic) ke vzniku
nadorim nadledvinek a zaludku. Incidence nadorti nadledvinek byla 5 %, pticemz 83 %
z nich tvofily feochromocytomy a 17 % kortikdlni adenomy. U kontrolnich mysi se
nadory nevyskytovaly. Incidence nadort Zaludku byla 18 %, pficemz 6 % tvofily
adenomy, 5% karcinomy a 7 % atypické hyperplazie. U kontrolnich mysi byla
incidence nadort zaludku 4 % (IARC monographs, 2010; YU a kol., 1999).

Skupiné 25 Swiss Webster sami¢ich mysi ve véku 10 tydnt a ve 14. dni téhotenstvi
se podal jednordzové intravendézné ethylkarbamat (3,3 mmol/kg tél. hm. ve 250 pl
fosfatového fyziologického roztoku. Kontrolni skupiné 22 t€hotnym mySim samicim
stejného veku se aplikovala injekce fosfatového pufru (250 pl). Treti skupiné 30
panenskym mySim samicim se podaly intravendzné 3,3 mmol/kg tél. hm.
ethylkarbamatu ve fyziologickém roztoku a posledni skuping¢ 29 panenskym mySim
samicim samotny fosfatovy pufr. Po vSech injekcich jesté¢ nasledovala u vSech skupin
1 injekce 100 pl fosfatového fyziologického roztoku. 6 mésicti po porodu byly vSechny
mysi usmrceny (t¢hotné matky, jejich potomci a panenské samice) a zkoumala se
incidence plicnich nadort. 1 kontrolni samice zemfela jest¢ pifed naplanovanym
usmrcenim. Mira preziti potomkl nebyla uvedena. Incidence plicnich adenomu
u 21 kontrolnich samic byla 28,6 % s nadorovou multiplicitou 0,33 nadoru na mys.

V ptipadé€ jejich potomkl (96 samcl a 72 samic) se jednalo o hodnoty 10,4 % a 0,12
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nadoru na mys a 16,6 % a 0,19 nadoru na mys. Incidence plicnich adenomti u 20 samic
vystavenych uc¢inku ethylkarbamatu byla 95,0 % s nadorovou multiplicitou 10,5 nadort
na mys. V piipadé jejich potomki (90 samct a 70 samic) se jednalo o hodnoty 45,0 % a
0,96 nadoru na mys a 57,1 % a 1,3 nadoru na mys. Incidence plicnich adenomil u 29
kontrolnich panenskych mysi byla 44,8 % s nadorovou multiplicitou 0,75 nadoru na
mys. V pfipadé 30 panenskych urethanem exponovanych mysi byla incidence 100 %
anadorova multiplicita 6,2 nadordt na myS (IARC monographs, 2010; NEEPER-
BRADLEY a kol., 1992).

Nasledné studie zkoumaji u¢inky urethanovych metabolitd. Skupinam 20 nebo 25
samCich a 20 nebo 25 samicich Swiss mysi ve véku 2—-3 mésict se podala peroralné
jednotna davka 25 mg ethylkarbamatu nebo 25 mg N-hydroxyethylkarbamatu
Vv destilované vod¢ (objem nespecifikovan). DalSich 46 mysi slouzilo jako kontrolni
skupina. 4 dny po peroralnim podani se vSem skupinam dvakrat denné¢ dermalné
aplikoval 5% krotonovy olej v tekutém parafinu (objem nespecifikovan). Incidence a
multiplicita koznich nddorti se hodnotila po 20 a 40 tydnech od posledni aplikace
krotonového oleje a v ptipadé plicnich naddort pouze po 40 tydnech. Mira pieziti byla
>90 % po 20 tydnech a > 80 % po 40 tydnech od posledni aplikace krotonového oleje.
Incidence a multiplicita (= smérodatnd odchylka) koznich nador po 20 tydnech byla
u mysi exponovanych ethylkarbamatem 89 % a 1,5 + 0,2 a 48 % a 0,7 £ 0,2 u mysi
exponovanych N-hydroxyethylkarbamatem. V pifipadé mysi vystavenych pouze
pusobeni krotonového oleje byly hodnoty 7 % a 0,07 = 0,05. Rozdil v incidenci a
multiplicit€ mezi exponovanymi a kontrolnimi jedinci byl statisticky vyznamny. Patrny
byl i rozdil mezi GCinky ethylkarbamatu a N-hydroxyethylkarbamatu, kde se
karcinogenni UCinek ethylkarbamatu jevil silngj$i. Incidence a multiplicita
(+ smérodatna odchylka) koZnich nadorti po 40 tydnech byla u myS$i exponovanych
ethylkarbamatem 89 % a 1,6 £ 0,3 a 95 % a 1,5 £ 0,3 u mysi exponovanych N-
hydroxyethylkarbamatem. V ptipadé mysi vystavenych pouze pusobeni krotonového
oleje byly hodnoty 25 % a 0,4 £ 0,1. Rozdil v incidenci a multiplicit¢ mezi
exponovanymi a kontrolnimi jedinci byl statisticky vyznamny. Incidence a multiplicita
(£ smérodatna odchylka) plicnich nadort po 40 tydnech byla u mysi exponovanych
ethylkarbamatem 67 % a 3,4 + 1,3 a 45 % a 0,75 + 0,3 u myS$i exponovanych N-
hydroxyethylkarbamatem. V piipadé mysi vystavenych pouze pisobeni krotonového
oleje byly hodnoty 5 % a 0,05 + 0,03. Rozdil v incidenci a multiplicité mezi

exponovanymi a kontrolnimi jedinci byl statisticky vyznamny. Pozorovatelny byl i
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rozdil v nadorové multiplicit¢ mezi jedinci exponovanymi ethylkarbamatem a N-
hydroxyethylkarbamatem (IARC monographs, 2010; BERENBLUM a kol., 1959).

Skupindam 40 sami¢im CD-1 mysim ve véku 6-8 tydni se na oholena zéada
dermélné aplikovalo 1,2 mg krotonového oleje ve 200 pul destilovaného acetonu. Po 18—
24 h se dermaln¢ aplikovalo 5 nebo 60 mg ethylkarbamatu nebo 5 mg vinylkarbamatu
ve 200 pl acetonu nebo aceton samotny. Po tydnu se aplikace karbamati nebo
rozpoustédla zopakovala. Tyden po druhé aplikaci se vS§em mysim podavalo dvakrat v
tydnu 900 pg krotonového oleje ve 150 pl acetonu. Experiment trval 32 tydnt a pfezilo
jej > 88 % mysi. Poté se po usmrceni provedla histologicka vysSetfeni. Incidence a
nadorova multiplicita koznich papilomi byla 2 % a 0 u mys$i exponovanych samotnym
rozpoustédlem, 25 % a 0,3 u mysi exponovanych celkem 10 mg urethanu, 47 % a 3,4 u
mys$i exponovanych celkem 120 mg urethanu a 66 % a 4,5 u mys$i exponovanych
celkem 10 mg vinylkarbamatu. Incidence koznich papiloml se mezi kontrolnimi a
karbamaty exponovanymi jedinci statisticky vyznamné lisila. Vyznamné se incidence
lisila i mezi jedinci exponovanymi ethylkarbamatem a vinylkarbamatem, kde
vinylkarbamét vykazoval siln€j8i karcinogenni tucinek. Incidence a nadorova
multiplicita plicnich adenomii byla 17 % a 0,4 u mysi exponovanych samotnym
rozpoustédlem, 42 % a 1,0 u mysi exponovanych celkem 10 mg urethanu, 82 % a 8,8
u mysi exponovanych celkem 120 mg urethanu a 97 % a 18,9 u mysi exponovanych
celkem 10 mg vinylkarbamatu. Incidence plicnich adenomii se mezi kontrolnimi
a karbamaty exponovanymi jedinci statisticky vyznamné lisila. Vyznamné se lisila i
mezi jedinci exponovanymi ethylkarbamatem a vinylkarbamatem, kde vinylkarbamat
opét vykazoval siln¢j$i karcinogenni uc¢inek (IARC monographs, 2010; DAHL a kol.,
1978).

Ve svém druhém experimentu pouzili Dahl a kol. skupiny 30-33 samicich CD-1
mysi starych 6-8 tydnd, kterym se na oholend zada aplikovalo 1,2 mg krotonového
oleje ve 200 pl destilovaného acetonu. Po 18-24 h se dermalné aplikovalo 2,5; 5 nebo
60 mg ethylkarbamatu nebo 2,5 nebo 5 mg vinylkarbamatu ve 200 ul acetonu nebo
aceton samotny. Po tydnu se aplikace karbamatii nebo rozpoustédla zopakovala. Tyden
po druhé aplikaci se vS§em mySim podavalo dvakrat v tydnu 900 pg krotonového oleje
ve 150 ul acetonu. Experiment trval 35 tydnli a piezilo jej > 90 % mysi. Poté se
provedla histologickd vySetieni. Incidence a naddorova multiplicita koznich papilomu
byla 0 % a 0 u mysi exponovanych samotnym rozpoustédlem, 10 % a 0,1 u mysi

exponovanych celkem 5 mg urethanu, 13 % a 0,2 u mysi exponovanych celkem 10 mg
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urethanu, 38 % a 1,8 u mysi exponovanych celkem 120 mg urethanu, 38 % a 1,8 u mysi
exponovanych celkem 5 mg vinylkarbamatu a 37 % a 2,0 u mysi exponovanych celkem
10 mg vinylkarbamatu. Incidence koznich papiloml se mezi kontrolnimi a karbamaty
exponovanymi jedinci (kromé 5 a 10 mg urethanu) statisticky vyznamné liSila.
Vyznamné se i li§ila mezi jedinci exponovanymi ethylkarbamaty a vinylkarbamaty, kde
vinylkarbamaty vzdy vykazovaly silnéjsi karcinogenni Gcinek. Incidence a nadorova
multiplicita plicnich adenoml byla 55 % a 0,9 u mysSi exponovanych samotnym
rozpoustédlem, 46 % a 0,9 u mysi exponovanych celkem 5 mg urethanu, 53 % a 1,0
u mysi exponovanych celkem 10 mg urethanu, 83 % a 7,3 u mysi exponovanych celkem
120 mg urethanu, 90 % a 4,5 u mysi exponovanych celkem 5 mg vinylkarbamatu a
100 % a 12,0 u mysi exponovanych celkem 10 mg vinylkarbamatu. Incidence plicnich
adenomi se mezi kontrolnimi a karbamaty exponovanymi jedinci (kromé€ 5 a 10 mg
urethanu) statisticky vyznamné¢ lisila. Vyznamné se lisila i mezi jedinci exponovanymi
ethylkarbamatem a vinylkarbamatem, kde vinylkarbamat opét vykazoval silngjsi
karcinogenni Gi¢inek (IARC monographs, 2010; DAHL a kol., 1978).

Park a kol. se ve svych experimentech zabyvali karcinogennimi ucinky
vinylkarbamatu a epoxidu vinylkarbamatu. Skupindm 30 samicich CD-1 mysi ve véku
6-8 tydnd se dermalné aplikovalo 2,5 pg TPA ve 100 ul acetonu. Po 18-24 h se
aplikovalo 5,8 nebo 11,5 pmol vinylkarbamatu nebo 5,8 nebo 11,5 pmol epoxidu
vinylkarbamatu ve 200 pl acetonu obsahujiciho navic 15% dimethylsulfoxid (DMSO).
Aplikace vinylkarbamatu a epoxidu vinylkarbamatu se opakovala v tydennich
intervalech az do celkového poctu 5 aplikaci. Poté se dvakrat v tydnu aplikovalo 2,5 ug
TPA ve 100 pl acetonu. Kontrolnim mySim se aplikoval pouze TPA a rozpoustédlo.
Experiment byl ukonéen 22 tydni po prvni aplikaci vinylkarbamatu a epoxidu
vinylkarbamatu a pfezilo jej > 95 % mySi. Nadorovd multiplicita (= smeérodatna
odchylka) byla 6,5 £+ 5,2 pro mysi exponované 5,8 umol vinylkarbamatu, 10,5 + 8,4 pro
mysi exponované 11,5 umol vinylkarbamatu, 13,3 £ 9,2 pro mysi exponované 5,8 pmol
epoxidu vinylkarbamatu, 13,8 £ 9,0 pro mysi exponované 11,5 pumol epoxidu
vinylkarbamatu a 0,1 £ 0,3 pro mysi kontrolni. Primérny pocet papilomli se mezi
mySmi exponovanymi a kontrolnimi statisticky vyznamné liSil ve vSech skupinéch.
Statisticky vyznamny byl i rozdil mezi vinylkarbamatem a epoxidem vinylkarbamatu

exponovanymi mySmi u mnozstvi karcinogenu 5,8 pmol (IARC monographs, 2010;
PARK akol., 1993).
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Ve druhém experimentu se skupindm 30 samicich CD-1 mysi ve véku 6—8 tydnt
dermaln¢ aplikovalo 2,5 pg TPA ve 100 pl acetonu. Po 18—24 h se aplikovalo 1,15 nebo
11,5 umol vinylkarbamatu nebo 1,15 nebo 11,5 umol epoxidu vinylkarbamatu ve 200
ul acetonu obsahujiciho navic 15% dimethylsulfoxid (DMSO). Po uplynuti doby
1 tydne se dvakrat v tydnu aplikovalo 2,5 pg TPA ve 100 pl acetonu. Kontrolnim
mySim se aplikoval pouze TPA a rozpoustédlo. Experiment byl ukoncen 22 tydnt po
prvni aplikaci vinylkarbamatu a epoxidu vinylkarbamatu a ptezilo jej > 97 % mysi. Poté
se provedla histologicka vySetfeni. Incidence papilomt a pramérny pocet papilomi na
mys$ (+ smérodatna odchylka) byla 56 % a 0,9 £ 1,1 pro mysi exponované 1,15 pmol
vinylkarbamatu, 98 % a 7,8 + 5,1 pro mysi exponované 11,5 umol vinylkarbamatu,
93 % a 5,2 £ 3,5 pro mysi exponované 1,15 pmol epoxidu vinylkarbamatu, 100 % a 9,8
+ 4,7 pro mysi exponované 11,5 pumol epoxidu vinylkarbamatu a 7 % a 0,07 £ 0,2 pro
mysi kontrolni. Rozdil v incidenci papiloml mezi mySmi exponovanymi a kontrolnimi
byl u vSech testovanych skupin statisticky vyznamny. Statisticky vyznamny byl i rozdil
v incidenci mezi mySmi exponovanymi 1,15 pmol vinylkarbamatu a 1,15 pmol epoxidu
vinylkarbamatu. Pramérny pocet papilomi na my$ se mezi exponovanymi a kontrolnimi
jedinci  statisticky vyznamné 1i§il kromé skupin exponovanych 1,15 pmol
vinylkarbamatu (IARC monographs, 2010; PARK a kol., 1993).

Ve tfetim experimentu se skupindm 30 samic¢ich CD-1 mysi nespecifikovaného
véku podéaval dermalné jedenkrat tydné vinylkarbamat nebo epoxid vinylkarbamatu ve
200 pl acetonu obsahujiciho navic 15% DMSO v davkach 11,5 pmol (1. a 2. tyden),
5,7 umol (3. a 4. tyden) a 3,8 pumol (5.-32. tyden). Kontrolnim mySim se podavalo
pouze rozpoustédlo. Mira pfeziti nebyla uvedena. Po 32 tydnech od prvni expozice byla
provedena histologickéd vySetfeni. Incidence a primérny pocet papilomi na mys byly
4% a 0,03 = 0,2 pro mysi exponované vinylkarbamatem, 96 % a 4,6 £ 2,6 pro mysi
exponované epoxidem vinylkarbamatu a 0 % a 0,0 + 0,0 pro mysi kontrolni. Incidence a
pramérny pocet papilomi na my$ byly vyrazné vyssi u mysi exponovanych epoxidem
vinylkarbamédtu nez u mysi exponovanych vinylkarbamatem i mySi kontrolnich.
U 12 mysi exponovanych epoxidem vinylkarbamatu byly objeveny epidermoidni
karcinomy (u mySsi exponovanych vinylkarbamatem a mysi kontrolnich nebyly
objeveny viibec). 42 tydnl po prvni aplikaci vinylkarbamatu a epoxidu vinylkarbamatu
byly u obou exponovanych skupin mysi nalezeny maligni nadory (2 adenokarcinomy
mlécné zlazy, 1 lymfoblasticky lymfom, 1 hemangiom a 1 epidermoidni karcinom

umysi exponovanych vinylkarbamatem a 18 epidermoidnich karcinomd,
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4 keratoakantomy, 3 fibrosarkomy a 1 thymom u myS$i exponovanych epoxidem
vinylkarbamatu). Maligni nador nebyl objeven u zadné z kontrolnich mysi (IARC
monographs, 2010; PARK a kol., 1993).

Berenblum a kol. se kromé peroralni expozice urecthanem a jeho metabolity zabyvali
1 expozici intraperitonedlni. Skupindm 18-30 sam¢im i sami¢im Swiss mySim ve véku
2-3 mésicu se aplikovala injekce (intraperitonealn€) 10 mg ethylkarbamatu (0,11 mmol)
nebo 11,8 mg N-hydroxyethylkarbamatu (0,11 mmol) ve fyziologickém roztoku (objem
nespecifikovan), nebo 5 nebo 25 mg N-hydroxyethylkarbamatu v destilované vodé
(objem nespecifikovan). 46 mysi slouzilo jako kontrolni skupina. 4 dny po peroralnim
podani se vSem skupindm dvakrat denn¢ dermaln¢ aplikoval 5% krotonovy olej v
tekutém parafinu (objem nespecifikovan). Incidence a multiplicita koZznich nadorii se
hodnotila po 20 a 40 tydnech od posledni aplikace krotonového oleje a v piipade
plicnich nadord pouze po 40 tydnech. Mira preziti byla > 97 % po 20 tydnech a > 80 %
po 40 tydnech od posledni aplikace krotonového oleje. Incidence a multiplicita (£
smérodatnd odchylka) koznich nadorti po 20 tydnech byla 47 % a 0,6 + 0,1 u mysi
exponovanych 10 mg ethylkarbamatu, 10 % a 0,1 + 0,05 u mysi exponovanych 11,8 mg
N-hydroxyethylkarbamatu, 70 % a 1,0 = 0,2 u mysi exponovanych 25 mg N-
hydroxyethylkarbamatu a 7 % a 0,07 + 0,05 u mysi kontrolnich. Statisticky vyznamny
nartst incidence oproti kontrolnim mysim byl pozorovan u mys$i exponovanych 10 mg
ethylkarbamatu a 25 mg N-hydroxyethylkarbamatu. V ptipad€ nadorové multiplicity byl
statisticky vyznamny nariist u v§ech exponovanych skupin kromé skupin exponovanych
11,8 mg N-hydroxyethylkarbamatu. Incidence a multiplicita koznich nadort byla u mysi
exponovanych 10 mg ethylkarbaméatu o poznani vys$§i neZ u mysi exponovanych
11,8 mg N-hydroxyethylkarbamétu. Incidence a multiplicita (= smérodatnd odchylka)
koznich nadortt po 40 tydnech byla 60 % a 0,9 £ 0,2 u mys$i exponovanych 10 mg
ethylkarbamatu, 21 % a 0,2 + 0,1 u mysi exponovanych 11,8 mg N-
hydroxyethylkarbamatu, 95 % a 1,9 + 0,2 pro myS$i exponovan¢ 25 mg N-
hydroxyethylkarbamatu, 44 % a 0,25 £+ 0,05 pro mysi exponované 5 mg N-
hydroxyethylkarbamatu a 25 % a 0,4 £ 0,1 pro mysi kontrolni. Incidence a multiplicita
koznich néadorti byly vyznamné vys$i u mysi exponovanych 10 mg ethylkarbamatu a
25 mg N-hydroxyethylkarbamatu nez u mysi kontrolnich a u skupin exponovanych
10 mg ethylkarbamatu vyznamné vy$§i nez u skupin s 11,8 mg N-
hydroxyethylkarbamatu. Po 40 dnech od posledni aplikace krotonového oleje byla

incidence a multiplicita plicnich naddort 88 % a 2,8 + 0,5 pro mysi exponované 10 mg
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ethylkarbamatu, 19 % a 03 + 0,1 pro mysi exponované¢ 11,8 mg N-
hydroxyethylkarbamatu, 6 % a 0,8 £ 0,2 pro mysSi exponované 25 mg N-
hydroxyethylkarbamatu, 28 % a 0,4 £ 0,1 pro mySi exponované¢ 5 mg N-
hydroxyethylkarbamatu a 5 % =+ 0,03 pro mysi kontrolni. Statisticky vyznamny nartst
incidence oproti kontrolnim mySim byl pozorovan u skupin exponovanych 10 mg
ethylkarbamatu a 25 mg N-hydroxyethylkarbamatu. V ptipadé nadorové multiplicity se
jednalo o vSechny exponované skupiny. Incidence a multiplicita plicnich nadora byla
u mysi exponovanych 10 mg ethylkarbamatu o poznani vyssi nez u mysi exponovanych
11,8 mg N-hydroxyethylkarbamatu (IARC monographs, 2010; BERENBLUM a kol.
1959).

Dahl a kol. se krom¢ dermélni expozice urethanem a jeho metabolity zabyvali 1
expozici intraperitonedlni. Skupindm 40-42 samic¢im CD-1 mySim ve véku 6-8 tydnt se
na oholena zada dermalné aplikovalo 1,2 mg krotonového oleje ve 200 pl destilovaného
acetonu. Po 18-24 h se mysim aplikovala intraperitonedlni injekce 65 pg/g tél. hm.
ethylkarbamatu nebo vinylkarbamatu v 5 pl/g tél. hm. 0,87% fyziologického roztoku
nebo samotného rozpoustédla. Dalsi skupiné se aplikovaly 2 intraperitonealni injekce
1,0 mg/g tél. hm. ethylkarbamatu v 5 ul/g tél. hm. 0,9% fyziologického roztoku v
tydennim intervalu. Tyden po posledni aplikaci se vS§em mysSim aplikovalo dermalné
dvakrat v tydnu 900 pg krotonového oleje ve 150 pul acetonu. Experiment trval 28 tydnt
a prezilo jej > 63 % mysi. Poté se provedla histologickd vySetfeni. Incidence a
pramérny pocet koznich papilomti na mys byly 12 % a 0,2 u mys$i exponovanych 65
ng/g té€l. hm. ethylkarbmatu, 65 % a 5,4 u mysi exponovanych celkovym mnozstvim 2
mg/g tél. hm. ethylkarbamatu, 58 % a 3,9 u myS$i exponovanych 65 ng/g t€l. hm.
vinylkarbamatu a 2% a 0 u mysi kontrolnich. Incidence koZnich papilomit u mysi
exponovanych 2 mg/g tél. hm. ethylkarbamatu a 65 pg/g tél. hm. vinylkarbamatu byla
statisticky o poznéni vyS§i nez u mySi kontrolnich a o poznani vys$i u mysi
exponovanych 65 pug/g t€l. hm. vinylkarbamatu nez u mysi exponovanych
ekvimolarnim mnozstvim ethylkarbamatu. Incidence a pramérny pocet plicnich
adenomil na mys byly 36 % a 0,6 u mysi exponovanych 65 pg/g tél. hm. ethylkarbmatu,
94 % a 28,3 u mysi exponovanych celkovym mnozstvim 2 mg/g tél. hm.
ethylkarbamatu, 93 % a 19,2 u mysi exponovanych 65 ug/g tél. hm. vinylkarbamatu a
10% a 0,2 u mysi kontrolnich. Incidence plicnich adenomti byla v kazdé
z exponovanych skupin statisticky o poznani vyssi nez u skupin kontrolnich a o poznani

vysSi u mysi exponovanych 65 ug/g tél. hm. vinylkarbamatu nez u mys$i exponovanych
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ekvimolarnim mnozstvim ethylkarbamatu (IARC monographs, 2010; DAHL a kol.,
1978).

Ve druhém experimentu pouzili Dahl a kol. skupiny 20 a 33 samicich A/Jax mysi
ve véku 6-8 tydnt, kterym aplikovali intraperitoneélni injekci 32 nebo 65 pg/g tél. hm.
ethylkarbamatu nebo vinylkarbamatu v 5 pl/g tél. hm. 0,9% fyziologického roztoku
nebo 500 pg/g tél. hm. ethylkarbamatu v 5 ul 0,9% fyziologického roztoku nebo
rozpoustédlo samotné. Experiment trval 22 tydnt a ptezilo jej > 95 % mysi s vyjimkou
skupiny exponované 65 pg/g tél. hm. vinylkarbamatu, kde byla mira pfeziti 65 %.
Nasledné se provedla histologicka vySetfeni. Incidence a primérny pocet plicnich
adenomti na my$ byly 75 % a 0,8 u mysi exponovanych 32 pg/g tél. hm.
ethylkarbamatu, 85 % a 1,7 u mysi exponovanych 65 pg/g té€l. hm. ethylkarbamatu,
100 % a 42,3 u mysi exponovanych 32 ng/g tél. hm. vinylkarbamatu, 100 % a 19,1
U mysi exponovanych 65 pg/g té€l. hm. vinylkarbamatu a 15 % a 0,2 u mysi kontrolnich.
Incidence plicnich adenomu byla v kazdé z exponovanych skupin statisticky o poznani
vyssi nez u skupin kontrolnich a o poznani vyssi u mysi exponovanych 32 pg/g tél. hm.
vinylkarbamétu nez u mysi exponovanych ekvimoldrnim mnoZzstvim ethylkarbamatu
(IARC monographs, 2010; DAHL a kol., 1978).

Ve tfetim experimentu se skupinam 20 nebo 30 samicich A/Jax mysi ve véku 6-8
tydni aplikovala intraperitonedlni injekce 16, 32 nebo 65 ng/g té€l. hm. vinylkarbamatu
v 5 ul/g t€l. hm. 0,9% fyziologického roztoku nebo rozpoustédlo samotné. Experiment
trval 28 tydnt a piezilo jej > 85 % mysi s vyjimkou skupiny exponované 65 pg/g tel.
hm. vinylkarbamatu, kde byla mira pteziti 27 %. Nasledn¢ se provedla histologicka
vySetieni. Incidence a primérny pocet plicnich adenomid na mys$ byly 100 % a 20,0
umysi exponovanych 16 pg/g t€l. hm. vinylkarbamatu, 100 % a 35,2 u mysi
exponovanych 32 pg/g tél. hm. vinylkarbaméatu a 100 % a 21,4 u mys$i exponovanych
65 ng/g tél. hm. vinylkarbamatu a 29 % a 0,4 u mysi kontrolnich. Incidence plicnich
adenom byla v kazdé z exponovanych skupin statisticky o poznani vy$si nez u skupin
kontrolnich (IARC monographs, 2010; DAHL a kol., 1978).

Ve ¢tvrtém experimentu se skupindm 9-30 samicich A/Jax mysi ve véku 6—8 tydnl
aplikovalo 5 intraperitonealnich injekci 10 pg/g t€l. hm. ethylkarbamatu,
1 intraperitoneédlni injekce 500 pg/g t€l. hm. ethylkarbamatu, 10 intraperitonealnich
injekci 5 pg/g t€l. hm. vinylkarbamatu, 5 intraperitoneédlnich injekci 10 pg/g tél. hm.
vinylkarbamétu anebo 1 intraperitonealni injekce 16 pg/g tél. hm. vinylkarbamatu.

Multiplicitni injekce se podavaly v tydennich intervalech. Jako rozpoustédlo se pro
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vSechny slozky pouzilo 5 pl/g t€l. hm. 0,9% fyziologického roztoku. Kontrolni skupiné
se aplikovalo 10 injekci v tydennich intervalech samotného rozpoustédla. Experiment
trval 20 tydnt a ptezily jej vSechny mysi. Incidence a pramérny pocet plicnich adenomt
na myS byly 75 % a 1,2 umysi exponovanych 5 injekcemi 10 pg/g tél. hm.
ethylkarbamatu, 100 % a 19,3 u mysi exponovanych 1 injekci 500 pg/g t€l. hm.
ethylkarbamatu, 100 % a 25,2 u mysi exponovanych 10 injekcemi 5 pg/g tél. hm.
vinylkarbamatu, 100 % a 53,2 u mysi exponovanych 5 injekcemi 10 pg/g tél. hm.
vinylkarbamatu, 100 % a 25,2 u mysSi exponovanych 1 injekei 16 pg/g tél. hm.
vinylkarbamatu. Incidence plicnich adenomt byla v kazdé z exponovanych skupin
statisticky o poznani vys$$i nez u skupin kontrolnich a o poznani vy$$i u mysi
exponovanych 5 injekcemi 10 pg/g t€l. hm. vinylkarbamatu nez u mysi exponovanych
ekvimolarnim mnozstvim ethylkarbamatu (IARC monographs, 2010; DAHL a kol.,
1978).

3.1.5 Metody stanoveni ethylkarbamatu v potravinach

3.1.5.1 Stanoveni ethylkarbamadtu plynovou chromatografii

Plynova chromatografie (dale v textu jen GC) je nejpiesnéjsi a nejéastéji volena metoda
slouzici ke stanoveni ethylkarbamatu (a dalSich tékavych slozek) v potravinach (IARC
monographs, 2010). Metoda slouzi k separaci smési latek v plynném skupenstvi na
zaklad¢ rizné afinity k nepohyblivé (stacionarni) fazi v chromatografické koloné.
Dulezité je, aby separované latky nebyly termolabilni a aby se nachazely alespon
castecné v plynné fazi pii pracovni teploté chromatografické kolony (LEHOTAY,
2009). Jako mobilni faze slouzi inertni plyn a jako stacionarni faze se pouziva viskozni
inertni kapalina (TEKEL, MIKUS, 2005). Piistrojova technika v GC zahrnuje tlakovou
nadobu, regulator tlaku (napt. jehlovy ventil), ddvkovaci zatizeni, chromatografickou
kolonu, detektor a vyhodnocovaci zafizeni (zapisovac, integrator, pocitac). Z divodu
separace smési latek ve vysokych teplotach musi byt chromatograficka kolona spolecné
s davkovacim zafizenim a detektorem uloZeny v termostatu. Mobilni plynnd faze
prochazi z tlakové nadoby Cisticim zatizenim do regulédtoru tlaku, vzorek se davkuje
injek¢ni jehlou nebo davkovacim ventilem do proudu pohyblivé faze a vstupuje do
chromatografické kolony a odtud do detektoru (LEHOTAY, 2009).

Davkovani vzorku na kolonu je jednou z kritickych operaci, kterd vyznamné

ovlivituje vysledek stanoveni. Idealni davkova¢ musi zajistit dokonalé zplynéni vzorku,
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jeho promiseni s nosnym plynem a nema snizovat ucinnost separace. Rozlisuje se
nékolik typt davkovani, a sice s délicem toku, bez délice toku, p¥imé davkovani do
kolony a davkovani s programovanym odpafovanim vzorku (TEKEL, MIKUS, 2005).

Kolony se v plynové chromatografii pouzivaji bud’ napliiové, nebo kapilarni.
Néplinové kolony tvoifi kovova nebo sklenénd do spirdly stoCend trubice o vnitinim
priméru 2—4 mm a délce 2—6 m, kterd je naplnéna ¢asticemi staciondrni faze o priméru
30-350 um. Kapilarni kolony byvaji vyrobeny z kiemenn¢ kapilary o vnitinim priméru
50-350 um, které jsou navic kvili zvySeni odolnosti potazené vrstvou polymeru. Na
vnitini strané je nanesena netékava kapalina, ktera slouzi jako vlastni stacionarni faze.
Kapilarni kolony jsou oproti ndpliiovym ucinné&jsi, nicméné jsou zatizitelné pouze
malym mnozstvim davkovaného vzorku (OPEKAR, 2002).

Detektory jsou citlivé snimace zaznamendvajici v mobilni fazi ptfitomnost slozky,
ktera opousti chromatografickou kolonu (TEKEL, MIKUS, 2005). Pro stanoveni
ethylkarbamatu se b&zné pouziva hmotnostni ¢i tandemova hmotnostni detekce,
plamenovy ionizacni detektor, detektor elektronového zachytu a termoionizacni
selektivni detektor. Pro kvantifikacni ucely lze pouzit Siroké spektrum internich
standardii. K tomuto ucelt slouzi kromé samotného ethylkarbamatu také:

o cthylkarbamat-ds

e [C,®N]-ethylkarbamat

e methylkarbaméat

e propylkarbamat a isopropylkarbaméat

e tert-butylkarbamat a n-butylkarbamat

e pyrazol

e n-oktanol (IARC monographs, 2010).

Pouziti hmotnostni detekce patii viilbec k nejrozsifenéjSim a nejcitlivéjSim metodam.
lonty s m/z 89, 74 a 62 se pouzivaji k potvrzeni totoznosti ethylkarbamatu. lont s m/z
62 je nejintenzivnéjsi iont v hmotnostnim spektru ethylkarbamétu, propylkarbamatu a
butylkarbamatu, a je tedy pro karbamaty charakteristicky. Pomér ethylkarbamat/
propylkarbamét (nebo ethylkarbamat/butylkarbamat) je nasledné pouzit ke kvantifikaci.
Pro hmotnostni detekci se ale preferuje pouziti izotopem znaceného (130 nebo 15C)
ethylkarbamatu kviili vyssi pfesnosti a citlivosti (WEBER, SHARYPOV, 2009).
Stanoveni ethylkarbamatu pomoci GC casto komplikuji matricové efekty, kdy

mnozstvi sledovaného analytu nezavisi pouze na jeho koncentraci, ale také na
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pfitomnosti dalSich koextrahovanych latek (YE a kol., 2012). I kdyz zadné oficidlni
limitni hodnoty matricového efektu neexistuji, obecné se povazuje za ptijatelné, kdyz
mira zvySeni ¢i snizeni koncentrace sledovaného analytu neptesahuje 15 % (LECA a
kol., 2014). Tento problém se vSak netyka pouze karbamati, ale i dalSich latek, zejména
pak organofosfatli, hydroxyslou€enin, aminosloucenin, imidazolii a benzimidazoll a
derivatt mo¢oviny (HUSKOVA a kol., 2007).

Pfed vlastni analyzou je ovSem nutné vyextrahovat pozadovany ethylkarbamat.
Nejcastéji se pouzivd extrakce kapaliny kapalinou a extrakce pevnou fazi. Jako
rozpoustédlo se nejcastéji voli dichlormethan. Potraviny jako chléb se homogenizuji s
vodou, centrifuguji a vodna vrstva se odd¢li, pricemz nasleduje extrakce kapalinou nebo
pevnou fazi (STADLER, LINEBACK, 2009). Zajimavy ptiklad pouziti techniky
extrakce pevnou fazi publikovali ve svych studiich Lim a Lee. Vzorky se smichaly s
nasycenym roztokem chloridu sodného a nasledné¢ se sorbentem (oxid kiemicity,
obchodni nazev Celite 545). Ethylkarbamat se ze smési vyextrahoval dichlormethanem,
zahustil se ve vakuové odparce a poté v proudu dusiku na 1 ml a nasledné analyzoval
plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (LIM, LEE, 2011; LEE, 2013).

Mikroextrakce pevnou fazi se bézné pouziva jako jedna z extrakénich metod pfii
stanoveni obsahu riznych latek v alkoholickych népojich, napf. vinech
(MIKULIKOVA a kol.,, 2008), aviak pro stanoveni ethylkarbamitu se pouziva
minimalné. Tuto metodu pouzili napt. Leca a kol., a sice u fortifikovanych vin. Autofi
vyzdvihuji vyhody této metody ve srovnani s extrakci pevnou fazi, protoZe pii pouziti
menSiho mnozstvi vzorku a rozpoustédla se minimalizuje negativni dopad analyzy na
zivotni prostfedi a roste citlivost analyzy samotné. Mikroextrakce navic umoZiuje
ptimé vstiikovani vzorku do samotného chromatografu. Nejprve byl sorbent promyt a
kondiciovan methanolem, dichlormethanem a ¢istou vodou a poté se nechal sorbentem
protékat vzorek. Nasledovalo suSeni, po kterém byl ethylkarbamat eluovan
dichlormethanem a poté injekéné vpraven do portu plynového chromatografu
s hmotnostni detekci. Vysledky ukéazaly vysokou piesnost a citlivost navic spojenou
s pomérné nizkou Casovou narocnosti (LECA a kol., 2014). Techniku mikroextrakce
tuhou fazi pouzili i Liu a Xu pii stanoveni ethylkarbamétu v saké. I zde autofi
vyzdvihuji vysokou ptesnost, citlivost a zejména nizkou casovou naro¢nost, kdy
celkova doba analyzy jednoho vzorku zabrala ve srovnani s konvencni extrakei pevnou

fazi polovinu ¢asu (LIU, XU, 2012). Vzhledem k piresvédcivym vysledkiim se pocita
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S vyuzitim této metody do budoucna pfti stanoveni ethylkarbamatu v potravinach (LECA
a kol., 2014).

Jednodussi je situace u lihovin, kde staci provést extrakci vzorku dichlormethanem
s naslednym stanovenim pomoci GC (IARC monographs, 2010). Pro stanoveni
ethylkarbamatu v destilatech z peckového ovoce, kde se navic vyskytuji vysoké
koncentrace ethylkarbamatu (> 200 pg/l), mize byt pouzita jednodussi metoda bez
slozitych extrak¢nich a koncentracnich kroki. Vzorky se upravi na vysledny obsah
alkoholu 40 % natedénim cistou vodou nebo pfidavkem cistého ethanolu, ktery nesmi
obsahovat zadné, byt stopové, mnozstvi ethylkarbamatu. Jako interni standard slouzi n-
propylkarbamat a vlastni analyza se provede pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni detekci. Tuto metodu pouzilo jiz nékolik autorti a ve Svycarsku byla
pfijata jako oficialni metoda stanoveni ethylkarbamatu v destilatech z peckového ovoce
(HESFORD, SCHNEIDER, 2001; BRUNO a kol.,, 2007, WEBER, SHARYPOV,
2009).

3.5.1.2 Stanoveni ethylkarbamadtu kapalinovou chromatografii

Kapalinova chromatografie je separa¢ni metoda, kterd pouziva kapalinu jako mobilni
fazi a stacionarni fazi tvoii zpravidla modifikované silikagelové sorbenty. Existuji
3 varianty kapalinové chromatografie, a sice nizkotlaka kolonovd chromatografie,
planarni chromatografie a vysokou¢inna kapalinova chromatografie (dale v textu jen
HPLC), ktera ma v analytické chemii dominantni postaveni (OPEKAR, 2002) a ktera se
jako jedina pouziva ke stanoveni ethylkarbamatu v potravindch (IARC monographs,
2010).

V HPLC je dosahovano vysoké ucinnosti separa¢niho procesu pouzitim kolon, které
jsou naplnény stacionarni fazi o malé a dobie definované velikosti ¢astic. Kolony se
vyznacuji vysokou hustotou a homogenitou ndpln¢ staciondrni faze a diky tomu i
vysokym hydrodynamickym odporem. Ptetlak (v fddu jednotek az nékolik desitek MPa)
zajisti dostateCny pratok mobilni faze.

Tok mobilni faze zajistuje vysokotlaké Cerpadlo, pricemz v HPLC se pouzivaji
2 typy Cerpadel. Prvni typ, tzv. linearni ¢erpadlo, umozZituje bezpulsni provoz, nicméné
neumoziuje zménu slozeni mobilni faze b&hem analyzy. Tento nedostatek muze

eliminovat recipro¢ni uspofadani ¢erpadla.
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Déavkovani vzorku je zvlastnim problémem v HPLC. Do proudu mobilni faze, ktera
je protlacovéani kolonou pod vysokym tlakem, musi byt nastfiknut vzorek o piesné
definovaném objemu a nesmi dojit k vyraznéjSim fluktuacim pratokové rychlosti
mobilni faze. Jako davkovaci zafizeni se v HPLC pouziva Sesticestny ventil s dadvkovaci
smyckou.

U kolon pouzivanych v HPLC je dilezité, aby vydrzely plsobeni vysokého tlaku
mobilni faze. VétSinou byvaji vyrobeny z ocelové nebo tlustosténné sklenéné trubice
0 vnitinim priméru 2-5 mm a délce 30-300 mm. Kolony jsou zevnitf naplnény
stacionarni fazi, kterou byva oxid kiemicity o vhodné zrnitosti, ktery je navic chemicky
modifikovany navazanim vhodnych funkénich skupin, které¢ urcuji vyslednou polaritu
staciondrni faze.

V kapalinové chromatografii se pouzivaji jiné typy detektor neZ v chromatografii
plynné. Nejrozsitengjsi je fotometricky detektor, ktery umoziuje sledovat absorbanci
latek vystupujicich z chromatografické kolony. Déle je mozno pouzit detektor
s diodovym polem umoziujici okamzity zaznam celého spektra ve zvolené oblasti
vlnovych délek. Pro latky, které vykazuji fluorescenci, je Zzadouci pouziti
fluorimetrického detektoru. Cim dél ¢astéji se pouziva i hmotnostni detektor umoziujici
pfimou identifikaci separovanych latek na zaklad¢ ziskanych hmotnostnich spekter.
Mozné je i pouziti detektorti elektrochemickych (OPEKAR, 2002).

Herbert a kol. byli prvni, kdo poprvé pouzili HPLC v kombinaci s fluorometrickym
detektorem (HPLC-FLD) pro detekci ethylkarbamatu v potravinach, a to az v roce 2002
u vin, fortifikovanych vin a vinnych brandy. Metoda je zaloZena na derivatiza¢ni reakci
ethylkarbamatu s 9-xanthydrolem v kyselém prostfedi za vzniku fluorescentniho

xanthylurethanu detekovatelného fluorimetrickym detektorem. Reakci znazorfiuje

rovnice 13.
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9-xanthydrol urethan xanthylurethan

V praxi se provedla derivatizacni reakce smichdnim 500 pl ztedéného vzorku se 100 pl
roztoku 9-xanthydrolu. Poté se ptidalo 50 ul 1,5 mol HCI. Reakce poté prob¢hla béhem

5 min. ve tmé a hned na to se nastiiklo 15 pl vysledného produktu do
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chromatografického systému. VSechny vzorky se pfed zaatkem experimentu upravily
(nafedénim vodou nebo pridavkem roztoku ethanolu) na vysledny obsah alkoholu 20 %.
U této metody neni nutné provadét extrakéni a koncentrac¢ni kroky (HERBERT a kol.,
2002).

3.5.1.3 Srovndni plynové a kapalinové chromatografie p¥i stanoveni ethylkarbamdtu

Oficialni metoda stanoveni ethylkarbamatu v alkoholickych népojich a sojové omacce
podle Evropské komise a Asociace analytickych chemikd spociva v pouziti metody
extrakce pevnou fazi, zkoncentrovanim v rotacni odparce a naslednou kvantifikaci
pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) (LIU a kol., 2012).
narocnost. Abreu a kol. se ve své studii zabyvali srovnanim plynové a kapalinové
chromatografie u stolnich vin, fortifikovanych vin, destilati a vinnych brandy a uvadéji,
ze zatimco analyza jednoho vzorku GC-MS (vc€etné extrakénich a prekoncentrac¢nich
krokt) trva ptiblizné 3 h, pouziti HPLC zkrati ¢as ptiblizné na 40 min. na vzorek, a to
vzhledem k absenci nutnosti extrakce a prekoncentrace. Pouziti kapalinové
chromatografie se tedy jevi jako zajimava moznost pro laboratofe, kde se musi
zanalyzovat velké mnoZstvi vzorkl v co nejkrat§im case. Dalsi vyhodou pouziti HPLC
oproti GC-MS je i niz$i cena.

Stanoveni kapalinovou chromatografii neni tak maximalné pfesné jako pfi pouziti
plynové chromatografie (vysledky vykazovaly vyssi interlaboratorni variabilitu). Ta se
vzhledem k naroénym extrakénim a prekoncentraénim krokiim ocekéavala vyssi
u plynové chromatografie, védci ale vyssi rozdily u kapalinové chromatografie pfipisuji
derivatiza¢ni reakci. Nicmén¢ rozdily v pfesnosti jsou pomérné malé a daji se povazovat
za srovnatelné. Kromé vyssi piesnosti je dalS$i vyhodou plynové chromatografie Sirsi
spektrum pouziti. Plynovéa chromatografie se pouziva pro stanoveni ethylkarbamatu ve
vSech rizikovych druzich potravin, kapalinova pouze u alkoholickych napoji (ABREU
a kol., 2005).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Seznam chemikalii, laboratornich pomicek a pristroja

4.1.1 Chemikalie

destilovana voda

urethan, dodavatel Sigma-Aldrich, ¢istota > 99 %

kyselina chlorovodikova 35%, dodavatel Lach-Ner, s.r.o

ethanol, dodavatel Sigma-Aldrich, ¢istota > 99,8 %

dichlormethan, p.a., dodavatel mikroCHEM

vodni sklo (vodni roztok kifemicitanu sodného, koncentrace < 40 %), vyrobce

Kittfort Praha s.r.o

4.2.2 Laboratorni pomiicky a pfistroje

plynovy chromatograf Fisons 8000 series s plamenovym ionizaénim detektorem

a autosamplerem, ktery je znazornén na obr. 1

Obrazek 1 Plynovy chromatograf Fisons 8000 series

analytické vahy KERN ABJ, vyrobce KERN & Sohn GmbH, Germany, citlivost
0,0001 g

homogenizér Heidolph Diax 900

zafizeni pro extrakci na pevné fazi od firmy Labicom s.r.o.
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e centrifuga Universal 32 R, vyrobce Hettich GmbH & Co.KG

e rotacni vakuova odparka IKA, vyrobce IKA® WERKE GmbH & Co. KG,
Germany

e suSarna Memmert, vyrobce Memmert GmbH & Co. KG

e vialky o objemu 1,8 ml

e mikropipeta 100-1000 ml

e bézné laboratorni sklo a dalsi pomucky jako kadinky o objemu 50-500 ml, délici
nalevka 100 ml s plastovou zatkou a teflonovym kohoutem, odsavaci barika,
nalevka, odmérné banky o objemech 25, 100 a 250 ml, sklenénd tycCinka,
odmérné vélce a objemech 10 a 100 ml, lodicky na véazeni, filtracni papir, stojan,

filtraéni kruh

4.2 Priprava standardi a dalSich latek potfebnych k analyze

4.2.1 Priprava standardu ethylkarbamatu

Do odmérné banky o objemu 25 ml se navazilo 0,0244 g pevného ethylkarbamatu a
obsah banky se doplnil dichlormethanem po rysku. Tim bylo dosazeno koncentrace
urethanu 0,976 mg/ml. Poté se 1 ml roztoku standardu ethylkarbamatu napipetoval do
vialky o objemu 1,8 ml a vlozil se do plynového chromatografu k analyze. Nasledné& se

vzorek standardu pro kontrolu dvakrat natfedil a opét analyzoval pomoci GC-FID.

4.2.2 Priprava standardu ethylkarbamatu pro méfreni vytéznosti pevnych vzorki

potravin

Do odmérné baiikky o objemu 25 ml se navazilo 0,0257 g pevného ethylkarbamatu a
obsah banky se doplnil destilovanou vodou po rysku. Tim bylo dosazeno koncentrace
urethanu 1,028 mg/ml. Poté se 1 ml roztoku standardu pipetoval do kolonky s 2 g
sorbentu (oxid kiemicity) pfipojené na zatizeni pro extrakci na pevné fazi, ktera se jeste
pfed zacatkem filtrace aktivovala proplachnutim 4 ml 0,1M kyseliny chlorovodikové a
2ml destilované vody. Poté probehla filtrace za sniZzeného tlaku s naslednym
proplachnutim kolonky 3 ml destilované vody. Vysledny filtrat jimany v kadince se
zlikvidoval. Nasledné se kolonka proplachla 5 ml dichlormethanu. Vysledny filtrat se
jimal v kadince, zahustil se na vakuové odparce na 1 ml a analyzoval pomoci GC-FID.

Cely proces se provedl dvakrat.

39



4.2.3 Priprava standardu ethylkarbamatu pro méreni vytéZnosti kapalnych

vzorku

Do odmérné baniky o objemu 100 ml se navazilo 0,1078 g pevného ethylkarbaméatu a
obsah banky se doplnil ptiblizné 50% roztokem ethanolu (pfipravenym smichanim
60 ml 100% ethanolu a 60 ml destilované vody) po rysku. Tim bylo dosaZeno
koncentrace urethanu 1,078 mg/ml. Poté se do d¢lici nalevky pipetovalo 20 ml roztoku
standardu a piidalo se 10 ml dichlormethanu. Obsah dé¢lici nalevky se dukladné
protiepal a nasledné nechal v klidu odstat, az doslo k vytvoteni 2 vrstev. Poté se spodni
vrstva se vypustila do kadinky. Nasledné¢ se do délici nalevky ptidalo opét 10 ml
dichlormethanu a extrakce se zopakovala. Obsah kadinky se nasledné zahustil na

vakuové odparce na 1 ml a analyzoval pomoci GC-FID. Cely proces se provedl dvakrat.

4.2.4 Piiprava sorbentu

V kédince se smichalo vodni sklo s destilovanou vodou (1:1). Totéz se provedlo s 35%
kyselinou chlorovodikovou. Oba roztoky se poté smichaly za vzniku hustého gelu.
Vznikly gel se poté zfiltroval za snizeného tlaku na Biichnerové nélevce a nasledné
vysusil v suSarné pii 105 °C po dobu 12 h. Vzniklé krystalky se nasledné podrtily v tieci

misce na jemny prasek, ktery se presypal do sklenéné 1adhve a uchoval k analyze.

4.2.5 Priprava 0,1M roztoku kyseliny chlorovodikové

Do odmérné banky o objemu 250 ml se nalilo 2,2 ml 35% kyseliny chlorovodikové a

obsah banky se doplnil destilovanou vodou po rysku.

4.3 Vzorky pro analyzu

4.3.1 Seznam vzorku

K analyze bylo celkem pouZito 15 vzorkl (2 vzorky chlebt, 2 vzorky syri, 2 vzorky
jogurti a 9 vzorkt alkoholickych néapoji). Pfehled vzorkti znadzoriiuje nasledujici
seznam.

e celozrnny Zitny chléb Rivercote, krajeny;

e pSenicno-zitny chléb konzumni s kminem Penam, krajeny;

e FEidam od firmy Bluedino, 30 % tuku v susSin¢, blocek;

e Gouda od firmy Bluedino, 45 % tuku v su$ing, bloc¢ek;

e Pilos jogurt bily, 3,7%;

e Florian merunka, 8%;
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e Hanacka vodka, obsah alkoholu 37,5 % obj., vyrobce Granette&Starorezna
Distilleries, a.s., piiblizné staii 2 roky;

e Boris vodka, obsah alkoholu 37,5 % obj., vyrobce Granette, a.s., ptiblizné staii 4
roky;

e Gin, obsah alkoholu 37,5 % obj., vyrobce Dynybl s.r.0., pfiblizné stafi 1,5 roku;

e Slivovice domaci vyroby 1, obsah alkoholu neuveden, pfiblizné stafi 4 roky;

e Stara myslivecka, vyrobce Granette&Starorezna Distilleries, a.s., obsah alkoholu
38 %, priblizné stafi 1 rok;

e Merunika (meruiikovy destilat), vyrobce KB Likér, obsah alkoholu 35 9%,
piiblizné stafi 1 rok;

e Gieroy vodka, obsah alkoholu 37,5 %, vyrobce neuveden, pfiblizné stafi 1 rok;

e Slivovice domaci vyroby 2, obsah alkoholu neuveden, ptiblizné stafi 3,5 roku;

e Slivovice domaci vyroby 3, obsah alkoholu neuveden, ptiblizné stafi 3 roky.

4.3.2 Prekoncentrace, izolace a analyza vzorki

2 g vzorkl chlebt se homogenizovaly s 9 ml destilované vody a centrifugovaly pfi
4000/min. otackach po dobu 10 min. Po skonéeni centrgifugace se supernatant slil do
kadinky a nésledné se pomalu pteléval do kolonky s 2 g sorbentu (oxid kiemicity)
ptipojené na zafizeni pro extrakci na pevné fazi, ktera se jesté pred zacatkem filtrace
aktivovala proplachnutim 4 ml 0,1M kyseliny chlorovodikové a 2 ml destilované vody.
Poté probéhla filtrace za snizeného tlaku s naslednym proplachnutim kolonky 3 ml
destilované vody. Vysledny filtrat jimany v kadince se zlikvidoval. Nasledn¢ se kolonka
proplachla 5 ml dichlormethanu. Vysledny filtrat se jimal v ké&dince, zahustil se na
vakuoveé odparce na 1 ml a analyzoval pomoci GC-FID. Cely proces se provedl dvakrat.

2 g vzorkl syrd se homogenizovaly s 9 ml destilované vody a centrifugovaly pfi
4000 otackach/min. po dobu 10 min. Po skonceni centrgifugace se supernatant slil do
kadinky a nasledné se pomalu pieléval do kolonky s 2 g sorbentu (oxid kiemicity)
pfipojené na zafizeni pro extrakci na pevné fazi, kterd se jesté pred zacatkem filtrace
aktivovala proplachnutim 4 ml 0,1M kyseliny chlorovodikové a 2 ml destilované vody.
Poté probé¢hla filtrace za snizeného tlaku s naslednym proplachnutim kolonky 3 ml
destilované vody. Vysledny filtrat jimany v kadince se zlikvidoval. Nésledné se kolonka
proplachla 5 ml dichlormethanu. Vysledny filtrat se jimal v kadince, zahustil se na

vakuové odparce na 1 ml a analyzoval pomoci GC-FID. Cely proces se provedl dvakrat.
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2 g vzorkl jogurtli se homogenizovaly s 6 ml destilované vody a centrifugovaly pfi
4000 otackach/min. po dobu 10 min. Vzorky jogurtu Florian bylo nutné po skonceni
centrifugace jesté prefiltrovat ptfes skladany filtratni papir do kadinky. Poté se
supernatant slil do kadinky a nasledné se pomalu pteléval do kolonky s 2 g sorbentu
(oxid kfemicity) pfipojené na zafizeni pro extrakci na pevné fazi, kterd se jesté pred
zacatkem filtrace aktivovala proplachnutim 4 ml 0,1M kyseliny chlorovodikové a 2 ml
destilované vody. Poté prob¢hla filtrace za snizeného tlaku s naslednym proplachnutim
kolonky 3 ml destilované vody. Vysledny filtrat jimany v kadince se zlikvidoval.
Nasledné se kolonka proplachla 5 ml dichlormethanu. Vysledny filtrat se jimal v
kadince, zahustil se na vakuové odparce na 1 ml a analyzoval pomoci GC-FID. Cely
proces se provedl dvakrat.

20 ml vzorku destilatt se pipetovalo do dé€lici nalevky a piidalo se 10 ml
dichlormethanu. Obsah dé€lici nalevky se ditkkladné protiepal a nasledné nechal v klidu
odstat, az doslo k vytvofeni 2 vrstev. Poté se spodni vrstva se vypustila do kadinky.
Nésledné se do delici nalevky pfidalo opét 10 ml dichlormethanu a extrakce se
zopakovala. Obsah kadinky se nasledné zahustil na vakuové odparce na 1 ml a

analyzoval pomoci GC-FID. Cely proces se provedl dvakrat.

4.3.3 Podminky analyzy

Pro vlastni analyzu byla pouzita kapilarni kolona DB-23 o délce 60 m, vnitinim
pruméru 0,25 mm a tlouStce 0,25 um. Jako nosny plyn byl pouzit dusik o konstantnim
pritoku kolnou 1,23 ml/min. Jako pomocné plyny stlaceny vzduch a vodik. Teplotni
program byl nasledovny. Kolona se nechala vytemperovat na 75 °C po dobu 1 min. Poté
nasledoval teplotni gradient 30 °C/min do 120 °C a nasledné byla kolona vyhfivana
rychlosti 10 "C/min do teploty 240 °C, pii které se kolona ponechala 2 min. Nasttik
vzorku byl proveden s délicem toku. K nastiiku 0 objemu 1 ul byl pouzit injektor
vyhiivany na teplotu 250 °C. Teplota detektoru byla 260 °C. Vstupni tlak na kolonu byl
200 kPa. Vzorek byl vramci 1 vialky analyzovan dvakrat a vypocteny aritmeticky
pramér z kazdé dvojice byl zahrnut do vysledki k néslednému statistickému

zpracovani.

4.3.4 Zpracovani a vyhodnoceni namérenych dat

Vsechna namétfend data byla zpracovdna a vyhodnocena pomoci softwaru Microsoft

Office Excel 2007 a Statistica 12 od firmy StatSoft CR s.r.o. Analyza kazdého vzorku
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byla provedena dvakrat a z této dvojice vysledkii se poté vypocetl aritmeticky primér a
smérodatnd odchylka. Pro porovnéni koncentraci ethylkarbamatu mezi jednotlivymi
vzorky navzdjem byla pouzita jednofaktorovd ANOVA s néslednym Tukeyovym
testem. Pro testovani normality byl pouzit Shapiro-Wilkav test a pro porovnani 2 skupin
hodnot Mann-WhitneyGv U test. VSechny statistické testy byly provedeny na hladiné
vyznamnosti 5 %. U vzorkd, kde nebyl ethylkarbamat detekovan, byly pro statistickou

analyzu pouzity hodnoty 0 mg/1, popt. 0 mg/kg.
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5 VYSLEDKY PRACE

5.1 Vysledky namérenych hodnot

Vysledky uc¢innosti obou extrakénich metod jsou znazornény v tabulkéch 2 a 3. Pomoci
téchto hodnot byly piepoéteny namétené hodnoty jednotlivych vzorki na 100% obsah
v konkrétnim analyzovaném vzorku. Uéinnost extrakce kapalinou byla vyssi o 3,65 %

ve srovnani s ucinnosti extrakce pevnou fazi.

Tabulka 2 Vyteznost extrakce pevnou fazi

puvodni
mnoZstvi | vytéZek |vytéznost| pramér |sm. odch.
(mg) (mg) (%) (%) (%)
standard 1 1,03 0,76 73,93 71.50 243
standard 2 1,03 0,71 69,07

sm. odch. = smérodatna odchylka

Tabulka 3 Vyrteznost extrakce kapalinou

pivodni
mnoZstvi| vytézek |vytéznost| priamér | sm. odch.
(mg) (mg) (%) (%) (%)
standard 1 21,56 15,61 72,10 75.15 3,05
standard 2 21,56 16,86 78,20

sm. odch. = smérodatna odchylka

Na obrazku 2 je uveden chromatogram standardu ethylkarbamatu v reten¢nim case
7,887 min. a na obrazku 3 kalibracni kiivka pouzitd pro vyhodnoceni vzorkl

(kvantifikaci).
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Obrazek 2 Chromatogram standardu ethylkarbamatu
Response | Amount Resp. = uretane - 7,887 min, Signal 1
[rn¥.s] [rng] Fackor |7ec Mo- Lsed : :
1 16,2330 0,3760 0,0601 1 W [m¥.s]
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Obrazek 3 Kalibracni krivka standardu ethylkarbamatu

Rovnice regrese ma tvar y = 16,99206x a koeficient determinace byl stanoven na
hodnotu 0,9972117.

Samotné vysledky jsou pak zndzornény Ciseln¢ v tabulce 4 a graficky na obrazku 4
(vSechny vzorky) a obrazku 5 (pozitivni vzorky). U vzorkid alkoholickych napoju je

vysledek uveden v mg/l, u vzorkd chlebli, jogurti a syru v mg/kg dané potraviny.
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Rozdil mezi koncentracemi ethylkarbamatu vSech pozitivnich vzorkd byl statisticky

prukazny (p < 0,05; jednofaktorovd ANOVA s naslednym Tukeyovym testem).

Tabulka 4 Koncentrace ethylkarbamdtu ve sledovanych vzorcich potravin

koncentrace (mg/l, mg/kg) sm.
vzorek .

1. méfeni | 2. m&Feni |pramér| odch.
Hanacka vodka 37,5% 2,63 2,14 2,38 0,25
Boris vodka 37,5% 0,25 0,27 0,26 0,01
Gin 37,5% N N N N
Slivovice domaci 1 9,69 10,19 9,94 0,25
Stard mysliveckd 38% N N N N
Merunka 35% N N N N
Gieroy vodka 37,5% N N N N
Slivovice domaci 2 3,67 4,38 4,03 0,36
Slivovice domaci 3 4,93 5,75 5,34 0,41
Chléb Rivercote N N N N
Chléb Penam N N N N
Eidam 30% N N N N
Gouda 45% N N N N
Pilos 3,7% N N N N
Florian 8% N N N N

sm. odch. = smérodatna odchylka

N = nedetekovan

Grafické znazornéni rozdili mezi jednotlivymi vzorky potravin vcetné chybovych

usecek znazoriuji obrazky 4 a 5.
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Obrazek 4 Grafické srovnani koncentrace ethylkarbamatu u vsech vzorki

12

10

koncentrace (mg/1)
(s}

Hanacka vodka DBonsvodka Slivovice Slivovice Slivovice
37.5% 37.5% domaci 1 domaci 2 domaci 3

Obrazek 5 Grafické srovnani koncentrace ethylkarbamdatu u pozitivnich vzorku

Obrézek 6 znazoriuje rozmezi koncentraci ethylkarbamétu od nedetekovanych vzorkl

az po vzorek slivovice domaci 1 s nejvyssi urethanovou koncentraci o hodnoté (9,94 +
0,25) mg/l.
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Obrazek 6 Rozmezi hodnot koncentrace ethylkarbamatu

Nasledné obrazky 7 a 8 zndzornuji chromatogramy s pikem detekované latky a latky

nedetekované.
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Obrazek 7 Priklad chromatogramu ethylkarbamdtu u pozitivniho vzorku
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Obrazek 8 Priklad chromatogramu ethylkarbamdtu u negativniho vzorku

Obrazek 7 znazornuje jasny pik zobrazujici hledany ethylkarbamat (konkrétné se jedna
o vzorek slivovice doméci 3). Na obrazku 8 je pouze urCity ndznak piku, ktery je na
urovni Sumu, a hledany analyt tedy nebylo mozné detekovat (zde vzorek celozrnného

chleba Rivercote).

5.2 Statistické srovnani vybranych skupin
5.2.1 Srovnani koncentrace ethylkarbamatu v alkoholickych napojich a v ostatnich
potravinach

Srovnani koncentrace ethylkarbamatu mezi alkoholickymi napoji a ostatnimi
potravinami zahrnujici chleby, jogurty a syry znazoriuje obrazek 9. Rozdil mezi obéma

skupinami byl statisticky prukazny (p < 0,05; Mann-Whitneyuv U test).
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Krabicowy graf dle skupin

Proménna: Koncentrace (mg/l, mg/kg)
12

10 ¢+ -1

Koncentrace (mg/l, mg/kg)

0 Median
[ 25%-75%
Typ potraviny T Min-Max

alkoholicky napoj ostatni

Obrazek 9 Srovnani koncentrace ethylkarbamatu v alkoholickych napojich a ostatnich

potravindch

5.2.2 Srovnani koncentrace ethylkarbamatu v destilatech z peckového ovoce a
Vv ostatnich alkoholickych napojich

Srovnani koncentrace ethylkarbamatu mezi destilaty z peckového ovoce a ostatnimi
alkoholickymi ndpoji zndzorfiuje obrazek 10. Rozdil mezi ob&éma skupinami byl

statisticky prikazny (p < 0,05; Mann-Whitneytv U test).
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Krabicowy graf dle skupin

Proménna: Koncentrace (mg/l)
12

10 ¢ -1

Koncentrace (mg/l)
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[ 25%-75%
Typ alkoholického napoje T Min-Max

ostatni destilat zpeckového ovoce

Obrazek 10 Srovnani koncentrace ethylkarbamatu v destilatech z peckového ovoce a

ostatnich alkoholickych napojich

5.2.3 Srovnani koncentrace ethylkarbamatu v doméacich a komeréné dostupnych

alkoholickych napojich

Srovnani koncentrace ethylkarbamatu mezi alkoholickymi néapoji domaci vyroby a
komer¢né€ dostupnymi alkoholickymi napoji znazorniuje obrazek 11. Rozdil mezi obéma

skupinami byl statisticky prikazny (p < 0,05; Mann-Whitneytuv U test).
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Krabicowy graf dle skupin

Proménna: Koncentrace (mg/l)
12

10 | I

Koncentrace (mg/l)
m]

-2

0 Median
[] 25%-75%
Pdvod alkoholického napoje T Min-Max

komeréni domaci

Obrazek 11 Srovnadni koncentrace ethylkarbamatu v domdcich a komercné dostupnych

alkoholickych napojich

5.2.4 Srovnani koncentrace ethylkarbamatu mezi vzorky vodky a slivovice

Srovnani koncentrace ethylkarbamatu mezi vzorky vodky a slivovice znédzorfiuje
obrazek 12. Rozdil mezi obéma skupinami byl statisticky priikazny (p < 0,05; Mann-
Whitneytiv U test).
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6 DISKUSE

Koncentrace ethylkarbamatu se stanovovala celkem u 15 vzorkii potravin, z nichz 9
vzorkt tvofilo alkoholické napoje. Pozitivni vzorky pochazely pouze ze skupiny
alkoholickych napoji. V jogurtech, syrech a chlebu ethylkarbamat detekovan nebyl.
Rozdil koncentraci mezi alkoholickymi napoji a ostatnimi potravinami byl statisticky
vyznamny (p < 0,05), jak je zndzornéno na obrazku 9. Zde se potvrdily vysledky mnoha
studii, které ukazaly, Ze u potravin vyrobenych fermentaci pomoci kvasinek se vyskytuji
podstatné vyssi koncentrace urethanu nez u potravin fermentovanych bakteriemi
mlééného kvaseni. Nekvasinkové fermentované produkty obvykle obsahuji
nedetekovatelné koncentrace ethylkarbamatu (CHUNG a kol., 2010). Monografie od
Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny shrnuje vysledky mnoha studii
zabyvajicich se detekci ethylkarbamatu u fermentovanych potravin a napoji. U syra
zjisténé hodnoty neptesahovaly 6 pg/kg a u jogurtd 4 pg/kg. U chlebl se nejvyssi
hodnoty blizily 30 pg/kg, jednalo se vSak o chleby opeCené. U klasicky tepelné
neopracované¢ho chleba hodnoty vétSinou nepiesahuji 12 ng/kg (IARC monographs,
2010). Lee se ve své studii pomémné rozsdhle zabyval koncentraci ethylkarbamatu
U jogurtd, syrt, chlebti a dalSich (zejména korejskych narodnich) fermentovanych
potravin. Ethylkarbamat nebyl detekovan v zadném z 18 vzorkl jogurtt a 12 vzorkt
syri. Ze 32 vzorkl bilych chlebli byly pouze 2 pozitivni, pficemZ nejvyssi koncentrace
dosahla hodnoty 3,7 png/kg (LEE, 2013).

Hlavnim zdrojem ethylkarbamétu jsou ovSem alkoholické napoje, nejvice pak
destilaty z peckového ovoce, u kterych uz byly detekované i koncentrace 22 mg/l
(podrobnéji uvedeno v tabulce 1). V této praci bylo na ethylkarbamat pozitivné
testovano 5 vzorkil alkoholickych napojl, a sice vSechny 3 vzorky slivovice a 2 ze 3
vzorkd vodky. Vysledné stanovené koncentrace ethylkarbamatu u vSech 3 vzorki
testovanych slivovic byly velmi vysoké a nékolikandsobné prevySovaly nejvyssi
doporuc¢ené mnozstvi 1 mg/l. D4 se zde ptredpokladat, ze kromé nedodrzeni spravného
technologického postupu zde hral vyznamnou roli i nespravny zptsob skladovani na
svétle. Lachenmeier a kol. se detekci ethylkarbamatu v destilatech z peckového ovoce
zabyval v nékolika ze svych studi. V piipadé slivovice se naméfené hodnoty
pohybovaly v rozmezi 0,01-8,8 mg/l u originalnich vzorkt a 0,01-16,5 mg/l u stejnych
vzorkll po 4 h pisobeni UV zafeni (LACHENMAIER a kol., 2005). Hodnota (2,38 +
0,25) mg/l u Hanacké vodky je také velmi vysoka. I zde se da predpokladat nespravny
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zpusob skladovani na svétle. Ve vodce (uvedeno netradi¢né v ug/kg) obvykle
koncentrace ethylkarbamatu neptekracuji 846 pug/kg, nicméné se mohou vyskytnout i
koncentrace pievysujici 2 mg/kg (EFSA, 2007). V Ginu, Staré myslivecké, Gieroy
vodce a Merunce nebyl nezadouci urethan detekovan. V ginu koncentrace
ethylkarbamatu zpravidla neptekracuji 11 pg/kg (JIAO a kol.,, 2014). Vysledné
stanovené hodnoty koncentraci ethylkarbamatu v této praci také mohly do jisté miry
zkreslovat matricové efekty.

Na rozdil od ostatnich alkoholickych napoji vznika u destilati z peckového ovoce
nezadouci ethylkarbamat také z kyanogennich glykosidii obsazenych v peckach. Proto
je velice vhodné pouzité ovoce nejdiive vypeckovat, popt. zabranit rozdrceni pecek
v kvasu. Tento spravny technologicky postup byva Casto zanedbavan u mensich
domacich paliteli. Na obrazku 10 jsou znazornény koncentrace stanovovaného
ethylkarbamatu u destilati z peckového ovoce a ostatnich alkoholickych népojt. Rozdil
v koncentracich mezi obéma skupinami byl statisticky priukazny (p < 0,05). V piipadé
peckovych destilath nebyl urethan detekovan pouze v Merunice 35%, kterd ale jako
jedinéd nebyla doméaci vyroby. Rozdil v koncentracich ethylkarbamétu mezi domacimi a
komeréné dostupnymi destildty znazoriiuje obrazek 11. Rozdil v koncentracich mezi
obéma skupinami byl statisticky prikazny (p < 0,05).

Slivovice je ceskou populaci obecné povazovdna za nejzdravéjsi z tvrdych
alkoholickych népojli, nicméné z hlediska vyskytu karcinogenniho ethylkarbamatu na
tom byva podstatné hlfe nez vodka, kterd se nevyrabi z peckového ovoce. Rozdily
Vv koncentracich urethanu mezi vzorky slivovice a vodky znazoriiuje obrazek 12. Rozdil
mezi obéma skupinami byl statisticky prikazny (p < 0,05).

Statistické porovnani vybranych skupin znazornéné na obrazcich 9-12 sice
potvrzuje vySe uvedené teoretické poznatky, nicméné samo o sobé nemulze byt
povazovano za prili§ relevantni (a ani nebylo hlavnim cilem prace), a to piredevSim
z divodu, Ze nebyly zndmy podminky skladovani. V piipadé srovnani koncentraci
ethylkarbamatu mezi destilaty z peckového ovoce a ostatnimi alkoholickymi napoji by
pak bylo vhodngjsi, aby byl pomér mezi domécimi a komercnimi destilaty vyrovnangjsi.
TotéZ plati pro srovnani vzorkli vodky a slivovice. Naopak u srovnani komerc¢nich a
domécich alkoholickych napojii bylo zddané vysSi zastoupeni peckovych destilath ve
skupin¢ komerc¢nich alkoholickych ndpoji. Srovnani koncentraci ethylkarbamatu mezi

alkoholickymi ndpoji a ostatnimi potravinami naopak za relevantni povazovat lze.
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7 ZAVER

Ethylkarbamat je karcinogenni latka 2A skupiny vyskytujici se ve fermentovanych
potravinach a napojich, pfiCemz jeho nejvyssi koncentrace se vyskytuji v destilatech
z peckového ovoce. Za jeho karcinogenni ucinky jsou zodpovédné jeho toxické
metabolity, pfedevsim pak epoxid vinylkarbamatu.

Hlavnim cilem prace bylo pokusit se zachytit, prekoncentrovat a stanovit pomoci
plynové chromatografie. Celkem se analyzovalo 15 vzorkt. Chleby, syry a jogurty byly
zastoupeny po 2 vzorcich a zbylych 9 tvofily alkoholické néapoje. Vzorky byly
vyhodnoceny metodou srovnani se standardem. Pro extrakci analytu ze vzorkia chlebt,
jogurtd a syri byla pouzita metoda extrakce pevnou fazi, jejiz vytéznost byla (71,50 +
2,43) % a pro extrakci analytu z alkoholickych népoji metoda extrakce kapalinou
(dichlormethanem) s vytéznosti (75,15 + 3,05) %.

Z celkové 15 analyzovanych vzorkl bylo 5 pozitivnich, a to pouze ze skupiny
alkoholickych néapojt. Nejvyssi koncentrace byly detekovany ve vzorcich domécich
slivovic, a sice (9,94 + 0,25) mg/l, (5,34 + 0,41) mg/l a (4,03 + 0,36) mg/l. Déle byla
pfitomnost ethylkarbamatu zjiSténa ve 2 ze 3 analyzovanych vodek, a sice v Hanacké
vodce v koncentraci (2,38 + 0,25) mg/l a v Boris vodce v koncentraci (0,26 +
0,01) mg/l. Ve vzorcich Gieroy vodky, Ginu, Merunky, Staré myslivecké a
nealkoholickych fermentovanych potravinach nebyl ethylkarbamat detekovan.

Rozdil v koncentracich ethylkarbamatu mezi alkoholickymi napoji a ostatnimi
sledovanymi potravinami, mezi destilaty z peckového ovoce a ostatnimi alkoholickymi
napoji, mezi alkoholickymi né4poji domaci vyroby a komeréné dostupnymi
alkoholickymi napoji a mezi vzorky vodky a slivovice byl statisticky prikazny (p <
0,05). Podminky skladovani, které se na vysledné koncentraci podili vyznamnym
zpusobem, vSak nebyly znamy a do jist¢ miry miZou byt vysledky zkresleny

matricovymi efekty.
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