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ABSTRAKT  
 

Tato diplomová práce je zam��ena na studium podmínek  fotodegradace benzo[a]pyrénu 

(rozpoušt�dla s r�znou polaritou, zdroj sv�tla, p�ítomnost antioxidant�), jednoho z hlavních 

kontaminant� potravin. V další �ásti práce byl studován degrada�ní proces benzo[a]pyrénu p�i 

r�zných koncentracích, s cílem charakterizovat kinetické aspekty fotodegradace. Identifikace 

fotodegrada�ních produkt� benzo[a]pyrénu byla provedena pomocí metod plynové 

chromatografie a vysokoú�inné kapalinové chromatografie s hmotnostním detektorem. 

 

 

ABSTRACT  
  

This diploma thesis is focused on the study of conditions of benzo[a]pyrene, one of the 

major contaminant of foods, photodegradation under different conditions (solvents with 

different polarity, light sources, presence of antioxidants). In another part of the thesis, the 

degradation process of benzo[a]pyrene at various concentrations was studied, in order to 

characterise the kinetic aspects of photoinduced degradation. The attempt to identify the 

products of benzo[a]pyrene photodegradation was performed involving methods of gas 

chromatography and high performance liquid chromatography coupled with mass detectors, 

as well.  

 

 

 

 

KLÍ�OVÁ SLOVA  
benzo[a]pyrén, polycyklické aromatictké uhlovodíky, oxidace, plynová chromatografie, 

vysokoú�inná kapalinová chromatogafie  

 

KEYWORDS  
benzo[a]pyrene, polycyclic aromatic hydrocarbons, oxidation, gas chromatography, high 

pressure liquid chromatography 
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1. ÚVOD 
 

Za ur�itých podmínek mohou v potravinách vznikat nebo do nich z vn�jšího prost�edí 

pronikat látky, které mohou p�sobit negativn� na zdraví �lov�ka. Pro látky, které se do 

potravy dostaly neúmysln� v zem�d�lské prvovýrob�, p�i skladování, doprav�, prodeji, ale i 

b�hem technologického nebo kulinárního zpracování, p�ípadn� v d�sledku zne�išt�ní 

životního prost�edí, se vymezuje pojem látky zne�iš�ující, látky kontaminující nebo 

potravinové kontaminanty. Ty se �asto rozlišují na kontaminanty primární �ili exogenní, 

pocházející z vn�jších zdroj�, a kontaminanty sekundární neboli endogenní, vznikající v 

potravin� vlivem r�zných fyzikálních a chemických vliv�.  

V zásad� lze okolnosti, za kterých dochází k primární (exogenní) �i sekundární 

kontaminaci potravního �et�zce �lov�ka organickými a anorganickými škodlivinami, shrnout 

do následujících bod�:  

 

� zem�d�lská produkce 

- používání pesticidních p�ídavk� (tzv. moderní pesticidy) 

- hnojení (toxické kovy, zvlášt� Cd) 

- imisní zát�ž, tj. dálkový transport (perzistentní organochlorové slou�eniny 

jako PCB, PAU, aj., estery ftalové kyseliny, toxické kovy) 

- napadení mikroorganismy, zejména plísn�mi (mykotoxiny) 

- veterinární ošet�ení (lé�iva, pesticidy aj,) 

� skladování a zpracování 

- poskliz	ová aplikace pesticid� (hlavn� organofosfáty a pyrethroidy) 

- vznik toxických degenera�ních produkt� z relativn� netoxických pesticid� 

(ethylenthiomo�ovina, N,N-dimethylhydrazin) 

- napadení mikroorganismy (mykotoxiny, bakteriální toxiny) 

- n�které technologické �i kulinární úpravy (nap�. PAU, N-nitrosaminy) 

- penetrace aditiv z plast� (nap�. estery ftalové kyseliny, bisfenol A). [1] 
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2. TEORETICKÁ �ÁST 

2.1  Polycyklické aromatické uhlovodíky, benzo[a]pyrén 
PAU p�edstavují nejv�tší skupinu známých karcinogen�. N�které, jenž nejsou 

karcinogenní, mohou mít vzájemn� zesilující efekt. PAU m�žeme najít ve vod�, vzduchu, 

zemi a p�edevším v potravinách, kam se dostávají z r�zných zdroj� jako je tabákový kou�, 

spalovací motory, destiláty ropy a produkt� uhelného p�vodu a produkty jejich termické 

degradace. PAU se také mohou objevovat p�i použití konzervace kou�em, spalování 

d�ev�ného uhlí, potraviná�ských aditiv, p�i balení, stejn� jako p�i pr�myslovém zne�išt�ní. [2] 

Ne všechny PAU vykazují biologickou aktivitu a �asto existuje významná rozdílnost jen 

mezi izomery. Obecn� platí, že všechny karcinogenní slou�eniny jsou mutagenní, avšak 

neplatí, že všechny mutagenní látky nutn� musí být karcinogeny. N�které menší složky PAU, 

jako nap�. alkylderiváty, mohou velmi p�ispívat ke karcinogenní aktivit� celkové sm�si. [2] 

PAU se za�azují mezi enviromentální polutanty nacházející se ve vzduchu, vod� a p�d� ve 

stopových množstvích. PAU byly detekované v celé �ad� potraviná�ských surovin a potravin 

jako jsou zelenina, ovoce, rostlinné oleje p�ipravované za tepla, obilí, mo�ské produkty, maso, 

uzené maso, káva, �aj aj. Je dokázáno, že PAU, i když jen v malém množství, vznikají v 

termických zásazích p�i technologickém zpracování potravin, uzením, sušením a pražením. 

Jejich p�ítomnost m�že být zap�í�in�na i použitím organických rozpoušt�del p�i extrakci, 

nap�. p�i získávání oleje ze semen. BaP m�že migrovat do potravin i z obalových materiál� 

jako jsou parafínové pohárky na mléko, obaly na maso aj. Typickým p�íkladem pr�niku PAU 

do potravin je uzení jako možný zp�sob konzervace a aromatizace potravin. Klasické uzení 

d�ev�ným dýmem, který obsahuje toxické kondenza�ní produkty se v dnešních podmínkách 

reguluje tak, že se minimalizuje kone�ný obsah PAU ve výrobcích. Pro n�které výrobky se 

zavád�jí syntetické udící aditiva s velmi nízkým obsahem PAU. Pokud se jedná o povrchovou 

úpravu potraviny, 60 – 70 % PAU se nachází v obalové vrstv�. [2] 

Z toxikologického hlediska jsou PAU považované za kancerogeny s mutagenním a 

teratogenním ú�inkem. Toxické ú�inky akutní a chronické expozice PAU vyvolávají destrukci 

hematopoetických a lymfoidních bun�k a kostní d�en� s následným krvácením a zvýšenou 

citlivostí k infekcím. Krom� vn�jších vliv� životního prost�edí, ve kterém se pohybujeme, se 

riziko nádorových onemocn�ní znásobuje i konzumováním kontaminované potravy. Krom� 

jiných faktor�, konzervace potravin uzením je toho též p�ímým d�sledkem. N�kolik studií 

bylo v�nováno d�kaz�m korelace mezi st�evními nádory a konzumací uzených výrobk�. 

P�itom se zjistilo, že jako karcinogenní látky tu spolup�sobí s PAU i alifatické uhlovodíky s 
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C11 a alkoholy s C12. Z t�chto d�vod� vyplynula pot�eba kontroly hladiny karcinogenních 

PAU v udících aditivách, která v n�kterých zemích funguje jako nep�ímá kontrola obsahu 

PAU v uzených výrobcích. Mnohé epidemiologické studie pojednávají o frekvencích výskytu 

rakoviny k�že a plic po 20 ro�ní a delší expozici, o karcinomech mo�ového m�chý�e u lidí, 

kte�í byli profesionáln� exponováni. [2] 

 

Tab. �.1: Karcinogenita n�kterých PAU [16] 

Název PAU podle 

IUPAC 

Zkratka 

PAU 
Karcinogenita 

Pyrén  P inaktivní 

Benzo[a]pyren  BaP vysoká 

Benzo[e]pyrén  BeP inaktivní 

Perylén  Per inaktivní 

Benzo[ghi]perylén  BghiPer mírná 

Dibenzo[ah]pyrén  DBahP vysoká 

Dibenzo[ai]pyrén  DBaiP vysoká 

Benzo[c]chrysen  BcC mírná 

Benzo[b]fluoranten  BbF vysoká 

Benzo[k]fluoranten  BkF inaktivní 

Benzo[a]antracén  BaA mírná 

Dibenzo[ah]antracén  DBahA vysoká 

Indeno[123-cd]pyrén  I123-cdP mírná 

 

Jak bylo uvedeno d�íve, PAU zahrnují velkou a r�znorodou skupinu organických 

kontaminujících látek, které byly vytvo�eny v d�sledku nedokonalého spalování organického 

materiálu. Antropogenní zdroje jako nap�. silni�ní doprava a spalování fosilních paliv sice 

p�evládají, avšak mezi zdroje spadají také p�írodní zdroje, nap�. sope�né výbuchy a lesní 

požáry.[3] Lidé mohou být vystaveni PAU prost�ednictvím r�zných cest. Pro neku�áky je 

hlavní cestou expozice z potravin s malým p�isp�ním z vdechnutí vzduchu. U ku�ák� cigaret 

je p�ísp�vek od kou�ení a jídla tém�� stejný. PAU slou�eniny tedy vznikají p�i zpracování uhlí, 

ropy, benzínu a zemního plynu, z výrobu hliníku, železa a oceli, z vytáp�ní v elektrárnách 

a domov� (ropa, zemní plyn, kamna na uhlí, kamna na d�evo), spalování odpadu, d�eva, ohn�, 

a z výfuk� motorových vozidel (SCF, 2002). Potraviny mohou být kontaminovány od 
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environmentálních zdroj�, pr�myslové výroby, zpracování potravin a z domácí p�ípravy 

potravin. [4] 

PAU se skládají ze spojených benzenových jáder v lineárních, hranatých �i seskupených 

uspo�ádáních (obr. 1), a obsahují jen uhlíkové a vodíkové atomy. Nicmén� ty mohou být 

nahrazeny atomy dusíku, síry �i kyslíkových atom� a mohou vést k tvorb� heterocyklických 

aromatických slou�enin, které se obvykle vyskytují s PAU. PAU s alkyl skupinami byly 

nalezeny spole�n� s PAU v životním prost�edí. Celá skupina PAU a p�íbuzné slou�eniny se 

n�kdy ozna�ují jako vícecyklické aromatické slou�eniny. PAU byly studovány kv�li jejich 

toxicit�, odolnosti a environmentálnímu výskytu [3].  

 

Obr.1: Struktury 16 PAU dle US-EPA a vybrané alkyl-PAU a heterocyklické slou�eniny [3] 

 

2.2 Vyjád�ení efekt� p�sobení polycyklyckých aromatických uhlovodík� 
 

Existují n�které nejasnosti ve vztahu k vhodnosti BaP jako obecného ukazatele pro celkové 

množství PAU a výb�r skupin potravin stanovených v na�ízení.[4] 

Evropská komise proto vydala na�ízení 2005/108/EC, ve kterém žádá �lenské státy, aby 
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sledovaly úrove	 PAU v potravinách, a požaduje , aby Evropský ú�ad pro bezpe�nost potravin 

shromáždil a vyhodnotil získané informace. Sedmnáct �lenských stát� p�edložilo užite�né 

výsledky z testování 9714 vzork� potravin, které náleží do jedné z 95 kategorií potravin tzv. 

Codex kategorií, na p�ítomnost až 25 r�zných PAU, v�etn� 16 nominovaných slou�enin. 

Maximální koncentrace zaznamenaná pro kterýkoli prioritní PAU byla 1,064 
g/kg BaA v 

konzervovaných šprotech v oleji, zatímco 31,8 % vzork� bylo testováno s negativním 

výsledkem pro všechny PAU. BaP byl v pr�b�hu detekce nalezen v 72 kategorií z 95 „Codex 

kategorií potravin“ neboli v 47 % vzork�.[4]  

Pouze 36 kategorií potravin neboli 13,4 % vzork� m�lo koncentrace vyšší než 1 
g/kg a 16 

kategorií potravin neboli 2,3 % vzork� vykazovalo koncentrace vyšší než 10 
g/kg. [4] 

 

Vzorky, které pat�í do kategorie potravin, na n�ž se vztahuje na�ízení (ES) 1881/2006 

p�ekro�ily p�íslušné limity pro BaP ve více než 7,3 % p�ípad� (faktory zpracování pro 

konzervované rybí výrobky nelze vypo�ítat). Nicmén�, n�které jiné PAU byly p�ítomny ve 

vyšších koncentracích. Testování n�kterých jiných kategorií potravin odhalilo pom�rn� 

vysoké koncentrace n�kolika PAU v kakaovém másle, konzervách uzených ryb a v 

potravinových dopl	cích, zatímco sušené ovoce vykazovalo výrazn� nižší koncentrace. [4] 

Existuje však nedostatek zpráv o výrobních podmínkách spojených s r�znými vzorky. Bylo 

poukázáno na fakt, že kou� v kombinaci s vyšší teplotou má významný vliv na vznik PAU, 

konkrétn� tedy v p�ípad�, že vyšší teploty byly spojeny s vyšším obsahem PAU. [4] 

 P�edpoklad, že BaP je dobrým ukazatelem kontaminace PAU, se však ukázal jako mylný. U 

vzork� testovaných pro všech 15 prioritních PAU dle SCF, se u 33 % ukázala koncentrace 

jednoho nebo více PAU nad mezí detekce a s koncentrací BaP pod mezí detekce. Výsledky 

byly r�zné nap�í� všemi kategoriemi potravin a r�znými PAU. Chry byl nejproblemati�t�jší 

slou�eninou, o 38 % p�esahoval limit detekce, a koncentrace až do 343 
g/kg nalezené ve 

vzorcích obsahujících BaP se pohybovaly pod mezí detekce. BcF dle JECFA poukázal, že 

druhé nejvyšší maximum s tém�� 27 
g/kg ve vzorku testování byl negativní pro BaP. [4] 

Je t�eba pe�liv� vyhodnotit spolu s dalšími možnostmi �ízení rizik s ohledem na tato 

zjišt�ní, zda je vhodné i nadále brát BaP jako indikátor. Výsledky také poukazují na problém s 

vysokou hladinou PAU nalezenou v kakaovém másle, konzervách uzených ryby a 

potravinových dopl	cích, které by možná mohly vyžadovat samostatné legislativní opat�ení, 

p�i�emž se zdá, že je možné vyráb�t sušené ovoce bez zvýšených hladin PAU. [4] 

�ada PAU se ukázala být genotoxickými karcinogeny. V roce 2002 V�decký Výbor pro 

potraviny (SCF) p�ezkoumal toxicitu PAU (SCF, 2002). Pro 15 látek se došlo k záv�ru, že 
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existuje jasný d�kaz o jejich toxicit�. S ohledem na podprahové ú�inky genotoxických látek 

Výbor doporu�il, aby množství PAU v potravinách bylo sníženo na co nejnižší, rozumn� 

dosažitelnou úrove	. [4] 

 

�ada PAU se ukázala jako genotoxické karcinogeny (IARC, 1973, 1983, 1984, 1985, 

1987, 1989, US EPA, 1984; Montizaan a kol., 1989; IPCS, 1998). Vycházejíc ze studií PAU 

dle Mezinárodní agentury pro výzkum rakoviny (IARC) v roce 1987 se dosp�lo k záv�ru, že 

BaP, že je pravd�podobným lidským karcinogenem (IARC, 1987).[4] 

 

2.2.1 Výskyt polycyklických aromatických uhlovodík� 
 

PAU byly zjišt�ny v r�zných potravinách, zejména v zelenin�, jako výsledek vzdušné 

depozice PAU, v rybách a mušlích z kontaminovaných vod (Edwards, 1983; Nielsen a kol., 

1996). Na voskovém povrchu ovoce a zeleniny se mohou soust�edit PAU s nízkou 

molekulovou hmotností pomocí povrchové adsorpce a �ástice spojené s vysokou 

molekulovou hmotností PAU mohou zase kontaminovat povrch v d�sledku atmosférického 

spádu. PAU mohou kontaminovat potraviny b�hem pr�myslových zakou�ení, zah�ívání nebo 

sušení, což ve všeobecnosti umož	uje spalování produkt�, které p�išly do p�ímého styku 

s potravinami. Ke kontaminaci obilovin a rostlinných olej� PAU obvykle dochází v pr�b�hu 

technologických proces� jako je vystavení p�ímému ohni nebo sušení, kde spalovací produkty 

mohou p�ijít do p�ímého styku s obilím, olejnatými semeny a oleji samotnými (Speer a kol., 

1990; SCFS, 2001). [4]  

PAU také vznikají jako výsledek ur�itých zp�sob� p�ípravy potravin jako je nap�. 

grilování, pe�ení a uzení. Nejvyšší koncentrace PAU se obvykle nachází p�i grilování pomocí 

d�ev�ného uhlí/grilování potravin (zejména masa a masných výrobk�), potravin uzených 

tradi�ními technikami (zejména ryby), a slávek a dalších plod� mo�e ze zne�išt�ných vod 

(Guillen a kol., 1997, Phillips, 1999). Uzené a grilované potraviny mohou výrazn� p�isp�t k 

p�íjmu PAU z takovýchto potravin, které v n�kterých p�ípadech tvo�í velkou �ást b�žné 

stravy. Nap�íklad grilované maso bylo vyhodnoceno jako druhý nejvyšší ,,dodavatel” PAU po 

chlebu, obilovinách a obilí v rámci studie v USA (Butler a kol., 1993). Nicmén�, hlavními 

zdroji p�íjmu PAU v b�žné strav� jsou oleje a tuky, obiloviny, ovoce a zelenina. [4] 

V�decký výbor pro potraviny (SCF) zkoumal výskyt a toxicitu PAU v jídle a 4. prosince 

2002 vydal stanovisko (SCF, 2002).  Zkoumáním patnácti slou�enin (BaA, BbF, BjF, BkF, 
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BghiP, BaP, Chry, CpcdP, DBahA, DbaeP, DBahP, DBaiP, DBalP, I123cdP a MCH) došel k 

záv�ru, že existuje jasný d�kaz mutagenity/genotoxicity v somatických bu	kách p�i pokusech 

na zví�at in vivo. S výjimkou BghiP byly také prokázány karcinogenní ú�inky r�zných druh� 

slou�enin na pokusných zví�atech. I když pouze BaP byl adekvátn� testován pomocí 

kontrolovaného p�íjmu, SCF konstatoval, že tyto slou�eniny mohou být považovány za 

genotoxické a karcinogenní pro �lov�ka a p�edstavují nejvýznamn�jší skupinu p�i posuzování 

rizika dlouhodobých nep�íznivých ú�ink� na zdraví po konzumaci PAU. [12] U šesti dalších 

slou�enin (Ant, BghiF, BcF, 1-methylFe, Per a trifenylen) byl d�kaz genotoxicity omezen, 

p�edevším na základ� výsledk� získaných ze studií in vitro. Další studie, zejména in vivo, 

doporu�ily objasnit genotoxický potenciál t�chto PAU. Dvojzna�né �i rozporuplné údaje byly 

k dispozici pro dalších osm slou�enin (acenaften, acenaphthylene, BbF, BeP, Kor, Flu, Fluo, 

F), které nemohou být �ádn� vyhodnoceny pro svou genotoxicitu. [4]  

A nakonec �ty�i slou�eniny (Ant, BaF, Naf a Pyr) vykazovaly zcela nebo pov�tšinou 

negativní výsledky v r�zných krátkodobých testech. [4]  

Odhaduje se, že maximální denní p�íjem BaP z potravin je p�ibližn� 6 až 8 ng/kg t�lesné 

hmotnosti/den pro osobu o hmotnosti 70 kg. Takto odhadovaný maximální denní p�íjem je 

p�ibližn� o 5 až 6 �ád� nižší než je denní dávka, jenž vyvolá vznik nádor� u pokusných zví�at. 

SCF dosp�l k záv�ru, že na t�chto úrovních p�íjmu jsou nekarcinogenní ú�inky v souladu 

s o�ekáváním, a že riziko d�di�ných vliv� z dietární expozice PAU je nízké. Nicmén�, 

s ohledem na podprahové ú�inky genotoxických látek by hladiny PAU v potravinách m�ly být 

sníženy na co nejnižší, dosažitelnou úrove	. [4] 

SCF rovn�ž dosp�l k záv�ru, že BaP m�že být použit jako indikátor výskytu a ú�inku 

karcinogenních PAU v potravinách, na základ� vyšet�ení profil� PAU v potravinách a 

výsledk� nedávné studie karcinogenity deht� provád�né na myších. Konzervativní hodnocení 

by znamenalo, že karcinogenní potenciál celkových PAU v potravinách by musel být 10 krát 

vyšší, aby se dosáhlo úrovn� BaP. Výbor však zd�raznil, že i když bere BaP jako indikátor 

karcinogenních PAU v potraviná�ském pr�myslu, chemické analýzy by m�ly i nadále 

shromaž�ovat údaje o celém profilu PAU, aby bylo možné vyhodnotit kontaminace potravin 

a jakékoli budoucí zm�ny v tomto profilu. [4] 

Spole�ný výbor odborník� FAO/WHO pro potraviná�ské p�ídatné látky (JECFA) v roce 

2005 provedl posouzení rizika PAU a odhadovaného rozp�tí expozice (MOE) jako základ pro 

poradenství v oblasti slou�enin, které jsou genotoxické i karcinogenní (JECFA, 2005). Na 

základ� MOE došla JECFA k záv�ru, že odhadovaný p�íjem PAU neznamená nebezpe�ní pro 

lidské zdraví. Výbor doporu�il, aby budoucí monitorování zahrnovalo, avšak nebylo omezeno 
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jen na analýzy d�íve zkoumaných 13 PAU, které byly p�vodn� identifikované jako 

genotoxické a karcinogenní, s výjimkou CPcdP. JECFA také doporu�il, aby BcF byl zahrnut 

do dalších analýz potravin, které by m�ly napomoci budoucímu hodnocení adukt� 

odvozených od BcF. [4] 

V provedených studiích byla zkoumána úrove	 kontaminace potravin BaP v 95 “Codex 

kategoriích potravin”. Podíl výrobk� s vyššími než stanovenými limity (úrove	 odrážející 

maximum) byla vypo�tena pro všechny kategorie potravin, bez ohledu na legislativu. Vzorky 

byly rozd�leny do n�kolika možných úrovní a pouze vzorky, které se nehodily do žádné 

podkategorie, byly umíst�ny na vrchní agregované úrovni. [4] 

Úrovn� BaP p�esahující detek�ní limity byly nalezeny v potravinách náležících do jedné 

z 71 kategorií z 95 možných, tzv. “Codex kategorií potravin” neboli u 47 % vzork�. U 95 % 

kategorií potravin se koncentrace pohybovala okolo 3,6 
g/kg. Pouze 36 kategorií potravin 

neboli 13,4 % vzork�, vykazovaly koncentrace vyšší než 1 
g/kg a 219 vzork� (2,3 %) vyšší 

než 10 
g/kg. Do této skupiny spadaly p�evážn� konzervy z ryb �i vzork� mo�ských 

živo�ich� (84 vzork�) s koncentrací vyšší než 10 
g/kg, 43 vzork� rostlinného oleje, 31 

vzork� masa, 22 vzork� kávy a �aje, 18 dopl	k� stravy, 12 vzork� bylin a ko�ení a 9 vzork� 

mušlí (z nichž n�které byly sklizeny v pr�myslové oblasti). [4] 

Vztah k využití BaP jako indikátoru pro 15 PAU ozna�ených VVP a extra bezpe�nostní 

faktor o 10 PAU doporu�ených SCF se obstarává pro možné variace v úrovních a 

karcinogenitách, u kterých však není jisté, zda souvisí s celkovou úrovní pro skupiny nebo pro 

jednotlivé PAU. Srovnání bude tedy pro ob� kombinované skupiny a pro jednotlivé PAU. [12] 

Byla posouzena úrove	 samotného BaP ve srovnání s kombinovanou úrovni všech 15 PAU 

v�etn� BaP u 1 375 vzork� pro všechny PAU15. Z t�chto vzork� bylo 164 výsledk� pod 

LOD, zatímco 456 zaznamenaných výsledk� nad hodnotou LOD pro jednen nebo více PAU a 

zárove	 s BaP pod LOD. Histogram na obr. 2 znázor	uje pom�r PAU15 nad BaP pro 

zbývajících 755 vzork�, u nichž byly ob� hodnoty zaznamenány nad hodnotou LOD. Za 

p�edpokladu, že je faktor 10, pak všechny hodnoty pod hodnotou 10 na osách X, která zna�í 

celkové PAU, jsou mén� než 10násobkem úrovn� BaP. Pouze 296 analyzovaných vzork� pro 

všech 15 PAU, �i pokud bereme také vzorky se všemi výsledky pod LOD jako vyhovující, 

získáme celkem 33,5 %. Tento výpo�et není faktorem rozdíl� v úrovních karcinogenity. [4] 
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Obr. 2: Histogram podílu všech 15 PAU ve vztahu k BaP v 1 375 vzorcích [4] 

 

Srovnání bylo provedeno rovn�ž pro jednotlivé PAU ve vztahu k úrovním BaP. Popisné 

statistiky pro každý PAU jsou uvedeny v tabulce 22 spolu s regresím koeficientem (b) a 

koeficientem determinace (R2) pro lineární regresi mezi jednotlivými PAU a BaP s BaP jako 

nezávislou prom�nnou. Hodnoty b nad 1 ukazují, že celkové úrovn� BaP jsou nižší než 

p�íslušné PAU. T�i z prioritních PAU mají regresní koeficient vyšší než 1 s nejvyšším 

rozporem u Chry s hodnotami v pr�m�ru 2,4krát vyššími než BaP. U sedmi prioritních PAU 

se ukazují R2 hodnoty vyšší než 0,5, což dokazuje, že existuje vhodnost proložení lineární 

regrese. Nicmén�, pro DBahP neexistuje žádná korelace na všech úrovních, aby spojil BaP s 

náhodnou distribucí. Maximální zjišt�ná koncentrace DBahP byla pouze 3 
g/kg. Situace je 

stejn� problematická pro DBaeP, DBaiP a MCH a s MCH dosahujícím maximální hodnoty 

18,5 
g/kg. [4] 
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Tab. 2: Popisná statistika pro koncentrace v �g/kg až 16 PAU v 6908 potravinových 

produktech, lineární regresní koeficient (b) mezi jednotlivými PAU a BaP, odhad 

koeficient determinace (R2) a jsou zaznamenány i maximální koncentrace. [4] 

 

2.3 Toxicita polycyklických aromatických uhlovodík� 
 

Široký okruh PAU ekotoxikologicky napadá r�znorodé bioty, v�etn� mikroorganism�, 

pozemních rostlin, vodních organism�, obojživelník�, plaz�, pták� i pozemní savce. Ú�inky 

byly doloženy na p�ežití, r�stu, metabolismu a tvorb� nádor�, tj. akutní toxicita, vývojová 

a reproduk�ní toxicita, škodlivost pro bu	ky, toxicita pro genetický materiál a kancerogenita. 

Každopádn� toxikologický výzkum PAU poukázal na toxicitu a kancerogenitu t�chto 

slou�enin na genetický materiál. [3] 

N�které studie prokázaly, že n�kolik PAU bylo schopno poškodit DNA a zp�sobit zm�ny, 

které v n�kterých p�ípadech mohou vést ke vzniku rakoviny. Nicmén� nesubstituované PAU 

nejsou slou�eninami, která reagují s DNA. Metabolická aktivace a konverze PAU je nutná k 

tomu, aby se tyto látky pro genetický materiál chovaly jako toxické, a aby se prokázaly jejich 

kancerogenní vlastnosti. K tomuto dojde tehdy, jsou-li PAU metabolizovány vyššími 

organismami. PAU se nehromadí stejným zp�sobem jako jiné lipofilní organické slou�eniny, 

nap�. PCB. Místo toho jsou p�evedeny na více vbe vod� rozpustných forem, které usnad	ují 

jejich následné vym�šování z organismu.To však m�že také vést k vytvo�ení reaktivních 

intermediát� schopných reagovat s DNA a tvo�it adi�ní slou�eniny, které zabra	ují b�žnému 

fungování gen�. Poškozená DNA m�že být opravena, avšak pokud oprava selže, tj. dojde k 
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nenapravitelnému genetickému poškození, zm�ny se projeví. Zm�ny mohou ovlivnit mnoho 

dalších funkcí bu	ky, ale p�edevším mohou vést ke vzniku rakoviny [3] 

Na obr. 3 je zobrazena metabolická aktivace BaP. Tato slou�enina je pravd�podobn� 

nejlépe prostudovaným PAU, a také je jednou z nejvíce kancerogenních slou�enin doposud 

známých. Úvodní krok v metabolismu PAU zahrnuje víceú�elový P - 450 enzymový systém 

formující epoxidy p�idáním jednoho atomu kyslíku nap�í� dvojnou vazbou. Epoxidy jsou 

p�echodné slou�eniny a mohou se samovoln� p�em�nit na fenoly �i podstoupit hydrolýzu 

dihydrodiol�. Tyto produkty pak mohou konjugovat s glutathionem, kyselinou glukuronovou 

�i kyselinou sírovou a tvo�it produkty, které mohou být vylu�ované organismem. Tento proces 

konjugace je proto považovaný za detoxifikaci a proces vym�šování. Každopádn� 

dihydrodioly mohou také ješt� sloužit jako substrát pro cytochrom P - 450 a tvo�it nové 

dihydrodiol epoxidy, nap�. trans-7,8-dihydroxy-7,8-dihydroBaP-9,10-oxid, který je však 

nevhodný substrát pro další hydrolýzu. Tyto dihydrodiolepoxidy mohou místo toho reagovat s 

proteiny, RNA a co je nejvážn�jší problém, také s DNA, �ímž zp�sobují zm�ny, p�íp. 

rakovinu. [3] 

Obr. 3: Metabolická aktivace BaP dle IARC 1983 [3] 

 

BaP má velmi nízkou rozpustnost ve vod� (3,8 µg/l), tlak par (5,0 × 10-7 mm Hg p�i 20°C) 

a vysoký d�lící koeficient oktanol/voda (6,04), což nazna�uje jeho up�ednostn�ní nevodných 
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fází. BaP je jedním z nejú�inn�jších karcinogen� z �ad PAU, a jako takový je nejvíce 

studovanou slou�eninou t�ídy PAU. N�kolik �lánk� bylo napsáno o posouzení rizika BaP 

stejn� jako o jeho metabolismu a aktivaci BaP v systémech savc�. �etné studie ukázaly, že 

jedno-, dvou- a t�ícyklické slou�eniny jsou akutn� toxické, zatímco slou�eniny s vyšší 

molekulovou hmotnosti z �ad PAU, v�etn� BaP, jsou považovány za genotoxické. [5]  

Dominantní postupy pro úsp�šné odstran�ní PAU z prost�edí, s výjimkou odpa�ování, 

fotooxidace, chemické oxidace, bioakumulace a adsorpce na sedimentující �ástice, jsou 

mikrobiologické transformace a degradace. A�koli mikrobiální rozklad je považován za 

hlavní elimina�ní proces v oblasti životního prost�edí, fotochemické reakce jsou rovn�ž 

odpov�dné za odstra	ování PAU z vody a vzduchu. Fotolýza je d�ležitá transforma�ní cesta 

pro v�tšinu PAU v životním prost�edí. Fotolýza vybraných PAU u p�írodních vodních t�les je 

relativn� rychlá. Bylo také zjišt�no, že v organických rozpoušt�dlech je fotolýza PAU taktéž 

rychlá a oxida�ní produkty PAU produkované fotooxidací a mikrobiálním rozkladem, jsou 

více rozpustné ve vod� než p�vodní PAU. [5]  

PAU a jejich metabolity v odlehlých kontinentálních prostorách byly v podstat� 

zkoumány v sedimentech; jejich p�ítomnost ve vodách si zasloužila podstatn� mén� 

pozornosti. Relativn� málo je známo o rozkladu PAU v organických rozpoušt�dlech. Mnoho 

prací se v�novalo rozpoznání míry degradace BaP v r�zných médiích, a byl rovn�ž zkoumán 

vliv r�zných parametr� zodpov�dných za fotodegradaci, v�etn� sv�tla, teploty, �asu 

a p�irozen� se vyskytující bakteriální fló�e, taktéž byla zkoumána stabilita BaP v r�zných 

rozpoušt�dlech a vod�. [5] 

 

2.4 Reaktivita polycyklických aromatických uhlovodík� 
 

B�hem chemických reakcí PAU jsou velkou m�rou transformovány na jiné polycyklické 

aromatické slou�eniny, tj. neztrácí sv�j aromatický charakter. Aromatický charakter je 

zachován do té doby než nearomatické uhlovodíky mají výrazn� vyšší energii. Z �ehož 

vyplývá, že je tedy požadováno velké množství energie, aby se aromatická slou�eniny 

zm�nila na nearomatickou. Elektron rozloží molekulu PAU tak, že se ur�í pozice v molekule, 

které jsou nejvíce reaktivní. Pro adi�ní reakce se ukázal vhodným Whelands�v koncept 

lokaliza�ní energie. Lokaliza�ní energie (Lu) je energie požadovaná k tomu, aby izolovala 
 - 

elektron ve st�edu PAU ze zbývajícího systému. V tomto procesu mohou být atakujícími 

druhy nukleofil, elektrofil �i radikál. Byla vyvinuta �ada rejst�ík� reaktivity odrážející 
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lokaliza�ní energii, z nichž jeden parametr je Dewarovo �íslo reaktivity, Nu. Velikost Nu 

odráží lokaliza�ní energii a reaktivitu v jisté pozici aromatické slou�eniny. Menší hodnota Nu, 

nižší aktiva�ní energie a v�tšího reak�ního pom�ru ve st�edu u. Nu hodnoty pro �adu 

aromatických slou�enin jsou ukázány na obr. 4. Hodnoty zobrazené na tomto obrázku 

signalizují, že benzen by m�l být nejmén� reaktivní formou. Pro Naf je vyšší reaktivita 

o�ekávána na pozici 1 než na pozici 2. Podobn� Ant a Phe by m�l rad�ji reagovat v 9,10-

pozici, a�koli reaktivita Phe by m�la být zna�n� nižší než u Ant. Tudíž lokaliza�ní energetický 

koncept m�že být užite�ný v objas	ujících mechanismech degradace PAU a vzniku 

odvozených PAU. [3] 

 

 

Obr. 4: Elektronová lokalizace energie pro benzen a vybrané PAU, založeno na práci 

Zandera, 1979. [3] 

 

2.5 Produkty degradace polycyklických aromatických uhlovodík� 
 

Kone�ný výsledek procesu degradace je celková mineralizace organických 

kontaminujících látek vedoucí ke vzniku oxidu uhli�itého, vody a jiných anorganických 

slou�enin. Oba procesy bilogické a chemické degradace mohou produkovat r�znorodé 

slou�eniny, mezi které také m�žeme zahrnout do�asné meziprodkuty a slou�eniny, které jsou 

odolné proti další degradaci. Takové produkty se potencionáln� mohou nahromadit b�hem 

dalšího procesu v p�ípad�, že žádný mechanismus pro další degradaci není k dispozici. Toto 

se m�že stát pokud nap�. originální kontaminující látka je transformovaná spolu 

kometabolicky a nejsou p�ítomny žádné mikroorganismy, které by mohly metabolizoval 
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produkt p�etvo�ení nebo pokud je chemické okysli�ovadlo p�idáno v nedostate�né kvantit� �i 

síle. [3] 

Z dostupné literatury je z�ejmé, že kone�nými produkty jsou v první �ad� karbonylové 

slou�eniny jako ketony, chinony, anhydridy karboxylových kyselin a kumariny, zatímco 

karboxylové kyseliny a fenoly se zdají být snadn�ji degradované �i transformované. Vyšší 

stabilita karbonylových slou�enin je také ur�ena skute�ností, že tyto slou�eniny jsou nalezeny 

�ast�ji než hydroxylované a karboxylované slou�eniny ve vzorcích životního prost�edí, v�etn� 

kontaminované p�dy. [3] 

Tohoto p�edpokladu m�že být využíváno k omezení n�kterých využívaných analytických 

metod, od té doby, co hydroxylované a karboxylované slou�eniny díky své vyšší polarit� byly 

vhodn�jší k analýze. Každopádn� podobné výsledky byly získané s metodami pe�liv� 

vyvinutými pro všechny tyto t�ídy slou�enin. Následné studie t�chto tezí se zakládají na 

studiu karbonylových derivát� PAU, dále pak derivát�, které jsou ozna�ovány jako oxidované 

PAU (oxyPAU) v následující sekcích. [3] 

Dalším d�vodem pro studia oxyPAU je fakt, že mnohé z t�chto slou�enin jsou toxické 

a mutagenní. N�které jsou ješt� více toxické než jejich p�vodní PAU. Nap�. u Ant-9,10-dion 

a Phe-9,10-dion bylo dokázáno zpomalení r�stu ok�ehku, Lemna gibba, a mo�ské bakterie 

Photobacterium phosphoreum. Navíc 7H-benzyliden[de]antracen-7-on, 4-oxapyren-5-on 

a n�kolik benzofluorenon�, BaPChin a PyrChin vykazují mutagenní aktivity v biologických 

drahách jako tzv. Ames test. Na rozdíl od nesubstituovaných PAU, žádný z t�chto oxyPAU 

nevyžaduje metabolickou aktivaci k tomu, aby se ukázala jejich mutagenní povaha, ale 

mohou reagovat s DNA p�ímo (srov . sekce 2.3). Dále jsou oxyPAU také identifikovány jako 

p�evládající t�ída slou�enin v nejvíce mutagenních zlomcích získaných b�hem biologické 

zkoušky založené na chemickém rozd�lení na díly r�zných vzork� prost�edí. [3] 

 

2.6 Vznik derivát� polycyklických aromatických uhlovodík� 
 

P�i hodnocení reaktivity PAU jsou zajímavé p�edevším procesy, ke kterým dochází 

v atmosfé�e, nebo� vznikající produkty mohou posléze kontaminovat zem�d�lské plodiny. 

Rozsah a charakter probíhajících reakci závisí na teplot�, intenzit� slune�ního zá�ení a na 

koncentraci látek, jež jsou schopné elektrofilní substituce aromatického jádra. Popsány byly 

reakce PAU s ozónem, singletovým kyslíkem, oxidy dusíku �i síry. S ohledem na vysokou 

toxicitu vznikajících produkt� si zvláštní zmínku zasluhují reakce vedoucí k nitroderivát�m 
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PAU. Ur�ité množství t�chto kontaminant� je do atmosféry emitováno p�ímo z p�íslušných 

zdroj�, ve kterých se tvo�í p�i spalování. K jejich vzniku m�že docházet též radikálovými 

reakcemi v plynné fázi. [3] 

 

2.7 Degrada�ní procesy benzo[a]pyrénu 
 

2.7.1 Fotodegradace  
 

Mnohé studie byly provedeny na základ� fotolýzy jednotlivých PAU v p�írodních vodách 

pod oza�ováním. Zepp a Schlotzhauer zjistili, že fotolýza vybraných PAU v p�írodní vodní 

nádrži probíhá docela rychle a polo�asy rozpadu PAU se pohybovaly v rozmezí od n�kolika 

minut až po n�kolik hodin. Mill ur�il, že polo�asy rozpadu pro BaP a BaA ve vod� p�i 

oza�ování na slunci odpovídaly 0,69, resp. 5,0 hodinám. Nicmén� je známo relativn� málo 

fotodegradací PAU, p�i kterých PAU nejsou ozá�eny a nacházejí se v �istých rozpoušt�dlech. 

Degradace BaP ve vybraných organických rozpoušt�dlech byla sledována po dobu delší než 3 

m�síce. Obr. 5 ukazuje závislost koncentrace nedegradovaných BaP v organických 

rozpoušt�dlech. Za první m�síc koncentrace BaP z�stala konstantní ve všech používaných 

rozpoušt�dlech. Po této dob� degradace za�ala: v dichlormethanu a acetonitrilu je 

degradacece nejpomalejší. Po 100 dnech expozice, 60% BaP bylo degradováno v methanolu, 

zatímco 50% v hexanu a cyklohexanu. [5]  

Rozklad (%) se snížil v následujícím po�adí:  

 

dichlormethan > acetonitril > hexan � cyklohexan > methanol. [5] 

 

Toto po�adí m�že úzce souviset s rozpustností kyslíku v rozpoušt�dle, a obecn� m��ené 

hodnoty mohou souviset s obsahem kyslíku v dichlormethanu, kde je nejv�tší a klesá v po�adí 

acetonitril, methanol a voda. To nep�ímo znamená, že rozpustnost kyslíku klesá s rostoucí 

reaktivitou zvoleného rozpoušt�dla. Koncentrace BaP se snížila s �asem (obr. 5A a 5B). [5] 
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Obr. 5: Fotodegradace BaP v r�zných rozpoušt�dlech:(A) methanol a acetonitril; (B) 

dichloromethan, hexan and cyclohexan [5] 

 

 

Obr. 6: První �ád reakce kinetiky pro fotodegradaci BaP v rozdílných rozpoušt�dlech [5] 

 

Degradace PAU v životním prost�edí nastává p�i biologických, chemických 

a fotochemických procesech. A� tak �i onak, degradace m�že mít za následek r�znorodost 

n�kterého z produkt�, který se mohl potenciáln� nahromadit. Následující �ásti se budou 

zabývat degradací PAU. Navíc bude vysv�tleno, pro� jsou oxidované PAU považovány za 

nejd�ležit�jší skupinu produkt�.[3] 
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2.7.2 Biologická degradace  
 

Co se tý�e biologické degradace, tak je to hlavní proces zodpov�dný za výskyt PAU 

v p�d�. Mikroorganismy jako nap�. bakterie a houby mohou transformovat PAU na další 

organické slou�eniny až ke kone�ným produkt�m jako jsou oxid uhli�itý a voda. Pozd�jší 

proces je ozna�ován jako mineralizace. N�jaké PAU degradující mikroorganismy, v první �ad� 

bakterie, jsou schopny použít PAU jako zdroj uhlíku a také energie, a mohou tak 

transformovat kontaminující látky do molekul odkud mohou vstoupit do st�edních 

metabolických cest organism�. Jiné mikroorganismy mají vybavení k tomu, aby degradovaly 

PAU na hojn� se vyskytujících substrátech. Tento kometabolismus však ne vždy rezultuje 

v r�st mikroorganismu, a n�kdy kosubstrátu, tj. PAU jsou jen transformovány na jiné 

slou�eniny bez jakéhokoliv zjevných výhod pro organismus. Toto m�že vést k �áste�né 

degradaci v p�ípad�, že není k dispozici žádný enzym schopný transformace metabolitu. 

U PAU p�ísp�vek kometabolických proces� degradace zvyšuje jak po�et kruh� v molekule 

PAU, tak svou roli také hrají mikroorganismy, které jsou schopné používání PAU s velkou 

molekulovou hmotností jako uhlíkového a energického zdroje. [3] 

 

2.7.3 Mikrobiální degradace  
  

Bakterie rozkládající PAU obecn� užívají PAU jako zdroj uhlíku a energie, zatímco houby 

metabolizující PAU využívají PAU k tvorb� více ve vod� rozpustných slou�enin, �ímž 

usnad	ují jejich následné vym�šování. Bakterie a houby proto mají jiné metabolické cesty 

(obr. 7). Hlavní degrada�ní cesta PAU u hub je docela podobná degrada�ní cest� nalezené 

u lidí a u jiných savc�. Z obr. 7 je z�ejmé, že houby oxidují PAU p�es enzymový systém 

cytochrom P-450 s následnou tvorbou fenol� a trans-dihydrodiol�, které mohou být 

konjugovány a vylu�ovány z organismu. Bakteriální degradace PAU obecn� za�íná 

dioxygenasou a útokem na jeden z aromatických kruh� k tvorb� cis-dihydrodiol�, které jsou 

následn� dehydrované pyrokatechinem. Pyrokatechin je klí�ovým mezirpoduktem, který se 

m�že vyskytovat p�i tomto št�pení. Aromatický kruh je št�pen mezi hydroxyly (ortho št�pení) 

�i p�iléhá jednomu z hydroxyl� (meta št�pení). Následná degradace kruhu se pak m�že 

projevovat tak, že struktura je nakonec degradována a molekuly tak mohou vstoupit do st�ední 

metabolické cesty bakterií. [3] 
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Obr. 7: Všeobecné cesty pro mikrobiální degradaci PAU, získáno od Cerniglia 1992 [3] 

  

Tyto hlavní metabolické cesty byly ov��eny pro velké množství bakterií a hub, v �istých 

kulturách b�hem degradace a ur�ení r�znorodosti individuálních PAU zhodnocených od 

Cerniglia, Sutherland a kol. a Kanaly a Harayama. Vše je zobrazeno na obr. 8 a obr. 9, které 

ukazují houbovité a bakteriální metabolické cesty navrhované pro Pyr. [3] 

A� tak nebo onak, tyto a jiné navrhované cesty také ukázují, že se mnoho jiných reakcí 

m�že vyskytovat paraleln�, zvlášt� b�hem kometabolické degradace PAU. Nap�. jak je 

ukázáno na obr. 8 a obr. 9, Pyr, Chin a 4-hydroxyperinafenon mohou být vytvo�eny jako 

kone�né produkty v podobnosti s hlavními cestami degradace užívané výše zmín�nými 

mikroorganismy. [3] 
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Obr. 8: Možné cesty metabolismu hub pro Pyr u Penicillium glabrum, získáno od Wunder a 

kol. 1997 [3] 

 

Obr. 9: Možné cesty bakteriálního metabolismu Pyr u Mycobacterium, sp. PYR-1, založeno na 

práci Cerniglia 1992 [3] 
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2.7.4 Chemická degradace  
 

PAU v p�d� jsou také degradovány skrz neživé procesy. Oxida�ní reakce jsou 

nejd�ležit�jší v této souvislosti, a�koli fotochemické reakce mohou také výrazn� p�ispívat do 

degradace na povrchu p�d. Navíc v�tšiny okysli�ovadel obvykle umožní oxida�ní reakce 

v životním prost�edí, tj. singletní kyslík (1O2), organické peroxidy, peroxid vodíku, ozón 

a radikálovy jako jsou alkoxyl radikály (RO•), peroxy radikály (RO2•) a hydroxyl radikály 

(HO•) jsou bu� p�ímo anebo nep�ímo produkovány p�íslušnými fotochemickými procesy. A� 

tak nebo onak, n�které mohou také vznikat z anorganických solí a oxid�, zvlášt� pak železa 

a manganu. Chemické oxida�ní reakce zahrnující hydroxylové radikály, které jsou 

vygenerovány z peroxidu vodíku a ozónu, byly nejvíce studovány. Hydroxylové radikály jsou 

silné, relativn� nespecifikované okysli�ovadla, která reagují s aromatickými slou�eninami, 

jako nap�. PAU, p�i reakci odstraní vodíkové atomy a naváží se k dvojným vazbám. Ozónová 

molekula m�že napadnout dvojné vazby p�ímo, což ovšem m�že mít za následek tvorbu 

reaktivních hydroxyl radikál� rozkládající se vody. Reak�ní cesta, která následuje, je velice 

komplexní a dochází k tvorb� �etných meziprodukt� . Finální reak�ní produkt obsahuje pro 

ob� okysli�ovadla, sm�s keton�, chinon�, aldehyd�, fenol� a karboxylových kyselin. [3] 

 Fotochemická degradace PAU �asto zahrnuje stejné oxida�ní produkty, které jsou 

vyprodukované b�hem �isté chemické oxidace PAU, tj. kyslík a hydroxylové aj. radikály. Co 

se tý�e komplexního produktu, tak se jedná o komplexní sm�s keton�, chinon�, aldehyd�, 

fenol� a karboxylových kyselin. [3] 

 

2.8 Analytické metody pro stanovení polycyklických aromatických uhlovodík� 
 

Oficiální analytické metody jsou k dispozici pro n�které z p�íslušných PAU v n�kterých 

potravinových matricích, ale obecn� je nedostatek ú�edn� schválených metod, a ty zejména 

nezahrnují mnoho stanovení dibenzopyren� �i MCH. Jiné metody byly používány pro 

kvantifikaci druhé skupiny, což by m�lo být bráno v úvahu p�i posuzování hlášení výsledk�.  

Po homogenizaci potraviny jsou PAU získány pomocí r�zných technik p�ed vy�išt�ním 

a m��ením. PAU jsou nej�ast�ji identifikovány a kvantifikovány pomocí bu� plynové 

chromatografie (GC) s detektorem plamenoioniza�ním (FID) nebo ve spojení s hmotnostní 

spektrometrií (MS) nebo HPLC s UV detekcí nebo fluorescen�ním detektorem nebo ve 

spojení s MS. Použití FID již však nepat�í mezi nejmodern�jší. Postrádá dostate�nou 
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selektivitu a neumož	uje použití izotopu k ozna�ení interní normy. [4] 

 

V odpov�di na otázku týkající se analytické metody použité ke stanovení PAU 4 % 

laborato�í uvedla, že používají GC-FID, 28 %, že používá HPLC-FL, 26 %, že používá 

HPLC-UV/FL a 43 % uvedlo užívání GC-MS. Krom� možných ztrát PAU b�hem 

homogenizace, extrakce a �išt�ní, se vyskytuje �ada dalších faktor�, které mohou vést k 

chybným výsledk�m. B�hem odb�ru vzork� a skladování je d�ležité, aby vzorek nebyl 

vystaven tabákovému kou�i a vysoké teplot� (což vede k vypa�ování anebo k chemické 

konverzi). I skladování po delší dobu p�ed analýzou m�že vést k reakci n�kterých PAU s 

komponenty potravinové matrice. [4] 

Podrobnosti o p�íprav� vzorku byly uvedeny v podání, z nichž k nej�ast�jším metodám 

pat�ila extrakce kapalina/kapalina a zmýdeln�ní ve t�epací vodní lázni p�i 60°C. Pozornost by 

m�la být v�nována možným koelucím n�kterých PAU. Nap�. v rámci chromatografických 

podmínek obecn� používaných, Chry + trifenylen, benzo [b + j +k] Flu, a dibenzo [a, h + a, 

c]Ant PAU se mohou spoluvyvíjet a vedou pouze ke vzniku jednoho píku. P�i HPLC se 

používá odd�lení BbF + Per, BkF + DBacA a BjF + BeP, což m�že být kritické. [4] 

 

PAU jsou obvykle zastoupeny v potravinách v �ádech 
g.kg-1. Proto je postup analýzy 

následující: extrakce/hydrolýza, rozd�lení fáze kapalina/kapalina, �istící proces, 

zakoncentrování, chromatografická separace a samoz�ejm� samotné stanovení. A�koliv jsou 

všechny kroky velmi d�ležité, chromatografická separace je nejd�ležit�jší pro p�esné 

vyhodnocení skute�ných rizik, a to z d�vodu, že nap�. BaP je velmi silná karcinogenní látka, 

avšak karcinogenní aktivita jeho izomeru BeP je naopak nízká. Metodika stanovení PAU byla 

siln� ovlivn�na stupn�m vývoje chromatografických metod. Na po�átku byla separace 

izomer� BaP pomocí papírové �i kolonové chromatografie prakticky nemožná. S ohledem na 

komplex sm�sí PAU, p�ítomnost r�zných rušivých látek a pot�ebu vyhodnotit opravdu 

skute�né koncentrace nebezpe�ných látek, bylo nutné p�edejít problém�m týkajících se tzv. 

„benzopyrenových frakcí“, jenž se v této dob� skládaly z BaP a jeho izomer� BeP, BkF, BbF 

aj. [6] 

V roce 1968 na spole�ném zasedání IUCC a IUPAC spole�n� pracující skupina 

specifikovala ur�ité p�ípustné analytické metody, kterými mohou být separovány alespo	 

BaA, BaP, BeP, BghiP, Pyr, BkF a Kor. Studia specifických metod pro BaP a hlavní postup 

pro stanovení PAU byla ur�ena pod záštitou AOAC a IUPAC. Proces spo�íval v po�áte�ním 

zmýdeln�ní vzorku v ethanolovém roztoku hydroxidu sodného, následoval �áste�ný krok 
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mezi DMSO a alifatickým rozpoušt�dlem a kolonová chromatografie na deaktivovaném 

Florisilu. [6] 

Tato metoda byla p�ijata AOAC oficiální první �inností metody v roce 1973 a byla uznána 

jako doporu�ená metoda IUPAC. Statistické vyhodnocení dat získaných laboratorními testy, 

v nichž vzorky šunky byly obohaceny o BaP, BeP, BaA, BghiP na úrove	 10 
g.kg-1 

a analyzovány pomocí zmín�né metody, vykazovaly chybu mezi 7,4 a 12 %. Na základ� 

tohoto výsledku se stala tato metoda oficiální metodou AOAC. [6] 

Výb�r vhodné analytické metody pro finální stanovení PAU je ovlivn�n p�edevším 

komplexností a koncentra�ními proporcemi analyzovaného vzorku. Nezahrnuje-li vzorek 

p�íliš široké spektrum PAU, lze obsah jednotlivých komponent stanovit p�ímo bez nutnosti 

separace s využitím vysoce citlivých fluorimetrických spektrálních metod. V�tšinou jsou však 

analyzované vzorky natolik složité, že je nezbytné p�ed vlastní identifika�ní a kvantifika�ní 

krok p�ed�adit ú�innou separa�ní techniku, nej�ast�ji plynovou nebo kapalinovou 

chromatografii. Analýza PAU pomocí plynové chromatografie je v sou�asnosti v p�evážné 

mí�e provád�na na vysoce ú�inných k�emenných kolonách s chemicky vázanou, zpravidla 

st�edn� polární polysiloxanovou, stacionární fází. Z detek�ních technik nachází krom� 

univerzální plamenoioniza�ní detekce (FID) stále širší uplatn�ní p�ímé spojení plynové 

chromatografie s hmotnostní spektrometrií (GC-MS). Vysoce perspektivní pro identifikaci 

izomerních PAU se ukazuje spojení plynové chromatografie s UV detektorem, schopným 

m��it UV absorp�ní spektra separovaných složek v plynné fázi. [7] 

Významné místo v analytice PAU zaujímá kapalinová chromatografie, v sou�asnosti 

provozovaná výhradn� ve vysokoú�inné modifikaci na kolonových náplních s velikostí �ástic 

pod 10 
m nepolárního charakteru (RP-HPLC), nej�ast�ji silikagelu s chemicky vázanými 

Cl8 �et�zci, v kombinaci s vodnou polární mobilní fází (metanol-voda, acetonitril-voda). 

Podstatný význam pro úsp�ch analytické operace má rovn�ž volba selektivní a citlivé 

detek�ní koncovky. Z kapalinov� chromatografických detektor� v p�ípad� PAU p�icházejí do 

úvahy p�edevším ty, které pracují na principu absorpce UV zá�ení a fluorescence. 

Nejmodern�jší a nejvýkonn�jší kapalinov� chromatografickou identifika�ní techniku 

p�edstavují detektory schopné m��it UV absorp�ní nebo fluorescen�ní spektra separovaných 

složek "on-line" na výstupu z kolony, tzv. "diode array" detektory a detektory s rychle 

pohybujícím se monochromátorem. [7] 

PAU v potravinách p�edstavují jen �áste�ný problém z hlediska zne�išt�ní PAU v celém 

životním prost�edí. Mnoho slou�enin PAU – zhruba 100 jich bylo izolováno a stanoveno 

v potravinách i životním prost�edí – p�edstavuje skute�nou výzvu pro moderní analytické 
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metody. [8] 

R�zné chromatografické postupy, v�etn� kolonové, papírové a TLC, byly použity na 

izolování t�chto látek z kontaminovaných vzork�. N�které z t�chto metod se osv�d�ily pro 

získání p�ijatelných výsledk�, obzvlášt� p�i stanovení jednotlivých PAU (nap�. BaP). Jelikož 

se tyto kontaminanty vyskytují jakožto komplexní sm�s PAU, analytické metody jsou pot�eba 

k odd�lení a ur�ení r�zných typ� PAU. Spolehlivé ur�ení kontaminace potravin a ostatních 

složek životního prost�edí vyžaduje stanovení r�zných PAU hlavn� z pohledu významných 

rozdíl� v jejich mutagenním a karcinogenním potenciálu jednotlivých slou�enin. GC a HPLC 

jsou nej�ast�ji používanými technikami ke spln�ní analytických požadavk�. Problémy 

vznikají p�i odebírání vzork�, jejich p�íprav� a ur�ení chromatografických podmínek. 

Analytické procesy na stanovení PAU v potravinách byly p�ezkoumávány a rozsáhle 

diskutovány. [8]



 

 30  

3. CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE 
 

Studium proces� fotodegradace PAU je d�ležité pro optimalizaci podmínek výroby a 

zpracování potraviná�ských produkt�. P�i navrhování cíl� diplomové práce jsme vycházeli ze 

skute�nosti, že se této problematice nev�nuje náležitá pozornost a existujíci studie nepopisují 

procesy tvorby a degradace BaP v potravinách na náležité úrovni. 

 

Cíle práce byly navrženy nasledovn�: 

 

� Výb�r vhodných metod pro studium proces� fotoindukované degradace BaP v 

r�zných modelových systémech využitím moderní instrumentální techniky, 

zejména GC-MS a HPLC-MS-MS  

� Identifikace slou�enin vznikajících v procesu fotooxidace BaP v modolových 

systémech 

� Studium vlivu experimentálních podmínek (rozpoušt�dla s r�znou polaritou, r�zné 

zdroje osv�tlení a vlnové délky použitého zá�ení) na rychlost eliminace BaP 

� Sledování vlivu vybraných antioxidant� na rychlost fotooxidace BaP  
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4. EXPERIMENTÁLNÍ �ÁST 
 

4.1 P�ístroje a za�ízení 
 

� Sklen�ný reaktor (Photochemical Reactors LTD, Berkshire RG4 9PA UK) 

� Rtu�ová výbojka (Photochemical Reactors LTD, Berkshire RG4 9PA UK) 

� Xenonová výbojka (UV Protective Eyewear, UVC-503, Upland, CA 91786) 

� Luxmetr (Pancontrol, PAN LX 1308, Wien, Rakousko) 

� HPLC sestava 1 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) skládající se z pumpy LC-20AD, 

autosampleru SCL-20A, termostatu kolon oven CTO-20A, detektoru s diódovým 

polem PDA(DAO) SPD-M20A a fluorescen�ního detektoru RF-10AXL 

� HPLC sestava 2 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) Agilent Technologies 1200 

Series skládající se z pumpy, degasseru, autosampleru, termostatu kolon, 

spektrofotometrického detektoru a MS detektoru Agilent Technologies 6410 (Triple 

Quard) s možností p�ipojení následujúcích typu iontových zdroju ESI, APCI, APPI 

� GC sestava (Agilent Technologies GC 6890N, Palo Alto, California, USA) s 

hmotnostním spektrometrem 5973 inert mass selective Spectrometer. 

 

4.2 Použité chemikálie 
 

� Methanol, pro HPLC (J.T.Baker, Deventer, Holandsko) 

�  Acetonitril, pro HPLC (J.T.Baker, Deventer, Holandsko) 

� n-hexan (Merck, Darmstadt, Nem�cko) 

� tricaprylin (glyceryltrioktanoat) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

� Benzo[a]pyrén , p.a. (Supelco, Bellefonte, PA, USA) 

� Benzo[a]pyrén-6,12-dion (National Cancer Institute’s Chemical Carcinogen 

Repository, Midwest Research Institute, Kansas City, MO, USA) 

� Benzo[a]pyrén-9,10-dihydrodiol (National Cancer Institute’s Chemical Carcinogen 

Repository, Midwest Research Institute, Kansas City, MO, USA) 

� 9,10-dihydrobenzo[a]pyrén-7(8H)-on (Chiron Ltd, Trondheim, Norsko)  

� 3-hydroxybenzo[a]pyrén (IRMM, Geel, Belgie) 
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4.3 Pracovní postupy 

4.3.1 Príprava roztok� standard� a kalibra�ních roztok� 
 

Bylo odváženo p�ibližn� p�esn� 0,010 g BaP do 100 ml odm�rné ba	ky a byl dopln�n 

methanolem po zna�ku. 

Takto byl získán zásobní roztok A, ze kterého bylo odpipetován 1 ml do 10 ml odm�rné 

ba	ky a po dopln�ní byl získán pracovní roztok B. Z pracovního roztoku B bylo vzato 10; 20; 

30; 40 a 50 µl do 10 ml odm�rných ban�k a zase dopln�no methanolem po zna�ku. Byly tedy 

p�ipraveny roztoky o koncentraci 10; 20; 50; 100 a 200 µg/L. Stejným sp�sobem byly 

p�ipraveny kalibra�ní roztoky v sm�sích rozpouštedel, jen 10 ml odmerné ba	ky byly 

dopln�ny po zna�ku sm�sí n-hexan-metanol (1:9, v:v) resp.tricaprylin-metanol (1:9,v:v) 

 

4.3.2 Fotodegradace BaP  

4.3.2.1 v roztoku oza�ovaném pomocí UV lampy 

a) izotermické podmínky 

Byly p�ipraveny roztoky BaP o koncentraci 50, 100 a 150 µg/L ve vybraných 

rozpoušt�dlech (methanol, n-hexán, tricaprylin). Následn� bylo provedeno oza�ování pomocí 

UV lamp, tj. rtu�ové (� = 254 nm) anebo xenonové vybojky (�= 365 nm) a odebírání vzorku 

v �asových intervalech (n- hexan �asy: 0; 15; 30; 45; 60; 75; 90; 105; 120; 150 a 180 min, 

methanol �asy: 0; 5; 10; 15; 25; 35; 45; 55; 65 a 75 min, tricaprylin �asy 0; 15; 30; 45; 60; 75; 

90; 105; 120; 150 a 180 min), pri�emž b�hem celé doby oza�ování byl roztok temperován na 

požadovanou teplotu. K odebranému vzorku (100 µl roztoku) bylo p�idáno 900 
l methanolu 

a byla provedena HPLC analýza. P�i každých podmínkách byly vykonané paralelní m��ení. 

 

b) neizotermické podmínky 

Postup p�i neizotermických podmínkách byl stejný, jen se lišilo programovaným 

zvyšovaním teploty b�hem celé doby oza�ování. 

 

c) izotermické podmínky v p�ítomnosti aditivních látek 

Byly p�ipraveny roztoky BaP o koncentraci 100 µg/L v tricaprylinu, který obsahoval 

100 mg/L BHT resp. guaiakolu. Následn� bylo provedeno oza�ování pomocí xenonové 

vybojky (�= 365 nm) a odebírání vzorku v �asových intervalech 0; 15; 30; 45; 60; 75; 90; 

105; 120 a 150 min, pri�emž b�hem celé doby oza�ování byl roztok temperován na 
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požadovanou teplotu. K odebranému vzorku (100 µl roztoku) bylo p�idáno 900 
l methanolu 

a byla provedena HPLC analýza. P�i každých podmínkách byly vykonané paralelní m��ení. 

 

4.3.2.2 na tenké vrstv� (na filmu)  

a) UV lampou  

 Byly p�ipraveny roztoky BaP o koncentraci 50, 100, 150 a 200 µg/L, do sklen�né patrony 

byl napipetován 1 ml daného vzorku a pomocí plynného N2 došlo k vysušení. Následn� bylo 

provedeno oza�ování pomocí UV lampy (xenonové vybojky, �= 365 nm) a odebírání vzorku 

v �asových intervalech (1; 2; 3; 4; 5; 10; 20 a 30 min), p�i�emž byly vykonány m��ení 

v triplikátech. Po ozá�ení se p�idal 1 ml methanolu a po rozpušt�ní se odebralo 100 µl 

roztoku. Bylo p�idáno 900 
l methanolu a byla provedena HPLC analýza. 

Pomocí Luxmetru byla zm��ena intenzita zá�ení UV lampy: 11,55 kLux. 

 

b) denním sv�tlem (slune�ním zá�ením) 

Postup p�i reálných podmínkách byl stejný, jen se lišil zdroj oza�ování, to bylo provád�no 

pomocí slune�ního zá�ení, �asové intervaly byly prodlouženy na 30; 60; 90; 120 a 180 min. 

Každých 30 min byla m��ena intenzita zá�ení v kLux pomocí Luxmetru. Po ukon�ení zá�ení 

byl p�idán 1 ml methanolu, po rozpušt�ní se odebralo 100 µl roztoku, bylo p�idáno 900 µl 

methanolu a byla provedena analýza HPLC. 

 

4.3.3 P�íprava vzork� BaP na identifikaci rozkladných produkt� 
 

Rozklad BaP (c = 20 mg/L) byl proveden v polárním rozpoušt�dle (methanolu) a v 

nepolárním rozpoušt�dle (n-hexanu) v 75 ml sklen�ném reaktoru s UV lampou (�= 254 nm). 

Doba fotooxidace byla 24 h. Vzorky byly analyzované GC-MS i HPLC-MS. 

 

4.3.4 Identifikace pomocí HPLC-PDA-FLD-MS 
 

HPLC za�ízení s fluorescen�ním, dioda-array a t�ípolový kvadrupól MS-MS detektory byly 

použity pro detekci výrobk�, které vznikají p�i kontrole fotolýzy. Použitá za�ízení byla od 

firmy Agilent Technologies (Agilent Technologies, Palo Alto, USA). Separace byla provedena 

p�i 35°C na Zorbax Eclipse XDB-C18 (50 mm x 4,6 mm, 1,8 
m) kolon� a gradientové eluci 

methanolem a vody p�i pr�toku 0,5 ml/min. Parametry pro použití fluorescen�ního detektoru 
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(Ex = 300 nm, EM = 410 nm), byly stanoveny pro BaP detekci a UV/VIS chromatografické 

údaje byly shromážd�ny v rozmezí od 220 nm do 550 nm detektorem s diodovým polem. 

Následující instrumentální parametry byly použity pro LC-MS analýzu produkt� rozkladu 

BaP: zdroj iont� APCI v pozitivním režimu skenování: sušení plynu (N2), pr�tok 6 l/min., 

Teplota plynu 350° C, odpa�ova� o teplot� 250° C, rozprašova� tlaku 20 psi, kapilární nap�tí 

2,5 kV, fragmentor energie 140 V, scanovací �as 500 ms, scan range (m/z ~ 100 do 600), 

v pozitivním produktu ion režimu (pro m��ení fragmentace modelu): stejné jako p�edchozí 

a kolize energie 40 eV, doba prodlevy 100 ms. To je optimální nastavení pro standardní 

materiály použité p�i analýze.  

 

4.3.5 Identifikace pomocí GC-MS 
 

Analýza byla realizována na plynovém chromatogramu 6890N ve spojení s hmotnostním 

spektrometrem 5973 inert mass selective Spectrometer (Agilent Technologies, Palo Alto, 

California, USA). Pracovali jsme s J & W 123-5731 DB-5HT o rozm�rech 30m x 0,32 mm x 

0,1 
m a teplotním programem 60 º C, 10 / min do 350 ° C p�i pr�toku helia jako nosného 

plynu 1,9 ml / min. Vzorek se dávkované v režimu pulzní splitless p�i teplot� 280 º C. Rozsah 

sledovaných hmotností byl 29 -500 dalton�. 

 

4.3.6 M��ení kinetiky - HPLC analýza 
 

Stanovení obsahu BaP p�i m��ení jeho kinetiky fotodegradace se uskute�nilo na kolon� 

Zorbax Eclipse XDB-C18 (50mm x 4,6 mm, 1,8 
m) s isokratickou elucí methanolem 

o pr�toku 0,5 ml/min a p�i 35°C. Detekce byla použita fluorescen�ní (�Ex = 300 nm, �Em = 

410 nm). Obsah BaP v ozá�ených vzorcích se vypo�te z lineární kalibra�ní závislosti 

(pracovní rozsah 0,2 µg/L – 20 µg/L).  

 

4.4 Statistické metody zpracování 
 

� Na porovnání st�edních hodnot dvou soubor� se použil Lord�v test [9] 

Lordovo kritérium u pro po�et m��ení n = nA (vzorek �istého analytu) = nB (matri�ní 

vzorek) se vypo�ítá jako: 
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         �xA - xB� 

u = ––––––––––– (1) 

            RA + RB 

Kde xA je pr�m�rná hodnota výsledk� souboru A, xB je pr�m�rná hodnota výsledk� 

souboru B,  

RA je rozp�tí hodnot souboru A (všeobecn� R = x(max) – x(min)), RB je rozp�tí hodnot 

souboru B 

Pokud platí, že u > uα , je rozdíl �xA - xB� statisticky významný, pokud u < uα , je p�ijata 

nulová hypotéza, že rozdíl �xA - xB� je možno vysv�tlit p�ítomností náhodných chyb obou 

výsledk�. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
 

5.1 Výb�r vhodných podmínek pro separaci oxidovaných forem BaP 
 

Na za�átku �ešení problému, kdy byly k dispozici pouze první 4 standardy (tj. BaP612D, 

BaP-9,10-diol, 3OHBaP a BaP-7-one), na základ� jejich struktur (obr. 10) se hledala vhodná 

analytická kolona a vhodné složení mobilní fáze na jejich separaci, jakož i na separaci dalších 

látek vznikajících fotolýzou BaP, p�i�emž se p�edpokládalo, že by mohly vznikat látky 

polárnejší i mén� polární jako BaP. Vycházeje z metod stanovení PAU se zvolila kolona 

Zorbax Eclipse XDB-C18 s chemicky vázaným oktadecylsilánem (rozm�ry: 4,6 x 50 mm, 

pr�m�r �ástic 1,8 
m) a uvažovalo se o gradientové elucí. Pr�tok mobilní fáze byl limitován 

nejen velikostí �ástic ale i typem detektoru (MS) a složení mobilní fáze bylo limitováno 

použitím r�zných typ� ionizace (elektrosprej ESI, chemická ionizace za atmosférického tlaku 

APCI, fotoionizácia p�i atmosférickém tlaku APPI), zatímco pro sledované komponenty bylo 

t�eba vhodn� nastavit pár dalších parametr� (energii fragmentoru, teplotu sušícího plynu, 

pr�tok sušicího plynu, nebuliza�ní tlak, nap�tí v kapilá�e, ...). Na úvod jsme si pomohli 

klasickými zp�soby detekce (nap�. detekce diodovým polem v UV a viditelné oblasti, 

fluorescence).  

 

Zp�sob detekce sledovaných látek vychází z jejich struktury. Obsahují benzenové jádro, na 

kterém mohou být sledovány 
 � 
 * elektronové p�echody a zárove	 ve své molekule 

obsahují atom kyslíku, který je nositelem volného elektronového páru a mohou být sledovány 

n � � * nebo n � 
 * elektronové p�echody. To znamená, že tyto látky absorbují zá�ení v 

ultrafialové a viditelné oblasti. Jejich absorp�ní maxima se nacházejí v oblasti 260 - 300 nm 

resp. 360 - 420 nm [10].  

 

Navržené chromatografické podmínky poskytují separaci BaP (ret. �as 33 min., obr. 11) a 4 

r�zných oxidovaných produkt� (obr. 12). 

 

Naše pozornost se soust�edila pouze na ty oxidované produkty, které byly k dispozici 

a pokra�ovalo se výb�rem ioniza�ní techniky a hledáním vhodných parametr� pro detekci 

hmotnostní spektrometrií. Vyzkoušeli se následující ioniza�ní techniky (ESI, APCI, APPI), 

p�i�emž z literatury je známo, že pro detekci BaP jako nepolární molekuly je vhodná ionizace 
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APPI [11]. Vycházeje z dostupné literatury [11, 15] pro oxidované formy BaP, které ve své 

molekule obsahují volný elektronový pár na atomu kyslíku, se p�edpokládalo, že vhodn�jšími 

ioniza�ními technikami by mohly být ESI resp. APCI. V tab.3 jsou uvedeny plochy pík� 

vybraných analyt� a charakteristických p�echod� prekurzoru na produktové ionty v tzv. MRM 

módu zjišt�né p�i použití r�zných ioniza�ním technik v pozitivním módu. Z jejich srovnání je 

z�ejmé, že pro BaP-9,10-diol, 3OHBaP a BaP-7-one byly nejlepší odezvy získány chemickou 

ionizací za atmosférického tlaku a pouze pro BaP612D se nejvhodn�jší jevila technika 

fotoionizáce. Pro další experimenty se používala APCI v pozitivním módu, aby se v jednom 

experimentu mohlo získat maximum informací. 

 

Obr. 10: Struktura oxidovanych forem BaP 
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Obr. 11: Chromatografický záznam roztoku BaP (c = 100 �g/L) v methanole, fluorescen�ní 

detekce Ex = 250 nm, Em = 410 nm) 

(Chromatografické podmínky: kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 50 mm; 1,8 
m); pr�tok mobilní 

fáze 0,5 mL.min-1; gradient 0. – 3. min. 60 % methanol, 40 % voda, 43. – 50. min. 100 % methanol, 52. – 58. 

min. 60 % methanol, 40 % voda (ustalování podmínek); teplota kolony 35°C; dávkovaný objem 10 
L) 

 

 
 

Obr. 12: Chromatografický záznam roztoku BaP-trans-9,10-dihydrodiolu 

 (ozna�ení 1, ret. �as 4,0 min., c(BaP-9,10-diol) = 3,65 
g/ml), BaP612D (ozna�ení 2, ret. �as 16,5 min., 

c(BaP612D) = 3,9 
g/ml), 3OHBaP (ozna�ení 3, ret. �as 21,74 min., c(3OHBaP) = 12 
g/ml) a 9,10-dihydro-

BaP-7(8H)-ónu (ozna�ení 4, ret. �as 22,24 min., c(BaP-7-one) = 3,65 
g/ml) v methanolu) 

(chromatografické podmínky viz obr. 21, UV detekce � = 280 nm) 
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Tab. 3: Plochy pík� sledovaných analyt� p�i r�zných podmínkách ionizace v pozitívním 

mód� (c(BaP-9,10-diol) = 3,65 �g/ml; c(BaP612D) = 3,9 �g/ml; c(3OHBaP) = 12 �g/ml; 

c(BaP-7-one) = 3,65 �g/ml) 

Sledované 

fragmenta�ní 

p�echody pro 

vybrané 

analyty 

v MRM 

mód� 

ESI 
Podmínky: teplota sušícího 

plynu (N2) 350°C, pr�tok 

sušícího plynu (N2) 6 L.min-1, 

nebuliza�ní tlak 20 psi, nap�tí 

na kapilá�e 4000 V, nap�tí na 

fragmentoru 140 V, energie 

v kolízní cele 45 eV 

APCI 
Podmínky: teplota sušícího 

plynu (N2) 350°C, teplota 

vypa�ování 250°C, pr�tok 

sušícího plynu (N2) 6 L.min-1, 

nebuliza�ní tlak 20 psi, nap�tí na 

kapilá�e 2500 V, nap�tí na 

fragmentoru 150 V, energie 

v kolízní cele 45 eV 

APPI 
Podmínky: teplota sušícího 

plynu (N2) 350°C, teplota 

vypa�ování 350°C, pr�tok sušícího 

plynu (N2) 6 L.min-1, nebuliza�ní 

tlak 60 psi, nap�tí na kapilá�e 2000 

V, nap�tí na fragmentoru 140 V, 

energie v kolízní cele 45 eV 

BaP-9,10-diol 

269 � 239 

269 � 250 

 

35971 

18466 

 

189160 

101649 

 

1182 

630 

BaP612D 

283 � 226 

283 � 255 

 

8520 

1040 

 

9416 

728 

 

25979 

2361 

3OHBaP 

269 � 239 

269 � 252 

 

3212 

1486 

 

66201 

30274 

 

8016 

4722 

BaP–7-one 

271 � 215 

271 � 252 

 

10338 

2932 

 

44447 

12980 

 

6197 

1947 

 

Na obr. 13 je ilustrativní záznam p�ekrytých extrahovaných iontových chromatogram� 

(EIC) pro sledované standardy p�i použití APCI v pozitivním módu, p�i�emž 

chromatografické podmínky z�staly nezm�n�ny. BaP-9,10-diol eluuje v �ase 4,1 min. a jeho 

molekulová hmotnost je 286 g.mol-1, avšak pozorovaný byl iont m/z 269, což by mohlo 

odpovídat iontu [M + H-H2O]+. 3OHBaP eluuje zase v �ase 23,0 min., jeho molekulová 

hmotnost je 268 g.mol-1 a v kladném mód� byl pozorován vznik pseudomolekulového iontu 

[M + H]+ s m/z 269. Ob� slou�eniny obsahují ve své molekule -OH skupinu a mohly by 

poskytovat odezvu v negativním módu. BaP612D se eluuje v �ase 16,7 min., Jeho 

molekulová hmotnost je 282 g.mol-1 a v kladném mód� byl pozorován vznik iontu [M + H ]+ 

m/z 283. BaP-7-one eluuje v �ase 23,3 min., jeho molekulová hmotnost je 270 g.mol-1 a v 

kladném mód� byl pozorován vznik iontu [M + H] + s m/z 271. U t�chto dvou slou�enin se 

nep�edpokládá odezva v negativním módu.  

Z fragmenta�ních schémat BaP-9,10-diolu a 3OHBaP je z�ejmé, že poskytují n�které 

fragmenty se stejným m/z (nap�. 268, 252, 239, 226), ale v r�zném vzájemném pom�ru, co by 
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mohlo sloužit pozd�ji jako další ov��ovací kritérium. Naproti tomu schémata fragmentace pro 

BaP612D a BaP-7-one jsou rozdílné. Všechny dosavadní informace tvo�í základ pro 

následující pokusy identifikovat vzniklé oxidované produkty BaP po fotolýze v methanolu 

nebo hexanu metodou HPLC/MS/MS. Hlavním handicapem této techniky je, že zatím 

neexistují knihovny spekter, které by se mohly využít p�i �ešení podobných problém�.  
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Obr. 13: P�ekryté extrahované iontové chromatografické záznamy (EIC) roztoku sm�si 

standard� oxidovaných forem BaP (koncentrace jednotlivých analyt� jsou uvedeny v textu k 

obr.22) chemicky ionizovaných p�i atmosférickém tlaku v pozitivním módu (APCI +) spolu s 

jejich fragmenta�ními schématy (použitá kolizní energie 40eV) ; (1) (BaP-9,10-diol), m/z 269 

(2) BaP612D, m/z 283; (3) 3OHBaP, m/z 269 (4) (BaP-7-one), m/z 271 

 (Chromatografické podmínky viz obr. 11, podmínky MS detekce: teplota sušícího plynu (N2) 350°C, teplota vypa�ování 

250°C, pr�tok sušícího plynu (N2) 6 L.min-1, nebuliza�ní tlak 20 psi, nap�tí na kapilá�e 2500 V, nap�tí na fragmentoru 150 V, 

dwell time 50 ms) 

 

5.2 Identifikace produkt� oxidace BaP metodami GC/MS aHPLC/MS/MS 

5.2.1 GC/MS analýza  
 

Analýza byla realizována na plynovém chromatogramu 6890N ve spojení s hmotnostním 

spektrometrem 5973 inert mass selective Spectrometer (Agilent Technologies, Palo Alto, 

California, USA). Pracovali jsme s J & W 123-5731 DB-5HT o rozm�rech 30m x 0,32 mm x 

0,1 
m a teplotním programem 60 º C, 10 / min do 350 ° C p�i pr�toku helia jako nosného 
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plynu 1,9 ml/min. Vzorek se dávkované v režimu pulzní splitless p�i teplot� 280 º C. Rozsah 

sledovaných hmotností byl 29 -500 dalton�. Záznam standard� je na obr. 14.  

 

  

Obr. 14: Chromatogram vybraných standard� a jejich hmotnostních spekter 

 

3OHBaP eluuje jako symetrický pík i bez derivatizace, eluce dihydrodiolu se však 

nepozorovala a tento pík se výhodn� stanovil metodou HPLC/MS/MS. Na základ� získaných 

výsledk� jsme se zam��ili na analýzu oxidovaných produkt� BaP, které vznikly 24-hodinovou 

fotolýzou v methanolu a n-hexanu. Jak se však ukázalo v methanolu vznikaly hlavn� 

metoxyderiváty oxidovaných produkt�. Jejich identifikace je však vzhledem k nedostupnosti 

standard� i jejich hmotnostní spektrometrii mimo�ádn� obtížná. Navíc je jejich vznik 

v uzených masných výrobk� pouze málo pravd�podobný vzhledem k nep�ítomnosti 

methanolu. Z uvedeného d�vodu jsme se zam��ili na analýzu oxidovaných BaP v hexanu, 

který je svojí polaritou více podobný lipofilnímu prost�edí reálných vzork�. Získaný záznam 

je na obr. 15.  

 

 
Obr. 15: Chromatogram oxidovaných produkt� BaP v hexanu po 24-hodinové fotolýze 
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Jak vidno, jedná se o pom�rn� komplikovanou sm�s oxidovaných produkt�, p�i�emž ve 

v�tšin� elu�ních k�ivek eluuje n�kolik komponet�. Je to zp�sobeno zejména tím, že vzhledem 

k vysoké teplot� varu analyzovaných slou�enin není možné použít dlouhou kapilární kolonu 

s hrubým filmem stacionární fáze, což zna�n� snižuje separa�ní schopnost kolony. Jak vidno 

ze získaných fragmentogram� na obr. 16 (m/z 268 pro hydroxy, m/z 270 pro -óny a m/z 282 

pro diony BaP) pozorována p�ítomnost všech t�í typ� slou�enin.  

 

 Obr. 16: Fragmentogram oxidovaných forem BaP 

 

V p�ípad� hydroxyderivát� lze pozorovat výrazný pík 3OHBaP, poloha hydroxy skupiny 

ostatních p�ítomných derivát� nebyla d�vodu nedostupnosti standard� dosud ur�ena. 

V p�ípad� dion� se pozorovala p�ítomnost BaP612D, který však pravd�podobn� koeluuje 

s dalším dionem. Píku s reten�ním �asem 22,856 min byla na základ� zjišt�ného 

hmotnostního spektra p�i�azena struktura dionu. 

 

5.2.2 HPLC analýza oxidovaných forem benzo[a]pyrénu 
 

Cílem této �ásti diplomové práce bylo najít vhodný chromatografický system pro stanovení 

kyslíkatých forem BaP vznikajících p�i jeho fotodegradaci. Z literatury [3] je známo, že 

mohou vznikat r�zné oxidované formy (hydroxyderiváty, dihydroxyderiváty, epoxideriváty, 

chinonové slou�eniny ,...), ale je problém jejich komer�ní dostupnost. Z tohoto d�vodu se 

postupovalo �ešením díl�ích úkol�. Byly k dispozici následující 4 standardy (BaP612D, BaP-

9,10-diol, 3OHBaP a BaP-7-one), které reprezentovaly jednotlivé typy oxidovaných produkt� 

BaP. P�edpokládalo se, že vybrané slou�eniny by mohly vznikat fotolýzou BaP a jejich 
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polohové izomery by mohly poskytovat stejné fragmenta�né ionty v hmotnostním spektru, tj. 

jejich rozlišení by bylo možné pouze díky použité separa�ní technice.  

 

5.2.2.1 Ov��ení vhodnosti chromatografických podmínek pro separaci degrada�ních 

produkt� benzo[a]pyrénu 

Navržené chromatografické podmínky poskytují separaci BaP (ret. �as 33 min., obr.11) a 4 

r�zných oxidovaných produkt� (obr.12), p�i�emž je t�eba ov��it, zda poskytuje dostatek 

prostoru pro separaci slou�enin vzniklých v modelových systémech, tj. po 24-hodinové 

fotolýze BaP v methanolu a n-hexanu. Použily se dostupné zp�soby detekce a na obr. 14-22 

jsou zobrazeny chromatografické záznamy p�i spektrofotometrické, fluorescen�ní i MS 

detekci. 
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Obr. 14: Chromatografický záznam roztoku BaP (c = 20 mg/L) po fotooxidaci v n-hexanu 

(Chromatografické podmínky, viz obr. 11: detekce 220 nm – 550 nm) 
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Obr. 15: Chromatografický záznam roztoku BaP (c = 20 mg/L) po fotooxidaci v n-hexanu 

(Chromatografické podmínky: viz obr. 11; UV detekce � = 280 nm) 
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Obr. 16: Chromatografický záznam roztoku BaP (c = 20 mg/L) po fotooxidaci v n-hexanu 

(Chromatografické podmínky: viz obr. 21; detekce FLD detekce Ex = 250 nm, Em = 410 nm) 
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Obr. 17: Chromatografický záznam roztoku BaP (c = 20 mg/L) po fotooxidácii v methanolu  

(Chromatografické podmínky: viz obr. 11; detekce 220 nm – 550 nm) 
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Obr. 18: Chromatografický záznam roztoku BaP (c = 20 mg/L) po fotooxidaci v methanolu 

(Chromatografické podmínky: viz obr. 11; UV detekce � = 280 nm) 
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Obr. 19: Chromatografický záznam roztoku BaP (c = 20 mg/L) po fotooxidaci v n-methanolu 

(Chromatografické podmínky: viz obr. 11; detekce FLD detekce Ex = 250 nm, Em = 410 nm) 
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Z obr. 14 - 19 je z�ejmé, že vzniklo velké množství produkt� fotolýzy, které jsou polárnejší 

(eluují v daném separa�ním systému p�ed BaP) i mén� polární jako p�vodní analyt. Absorp�ní 

maxima n�kterých produkt� jsou posunuty až do oblasti 450 nm - 520 nm (obr. 14, 17), což 

zp�sobovalo zbarvení roztok� od sv�tle žluté až po syt� oranžovou barvu. N�které složky 

v modelových systémech vykazovaly fluorescen�ní aktivitu p�i podmínkách vhodných pro 

stanovení BaP (obr. 16, 19), u jiných se schopnost fluoreskovat za daných podmínek ztratila, 

což pravd�podobn� souvisí se zm�nami ve struktu�e vzniklých produkt�.  

Na  obr. 20 - 22 jsou zobrazeny chromatografické záznamy methanolického 

a n-hexanoveho roztoku BaP po fotooxidácii získané po pozitívnej chemickej ionizácii za 

atmosferického tlaku a MS detekcii. Vzorky byly nejd�íve nam��ené v skenovacím módu 

a vyhodnocovacím softwarem MassHunter byly vyextrahovány iónové chromatogramy (EIC) 

p�i t�ech zvolených pom�rech m/z (tj. m/z = 269, 271, 283), které korespondují s vybranými 

modelovými standardy oxidovaných forem BaP. Z grafického porovnání je z�ejmé, že 

v prost�edí methanolu vzniká v�tší množství rozkladných produkt�, což je v souladu 

s publikovanými údaji [16]. Snaha identifikovat vzniklé produkty se dosud soust�edila na ty, 

které vznikly v dostate�ném množství v obou sledovaných systémech.  

Z št�pení schémat pro píky s ozna�ením A1 a A2 (obr. 20) lze zjistit, že oba poskytují 

prekurzorový iont s m/z 269 a fragmentové ionty s m/z 268, 250, 240, 239, 226, které 

odpovídají št�pení schématu BaP-9,10-diolu. Liší se od m��eného standardu pom�rem 

jednotlivých št�pení iont� i reten�ním �asem, což vede k vyslovení hypotézy o vzniku dvou 

dalších diolových derivát� BaP s rozdílnou polaritou. Pík s ozna�ením A3 poskytuje sice 

prekursorový iont s m/z 269, ale jeho fragmenta�ní schéma nebylo pozorováno ani p�i BaP-

9,10-diol ani p�i 3OHBaP, takže není k dispozici dostatek informací pro vyslovení n�jaké 

hypotézy.  

Píky s ozna�ením B1-B3 (obr. 21) poskytují sice prekursorový iont s m/z 271, ale jejich 

schémata fragmentace se neshodují s fragmentací zjišt�nou pro BaP-7-one, takže zatím není 

dostatek informací na vyslovení jakékoli hypotézy.  

Pík s ozna�ením C3 (obr. 22) poskytuje prekursorový iont s m/z 283 a fragmenta�ní ionty 

s m/z 226 a m/z 255 [M+-28]. Fragmenta�ní schéma a reten�ní �as jsou ve shod� 

s p�edchozím m��ením roztoku standardu BaP612D, který je zobrazen na obr. 13. Píky 

s ozna�ením C1 a C2 poskytují také prekursorový iont s m/z 283 a fragmenta�ní ionty s m/z 

226 a m/z 255 [M+-28], avšak mají odlišné reten�ní �asy v daných chromatografických 

systémech, což vede k vyslovení hypotézy o jiných chinonových izomerech. Pík s ozna�ením 

C4 eluuje v separa�ním systému ve stejném reten�ním �ase jako BaP (RT 33,5 min.) 
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a poskytuje pouze fragmenta�ní iont s m/z 252, což by mohl být iont-radikál BaP a vede k 

vyslovení domn�nky, že pík s ozna�ením C4 je artefakt vznikající v iontovém zdroji b�hem 

chemické ionizace.  
 

 

  
 

Obr.20: P�ekryté EIC chromatografické záznamy s m/z 269 roztoku BaP (c = 20 mg/L) po 

fotooxidaci v methanolu (modrý záznam) a v n-hexanu (�ervený záznam) s fragmenta�ními 

schématy pro vybrané píky (použitá kolizní energie 40eV); (A1) neidentifikované, RT 3,3 min., 

(A2) neidentifikované, RT 10,8 min.; (A3) neidentifikované, RT 10,8 min 

(Chromatografické podmínky: viz obr. 11; podmínky MS detekce: viz obr. 13) 
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Obr. 21: P�ekryté EIC chromatografické záznamy m/z 271 roztoku BaP (c = 20 mg/L) po 

fotooxidaci v methanolu (modrý záznam) a v n-hexanu (�ervený záznam) s fragmenta�ními 

schématy pro vybrané píky (použitá kolizní energie 40eV); (B1) neidentifikované, RT 21,5 

min.; (B2) neidentifikované, RT 22,0 min.; (B3) neidentifikované, RT 23,4 min. 

(Chromatografické podmínky: viz obr. 11; podmínky MS detekce: viz obr. 13) 

 

 

 
Obr. 22: P�ekryté EIC chromatografické záznamy m/z 283 roztoku BaP (c = 20 mg/L) po 

fotooxidaci v methanolu (modrý záznam) a v n-hexanu (�ervený záznam) s fragmenat�ními 

schématy pro vybrané píky (použitá kolizní energie 40eV); (C1) neidentifikované, RT 13,7 

min.; (C2) neidentifikované, RT 14,4 min.; (C3) BaP612D, RT 16,7 min. 

(Chromatografické podmínky: viz obr.11; podmínky MS detekce: viz obr. 13) 
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5.3 Kinetika fotooxidace BaP v modelovém systému 
 

V této �ásti diplomové práce se v zjednodušených modelových systémech sledovala 

fotooxidace BaP v r�zných experimentálních podmínkách (v roztoku nebo v tenké vrstv�, 

r�zné teploty, r�zné druhy zá�ení) a na základ� nam��ených výsledk� jsme se pokusili ur�it 

�ád reakce a n�které základní kinetické parametry (konstantu, polo�as rozpadu). Vycházeje 

z literárních údaj� [3], lze reakci fotolýzy BaP charakterizovat jako složitou, která se dá 

�áste�n� rozd�lit na reakce rozv�tvené (tj. probíhající vedle sebe) a postupné (tj. produkty 

jedné reakce jsou výchozími složkami druhé reakce). Kinetické studium složitých reakcí 

vyžaduje krom� sledování �asové závislosti koncentrace výchozí složky sledovat 

i koncentra�ní zm�ny produkt�. Vycházelo se z p�edpokladu, že jedna z díl�ích reakcí je 

nejpomalejší a tedy i ur�ující pro ostatní reakce. Pro stanovení obsahu BaP v modelových 

vzorcích po ozá�ení byla použita metoda HPLC. 

Po odebrání ozá�eného vzorku rozklad BaP pokra�uje a proto bylo nutné minimalizovat 

�as analýzy. Z tohto d�vodu byla použita pro stanovení obsahu BaP v modelových vzorcích 

rychlá izokratická HPLC metoda s flurescen�ní detekcí, která je mimo�ádn� citlivá 

a selektívní pro sledovaný analyt. Jak je uvedeno v �ásti 5.1, p�i fotolýze BaP vzniká velké 

množství rozkladných produkt�, ze kterých jen n�které mají fluorescen�ní vlastnosti shodné 

s výchozí látkou. P�edpokládalo se, že jejich koncentrace je minimáln� o 2 �ády nižší oproti 

BaP a tedy by nem�ly mít signifikantní vliv na sledování jeho úbytku v ozá�ených vzorcích. 

Obr. 23 zobrazuje chromatografický záznam roztoku standardu p�i zvolených podmínkách. 
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Obr. 23: Chromatografický záznam roztoku standardu BaP (c= 2,0 �g/L) 
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Pro sadu kalibra�ních roztok� se nam��ily plochy pík� za definovaných 

chromatografických podmínek a metodou nejmenších �tverc� byly vypo�teny kalibra�ní 

závislosti plochy piku BaP od jeho koncentracie. BaP byl ozá�en v r�zných rozpoušt�dlech 

(methanol, n-hexan, tricaprylin) a mobilní fáze obsahovala �istý metanol. Kalibra�ní roztoky 

se p�ipravili stejným zp�sobem, jako se p�ipravily vzorky a zjišt�né závislosti byly srovnány 

pomocí Lordova testu na zhodnost dvou st�edních hodnot pro faktory odezvy, t.j. pom�r A/c 

(tab. 4). Vypo�ítaly se hodnoty Lordova kritéria u pro st�ední hodnoty faktoru odezvy v 

methanole a sm�si n-hexan–metanol (u = 0,086) resp, v methanole a sm�si tricaprylin-

methanol (u = 0,178). Vypo�ítané hodnoty Lordova kritéria u jsou menší jako kritická 

hodnota u� (pro 6 m��ení na hladin� významnosti �=0,05) = 0,250 a  je tedy možné 

konstatovat, že není signifikantní rozdíl mezi kalibra�ními závislostmi BaP v methanole nebo 

ve sm�si s n-hexan (1:9, v:v) resp. ve sm�si s tricaprylinem (1:9, v:v). Všechna m��ení 

kinetiky byla vyhodnocována z lineární kalibra�ní závislosti pro BaP v methanole (obr. 24).  
 

Tab. 4: Parametry lineární závislosti pro BaP ve tvaru c = aP + b, kde c je koncentrace 

BaP v roztoku uvedená v µg/L, P je plocha píku BaP  

Rozpoušt�dlo Koeficient a Koeficient b 
Regresní 

koeficient R2 

A/c – pr�m�r z 5 

m��ení 

Methanol 6,597 . 10-5 2,952 . 10-3 0,99996 15053,46 

n-hexan - methanol 6,577 . 10-5 -1,816 . 10-2 0,99997 14959,39 

n-hexan - tricaprilin 6,581 . 10-5 -0,173 0,99900 16174,25 
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Obr. 24: Grafická závislost koncentrace BaP na ploše píku 

 

5.3.1 Kinetika fotooxidacie benzo[a]pyrénu v roztoku  

5.3.1.1 Izotermické podmínky 

Fotolýza BaP se realizovala ve fotochemickom reaktoru firmy Photochemical reactors 

LTD,  Berkshire, UK. Reálná potravinová matrice se obvykle skládá z tuhé i kapalné frakce 

s rozdílnou polaritou. Z d�vodu nízké rozpustnosti BaP ve vod� (3,8 
g/L)[15], se použil 

v experimentech methanol. Modelem lipofilní frakce potravin byl zvolen n-hexan resp. 

glyceryltrioktanoát. P�i izotermických m��eních se roztoky temperovali na teplotu 15°C. 

Vlastní fotolýza byla realizována v polárním rozpoušt�dle (methanol), nepolárním (n-

hexan) a v glyceryltrioktanoátu, který simuloval tukové prost�edí. Kinetika se sledovala p�i 

t�ech koncentracích BaP a p�i 254 nm (nízkotlaká rtu�ová výbojka) a 365nm (xenonová 

výbojka). Koncentrace BaP se pr�b�žn� stanovovány metodou HPLC. Zjistili jsme, že 

s polaritou rozpoušt�dla vzr�stá i rychlost eliminace BaP. Jak vidno z obr. 25 a 26 je 

eliminace v methanolu podstatn� rychlejší než v hexanu.  
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Obr. 25: Eliminace BaP v roztoku methanolu a n-hexanu p�i 254 nm pro t�i po�áte�ní 

koncentrace 50, 100 a 150 µg/L 
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Obr. 26: Eliminace BaP v roztoku methanolu a n-hexanu p�i 365 nm pro po�áte�ní koncetrace 

50, 100 a 150 µg/L a v glyceryltrioktanoátu (100 µg/L) 

 

Pokusili jsme se ur�it �ád reakce eliminace BaP p�i t�ech r�zných po�áte�ních 

koncentracích v hexanu a v methanolu. Vzorec pro výpo�et �ádu reakce byl odvozen 

z rychlostní reakce n-tého �ádu (2). Po integraci a úprav� byl získán vztah (3)  

nkc
dt
dc =−  (2) 

ktnc

c
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n n )1(11 1
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−+
=

− −   (3) 
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Vlastní výpo�et byl proveden pomocí programu Origin Pro 7.0, výsledky jsou uvedeny v 

tab. 5. 

 

Tab. 5: Hodnoty �ádu reakce (n) eliminace BaP v methanolu a hexanu p�i 254 nm  

Hexan Methanol 

Konc. BaP [�g/L] n Konc. BaP [�g/L] n 

50 0,996 50 0,944 

100 1,180 100 0,900 

150 1,152 150 1,182 

 

Z vypo�tených hodnot vyplývá, že oxidaci BaP lze považovat za reakci 1. �ádu nebo za 

reakci psedomonomolekovou, která je specifickým p�ípadem reakce 2. �ádu, kdy je jeden 

z reaktant� ve velkém stechiometrickém nadbytku.  

Pod reakcí 1. �ádu se rozumí kvantitativní p�em�na molekul výchozí složky na kone�né 

produkty reakce, která je nezávislá na p�ítomnosti ostatních látek v systému a lze ji 

schematicky zapsat:  

A � P1 + P2 

 

p�i�emž její kinetickou rovnici lze psát ve tvaru:  

 

c/c0 = e-kt (4) 

 

kde  c0 je po�áte�ní koncentrace [µg/L],  

k je rychlostní konstanta [min-1]  

t je �as [min].  

 

Díky p�edchozím informacím byly vypo�teny hodnoty rychlostních konstant a polo�asy 

rozpadu BaP p�i r�zných podmínkách fotolýzy a výsledky jsou uvedeny v tab. 6.  
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Tab. 6: Hodnoty rychlostních konstant a polo�asy rozpadu BaP p�i r�zných podmínkách 

fotolýzy 

k[min-1] �1/2 [min] Rozpoušt�dlo 
-0,00205 338,12 Hexan, 254nm 
-0,03143 22,05 Hexan, 365nm 
-0,00524 132,28 Metanol, 254nm 
-0,04634 14,96 Metanol, 365nm 
-0,00398 173,80 Tricaprylin, 365nm 

 

5.3.1.2 Neizotermické podmínky 

Mechanismus proces� je velmi �asto nejasný a zna�n� komplikovaný, aby mohl být 

popsán jednoduchým kinetický modelem. Navíc, p�edpokládali jsme, že rychlost 

fotodegrada�ních reakcií BaP je také funkcí teploty, a proto je nutné na její exaktní popis 

využít vhodný matematický aparát, zahrnující teplotu jako jeden z parametr�. Tento problém 

lze �ešit využitím tzv. jednokrokové kinetické aproximace. [12-14]. Ty jsou založeny na 

skute�nosti, že procesy v tuhé fázi jsou obecn� funkcí teploty a konverze. 

( )αα
,

d
d

T
t

Φ=  (5) 

Funkce Φ ve vztahu (5) m�že být vyjád�ena jako sou�in dvou od sebe nezávislých funkcí, 

p�i�emž první, k(T), závisí jen od teploty T a druhá, f(α),jen od konverze procesu α: 

( ) ( ) ( )ααΦ fTk,T =  (6) 

Kombinací vztah� (5) a (6) dostaneme: 

( ) ( )αα
f

d
d

Tk
t

=  (7) 

Tento vztah je matematickým vyjád�ením jednokrokové aproximace. Uvedenou kinetickou 

rovnici je možné �ešit vyjád�ením k(T) pomocí Arrheniovy rovnice, ale pro neizotermické 

procesy nemá vzniklý integrál primitivní funkci. V tomto p�ípad� je jednou z možností 

vyjád�it teplotní funkci ve tvaru: 

( ) mATTk =  (8) 

kde T je absolutní teplota a A a m jsou preexponenciální faktory, které nemají fyzikální 

význam. 
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Konverzní funkce je vyjád�ena pro reakci n-tého �ádu vztahem: 

( ) ( )nαα −= 1f  (6) 

Kombinací vztah� (6), (7), (8) a úpravou vznikne pro reakci I. �ádu rovnice: 

( )
�=�

−

t
tmAT

0
d

0 1

dα

α
α

 (9) 

P�i neizotermickém oh�evu s konstantní rychlostí oh�evu je možné vyjád�it závislost 

teploty od �asu vztahem:  

tTT β+= 0  (10) 

kde T0 je po�áte�ní teplota a � rýchlost oh�evu. Kombinácí vztah� (9) a (10) se po integraci 

a úprav� získa rovnice: 

( )��
�

�
�

�

+
−−=

+

1m
AT

exp1
1m

β
α  (11) 

V rovnici (9) se p�edpokládá, že po�áte�ní teplota T0 oh�evu je nastavena na hodnotu, p�i 

které nedochází k žádnému procesu, tj. dolní integra�ní limit je p�i T0 = 0. 

Rovnici (9) je možné použít k ur�ení hodnoty parametr� A a m. �ešením se však získají 

extrémn� malé hodnoty parametru A, které jsou z praktického hlediska nepohodlné. Z 

uvedeného d�vodu je výhodné zavést redukovanou teplotu ϑ , definovanou vztahem: 

rT
T=ϑ  (12) 

Pri�emž Tr je referen�ní teplota, které hodnotu m�žeme zvolit libovoln�. P�i naších 

experimentech byla její hodnota zvolena na 400 K, což odpovídá teplot� 126,85oC. Tím je 

možné vztah (8) vyjád�it jako: 

k a m= ϑ  (13) 

p�i�emž  

a AT m= r  (14) 

Dosazením do rovnice 11 je možné získat rovnici  

( )��
�

�
�

�

+
−−=

+

1m
a

exp1
1m

β
ϑα  (15) 
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Konverze polymerizace je definována jako 

α = −c c
c

o

o
 (16) 

kde co a c reprezentuje obsah AA ve vzorku p�i teplotách To a T. Kombinací (15) a (16) se 

získa výsledná rovnice, která slouží na výpo�et kinetických parametr� procesu eliminace: 

( ) �
�

�

�

�
�

�

�

+

+
−=

1

1
expo m

maT
cc

r

β
ϑ

 (17) 

Hodnoty parametr� "a", "m" a c0 se zjistily nelineární optimalizací pomocí programu 

Origin 7.5. Jak již bylo zmín�no parametry "a" a "m" nemají fyzikální význam, avšak 

umož	ují modelovat kinetický proces bez hlubší znalosti jeho mechanismu [12-14].  

V d�sledku toho je možné na základ� výsledk� získaných p�i neizotermickom procesu 

s lineární rychlostí oh�evu vypo�ítat hodnotu � i polo�as rozpadu pro libovolnou izotermická 

teplotu v rámci m��eného teplotního intervalu. Pro konstantní teplotu a reakci I. �ádu lze 

dosazením do vztahu (13) rovnici pro výpo�et polo�asu rozpadu vyjád�it jako  

( ) ( )
m2/1 a
5,0ln

k
5,0ln

ϑ
τ −=−=  (18) 

Uvedené matematické vztahy umož	ují výpo�et základních kinetických charakteristik, tj, 

polo�as reakce, rychlostní konstantu, pop�ípad� další parametry, jako je aktiva�ní energie 

jednotlivých proces�. S ohledem na zadání a rozsah diplomové práce jakožto i náro�nost 

matematického zpracování, v této práci jsme se zam��ili pouze na charakterizaci polo�as� 

fotooxida�ních reakcí. 

 

     Uskute�nili jsme sérii experiment�, ve kterých se sledoval vliv teploty na rychlost 

eliminace BaP v tricaprylinu, který se svými vlastnostmi nejvíce blížil k vlastnostem olej� a 

tuk� v reálné potravinové matrici. Z obr. 27 je z�ejmé, že vzr�stající teplota urychluje 

degradaci BaP.  

P�i neizotermickém oh�evu s lineárním gradientem oh�evu je možný odhad kinetických 

parametr� v celém m��eném teplotním intervale, takže není pot�ebné m��it kinetické 

parametry v izotermickém režimu pro každou požadovanou teplotu zvláš�, p�i�emž dobrou 

shodu obou typ� experiment� dokumentuje i tab. 7.  
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Obr. 27: Eliminace BaP v roztoku tricaprylinu p�i r�zných teplotách 

 

Tab. 7: Porovnání polo�as� rozpadu za izotermických a neizotermických podmínek pro 

eliminacii BaP v tricaprylinu (� = 365 nm) 

Teplota [ °C] 
Odhad �1/2 [min] z 

neizotermických m��ení 
�1/2 [min] vypo�teno z 
izotermických m��ení 

15 144,3 173,8 
30 95,4 73,0 
50 52,0 48,5 

 

Výsledky experiment� prokázali, že s rostoucí teplotou se skracuje polo�as reakce, co 

potvrzuje výrazn� pozitivní vliv teploty na rychlost eliminace BaP. P�i porovnání výsledk� 

dosažených za izotermických a neizotermických podmínek lze konstatovat, výše opsaný trend 

je zjevný u obou proces�. S ohledem na reální podmínky fotooxidace, je však její opis pomocí 

aparátu pro neizotermickou kinetiku exaktn�jší.  

 

5.3.2 Kinetika fotooxidacie benzo[a]pyrénu na tenké vrstv� (filmu)  
 

V reálných vzorcích se BaP vyskytuje v povrchových vrstvách, kde je vlhká tuhá frakce 

pokryta tenkým lipofilním resp. hydrofilním filmem. V této �ásti diplomové práce se 

sledovala eliminace BaP v tenké vrstv� tricaprylinu, která byla oza�ována xenonovou 

vybojkou �i slune�ním zá�ením p�i laboratorní teplot�. Nam��ené závislosti úbytku BaP 

oza�ovaného xenonovou výbojkou jsou zobrazeny na obr. 28 a slune�ním zá�ením jsou 
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uvedené v tab. 8a a 8b, p�i�emž intenzita slune�ního zá�ení byla m�rena luxmetrem. Metodou 

nelineární optimalizace byl ur�en �ád reakce N, rychlostní konstanta reakce, na základ� které 

byl ur�en polo�as rozpadu BaP p�i daných experimentálních podmínkách. Na základe 

vypo�tených hodnot �ádu reakce lze i v t�chto podmínkách považovat eliminaci BaP za reakci 

1. �ádu nebo za reakci psedomonomolekovou. Vypo�ítal se polo�as rozpadu BaP ve filmu 

tricaprylinu (�1/2 = 6,0 min) oza�ovaného s UV lampou, jejíž intenzita byla 11,55  kLux. V 

porovnaní s polo�asem rozpadu v roztoku (tab. 7) je z�etelné výrazné zrychlení, což 

pravd�podobn� souvisí s tlouš�kou vrstvy, ve které se d�j uskuto�	oval. 

.. 
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Obr. 28: Eliminace BaP v tenké vrstv� tricaprylinu p�i 365 nm pro po�áte�ní koncetrace 50, 

100, 150 a 200 µg/L 

 

Denní sv�tlo je sm�sné zá�ení s r�znou frekvencí a v našich experimetech jsme ho 

charakterizovali pr�m�rnou intenzitou zá�ení (první m��ení: 51.0 kLux, druhé m��ení: 93,7 

kLux) a pro uvedené podmínky byl ur�en polo�as rozpadu (první m��ení: 66 min., Druhé 

m��ení : 54,3 min.), jsou v souladu s domn�nkou, že �ím je zá�ení intenzivn�jší tím je rozklad 

rychlejší a tudíž se zkracuje polo�as rozpadu.  
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Tab. 8a: Klesající koncentrace BaP p�i použití po�áte�ní koncentrace 100 µg/L p�i 

oza�ování pomocí denního sv�tla 

�as [min] Sv�tlo [kLux] 
Koncentrace BaP 

[ �g/L] 

0 96,6 100,3 

30 85,0 87,0 

60 82,3 51,8 

90 58,5 39,3 

120 16,9 29,2 

180 7,2 14,9 

 

 

Tab. 8b: Klesající koncentrace BaP p�i použití po�áte�ní koncentrace 100 µg/L p�i 

oza�ování pomocí denního sv�tla 

�as [min] Sv�tlo [kLux] 
Koncentrace BaP 

[ �g/L] 

0 71,1 109,3 

30 87,3 85,3 

60 97,3 53,5 

90 107,5 38,4 

120 114,6 20,5 

180 58,3 4,4 

 

5.4 Studium vlivu látek s antioxida�ním ú�inkem na rychlost oxidace 
benzo[a]pyrénu 

 

Byl studován vliv látek s antioxida�ní aktivitou BHT a o-metoxyfenolu (guajak) na 

kinetiku oxidace BaP. P�edpokládali jsme, že v d�sledku antioxida�ní aktivity bude potla�en 

vznik n�kterých oxidovaných forem BaP. M��ení se realizovalo pro po�áte�ní koncentrace 

100 µg/L BaP v hexanu. Pracovali jsme p�i dvou koncetráciach 100 mg/L a 1g/L guajakolu, 

což simuluje pom�r t�chto slou�enin v uzených masných výrobcích. Pracovali jsme 

s xenonovou výbojkou p�i 365nm. Výsledky kinetiky eliminace jsou na obr. 29.  
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Obr. 29: Eliminace BaP v hexanu p�i 365 nm pro po�áte�ní koncetraci BaP 100 µg/L v 

p�ítomnosti guajakolu a BHT s koncentrací 100 mg/L a 1 g/L 

 

Jak vidno, porovnáním obr. 26 a obr. 29, nebyla pozorována inhibice eliminace BaP 

v prost�edí obou antioxidant�, naopak, rychlost eliminace BaP se zvýšila p�ibližn� o 30% 

(tab. 9). Tento jev souvisí pravd�podobn� s oxida�ními, resp. polykondenza�ními reakcemi 

mezi antioxidantem a BaP. 

 

Tab. 9: Hodnoty rychlostních konstant a polo�asy rozpadu BaP p�i r�zných podmínkách 

fotolýzy 

k[min-1] �1/2 [min] Rozpoušt�dlo 

-0,03143 22,05 Hexan, 365nm 

-0,04570 15,17 Hexan+100 mg/L guajakol, 365nm 

-0,04000 18,74 Hexan+100 mg/L BHT, 365nm 
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6. ZÁV�R  
 

V práci se vyselektovali metody vhodné pro studium proces� fotoindukované degradace 

BaP v r�zných modelových systémech využitím moderní instrumentální techniky, zejména 

GC-MS a HPLC-MS-MS, které byly následn� využité na identifikaci slou�enin vznikajících 

v procesu fotooxidace BaP v modelových systémech (roztoky BaP v methanolu a n-hexanu). 

Prostudoval se taktéž vliv t�chto rozpoušt�del, zdroj� osv�tlení a vlnové délky použitého 

zá�ení na rychlost eliminace BaP. Kinetické aspekty fotodegradace BaP byly vyhodnocovány 

pomocí modelú platných pro izotermické i neizotermické podmínky. Prostudoval se také vliv 

vybraných antioxidant� na rychlost fotooxidace BaP za izotermických podmínek. 

 

1) Výb�r vhodných metod pro studium proces� fotoindukované degradace 

benzo[a]pyrénu  

� Jako optimální pro separaci produkt� degradace BaP se ukázala být kolona Zorbax 

Eclipse XDB-C18 (rozm�ry: 4,6 x 50 mm, pr�m�r �ástic 1,8 
m), p�i�emž jako 

mobilní faze byla použita šm�s metanol:voda v režimu gradientové eluce; 

� Vyzkoušely se r�zné ioniza�ní techniky (ESI, APCI, APPI), s ohledem na povahu 

studovaných slou�enin (polarita, strukturní vlastnosti – aromatické jádro, volný 

elektronový pár na atomu kyslíku), jako nejvhodn�jší se jevila technika chemické 

ionizace p�i atmosférickém tlaku v pozitivním módu.  

Uvedené podmínky umož	ují pom�rn� spolehlivou identifikaci slou�enin vznikajících v 

procesu fotooxidace BaP v modolových systémech pomocí HPLC-MS-MS.  

V p�ípad� GC-MS byla efektivn� využitá metoda splitless dávkování, vzhledem k nízkým 

koncentra�ním hladinám vznikajících produkt� fotodegradace BaP. 

S ohledem na nízkou t�kavost studovaných látek, jako efektivn�jší z hlediska separa�ní 

ú�innosti a následné identifikace se ukázala metoda HPLC-MS-MS. Je však nutné 

poznamenat, že identifikace slou�enin vznikajících b�hem fotodegradace BaP v modelových 

sm�sích je stížená nedostupností zodpovídajících standard� oxidovaných forem. 

 

2)  Vliv experimentálních podmínek na rychlost degradace benzo[a]pyrénu 

� Fotodegradace BaP se realizovala p�i dvou vlnových délkach – 254 nm (Hg výbojka) 

a 365 nm (Xe lampa) a ve t�ech rozpoušt�dlech s r�znou polaritou a viskozitními 

vlastnostmi (methanol, hexan, tricaprilin).  
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� Použité výpo�etní postupy nazna�ují, že fotodegradace BaP probíhá mechanismem 

reakcí prvního, resp. pseudo-prvního �ádu. Tato skute�nost ale nevylu�uje pr�b�h 

paralelních reakcí ani tvorbu reak�ních meziprodukt�; avšak není možné tyto 

reakce/meziprodukty charakterizovat exaktn�ji pomocí dostupné techniky. 

� Výsledky kinetických m�rení ukázali, že degrada�ní process probíhá výrazn� rychleji 

p�i vlnové délce 365 nm, p�i�emž rychlost fotogradace klesá v po�adí metanol> 

hexan>tricaprilin, pravd�podobn� z d�vodu rozdílných fyzikáln�-chemických 

charakteristik jednotlivých rozpoušt�del. 

� S rostoucí teplotou fotooxidace se zkracuje polo�as reakce, což potvrzuje  pozitivní 

vliv  teploty na rychlost eliminace BaP. 

�  Uvedený trend je zjevný p�i zpracování výsledk� jak pomocí kinetických model� pro 

izotermické, tak i pro neizotermické podmínky.  

� S ohledem na reálné podmínky fotooxidace, je však její opis pomocí aparátu pro 

neizotermickou kinetiku exaktn�jší. 

 

3)  Sledování vlivu vybraných antioxidant� na rychlost fotooxidace benzo[a]pyrénu 

� Navzdfory o�ekávání, se nepozorovala inhibice fotooxidace BaP v p�ítomnosti BHT 

ani guajakolu. 

� V prost�edí obou antioxidant� se naopak rychlost eliminace BaP zvýšila. 

 

4)  Experimenty na tuhých površích 

� Sledovala se eliminace BaP na tenké vrstv� tricaprylinu oza�ováním xenonovou 

výbojkou anebo slune�ním zá�ením p�i laboratorní teplot�. 

� Na základ� vypo�tených hodnot �ádu reakce lze i v t�chto podmínkach považovat 

eliminaci BaP za reakci 1. �ádu nebo za reakci psedomonomolekovou.  

� Ve srovnání s experimenty v roztocích je z�ejmý výrazný nár�st rychlostí 

fotodegradace, pravd�podobn� to souvisí s minimální tlouš�kou vrstvy, ve které 

fotodegradace probíhala. 

 

Dosažené výsledky nazna�ují že proces degradace BaP je komplexní a jsou pot�ebné další 

experimenty za ú�elem exaktního poznání jeho pr�b�hu.  
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 8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOL	  
 

3OHBaP  3-hydroxybenzo[a]pyrén 

ACN  acetonitril 

Ant   anthracén 

AOAC Asociace oficiálních analytických metod (z angl. Association of Official 

Analytical Methods) 

BaA  benzo[a]anthracén 

BaAo  benzo[a]anthron 

BaP   benzo[a]pyrén 

BaP-7-one  9,10-dihydrobenzo[a]pyren-7-on 

BaP-9,10-diol benzo[a]pyren-trans-9 ,10-dihydrodiol  

BbF   benzo[b] fluoranthén 

BcF   benzo[a]fluorén 

BcFe  cyklopenta[c,d]fenatrén 

BghiF  benzo[g,h,i]fluoranthen  

BghiP  benzo[g,h,i]perylén  

BHT  2,6-di-terc-butyl-4-methyfenol 

BjF   benzo [j] fluoranthén  

BkF   benzo [k] fluoranthén  

BPDE  benzo[a]pyrén-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid 

 BSTFA   bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid 

Chin  chinon 

Cor   koronen 

CPcdP  cyklopenta[c,d]pyrén 

DbaeP  dibenzo[a,e]pyrén  

DbahA  dibenz [a,h] antracen 

DBahP  dibenzo[a,h]pyrén  

DBaiP  dibenzo[a,i]pyrén 

DBalP  dibenzo[a,l]pyrén  

 EPR  elektronová paramagnetická resonance 

Fe   fenantrén 

FID   plamenoioniza�ní detekce (z angl. flame ionization detector) 
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Flu   fluorantén 

GC   plynová chromatografie (z angl. gas chromatography) 

HPLC vysokoú�inná kapalinová chromatografie(z angl. high pressure liquid 

chromatography) 

I123cdP  indeno[1,2,3-cd]pyrén  

IUCC Mezinárodní liga proti rakovin� (z angl. International Union against 

Cancer) 

IUPAC Mezinárodní unie �isté a užité chemie (z angl. International Union of 

Pure and Applied Chemistry) 

LOD  detek�ní limit (z angl. limit of detection) 

MCH  5-methylchrysén 

MOE  odhadované množství expozice (z angl. margin of exposure) 

MS   hmotnostní spekterometrie (z angl. mass spectrometry) 

Naf   naftalen 

OHBP  hydroxybenzo[a]pyrén 

oxyPAU  oxidované formy PAU 

PAU  polycyclické aromatické uhlovodíky 

PCB  polychlorované bifenyly 

Per   perylén 

Phe   fenantrén (z angl. phenathrene) 

Pyr   pyrén 

SCF  V�decký výbor pro potraviny (z angl. Scientific Committee on Food) 

TEMPO  2,2,6,6-tetrametylpiperidín-N-oxyl  

TLC  tenkovrstvá chromatografie (z angl. thin layer chromatography) 

TMCS  trimethylchloristan 

TOF  detetor doby letu (z angl. time of flight) 

UV   ultrafialové (z angl. ultra-violet) 

VUV-ATOFMS ultrafialová fotoionizace aerosolem za vakua s detekcí doby letu na 

hmotnostním spektrometru (z angl. vacuum ultraviolet photoionization 

aerosol time-of-flight mass spectrometer) 

 




