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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na studium podminek fotodegradace benzo[a]pyrénu
(rozpoustédla s riznou polaritou, zdroj svétla, pfitomnost antioxidantil), jednoho z hlavnich
kontaminantQ potravin. V dalsi ¢asti prace byl studovéan degradacni proces benzo[a]pyrénu pfi
ruznych koncentracich, s cilem charakterizovat kinetické aspekty fotodegradace. Identifikace
fotodegradacnich produkti benzo[a]pyrénu byla provedena pomoci metod plynové

chromatografie a vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostnim 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.
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1. UVOD

Za urcitych podminek mohou v potravindch vznikat nebo do nich z vnéjSiho prostredi
pronikat latky, které mohou pusobit negativné na zdravi Cloveéka. Pro latky, které se do
potravy dostaly netimysiné v zemédélské prvovyrobé, pii skladovéni, dopravé, prodeji, ale i
béhem technologického nebo kulindrniho zpracovani, piipadné v dusledku zneciSténi
zivotniho prostfedi, se vymezuje pojem latky zneciStujici, latky kontaminujici nebo
potravinové kontaminanty. Ty se Casto rozliSuji na kontaminanty primarni ¢ili exogennd,
pochézejici z vnéjSich zdroji, a kontaminanty sekundarni neboli endogenni, vznikajici v
potravin€ vlivem raznych fyzikélnich a chemickych vlivi.

V zasadé lze okolnosti, za kterych dochdzi k priméarni (exogenni) ¢i sekunddrni
kontaminaci potravniho fetézce ¢lovéka organickymi a anorganickymi Skodlivinami, shrnout

do nasledujicich bodu:

» zemédé€lska produkce
- pouZivani pesticidnich piidavki (tzv. moderni pesticidy)
- hnojeni (toxické kovy, zvlasté Cd)
- imisni zatéz, tj. dalkovy transport (perzistentni organochlorové slouceniny
jako PCB, PAU, aj., estery ftalové kyseliny, toxické kovy)
- napadeni mikroorganismy, zejména plisnémi (mykotoxiny)
- veterindrni oSetfeni (1éCiva, pesticidy aj,)
» skladovani a zpracovani
- poskliziiova aplikace pesticidll (hlavn€ organofosfaty a pyrethroidy)
- vznik toxickych degeneracnich produktl z relativné netoxickych pesticidl
(ethylenthiomocovina, N, N-dimethylhydrazin)
- napadeni mikroorganismy (mykotoxiny, bakteridlni toxiny)
- nekteré technologické ¢i kulinarni dpravy (napi. PAU, N-nitrosaminy)

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



2. TEORETICKA CAST
2.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky, benzo[a]pyrén

PAU predstavuji nejvétsi skupinu zndmych karcinogent. N¢které, jenZ nejsou
karcinogenni, mohou mit vzdjemné¢ zesilujici efekt. PAU mlZeme najit ve vodé, vzduchu,
zemi a predevSim v potravinich, kam se dostdvaji z riznych zdrojt jako je tabdkovy kouf,
spalovaci motory, destilaty ropy a produkti uhelného plivodu a produkty jejich termické
degradace. PAU se také mohou objevovat pii pouZiti konzervace koutfem, spalovani
dfevéného uhli, potravinarskych aditiv, pfi baleni, stejné jako pii primyslovém znecisténi. [2]

Ne vSechny PAU vykazuji biologickou aktivitu a ¢asto existuje vyznamna rozdilnost jen
mezi izomery. Obecné plati, Ze vSechny karcinogenni slouceniny jsou mutagenni, avSak
neplati, Ze vSechny mutagenni ldtky nutn€ musi byt karcinogeny. Nékteré mensi slozky PAU,
jako napf. alkylderivaty, mohou velmi pfispivat ke karcinogenni aktivité celkové smési. [2]

PAU se zatazuji mezi enviromentdlni polutanty nachdzejici se ve vzduchu, vod¢ a pudé ve
stopovych mnoZstvich. PAU byly detekované v celé fad¢ potravinafskych surovin a potravin
jako jsou zelenina, ovoce, rostlinné oleje pfipravované za tepla, obili, motské produkty, maso,
uzené maso, kdva, ¢aj aj. Je dokdzdno, Zze PAU, i kdyZ jen v malém mnozZstvi, vznikaji v
termickych zdsazich pii technologickém zpracovani potravin, uzenim, suSenim a prazenim.
napf. pfi ziskdvani oleje ze semen. BaP mlZe migrovat do potravin i z obalovych materidla
jako jsou parafinové poharky na mléko, obaly na maso aj. Typickym ptikladem priiniku PAU
do potravin je uzeni jako mozny zplsob konzervace a aromatizace potravin. Klasické uzeni
dfevénym dymem, ktery obsahuje toxické kondenzac¢ni produkty se v dneSnich podminkach
reguluje tak, Ze se minimalizuje kone¢ny obsah PAU ve vyrobcich. Pro nékteré vyrobky se
zavadéji syntetické udici aditiva s velmi nizkym obsahem PAU. Pokud se jedna o povrchovou
upravu potraviny, 60 — 70 % PAU se nachazi v obalové vrstve. [2]

7. toxikologického hlediska jsou PAU povaZované za kancerogeny s mutagennim a
teratogennim tc¢inkem. Toxické UcCinky akutni a chronické expozice PAU vyvoldvaji destrukci
hematopoetickych a lymfoidnich bunék a kostni dfen€ s ndslednym krvicenim a zvySenou
citlivosti k infekcim. Kromé vné&jSich vlivli Zivotniho prostiedi, ve kterém se pohybujeme, se
riziko nddorovych onemocnéni zndsobuje i konzumovanim kontaminované potravy. Kromé
jinych faktort, konzervace potravin uzenim je toho téZ ptimym disledkem. Nekolik studif
bylo vénovano diikkaziim korelace mezi stfevnimi nddory a konzumaci uzenych vyrobkd.

Pfitom se zjistilo, Ze jako karcinogenni latky tu spoluptisobi s PAU i alifatické uhlovodiky s



C11 a alkoholy s C12. Z téchto divoda vyplynula potfeba kontroly hladiny karcinogennich
PAU v udicich aditivach, kterd v n€kterych zemich funguje jako nepiima kontrola obsahu
PAU v uzenych vyrobcich. Mnohé epidemiologické studie pojednévaji o frekvencich vyskytu
rakoviny ktize a plic po 20 ro¢ni a delsi expozici, o karcinomech mocového méchyte u lidi,

ktefi byli profesiondln¢ exponovani. [2]

Tab. ¢.1: Karcinogenita nékterych PAU [16]

Nazev PAU podle Zkratka
[UPAC PAU Karcinogenita
Pyrén P inaktivni
Benzo[a]pyren BaP vysoka
Benzo[e]pyrén BeP inaktivni
Perylén Per inaktivni
Benzo[ghi]perylén BghiPer mirna
Dibenzo[ah]pyrén DBahP vysokd
Dibenzo[ai]pyrén DBaiP vysoka
Benzo[c]chrysen BcC mirna
Benzo[b]fluoranten BbF vysoka
Benzolk]fluoranten BkF inaktivni
Benzo[a]antracén BaA mirna
Dibenzo[ah]antracén DBahA vysoka
Indeno[/23-cd]pyrén [123-cdP mirna

Jak bylo uvedeno diive, PAU zahrnuji velkou a rGznorodou skupinu organickych
kontaminujicich latek, které byly vytvoieny v disledku nedokonalého spalovani organického
materidlu. Antropogenni zdroje jako napf. silni¢ni doprava a spalovéni fosilnich paliv sice
prevladaji, avSak mezi zdroje spadaji také piirodni zdroje, napt. sopecné vybuchy a lesni
pozéry.[3] Lidé mohou byt vystaveni PAU prostfednictvim riiznych cest. Pro nekuidky je
hlavni cestou expozice z potravin s malym piispénim z vdechnuti vzduchu. U kutdkl cigaret
je prispévek od koufeni a jidla téméf stejny. PAU slouceniny tedy vznikaji pfi zpracovani uhli,
ropy, benzinu a zemniho plynu, z vyrobu hliniku, Zeleza a oceli, z vytdpéni v elektrarnidch
a domovi (ropa, zemni plyn, kamna na uhli, kamna na dfevo), spalovani odpadu, dfeva, ohné¢,

a z vyfukli motorovych vozidel (SCF, 2002). Potraviny mohou byt kontaminovany od



environmentdlnich zdroji, primyslové vyroby, zpracovani potravin a z doméci pfipravy
potravin. [4]

PAU se skladaji ze spojenych benzenovych jader v linedrnich, hranatych ¢i seskupenych
uspotadanich (ebr. 1), a obsahuji jen uhlikové a vodikové atomy. Nicméné ty mohou byt
nahrazeny atomy dusiku, siry ¢i kyslikovych atomt a mohou vést k tvorbé heterocyklickych
aromatickych sloucenin, které se obvykle vyskytuji s PAU. PAU s alkyl skupinami byly
nalezeny spole¢né s PAU v Zivotnim prostfedi. Celd skupina PAU a ptibuzné sloucCeniny se

n¢kdy oznacuji jako vicecyklické aromatické slouceniny. PAU byly studovany kvuli jejich

Naphthalene Acenaphthene Acenaphihylene Fluogene Fhenanthrene Anthracene
Flnoranthene Benzol: :L]zﬂ'l:hraceue Chryzene Benzo[]s]ﬂno:mthene
Benzo[blflnoranthene Eenzo[a]prrens Dibenz[a hlanthracene Indenc[l,2,3-cd]prrene Benzo[ghilpervlens
Phenanthridine Dihenzafnran Benzo[b}naphﬂ.la[_. 3- d]ﬂmophene 1-Methylantheacene

112 Dmeﬂ:y]benza[a]mth_aceue
toxicité, odolnosti a environmentalnimu vyskytu [3].

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

2.2 Vyjadreni efektu pisobeni polycyklyckych aromatickych uhlovodiku

Existuji nékteré nejasnosti ve vztahu k vhodnosti BaP jako obecného ukazatele pro celkové
mnoZzstvi PAU a vybér skupin potravin stanovenych v natizeni.[4]

Evropskéd komise proto vydala nafizeni 2005/108/EC, ve kterém zad4 cClenské staty, aby
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sledovaly troven PAU v potravindch, a pozaduje , aby Evropsky tfad pro bezpe€nost potravin
shromdzdil a vyhodnotil ziskané informace. Sedmnéct Clenskych statli predloZilo uZite¢né
vysledky z testovani 9714 vzorkl potravin, které nalezi do jedné z 95 kategorii potravin tzv.
Codex kategorii, na pfitomnost az 25 raznych PAU, vcetné¢ 16 nominovanych sloucenin.
Maximdlni koncentrace zaznamenand pro kterykoli prioritni PAU byla 1,064 ng/kg BaA v
konzervovanych Sprotech v oleji, zatimco 31,8 % vzorkl bylo testovdno s negativnim
vysledkem pro vSechny PAU. BaP byl v prib¢hu detekce nalezen v 72 kategorii z 95 ,,Codex
kategorii potravin® neboli v 47 % vzorkt.[4]

Pouze 36 kategorii potravin neboli 13,4 % vzorkli mélo koncentrace vyssi nez 1 ng/kg a 16

kategorii potravin neboli 2,3 % vzorkl vykazovalo koncentrace vyssi nez 10 pg/kg. [4]

Vzorky, které patii do kategorie potravin, na néz se vztahuje nafizeni (ES) 1881/2006
prekrocily piislusné limity pro BaP ve vice nez 7,3 % ptipadt (faktory zpracovani pro
konzervované rybi vyrobky nelze vypocitat). Nicménég, nckteré jiné PAU byly pfitomny ve
vysSich koncentracich. Testovani nékterych jinych kategorii potravin odhalilo pomérné
vysoké koncentrace né¢kolika PAU v kakaovém madsle, konzerviach uzenych ryb a v
potravinovych doplincich, zatimco suSené ovoce vykazovalo vyrazné€ niZsi koncentrace. [4]

Existuje vSak nedostatek zprdv o vyrobnich podminkéach spojenych s riiznymi vzorky. Bylo
poukdzano na fakt, Ze koutf v kombinaci s vyssi teplotou md vyznamny vliv na vznik PAU,
konkrétn¢ tedy v piipadé, Ze vyssi teploty byly spojeny s vysSim obsahem PAU. [4]
Predpoklad, Ze BaP je dobrym ukazatelem kontaminace PAU, se vSak ukdzal jako mylny. U
vzorkl testovanych pro vSech 15 prioritnich PAU dle SCF, se u 33 % ukdzala koncentrace
jednoho nebo vice PAU nad mezi detekce a s koncentraci BaP pod mezi detekce. Vysledky
byly rtizné napti¢ vSemi kategoriemi potravin a raznymi PAU. Chry byl nejproblematicté;jsi
slouceninou, o 38 % piesahoval limit detekce, a koncentrace az do 343 pg/kg nalezené ve
vzorcich obsahujicich BaP se pohybovaly pod mezi detekce. BcF dle JECFA poukazal, ze
druhé nejvyssi maximum s témét 27 pg/kg ve vzorku testovani byl negativni pro BaP. [4]

Je tfeba peclivé vyhodnotit spolu s dalSimi moZnostmi fizeni rizik s ohledem na tato
zjisténi, zda je vhodné i nadale brat BaP jako indikator. Vysledky také poukazuji na problém s
vysokou hladinou PAU nalezenou v kakaovém madsle, konzervich uzenych ryby a
potravinovych doplicich, které by moznd mohly vyzadovat samostatné legislativni opatfent,
pricemz se zd4, Ze je mozné vyrabét suSené ovoce bez zvysenych hladin PAU. [4]

Rada PAU se ukézala byt genotoxickymi karcinogeny. V roce 2002 Védecky Vybor pro
potraviny (SCF) ptfezkoumal toxicitu PAU (SCEF, 2002). Pro 15 latek se doSlo k zavéru, Ze
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existuje jasny dikaz o jejich toxicité. S ohledem na podprahové ticinky genotoxickych latek
Vybor doporucil, aby mnozstvi PAU v potravinidch bylo sniZzeno na co nejnizsi, rozumné

dosazitelnou uroven. [4]

Rada PAU se ukédzala jako genotoxické karcinogeny (IARC, 1973, 1983, 1984, 1985,
1987, 1989, US EPA, 1984; Montizaan a kol., 1989; IPCS, 1998). Vychézejic ze studii PAU
dle Mezindrodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) v roce 1987 se dospé€lo k zavéru, Ze

BaP, Ze je pravdépodobnym lidskym karcinogenem (IARC, 1987).[4]

2.2.1 Vyskyt polycyklickych aromatickych uhlovodiku

PAU byly zjiStény v riznych potravindch, zejména v zeleniné¢, jako vysledek vzdusné
depozice PAU, v rybach a muslich z kontaminovanych vod (Edwards, 1983; Nielsen a kol.,
1996). Na voskovém povrchu ovoce a zeleniny se mohou soustfedit PAU s nizkou
molekulovou hmotnosti pomoci povrchové adsorpce a Cdastice spojené s vysokou
molekulovou hmotnosti PAU mohou zase kontaminovat povrch v disledku atmosférického
spadu. PAU mohou kontaminovat potraviny béhem priamyslovych zakoufeni, zahtivani nebo
suseni, coZ ve vSeobecnosti umoZziiuje spalovani produktd, které pfisly do pitimého styku
s potravinami. Ke kontaminaci obilovin a rostlinnych oleji PAU obvykle dochdzi v pribéhu
technologickych procesi jako je vystaveni pifimému ohni nebo suseni, kde spalovaci produkty
mohou pfijit do ptimého styku s obilim, olejnatymi semeny a oleji samotnymi (Speer a kol.,
1990; SCEFS, 2001). [4]

PAU také vznikaji jako vysledek urcitych zplsobl piipravy potravin jako je napf.
grilovani, peceni a uzeni. Nejvyssi koncentrace PAU se obvykle nachazi pfi grilovani pomoci
dfevéného uhli/grilovani potravin (zejména masa a masnych vyrobkil), potravin uzenych
tradi¢nimi technikami (zejména ryby), a sldvek a dalSich plodl moie ze znecisténych vod
(Guillen a kol., 1997, Phillips, 1999). Uzené a grilované potraviny mohou vyrazné prispét k
piijmu PAU z takovychto potravin, které v nékterych piipadech tvoii velkou c¢ast bézné
stravy. Napftiklad grilované maso bylo vyhodnoceno jako druhy nejvyssi ,,dodavatel” PAU po
chlebu, obilovinich a obili v rdmci studie v USA (Butler a kol., 1993). Nicmén¢, hlavnimi
zdroji piijmu PAU v béZné stravé jsou oleje a tuky, obiloviny, ovoce a zelenina. [4]

Védecky vybor pro potraviny (SCF) zkoumal vyskyt a toxicitu PAU v jidle a 4. prosince
2002 vydal stanovisko (SCF, 2002). Zkouménim patnicti sloucenin (BaA, BbF, BjF, BkF,

12



BghiP, BaP, Chry, CpcdP, DBahA, DbaeP, DBahP, DBaiP, DBalP, 1123cdP a MCH) dosel k
zavéru, Ze existuje jasny diikaz mutagenity/genotoxicity v somatickych buiikach pti pokusech
na zvitat in vivo. S vyjimkou BghiP byly také prokdzany karcinogenni ucinky rtznych druht
sloucenin na pokusnych zvifatech. I kdyZ pouze BaP byl adekvatn¢ testovan pomoci
kontrolovaného piijmu, SCF konstatoval, Ze tyto slouCeniny mohou byt povazovéany za
genotoxické a karcinogenni pro ¢lovéka a predstavuji nejvyznamnéjsi skupinu pii posuzovani
rizika dlouhodobych nepfiznivych u¢inkl na zdravi po konzumaci PAU. [12] U Sesti dalSich
sloucenin (Ant, BghiF, BcF, 1-methylFe, Per a trifenylen) byl ditkaz genotoxicity omezen,
predevSim na zdklad€ vysledki ziskanych ze studii in vitro. Dal$i studie, zejména in vivo,
doporucily objasnit genotoxicky potencidl téchto PAU. Dvojznacné ¢i rozporuplné tidaje byly
k dispozici pro dalSich osm sloucenin (acenaften, acenaphthylene, BbF, BeP, Kor, Flu, Fluo,
F), které nemohou byt fadn¢ vyhodnoceny pro svou genotoxicitu. [4]

A nakonec ctyfi sloucCeniny (Ant, BaF, Naf a Pyr) vykazovaly zcela nebo povétSinou
negativni vysledky v riznych kritkodobych testech. [4]

Odhaduje se, Ze maximalni denni pfijem BaP z potravin je piiblizn¢ 6 az 8 ng/kg télesné
hmotnosti/den pro osobu o hmotnosti 70 kg. Takto odhadovany maximélni denni piijem je
pfiblizné o 5 az 6 tadl niZ8i neZ je denni ddvka, jenZ vyvold vznik nddorti u pokusnych zvitat.
SCF dospél k zdvéru, Ze na téchto trovnich piijmu jsou nekarcinogenni ucinky v souladu
s ocekdvanim, a ze riziko dédi¢nych vlivli z dietarni expozice PAU je nizké. Nicméng,
s ohledem na podprahové tc¢inky genotoxickych latek by hladiny PAU v potravindch mély byt
sniZzeny na co nejnizsi, dosazitelnou droven. [4]

SCF rovnéz dospél k zdvéru, Zze BaP miZe byt pouZit jako indikdtor vyskytu a ucinku
karcinogennich PAU v potravindch, na zdklad¢ vySetfeni profilda PAU v potravinich a
vysledkti neddvné studie karcinogenity dehtii provadéné na mysSich. Konzervativni hodnoceni
by znamenalo, Ze karcinogenni potencidl celkovych PAU v potravindch by musel byt 10 krat
vys$i, aby se dosdhlo drovné BaP. Vybor vSak zdlraznil, Ze i kdyZ bere BaP jako indikator
karcinogennich PAU v potravindfském pramyslu, chemické analyzy by mély i nadéle
shromazd’ovat ddaje o celém profilu PAU, aby bylo mozné vyhodnotit kontaminace potravin
a jakékoli budouci zmény v tomto profilu. [4]

Spole¢ny vybor odborniki FAO/WHO pro potravinaiské piidatné latky (JECFA) v roce
2005 provedl posouzeni rizika PAU a odhadovaného rozpéti expozice (MOE) jako zaklad pro
poradenstvi v oblasti slou¢enin, které jsou genotoxické i karcinogenni (JECFA, 2005). Na
zékladé¢ MOE dosla JECFA k zavéru, zZe odhadovany piijem PAU neznamena nebezpecni pro

lidské zdravi. Vybor doporucil, aby budouci monitorovani zahrnovalo, av§ak nebylo omezeno
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jen na analyzy diive zkoumanych 13 PAU, které byly pavodné identifikované jako
genotoxické a karcinogenni, s vyjimkou CPcdP. JECFA také doporucil, aby BcF byl zahrnut
do dalSich analyz potravin, které by meély napomoci budoucimu hodnoceni adukt
odvozenych od BcF. [4]

V provedenych studiich byla zkoumdna uroven kontaminace potravin BaP v 95 “Codex
kategoriich potravin”. Podil vyrobkil s vys$§imi neZ stanovenymi limity (Groven odrdZejici
maximum) byla vypoctena pro vSechny kategorie potravin, bez ohledu na legislativu. Vzorky
byly rozdéleny do nékolika moznych drovni a pouze vzorky, které se nehodily do zadné
podkategorie, byly umistény na vrchni agregované drovni. [4]

Urovné BaP piesahujici detekéni limity byly nalezeny v potravindch néleZicich do jedné
z 71 kategorii z 95 moznych, tzv. “Codex kategorii potravin” neboli u 47 % vzorkt. U 95 %
kategorii potravin se koncentrace pohybovala okolo 3,6 ng/kg. Pouze 36 kategorii potravin
neboli 13,4 % vzorki, vykazovaly koncentrace vyssi nez 1 ug/kg a 219 vzorkl (2,3 %) vyssi
nez 10 pg/kg. Do této skupiny spadaly pievdzné konzervy z ryb ¢i vzorkdh motskych
zivoc¢ichii (84 vzorkil) s koncentraci vyssi nez 10 pg/kg, 43 vzorkd rostlinného oleje, 31
vzorkil masa, 22 vzorkl kdvy a ¢aje, 18 dopliikl stravy, 12 vzorkil bylin a kofeni a 9 vzorki
musli (z nichz nékteré byly sklizeny v primyslové oblasti). [4]

Vztah k vyuziti BaP jako indikdtoru pro 15 PAU oznacenych VVP a extra bezpe¢nostni
faktor o 10 PAU doporu¢enych SCF se obstardvd pro moZzné variace v urovnich a
karcinogenitach, u kterych vsak nenf jisté, zda souvisi s celkovou trovni pro skupiny nebo pro
jednotlivé PAU. Srovnani bude tedy pro obé kombinované skupiny a pro jednotlivé PAU. [12]
Byla posouzena uroven samotného BaP ve srovnani s kombinovanou urovni v§ech 15 PAU
véetn¢ BaP u 1 375 vzorkl pro vSechny PAU1S5. Z téchto vzorkl bylo 164 vysledkii pod
LOD, zatimco 456 zaznamenanych vysledkli nad hodnotou LOD pro jednen nebo vice PAU a
zérovenn s BaP pod LOD. Histogram na obr. 2 znizornuje pomér PAU15 nad BaP pro
zbyvajicich 755 vzorki, u nichZ byly obé hodnoty zaznamendny nad hodnotou LOD. Za
pfedpokladu, Ze je faktor 10, pak vSechny hodnoty pod hodnotou 10 na osich X, kterd znaci
celkové PAU, jsou méné€ neZ 10ndsobkem trovné BaP. Pouze 296 analyzovanych vzorkl pro
vSech 15 PAU, ¢i pokud bereme také vzorky se vSemi vysledky pod LOD jako vyhovujici,

ziskdme celkem 33,5 %. Tento vypocet neni faktorem rozdili v drovnich karcinogenity. [4]
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Obr. 2: Histogram podilu vSech 15 PAU ve vztahu k BaP v 1 375 vzorcich [4]
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Srovnani bylo provedeno rovnéZ pro jednotlivé PAU ve vztahu k drovnim BaP. Popisné
statistiky pro kazdy PAU jsou uvedeny v tabulce 22 spolu s regresim koeficientem (b) a
koeficientem determinace (R2) pro linedrni regresi mezi jednotlivymi PAU a BaP s BaP jako
nezavislou proménnou. Hodnoty b nad 1 ukazuji, Ze celkové drovné¢ BaP jsou niZS§i nez
piislusSné PAU. Tii z prioritnich PAU maji regresni koeficient vyS$i neZ 1 s nejvySSim
rozporem u Chry s hodnotami v priméru 2,4krat vy$§imi nez BaP. U sedmi prioritnich PAU
se ukazuji R2 hodnoty vyssi nez 0,5, coZ dokazuje, Ze existuje vhodnost proloZeni linedrni
regrese. Nicmén¢, pro DBahP neexistuje Zadna korelace na vSech trovnich, aby spojil BaP s
ndhodnou distribuci. Maximdlni zjiSténd koncentrace DBahP byla pouze 3 pg/kg. Situace je
stejn¢ problematickd pro DBaeP, DBaiP a MCH a s MCH dosahujicim maximdlni hodnoty
18,5 pg/kg. [4]
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Tab. 2: Popisnd statistika pro koncentrace v ug/kg aZ 16 PAU v 6908 potravinovych
produktech, linedrni regresni koeficient (b) mezi jednotlivymi PAU a BaP, odhad

koeficient determinace ( R’)a Jsou zaznamendny i maximdlni koncentrace. [4]

PAH N >LOD b R? Maximum (pg/kg)
BaA 5706 2818 1.761 0.750 1064
BbFA 6728 3192 1.605 0.803 690
BjFA 2184 847 0.682 0.665 57.2
BKFA 6630 2750 0.495 0.817 150
CHR 5421 3294 2.355 0.548 590
DBahA 6119 855 0.082 0.295 36.9
DBaeP 2538 314 0.118 0.168 26.9
DBahP 2341 51 0.001 0.000 2.50
DBaiP 2471 121 0.020 0.073 4.00
DBalP 2702 219 0.060 0.250 14 .1
P 6908 1715 0.454 0.721 100
MCH 2227 153 0.022 _ 0.009 18.5
BghiP 6406 2292 0.691 0.745 220
CPP 1641 657 0.846 0.215 112
BcFL 1148 534 0.704 0.037 231

2.3 Toxicita polycyklickych aromatickych uhlovodiku

Siroky okruh PAU ekotoxikologicky napadé riiznorodé bioty, véetné mikroorganismi,
pozemnich rostlin, vodnich organismi, obojZivelniki, plazt, ptikd i pozemni savce. Uinky
byly doloZeny na pieziti, ristu, metabolismu a tvorbé nadord, tj. akutni toxicita, vyvojova
a reproduk¢ni toxicita, Skodlivost pro buiiky, toxicita pro geneticky materidl a kancerogenita.
Kazdopddné toxikologicky vyzkum PAU poukdzal na toxicitu a kancerogenitu téchto
sloucenin na geneticky material. [3]

N¢ekteré studie prokdzaly, Ze n¢kolik PAU bylo schopno poskodit DNA a zptisobit zmény,
které v nckterych piipadech mohou vést ke vzniku rakoviny. Nicméné nesubstituované PAU
nejsou slouceninami, kterd reaguji s DNA. Metabolickd aktivace a konverze PAU je nutnd k
tomu, aby se tyto latky pro geneticky materidl chovaly jako toxické, a aby se prokazaly jejich
kancerogenni vlastnosti. K tomuto dojde tehdy, jsou-li PAU metabolizovany vySSimi
organismami. PAU se nehromadi stejnym zptisobem jako jiné lipofilni organické slouceniny,
napi. PCB. Misto toho jsou pfevedeny na vice vbe vodé rozpustnych forem, které usnadnuji
jejich nésledné vymeéSovani z organismu.To vSak muze také vést k vytvoreni reaktivnich
intermediati schopnych reagovat s DNA a tvofit adi¢ni slouceniny, které zabranuji béznému

fungovani gent. PoSkozena DNA miiZe byt opravena, avSak pokud oprava selze, tj. dojde k
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nenapravitelnému genetickému posSkozeni, zmény se projevi. Zmény mohou ovlivnit mnoho
dalSich funkci bunky, ale pfedevS§im mohou vést ke vzniku rakoviny [3]

Na obr. 3 je zobrazena metabolickd aktivace BaP. Tato sloucenina je pravdépodobné
nejlépe prostudovanym PAU, a také je jednou z nejvice kancerogennich slouc¢enin doposud
zndmych. Uvodni krok v metabolismu PAU zahrnuje vicedéelovy P - 450 enzymovy systém
formujici epoxidy pfididnim jednoho atomu kysliku napii¢ dvojnou vazbou. Epoxidy jsou
piechodné slouceniny a mohou se samovolné pfeménit na fenoly ¢i podstoupit hydrolyzu
dihydrodiolt. Tyto produkty pak mohou konjugovat s glutathionem, kyselinou glukuronovou
¢i kyselinou sirovou a tvofit produkty, které mohou byt vylu¢ované organismem. Tento proces
konjugace je proto povaZovany za detoxifikaci a proces vymeéSovani. Kazdopadné
dihydrodioly mohou také jesté slouzit jako substrat pro cytochrom P - 450 a tvofit nové
dihydrodiol epoxidy, napt. trans-7,8-dihydroxy-7,8-dihydroBaP-9,10-oxid, ktery je vSak
nevhodny substrat pro dalsi hydrolyzu. Tyto dihydrodiolepoxidy mohou misto toho reagovat s

proteiny, RNA a co je nejvaznéj$i problém, také s DNA, ¢imZ zplisobuji zmény, piip.

rakovinu. [3]

gl o

Benzola]pyrene Benzo[a]pyrene 7,8-oxide

- Hydroxybenzo[a]pyrene

'

w‘ P4ED Glucuronide
.O —P Sulphate ester
HO*" HO‘“ Gluthathione conjugate

IranS—?,Mlhydmw—?,ﬁﬂlhydrD— trans-7,8-dihydroxy-7,8-dihydro-
benzo[a]pyrene-9, 10-oxide benzo[a]pyrene

\

viZe se na DNA
Obr. 3: Metabolickd aktivace BaP dle IARC 1983 [3]

BaP mé velmi nizkou rozpustnost ve vodé (3,8 ug/l), tlak par (5,0 x 107 mm Hg pii 20°C)

a vysoky délici koeficient oktanol/voda (6,04), coZ naznacuje jeho upfednostnéni nevodnych
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fazi. BaP je jednim z nejucinnéjSich karcinogenti z fad PAU, a jako takovy je nejvice
studovanou slouceninou tfidy PAU. N&kolik ¢lankl bylo napsdno o posouzeni rizika BaP
stejné jako o jeho metabolismu a aktivaci BaP v systémech savci. Cetné studie ukdzaly, Ze
jedno-, dvou- a tficyklické slouCeniny jsou akutné toxické, zatimco slouceniny s vyssi
molekulovou hmotnosti z fad PAU, v¢etné BaP, jsou povaZzovany za genotoxické. [5]

Dominantni postupy pro uspéSné odstranéni PAU z prostiedi, s vyjimkou odpatovéni,
fotooxidace, chemické oxidace, bioakumulace a adsorpce na sedimentujici Cdstice, jsou
mikrobiologické transformace a degradace. Ackoli mikrobidlni rozklad je povazovéan za
hlavni elimina¢ni proces v oblasti Zivotniho prostiedi, fotochemické reakce jsou rovnéz
odpovédné za odstranovani PAU z vody a vzduchu. Fotolyza je dulezita transformacni cesta
pro vétSinu PAU v Zivotnim prostfedi. Fotolyza vybranych PAU u pfirodnich vodnich téles je
relativné rychld. Bylo také zjisténo, zZe v organickych rozpoustédlech je fotolyza PAU taktéz
rychld a oxidacni produkty PAU produkované fotooxidaci a mikrobidlnim rozkladem, jsou
vice rozpustné ve vod¢ nez pavodni PAU. [5]

PAU a jejich metabolity v odlehlych kontinentdlnich prostordch byly v podstaté
zkoumdny v sedimentech; jejich pfitomnost ve vodach si zaslouZzila podstatné méné
pozornosti. Relativné mélo je zndmo o rozkladu PAU v organickych rozpoustédlech. Mnoho
praci se vénovalo rozpoznani miry degradace BaP v riznych médiich, a byl rovnéz zkouman
vliv raznych parametri zodpovédnych za fotodegradaci, vcetné svétla, teploty, casu
a ptirozen¢ se vyskytujici bakteridlni fléte, taktéz byla zkoumdna stabilita BaP v riznych

rozpoustédlech a vodé. [5]

2.4 Reaktivita polycyklickych aromatickych uhlovodiku

Béhem chemickych reakci PAU jsou velkou mérou transformovéany na jiné polycyklické
aromatické slouceniny, #j. neztrdci svlj aromaticky charakter. Aromaticky charakter je
zachovin do té doby neZ nearomatické uhlovodiky maji vyrazné vyssSi energii. Z cehoz
vyplyvda, Ze je tedy pozadovano velké mnoZstvi energie, aby se aromatickd slouceniny
zmeénila na nearomatickou. Elektron rozloZzi molekulu PAU tak, Ze se urci pozice v molekule,
které jsou nejvice reaktivni. Pro adi¢ni reakce se ukdzal vhodnym Whelandsiiv koncept
lokaliza¢ni energie. Lokaliza¢ni energie (Lu) je energie poZadovand k tomu, aby izolovala = -
elektron ve stfedu PAU ze zbyvajiciho systému. V tomto procesu mohou byt atakujicimi

druhy nukleofil, elektrofil ¢i radikdl. Byla vyvinuta fada rejstiiki reaktivity odrazejici
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lokalizacni energii, z nichZ jeden parametr je Dewarovo ¢islo reaktivity, Nu. Velikost Nu
odrazi lokaliza¢ni energii a reaktivitu v jisté pozici aromatické slouc¢eniny. Mensi hodnota Nu,
niz$i aktivani energie a vétStho reakéniho poméru ve stfedu u. Nu hodnoty pro fadu
aromatickych sloucenin jsou ukdzidny na obr. 4. Hodnoty zobrazené na tomto obriazku
signalizuji, Ze benzen by mél byt nejméné reaktivni formou. Pro Naf je vySSi reaktivita
ocekavdna na pozici 1 nez na pozici 2. Podobné Ant a Phe by mél radéji reagovat v 9,10-
pozici, ackoli reaktivita Phe by méla byt znacné€ nizsi nez u Ant. TudiZ lokalizacni energeticky

koncept muze byt uZitecny v objasnujicich mechanismech degradace PAU a vzniku

odvozenych PAU. [3]
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Obr. 4: Elektronovd lokalizace energie pro benzen a vybrané PAU, zaloZeno na prdci

Zandera, 1979. [3]

2.5 Produkty degradace polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Kone¢ny vysledek procesu degradace je celkovd mineralizace organickych
kontaminujicich latek vedouci ke vzniku oxidu uhli¢itého, vody a jinych anorganickych
sloucenin. Oba procesy bilogické a chemické degradace mohou produkovat riiznorodé
slouceniny, mezi které také mtiZzeme zahrnout docasné meziprodkuty a slouceniny, které jsou
odolné proti dalsi degradaci. Takové produkty se potenciondlné mohou nahromadit béhem
dalSiho procesu v piipad€, Ze zddny mechanismus pro dalsi degradaci neni k dispozici. Toto
se miZze stit pokud napf. origindlni kontaminujici latka je transformovand spolu

kometabolicky a nejsou piitomny Zadné mikroorganismy, které by mohly metabolizoval
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produkt pretvotfeni nebo pokud je chemické okyslicovadlo ptfiddno v nedostatecné kvantité ¢i
sile. [3]

Z dostupné literatury je ziejmé, Ze koneCnymi produkty jsou v prvni fadé karbonylové
slouceniny jako ketony, chinony, anhydridy karboxylovych kyselin a kumariny, zatimco
karboxylové kyseliny a fenoly se zdaji byt snadnéji degradované ¢i transformované. Vyssi
stabilita karbonylovych sloucenin je také urCena skutecnosti, Ze tyto slouceniny jsou nalezeny
Castéji nez hydroxylované a karboxylované slou¢eniny ve vzorcich Zivotniho prostiedi, véetné
kontaminované pudy. [3]

Tohoto ptedpokladu miZe byt vyuzivdano k omezeni nékterych vyuZivanych analytickych
metod, od té€ doby, co hydroxylované a karboxylované slouceniny diky své vyssi polarité byly
vhodnéjsi k analyze. Kazdopddn¢ podobné vysledky byly ziskané s metodami peclivé
vyvinutymi pro vSechny tyto tfidy sloucenin. Nasledné studie téchto tezi se zaklddaji na
studiu karbonylovych derivétii PAU, déle pak derivéti, které jsou ozna¢ovany jako oxidované
PAU (oxyPAU) v nésledujici sekcich. [3]

Dal$im divodem pro studia oxyPAU je fakt, Ze mnohé z téchto sloucenin jsou toxické
a mutagenni. Nékteré jsou jesté vice toxické neZ jejich ptivodni PAU. Napi. u Ant-9,10-dion
a Phe-9,10-dion bylo dokdzano zpomaleni rustu okiehku, Lemna gibba, a motské bakterie
Photobacterium phosphoreum. Navic 7TH-benzyliden[de]antracen-7-on, 4-oxapyren-5-on
a n¢kolik benzofluorenonti, BaPChin a PyrChin vykazuji mutagenni aktivity v biologickych
drahich jako tzv. Ames test. Na rozdil od nesubstituovanych PAU, Zadny z téchto oxyPAU
nevyZaduje metabolickou aktivaci k tomu, aby se ukdzala jejich mutagenni povaha, ale
mohou reagovat s DNA piimo (srov . sekce 2.3). Dale jsou oxyPAU také identifikovany jako
prevladajici tfida sloucenin v nejvice mutagennich zlomcich ziskanych béhem biologické

zkousky zalozené na chemickém rozd¢€leni na dily rtiznych vzorki prostredi. [3]

2.6 Vznik derivati polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Pfi hodnoceni reaktivity PAU jsou zajimavé piedevSim procesy, ke kterym dochdzi
v atmosféfe, nebot vznikajici produkty mohou posléze kontaminovat zemédélské plodiny.
Rozsah a charakter probihajicich reakci zdvisi na teploté, intenzité slune€niho zédfeni a na
koncentraci latek, jez jsou schopné elektrofilni substituce aromatického jadra. Popsdny byly
reakce PAU s ozénem, singletovym kyslikem, oxidy dusiku ¢i siry. S ohledem na vysokou

toxicitu vznikajicich produktl si zvlastni zminku zasluhuji reakce vedouci k nitroderivatim
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PAU. Urcité mnozstvi téchto kontaminantli je do atmosféry emitovdno piimo z piislusnych
zdroju, ve kterych se tvoii pfi spalovani. K jejich vzniku mize dochazet téZ radikdlovymi

reakcemi v plynné fazi. [3]

2.7 Degradaéni procesy benzo[a]pyrénu

2.7.1 Fotodegradace

Mnohé studie byly provedeny na zdklad¢ fotolyzy jednotlivych PAU v piirodnich vodach
pod ozarovanim. Zepp a Schlotzhauer zjistili, Ze fotolyza vybranych PAU v pfirodni vodni
nadrzi probihd docela rychle a polocasy rozpadu PAU se pohybovaly v rozmezi od nékolika
minut az po né€kolik hodin. Mill urcil, Ze polocasy rozpadu pro BaP a BaA ve vod¢ pfi
ozatovéani na slunci odpovidaly 0,69, resp. 5,0 hodindm. Nicméné je zndmo relativné mélo
fotodegradaci PAU, pii kterych PAU nejsou ozafeny a nachdzeji se v Cistych rozpoustédlech.
Degradace BaP ve vybranych organickych rozpoustédlech byla sledovéna po dobu delsi nez 3
mesice. Obr. 5 ukazuje zdvislost koncentrace nedegradovanych BaP v organickych
rozpoustédlech. Za prvni mésic koncentrace BaP zlstala konstantni ve vSech pouZzivanych
rozpouStédlech. Po této dobé degradace zacala: v dichlormethanu a acetonitrilu je
degradacece nejpomalejsi. Po 100 dnech expozice, 60% BaP bylo degradovdno v methanolu,
zatimco 50% v hexanu a cyklohexanu. [5]

Rozklad (%) se sniZil v ndsledujicim potadi:

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

Toto potradi miiZe dzce souviset s rozpustnosti kysliku v rozpoustédle, a obecné méfené
hodnoty mohou souviset s obsahem kysliku v dichlormethanu, kde je nejvétsi a klesd v poradi

acetonitril, methanol a voda. To nepifimo znamend, Ze rozpustnost kysliku klesa s rostouci

reaktivitou zvoleného rozpoustédla. Koncentrace BaP se snizila s ¢asem (obr. SA a 5B). [5]
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Obr. 5: Fotodegradace BaP v riiznych rozpoustédlech:(A) methanol a acetonitril; (B)

dichloromethan, hexan and cyclohexan [5]
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Obr. 6: Prvni idd reakce kinetiky pro fotodegradaci BaP v rozdilnych rozpoustédlech [5]

Degradace PAU v Zivotnim prostiedi nastdvd pii biologickych, chemickych
a fotochemickych procesech. At tak ¢i onak, degradace muze mit za nésledek riznorodost
nckterého z produktli, ktery se mohl potencidlné nahromadit. Nasledujici ¢asti se budou

zabyvat degradaci PAU. Navic bude vysvétleno, pro¢ jsou oxidované PAU povazovany za

vvvvvv
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2.7.2 Biologicka degradace

Co se tyCe biologické degradace, tak je to hlavni proces zodpovédny za vyskyt PAU
v ptudé€. Mikroorganismy jako napt. bakterie a houby mohou transformovat PAU na dalsi
organické slouceniny az ke konecnym produktiim jako jsou oxid uhli¢ity a voda. Pozd&jsi
proces je oznacovan jako mineralizace. N&jaké PAU degradujici mikroorganismy, v prvni fadé
bakterie, jsou schopny pouzit PAU jako zdroj uhliku a také energie, a mohou tak
transformovat kontaminujici latky do molekul odkud mohou vstoupit do stfednich
metabolickych cest organismi. Jiné mikroorganismy maji vybaveni k tomu, aby degradovaly
PAU na hojné€ se vyskytujicich substratech. Tento kometabolismus vSak ne vzdy rezultuje
v rist mikroorganismu, a nékdy kosubstratu, zi. PAU jsou jen transformovany na jiné
slouceniny bez jakéhokoliv zjevnych vyhod pro organismus. Toto miZe vést k Castecné
degradaci v piipadé, Ze neni k dispozici Zadny enzym schopny transformace metabolitu.
U PAU piispévek kometabolickych procesti degradace zvysuje jak pocet kruhi v molekule
PAU, tak svou roli také hraji mikroorganismy, které jsou schopné pouzivani PAU s velkou

molekulovou hmotnosti jako uhlikového a energického zdroje. [3]

2.7.3 Mikrobialni degradace

Bakterie rozklddajici PAU obecné uzivaji PAU jako zdroj uhliku a energie, zatimco houby
metabolizujici PAU vyuZivaji PAU k tvorbé vice ve vod¢ rozpustnych sloucenin, ¢imz
usnadiiuji jejich nédsledné vyméSovani. Bakterie a houby proto maji jiné metabolické cesty
(obr. 7). Hlavni degradacni cesta PAU u hub je docela podobnd degradacni cesté¢ nalezené
u lidi a u jinych savcu. Z obr. 7 je ziejmé, ze houby oxiduji PAU pifes enzymovy systém
cytochrom P-450 s ndslednou tvorbou fenolli a trans-dihydrodioll, které mohou byt
konjugovdny a vyluCovany z organismu. Bakteridlni degradace PAU obecné zacina
dioxygenasou a utokem na jeden z aromatickych kruhli k tvorbé cis-dihydrodiol, které jsou
nasledn¢ dehydrované pyrokatechinem. Pyrokatechin je klicovym mezirpoduktem, ktery se
muze vyskytovat pfi tomto $t€peni. Aromaticky kruh je St€pen mezi hydroxyly (ortho Stépeni)
¢i priléhd jednomu z hydroxyli (meta Stépeni). Nésledna degradace kruhu se pak mitize
projevovat tak, Ze struktura je nakonec degradovana a molekuly tak mohou vstoupit do stfedni

metabolické cesty bakterii. [3]
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Obr. 7: Vseobecné cesty pro mikrobidlni degradaci PAU, ziskdno od Cerniglia 1992 [3]

Tyto hlavni metabolické cesty byly ovéfeny pro velké mnoZzstvi bakterii a hub, v €istych
kulturdich béhem degradace a urceni rGznorodosti individudlnich PAU zhodnocenych od
Cerniglia, Sutherland a kol. a Kanaly a Harayama. Vse je zobrazeno na obr. 8 a obr. 9, které
ukazuji houbovité a bakteridlni metabolické cesty navrhované pro Pyr. [3]

At tak nebo onak, tyto a jiné navrhované cesty také ukdzuji, Ze se mnoho jinych reakci
muze vyskytovat paralelné, zvlasté béhem kometabolické degradace PAU. Napt. jak je
ukazano na obr. 8 a obr. 9, Pyr, Chin a 4-hydroxyperinafenon mohou byt vytvofeny jako
kone¢né produkty v podobnosti s hlavnimi cestami degradace uzivané vySe zminénymi

mikroorganismy. [3]
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2.7.4 Chemicka degradace

PAU v pudé jsou také degradovany skrz nezivé procesy. Oxidacni reakce jsou
nejdilezitéjsi v této souvislosti, ackoli fotochemické reakce mohou také vyrazné piispivat do
degradace na povrchu ptid. Navic vétSiny okyslicovadel obvykle umozni oxidacni reakce
v Zivotnim prostiedi, #. singletni kyslik (‘O,), organické peroxidy, peroxid vodiku, 0zén
aradikdlovy jako jsou alkoxyl radikdly (ROe), peroxy radikdly (RO,*) a hydroxyl radikaly
(HOe) jsou bud’ piimo anebo nepiimo produkovéany piisluSnymi fotochemickymi procesy. At
tak nebo onak, nékteré mohou také vznikat z anorganickych soli a oxidl, zvlasté pak zZeleza
amanganu. Chemické oxidacni reakce =zahrnujici hydroxylové radikaly, které jsou
vygenerovany z peroxidu vodiku a ozénu, byly nejvice studovany. Hydroxylové radikdly jsou
silné, relativné nespecifikované okysliCovadla, kterd reaguji s aromatickymi slou¢eninami,
jako napt. PAU, pfi reakci odstrani vodikové atomy a navézi se k dvojnym vazbam. Ozénova
molekula miiZe napadnout dvojné vazby piimo, coZ ovSem miZe mit za ndsledek tvorbu
reaktivnich hydroxyl radikalt rozkladajici se vody. Reak¢ni cesta, kterd nasleduje, je velice
komplexni a dochazi k tvorbé cetnych meziproduktl . Findlni reakéni produkt obsahuje pro
ob¢ okyslicovadla, smes ketontl, chinontl, aldehydii, fenolii a karboxylovych kyselin. [3]

Fotochemickd degradace PAU casto zahrnuje stejné oxidacni produkty, které jsou
vyprodukované béhem cCisté chemické oxidace PAU, #j. kyslik a hydroxylové aj. radikaly. Co
se ty¢e komplexniho produktu, tak se jednd o komplexni smés ketonil, chinont, aldehydd,

fenoll a karboxylovych kyselin. [3]

2.8 Analytické metody pro stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Oficialni analytické metody jsou k dispozici pro nékteré z piisluSnych PAU v nékterych
potravinovych matricich, ale obecné je nedostatek tfedné schvalenych metod, a ty zejména
nezahrnuji mnoho stanoveni dibenzopyrenti ¢i MCH. Jiné metody byly pouZivdny pro
kvantifikaci druhé skupiny, coz by mélo byt brano v tivahu pii posuzovani hlaseni vysledki.
Po homogenizaci potraviny jsou PAU ziskdny pomoci raznych technik pfed vycisténim
améfenim. PAU jsou nejcastéji identifikovany a kvantifikoviny pomoci bud’ plynové
chromatografie (GC) s detektorem plamenoionizacnim (FID) nebo ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (MS) nebo HPLC s UV detekci nebo fluorescencnim detektorem nebo ve

spojeni s MS. Pouziti FID jiz vSak nepatii mezi nejmodernéjsi. Postrddd dostatecnou
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selektivitu a neumoznuje pouZiti izotopu k oznaceni interni normy. [4]

V odpovédi na otdzku tykajici se analytické metody pouzité ke stanoveni PAU 4 %
laboratoii uvedla, Ze pouzivaji GC-FID, 28 %, ze pouziva HPLC-FL, 26 %, ze pouZziva
HPLC-UV/FL a 43 % uvedlo uzivini GC-MS. Krom¢&€ moZnych ztrdt PAU bchem
homogenizace, extrakce a CiSténi, se vyskytuje fada dalSich faktord, které mohou vést k
chybnym vysledktim. Béhem odbéru vzorki a skladovéni je dilezité, aby vzorek nebyl
vystaven tabdkovému koufi a vysoké teploté (coz vede k vypafovani anebo k chemické
konverzi). I skladovani po del§i dobu pied analyzou muze vést k reakci nékterych PAU s
komponenty potravinové matrice. [4]

Podrobnosti o piipravé vzorku byly uvedeny v podani, z nichz k nejcastéjSim metodam
patiila extrakce kapalina/kapalina a zmydelnéni ve tfepaci vodni 1dzni pii 60°C. Pozornost by
méla byt vénovana moZznym koelucim nékterych PAU. Napf. v rdmci chromatografickych
podminek obecné pouzZivanych, Chry + trifenylen, benzo [b + j +k] Flu, a dibenzo [a, h + a,
c]Ant PAU se mohou spoluvyvijet a vedou pouze ke vzniku jednoho piku. Pfi HPLC se
pouzivé odd¢€leni BbF + Per, BKF + DBacA a BjF + BeP, coz muze byt kritické. [4]

PAU jsou obvykle zastoupeny v potravinich v fadech pgkg’. Proto je postup analyzy
nasledujici: extrakce/hydrolyza, rozdéleni faze kapalina/kapalina, Cistici proces,
zakoncentrovani, chromatografickd separace a samoziejm¢ samotné stanoveni. Ackoliv jsou
vyhodnoceni skute¢nych rizik, a to z diivodu, Ze napt. BaP je velmi silnd karcinogenni latka,
avSak karcinogenni aktivita jeho izomeru BeP je naopak nizk4. Metodika stanoveni PAU byla
silné ovlivnéna stupném vyvoje chromatografickych metod. Na pocatku byla separace
izomert BaP pomoci papirové ¢i kolonové chromatografie prakticky nemoznd. S ohledem na
komplex smési PAU, pfitomnost riznych ruSivych liatek a potiebu vyhodnotit opravdu
skutecné koncentrace nebezpecnych litek, bylo nutné pfedejit problémim tykajicich se tzv.
,benzopyrenovych frakci®, jenz se v této dob¢ sklddaly z BaP a jeho izomert BeP, BKF, BbF
aj. [6]

V roce 1968 na spole€ném zaseddani IUCC a IUPAC spolecné pracujici skupina
specifikovala urcité piipustné analytické metody, kterymi mohou byt separovany alespoii
BaA, BaP, BeP, BghiP, Pyr, BKF a Kor. Studia specifickych metod pro BaP a hlavni postup
pro stanoveni PAU byla urcena pod zastitou AOAC a IUPAC. Proces spocival v pocate¢nim

zmydelnéni vzorku v ethanolovém roztoku hydroxidu sodného, nédsledoval ¢aste¢ny krok
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mezi DMSO a alifatickym rozpouStédlem a kolonovd chromatografie na deaktivovaném
Florisilu. [6]

Tato metoda byla pfijata AOAC oficidlni prvni ¢innosti metody v roce 1973 a byla uzndna
jako doporucend metoda IUPAC. Statistické vyhodnoceni dat ziskanych laboratornimi testy,
v nichz vzorky Sunky byly obohaceny o BaP, BeP, BaA, BghiP na trovei 10 pgkg’
a analyzovany pomoci zminéné metody, vykazovaly chybu mezi 7,4 a 12 %. Na zaklad¢
tohoto vysledku se stala tato metoda oficidlni metodou AOAC. [6]

Vybér vhodné analytické metody pro findlni stanoveni PAU je ovlivnén piedevSim
komplexnosti a koncentratnimi proporcemi analyzovaného vzorku. Nezahrnuje-li vzorek
piiliS Siroké spektrum PAU, 1ze obsah jednotlivych komponent stanovit pfimo bez nutnosti
separace s vyuZzitim vysoce citlivych fluorimetrickych spektrdlnich metod. VétSinou jsou vSak
analyzované vzorky natolik sloZzité, Ze je nezbytné pied vlastni identifikacni a kvantifikacni
krok pfedfadit ucinnou separacni techniku, nejcastéji plynovou nebo kapalinovou
chromatografii. Analyza PAU pomoci plynové chromatografie je v sou€asnosti v prevazné
mife provadéna na vysoce ucinnych kiemennych kolondch s chemicky védzanou, zpravidla
sttedn¢ polarni polysiloxanovou, stacionarni fazi. Z detekCnich technik nachdzi kromé
univerzédlni plamenoionizacni detekce (FID) stdle SirS$i uplatnéni piimé spojeni plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Vysoce perspektivni pro identifikaci
izomernich PAU se ukazuje spojeni plynové chromatografie s UV detektorem, schopnym
meftit UV absorpcni spektra separovanych slozek v plynné fazi. [7]

Vyznamné misto v analytice PAU zaujimad kapalinovd chromatografie, v soucasnosti
provozovand vyhradné ve vysokotui¢inné modifikaci na kolonovych naplnich s velikosti ¢astic
pod 10 um nepolarniho charakteru (RP-HPLC), nejcastéji silikagelu s chemicky vazanymi
CI8 ftetézci, v kombinaci s vodnou poldrni mobilni fazi (metanol-voda, acetonitril-voda).
Podstatny vyznam pro uspéch analytické operace ma rovnéZz volba selektivni a citlivé
detek¢ni koncovky. Z kapalinové chromatografickych detektort v ptipadé PAU piichdzeji do
uvahy pfedevSim ty, které pracuji na principu absorpce UV zafeni a fluorescence.
Nejmodernéj$i a nejvykonnéjsi kapalinové chromatografickou identifika¢ni techniku
predstavuji detektory schopné méfit UV absorp¢ni nebo fluorescen¢ni spektra separovanych
slozek "on-line" na vystupu z kolony, tzv. "diode array" detektory a detektory s rychle
pohybujicim se monochrométorem. [7]

PAU v potravinich piredstavuji jen Cdstecny problém z hlediska znecisténi PAU v celém
zivotnim prostiedi. Mnoho slou¢enin PAU — zhruba 100 jich bylo izolovdno a stanoveno

v potravindch i1 Zivotnim prosttedi — predstavuje skute€nou vyzvu pro moderni analytické
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metody. [8]

Razné chromatografické postupy, vcéetné kolonové, papirové a TLC, byly pouZity na
izolovani téchto latek z kontaminovanych vzorkl. Nékteré z téchto metod se osvédcily pro
ziskani pfijatelnych vysledki, obzvlasté pii stanoveni jednotlivych PAU (napt. BaP). Jelikoz
se tyto kontaminanty vyskytuji jakoZto komplexni smés PAU, analytické metody jsou potieba
k oddéleni a uréeni riznych typti PAU. Spolehlivé urceni kontaminace potravin a ostatnich
sloZzek zivotniho prostiedi vyZaduje stanoveni rdznych PAU hlavné z pohledu vyznamnych
rozdill v jejich mutagennim a karcinogennim potencidlu jednotlivych slou¢enin. GC a HPLC
jsou nejCastéji pouzivanymi technikami ke splnéni analytickych poZadavkd. Problémy
vznikaji pfi odebirdni vzorkd, jejich pfipravé a urceni chromatografickych podminek.
Analytické procesy na stanoveni PAU v potravinich byly pfezkoumédvany a rozsdhle

diskutovany. [8]
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Studium procest fotodegradace PAU je dulezité pro optimalizaci podminek vyroby a
zpracovani potravindfskych produktti. Pfi navrhovani cilid diplomové prace jsme vychézeli ze
skutecnosti, Ze se této problematice nevénuje ndleZitd pozornost a existujici studie nepopisuji

procesy tvorby a degradace BaP v potravinach na nélezité trovni.

Cile prace byly navrzeny nasledovné:

» Vybér vhodnych metod pro studium procest fotoindukované degradace BaP v
riznych modelovych systémech vyuzZitim moderni instrumentdlni techniky,
zejména GC-MS a HPLC-MS-MS

» Identifikace sloucenin vznikajicich v procesu fotooxidace BaP v modolovych
systémech

» Studium vlivu experimentdlnich podminek (rozpoustédla s riznou polaritou, rizné
zdroje osvétleni a vinové délky pouzitého zafeni) na rychlost eliminace BaP

» Sledovani vlivu vybranych antioxidantd na rychlost fotooxidace BaP
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje a zarizeni

vV V V VYV V

Sklenény reaktor (Photochemical Reactors LTD, Berkshire RG4 9PA UK)

Rtutova vybojka (Photochemical Reactors LTD, Berkshire RG4 9PA UK)

Xenonova vybojka (UV Protective Eyewear, UVC-503, Upland, CA 91786)

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

HPLC sestava 1 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) sklddajici se z pumpy LC-20AD,
autosampleru SCL-20A, termostatu kolon oven CTO-20A, detektoru s diédovym
polem PDA(DAO) SPD-M20A a fluorescen¢niho detektoru RF-10AXL

HPLC sestava 2 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) Agilent Technologies 1200
Series skladajici se z pumpy, degasseru, autosampleru, termostatu kolon,
spektrofotometrického detektoru a MS detektoru Agilent Technologies 6410 (Triple
Quard) s moznosti pripojeni ndsledujicich typu iontovych zdroju ESI, APCI, APPI
GC sestava (Agilent Technologies GC 6890N, Palo Alto, California, USA) s

hmotnostnim spektrometrem 5973 inert mass selective Spectrometer.

4.2 Pouzité chemikalie

YV V. V V V V

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

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

n-hexan (Merck, Darmstadt, Nemécko)

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)

31



4.3 Pracovni postupy

4.3.1 Priprava roztoki standardi a kalibra¢nich roztoki

Bylo odvazeno pfiblizné presné 0,010 g BaP do 100 ml odmérné baiiky a byl doplnén
methanolem po znacku.

Takto byl ziskdn zdsobni roztok A, ze kterého bylo odpipetovdn 1 ml do 10 ml odmé&rné
banky a po doplnéni byl ziskan pracovni roztok B. Z pracovniho roztoku B bylo vzato 10; 20;
30; 40 a 50 pl do 10 ml odmérnych bané€k a zase doplnéno methanolem po znacku. Byly tedy
pfipraveny roztoky o koncentraci 10; 20; 50; 100 a 200 ug/L. Stejnym spuisobem byly
pfipraveny kalibracni roztoky v smésich rozpoustedel, jen 10 ml odmerné banky byly

doplnény po znacku smési 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 ozarovaném pomoci UV lampy

a) izotermické podminky

Byly pfipraveny roztoky BaP o koncentraci 50, 100 a 150 pg/L ve vybranych
rozpoustédlech (methanol, n-hexan, tricaprylin). Nasledné bylo provedeno ozafovani pomoci
UV lamp, tj. rtutové (A = 254 nm) anebo xenonové vybojky (A= 365 nm) a odebirani vzorku
v ¢asovych intervalech (n- hexan ¢asy: 0; 15; 30; 45; 60; 75; 90; 105; 120; 150 a 180 min,
methanol Casy: 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), pricemZ beéhem celé doby ozafovani byl roztok temperovan na
pozadovanou teplotu. K odebranému vzorku (100 ul roztoku) bylo ptiddno 900 pl methanolu

a byla provedena HPLC analyza. Pti kazdych podminkéch byly vykonané paralelni méfeni.

b) neizotermické podminky
Postup pifi neizotermickych podminkich byl stejny, jen se liSilo programovanym

zvySovanim teploty béhem celé doby ozarovani.

¢) izotermické podminky v pritomnosti aditivnich latek

Byly pfipraveny roztoky BaP o koncentraci 100 pg/L v tricaprylinu, ktery obsahoval
100 mg/L. BHT resp. guaiakolu. Nasledné¢ bylo provedeno ozafovani pomoci xenonové
vybojky (A= 365 nm) a odebirdni vzorku v ¢asovych intervalech 0; 15; 30; 45; 60; 75; 90;

105; 120 a 150 min, pricemz béhem celé doby ozafovdni byl roztok temperovan na
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poZadovanou teplotu. K odebranému vzorku (100 ul roztoku) bylo pfidano 900 pl methanolu

a byla provedena HPLC analyza. Pti kazdych podminkéch byly vykonané paralelni méfeni.

4.3.2.2 na tenké vrstvé (na filmu)

a) UV lampou

Byly pfipraveny roztoky BaP o koncentraci 50, 100, 150 a 200 pg/L, do sklenéné patrony
byl napipetovan 1 ml daného vzorku a pomoci plynného N, doslo k vysuSeni. Nésledné bylo
provedeno ozatfovani pomoci UV lampy (xenonové vybojky, A= 365 nm) a odebirani vzorku
v ¢asovych intervalech (1; 2; 3; 4; 5; 10; 20 a 30 min), pficemz byly vykonany méieni
v triplikdtech. Po ozafeni se pfidal 1 ml methanolu a po rozpusténi se odebralo 100 pl
roztoku. Bylo pfiddno 900 pl methanolu a byla provedena HPLC analyza.

Pomoci Luxmetru byla zméfena intenzita zareni UV lampy: 11,55 kLux.

b) dennim svétlem (sluneénim zarenim)

Postup pii redlnych podminkdch byl stejny, jen se liSil zdroj ozarovéni, to bylo provadéno
pomoci slunecniho zafeni, Casové intervaly byly prodlouZeny na 30; 60; 90; 120 a 180 min.
Kazdych 30 min byla méfena intenzita zaifeni v kLux pomoci Luxmetru. Po ukonceni zafeni
byl pfiddn 1 ml methanolu, po rozpusténi se odebralo 100 ul roztoku, bylo pfidano 900 ul

methanolu a byla provedena analyza HPLC.

4.3.3 Priprava vzorku BaP na identifikaci rozkladnych produktia

Rozklad BaP (c = 20 mg/L) byl proveden v polarnim rozpoustédle (methanolu) a v
nepoldrnim rozpoustédle (n-hexanu) v 75 ml sklenéném reaktoru s UV lampou (A= 254 nm).

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

4.3.4 Identifikace pomoci HPLC-PDA-FLD-MS

HPLC zaftizeni s fluorescencnim, dioda-array a tfipolovy kvadrup6l MS-MS detektory byly
pouzity pro detekci vyrobku, které vznikaji pii kontrole fotolyzy. PouZzitd zafizeni byla od
firmy Agilent Technologies (Agilent Technologies, Palo Alto, USA). Separace byla provedena
pii 35°C na Zorbax Eclipse XDB-C18 (50 mm x 4,6 mm, 1,8 pm) kolon¢ a gradientové eluci

methanolem a vody pfi pritoku 0,5 ml/min. Parametry pro pouZiti fluorescen¢niho detektoru
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(Ex = 300 nm, EM = 410 nm), byly stanoveny pro BaP detekci a UV/VIS chromatografické
udaje byly shromdzdény v rozmezi od 220 nm do 550 nm detektorem s diodovym polem.
Nésledujici instrumentédlni parametry byly pouzity pro LC-MS analyzu produkti rozkladu
BaP: zdroj iontih APCI v pozitivhim reZimu skenovani: suseni plynu (N;), pritok 6 1/min.,
Teplota plynu 350° C, odpatfovac o teploté 250° C, rozprasovac tlaku 20 psi, kapildrni napéti
2,5 kV, fragmentor energie 140 V, scanovaci ¢as 500 ms, scan range (m/z ~ 100 do 600),
v pozitivnim produktu ion rezimu (pro méfeni fragmentace modelu): stejné jako piedchozi
a kolize energie 40 eV, doba prodlevy 100 ms. To je optimdlni nastaveni pro standardni

materidly pouZité pii analyze.

4.3.5 Identifikace pomoci GC-MS

Analyza byla realizovdna na plynovém chromatogramu 6890N ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem 5973 inert mass selective Spectrometer (Agilent Technologies, Palo Alto,
California, USA). Pracovali jsme s J & W 123-5731 DB-5HT o rozmérech 30m x 0,32 mm x
0,1 um a teplotnim programem 60 ° C, 10 / min do 350 ° C pfii prutoku helia jako nosného
plynu 1,9 ml / min. Vzorek se ddvkované v reZimu pulzni splitless pfi teploté 280 ° C. Rozsah

sledovanych hmotnosti byl 29 -500 daltond.

4.3.6 Méreni kinetiky - HPL.C analyza

Stanoveni obsahu BaP pifi méfeni jeho kinetiky fotodegradace se uskutec¢nilo na koloné
Zorbax Eclipse XDB-C18 (50mm x 4,6 mm, 1,8 pm) s isokratickou eluci methanolem
o prutoku 0,5 ml/min a pti 35°C. Detekce byla pouZita fluorescencni (Agx = 300 nm, Agy, =
410 nm). Obsah BaP v ozafenych vzorcich se vypocte z linearni kalibracni zavislosti

(pracovni rozsah 0,2 ug/L — 20 pg/L).

4.4 Statistické metody zpracovani

» Na porovnani stiednich hodnot dvou soubort se pouzil Lorduv test [9]
Lordovo kritérium u pro poCet méfeni n = np (vzorek Cistého analytu) = ng (matriéni

vzorek) se vypocita jako:
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| xa- x|

Ra+Rp
Kde xa je primérnd hodnota vysledki souboru A, xp je prumérnd hodnota vysledka
souboru B,
R4 je rozpéti hodnot souboru A (vSeobecné R = x(max) — x(min)), Rp je rozpéti hodnot
souboru B
Pokud plati, Ze u > u, , je rozdil | XA - XB | statisticky vyznamny, pokud u < u,, je pfijata
nulova hypotéza, ze rozdil | XA - XB | je mozno vysvétlit pfitomnosti ndhodnych chyb obou

vysledk.

35

)



5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vybér vhodnych podminek pro separaci oxidovanych forem BaP

Na zacétku feSeni problému, kdy byly k dispozici pouze prvni 4 standardy (tj. BaP612D,
BaP-9,10-diol, 30HBaP a BaP-7-one), na zdkladé¢ jejich struktur (ebr. 10) se hledala vhodna
analytickd kolona a vhodné sloZeni mobilni faze na jejich separaci, jakoZ i na separaci dalSich
latek vznikajicich fotolyzou BaP, pti¢emZz se predpoklddalo, Ze by mohly vznikat latky
polarnej$i i mén¢ polarni jako BaP. Vychdzeje z metod stanoveni PAU se zvolila kolona
Zorbax Eclipse XDB-C18 s chemicky vdazanym oktadecylsildnem (rozméry: 4,6 x 50 mm,
primer castic 1,8 um) a uvazovalo se o gradientové eluci. Priitok mobilni fdze byl limitovan
nejen velikosti Castic ale 1 typem detektoru (MS) a sloZeni mobilni fize bylo limitovano
pouzitim raznych typt ionizace (elektrosprej ESI, chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APCI, fotoionizdcia pii atmosférickém tlaku APPI), zatimco pro sledované komponenty bylo
tteba vhodné nastavit par dalSich parametri (energii fragmentoru, teplotu suSicitho plynu,
pritok suSiciho plynu, nebulizacni tlak, napéti v kapildfe, ...). Na dvod jsme si pomohli
klasickymi zptsoby detekce (napt. detekce diodovym polem v UV a viditelné oblasti,

fluorescence).

Zpisob detekce sledovanych latek vychdzi z jejich struktury. Obsahuji benzenové jadro, na
kterém mohou byt sledovany 1 — = * elektronové prechody a zaroven ve své molekule
obsahuji atom kysliku, ktery je nositelem volného elektronového paru a mohou byt sledovany
n — o * nebo n — © * elektronové prechody. To znamend, Ze tyto latky absorbuji zareni v
ultrafialové a viditelné oblasti. Jejich absorpéni maxima se nachdzeji v oblasti 260 - 300 nm

resp. 360 - 420 nm [10].

Navrzené chromatografické podminky poskytuji separaci BaP (ret. ¢as 33 min., obr. 11) a 4

ruznych oxidovanych produkta (obr. 12).

Nase pozornost se soustiedila pouze na ty oxidované produkty, které byly k dispozici
a pokracovalo se vybérem ionizacni techniky a hleddnim vhodnych parametrii pro detekci
hmotnostni spektrometrii. VyzkouSeli se nésledujici ionizacni techniky (ESI, APCI, APPI),

pfi¢emz z literatury je zndmo, Ze pro detekci BaP jako nepolarni molekuly je vhodna ionizace
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APPI [11]. Vychazeje z dostupné literatury [11, 15] pro oxidované formy BaP, které ve své
ionizacnimi technikami by mohly byt ESI resp. APCIL. V tab.3 jsou uvedeny plochy pikl
vybranych analyti a charakteristickych pfechodii prekurzoru na produktové ionty v tzv. MRM
modu zjisténé pii pouZiti riznych ionizacnim technik v pozitivnim médu. Z jejich srovnani je
ziejmé, Ze pro BaP-9,10-diol, 30HBaP a BaP-7-one byly nejlepsi odezvy ziskdny chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku a pouze pro BaP612D se nejvhodnéjsi jevila technika

fotoionizace. Pro dal$i experimenty se pouzivala APCI v pozitivhim mddu, aby se v jednom

experimentu mohlo ziskat maximum informaci.

Obr. 10: Struktura oxidovanych forem BaP
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FLD1 A, Ex=250, Em=410 (09_08_11'SG10003.0)

Obr. 11: Chromatograficky zdznam roztoku BaP (¢ = 100 ug/L) v methanole, fluorescencni

detekce Ex = 250 nm, Em = 410 nm)

(Chromatografické podminky: kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 50 mm; 1,8 pum); pritok mobilni
faze 0,5 mL.min’"; gradient 0. — 3. min. 60 % methanol, 40 % voda, 43. — 50. min. 100 % methanol, 52. — 58.
min. 60 % methanol, 40 % voda (ustalovani podminek); teplota kolony 35°C; ddvkovany objem 10 pL)
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Obr. 12: Chromatograficky zdznam roztoku BaP-trans-9,10-dihydrodiolu
(oznaceni 1, ret. ¢as 4,0 min., c(BaP-9,10-diol) = 3,65 pg/ml), BaP612D (oznaceni 2, ret. ¢as 16,5 min.,
c(BaP612D) = 3,9 pg/ml), 30HBaP (oznaceni 3, ret. ¢as 21,74 min., c((30HBaP) = 12 pg/ml) a 9,10-dihydro-
BaP-7(8H)-6nu (oznaceni 4, ret. ¢as 22,24 min., c(BaP-7-one) = 3,65 pg/ml) v methanolu)
(chromatografické podminky viz obr. 21, UV detekce A = 280 nm)
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Tab. 3: Plochy pikii sledovanych analyti pri riznych podminkdch ionizace v pozitivnim
modé (c(BaP-9,10-diol) = 3,65 ug/ml; c(BaP612D) = 3,9 ug/ml; ¢(30OHBaP) = 12 ug/ml;
c¢(BaP-7-one) = 3,65 ug/ml)

ESI APCI APPI
Sledované
Podminky: teplota suSiciho Podminky: teplota susictho Podminky: teplota suSiciho

fragmentaéni

agmentacnt | | (Ny 350°C, pritok | plynu  (Ny  350°C, teplota | plynu (N  350°C,  teplota
prechody pro | o« .to plynu (N,) 6 Lmin, | vypafovéni  250°C,  prittok | vypatovéni 350°C, pritok susiciho
vybrané nebulizaéni tlak 20 psi, napéti | susictho plynu (N,) 6 L.min™', | plynu (N,) 6 L.min"', nebulizaéni
analyty na kapildfe 4000 V, napéti na | nebulizacni tlak 20 psi, napéti na | tlak 60 psi, napéti na kapilare 2000
v MRM fragmentoru 140 V, energie | kapildte 2500 V, napéti na | V, napéti na fragmentoru 140 V,
moédé v kolizni cele 45 eV fragmentoru 150 V, energie | energie v kolizni cele 45 eV

v kolizni cele 45 eV

BaP-9,10-diol

269 — 239 35971 189160 1182

269 — 250 18466 101649 630
BaP612D

283 — 226 8520 9416 25979

283 — 255 1040 728 2361
3OHBaP

269 — 239 3212 66201 8016

269 — 252 1486 30274 4722
BaP-7-one

271 — 215 10338 44447 6197

271 — 252 2932 12980 1947

Na obr. 13 je ilustrativni zdznam piekrytych extrahovanych iontovych chromatogramt
(EIC) pro sledované standardy pii pouziti APCI v pozitivhim moédu, piicemzZ
chromatografické podminky zistaly nezménény. BaP-9,10-diol eluuje v ¢ase 4,1 min. a jeho
molekulovd hmotnost je 286 g.mol”, avsak pozorovany byl iont m/z 269, coz by mohlo
odpovidat iontu [M + H-H,O]*. 30HBaP eluuje zase v ¢ase 23,0 min., jeho molekulova
hmotnost je 268 g.mol'1 a v kladném médé€ byl pozorovan vznik pseudomolekulového iontu
M + H]" s m/z 269. Obé slouceniny obsahuji ve své molekule -OH skupinu a mohly by
poskytovat odezvu v negativhim moédu. BaP612D se eluuje v Case 16,7 min., Jeho
molekulovd hmotnost je 282 g.mol™ a v kladném méd& byl pozorovan vznik iontu [M + H *
m/z 283. BaP-7-one eluuje v Case 23,3 min., jeho molekulovd hmotnost je 270 g.mol'1 av
kladném modé€ byl pozorovan vznik iontu [M + H] + s m/z 271. U téchto dvou slouenin se
nepiedpokldda odezva v negativnim médu.

Z fragmentacnich schémat BaP-9,10-diolu a 30HBaP je ziejmé, Ze poskytuji nckteré

fragmenty se stejnym m/z (napft. 268, 252, 239, 226), ale v rizném vzdjemném poméru, co by
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mohlo slouzit pozdé€ji jako dalSi ovéfovaci kritérium. Naproti tomu schémata fragmentace pro
BaP612D a BaP-7-one jsou rozdilné. VSechny dosavadni informace tvoii zdklad pro
nasledujici pokusy identifikovat vzniklé oxidované produkty BaP po fotolyze v methanolu
nebo hexanu metodou HPLC/MS/MS. Hlavnim handicapem této techniky je, Ze zatim

neexistuji knihovny spekter, které by se mohly vyuZit pfi feseni podobnych problémii.

x10 6 | + EIC(283.0) Scan t090814-mix-scan.d

1 2682

103 [¥ Prodioct Ton (8725 i) (2630 5 ) OOURTE.GoE9CENT S

™ W0 ® W o W o w0 w0

W W W W % o do o o

T 0 o b o
Abundance va. Mass-to-Charge ()

2

: yt X JJQ%%.A

T
i 5 3 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 0 2 4 6
Abundance vs. Acquisition Time (min)

Obr. 13: Prekryté extrahované iontové chromatografické zdaznamy (EIC) roztoku smési
standardii oxidovanych forem BaP (koncentrace jednotlivych analytii jsou uvedeny v textu k
obr.22) chemicky ionizovanych pri atmosférickém tlaku v pozitivnim modu (APCI +) spolu s

Jjejich fragmentacnimi schématy (pouZitd kolizni energie 40eV) ; (1) (BaP-9,10-diol), m/z 269
(2) BaP612D, m/z 283; (3) 30OHBaP, m/z 269 (4) (BaP-7-one), m/z 271

(Chromatografické podminky viz obr. 11, podminky MS detekce: teplota susiciho plynu (N,) 350°C, teplota vypafovani
250°C, priitok susiciho plynu (N,) 6 L.min™', nebulizaéni tlak 20 psi, nap&ti na kapilaie 2500 V, napéti na fragmentoru 150V,

dwell time 50 ms)

5.2 Identifikace produktii oxidace BaP metodami GC/MS aHPLC/MS/MS

5.2.1 GC/MS analyza

Analyza byla realizovdna na plynovém chromatogramu 6890N ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem 5973 inert mass selective Spectrometer (Agilent Technologies, Palo Alto,
California, USA). Pracovali jsme s J & W 123-5731 DB-5HT o rozmérech 30m x 0,32 mm x
0,1 pm a teplotnim programem 60 ° C, 10 / min do 350 ° C pfi pratoku helia jako nosného
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plynu 1,9 ml/min. Vzorek se davkované v reZimu pulzni splitless pii teploté 280 ° C. Rozsah

sledovanych hmotnosti byl 29 -500 daltont. Zdznam standardi je na obr. 14.
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Obr. 14: Chromatogram vybranych standardii a jejich hmotnostnich spekter

30HBaP eluuje jako symetricky pik i bez derivatizace, eluce dihydrodiolu se vSak
nepozorovala a tento pik se vyhodné stanovil metodou HPLC/MS/MS. Na zaklad¢ ziskanych
vysledkl jsme se zamé¢fili na analyzu oxidovanych produktd BaP, které vznikly 24-hodinovou
fotolyzou v methanolu an-hexanu. Jak se vSak ukdzalo v methanolu vznikaly hlavné
metoxyderivaty oxidovanych produktt. Jejich identifikace je vSak vzhledem k nedostupnosti
standardi i jejich hmotnostni spektrometrii mimofddné obtiznd. Navic je jejich vznik
v uzenych masnych vyrobkli pouze mdlo pravdépodobny vzhledem k nepfitomnosti
methanolu. Z uvedeného diivodu jsme se zaméfili na analyzu oxidovanych BaP v hexanu,
ktery je svoji polaritou vice podobny lipofilnimu prostiedi redlnych vzorki. Ziskany zdznam

jenaobr. 15.
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Obr. 15: Chromatogram oxidovanych produktit BaP v hexanu po 24-hodinové fotolyze
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Jak vidno, jednd se o pomérné komplikovanou smés oxidovanych produkti, pficemz ve
vétsing elucnich kiivek eluuje nékolik komponeti. Je to zpisobeno zejména tim, Ze vzhledem
k vysoké teploté varu analyzovanych slouCenin neni mozné pouzit dlouhou kapildrni kolonu
s hrubym filmem stacionéarni faze, coz znacné sniZuje separac¢ni schopnost kolony. Jak vidno
ze ziskanych fragmentogrami na obr. 16 (m/z 268 pro hydroxy, m/z 270 pro -6ny a m/z 282

pro diony BaP) pozorovéna pfitomnost vSech tif typti sloucenin.
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Obr. 16: Fragmentogram oxidovanych forem BaP
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V piipad¢ hydroxyderivati lze pozorovat vyrazny pik 30HBaP, poloha hydroxy skupiny
ostatnich pfitomnych derivatd nebyla divodu nedostupnosti standardit dosud urcena.
V pifipadé dion se pozorovala piitomnost BaP612D, ktery vSak pravdépodobné koeluuje
sdalS$im dionem. Piku s retenénim c¢asem 22,856 min byla na zdklad€ zjiSt€ného

hmotnostniho spektra pfifazena struktura dionu.

5.2.2 HPLC analyza oxidovanych forem benzo[a]pyrénu

Cilem této ¢4sti diplomové prace bylo najit vhodny chromatograficky system pro stanoveni
kyslikatych forem BaP vznikajicich pfi jeho fotodegradaci. Z literatury [3] je zndmo, Ze
mohou vznikat rizné oxidované formy (hydroxyderivaty, dihydroxyderivaty, epoxiderivaty,
chinonové slouceniny ,...), ale je problém jejich komer¢ni dostupnost. Z tohoto divodu se
postupovalo feSenim dil¢ich dkold. Byly k dispozici nasledujici 4 standardy (BaP612D, BaP-
9,10-diol, 30HBaP a BaP-7-one), které reprezentovaly jednotlivé typy oxidovanych produkt

BaP. Predpoklddalo se, ze vybrané slouceniny by mohly vznikat fotolyzou BaP a jejich
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polohové izomery by mohly poskytovat stejné fragmentacné ionty v hmotnostnim spektru, .

jejich rozliSeni by bylo mozné pouze diky pouZité separacni technice.

5.2.2.1 Ovéreni vhodnosti chromatografickych podminek pro separaci degradacnich

produktit benzo[a]pyrénu

Navrzené chromatografické podminky poskytuji separaci BaP (ret. ¢as 33 min., obr.11) a 4
riznych oxidovanych produkti (obr.12), pficemz je tieba ovéfit, zda poskytuje dostatek
prostoru pro separaci sloucenin vzniklych v modelovych systémech, #. po 24-hodinové
fotolyze BaP v methanolu a n-hexanu. PouzZily se dostupné zplisoby detekce a na obr. 14-22
jsou zobrazeny chromatografické zdznamy pii spektrofotometrické, fluorescencni i MS

detekci.
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Obr. 14: Chromatograficky zdznam roztoku BaP (¢ = 20 mg/L) po fotooxidaci v n-hexanu

(Chromatografické podminky, viz obr. 11: detekce 220 nm — 550 nm)
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Obr. 15: Chromatograficky zdznam roztoku BaP (¢ = 20 mg/L) po fotooxidaci v n-hexanu

(Chromatografické podminky: viz obr. 11; UV detekce A = 280 nm)
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Obr. 16: Chromatograficky zdznam roztoku BaP (¢ = 20 mg/L) po fotooxidaci v n-hexanu

(Chromatografické podminky: viz obr. 21; detekce FLD detekce Ex = 250 nm, Em = 410 nm)
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Obr. 17: Chromatograficky zdznam roztoku BaP (¢ = 20 mg/L) po fotooxiddcii v methanolu
(Chromatografické podminky: viz obr. 11; detekce 220 nm — 550 nm)
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Obr. 18: Chromatograficky zdznam roztoku BaP (¢ = 20 mg/L) po fotooxidaci v methanolu
(Chromatografické podminky: viz obr. 11; UV detekce A = 280 nm)
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Obr. 19: Chromatograficky zdznam roztoku BaP (¢ = 20 mg/L) po fotooxidaci v n-methanolu
(Chromatografické podminky: viz obr. 11; detekce FLD detekce Ex = 250 nm, Em = 410 nm)
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Z obr. 14 - 19 je ziejmé, Ze vzniklo velké mnozZstvi produktt fotolyzy, které jsou poldrne;js
(eluuji v daném separacnim systému pred BaP) i mén¢ polarni jako piivodni analyt. Absorpcni
maxima nekterych produkti jsou posunuty az do oblasti 450 nm - 520 nm (ebr. 14, 17), coz
zpusobovalo zbarveni roztokil od svétle Zluté az po syté oranZovou barvu. Nekteré slozky
v modelovych systémech vykazovaly fluorescencni aktivitu pfi podminkach vhodnych pro
stanoveni BaP (obr. 16, 19), u jinych se schopnost fluoreskovat za danych podminek ztratila,
coz pravdépodobné souvisi se zménami ve struktufe vzniklych produktt.

Na obr.20-22 jsou zobrazeny chromatografické zdznamy methanolického
a n-hexanoveho roztoku BaP po fotooxidécii ziskané po pozitivnej chemickej ionizacii za
atmosferického tlaku a MS detekcii. Vzorky byly nejdiive namétfené v skenovacim mddu
a vyhodnocovacim softwarem MassHunter byly vyextrahovany i6énové chromatogramy (EIC)
pfi tfech zvolenych pomérech m/z (tj. m/z = 269, 271, 283), které koresponduji s vybranymi
modelovymi standardy oxidovanych forem BaP. Z grafického porovnani je zfejmé, Ze
v prostfedi methanolu vznikd vétsi mnoZstvi rozkladnych produkt, coZ je v souladu
s publikovanymi udaji [16]. Snaha identifikovat vzniklé produkty se dosud soustfedila na ty,
které vznikly v dostatecném mnozstvi v obou sledovanych systémech.

Z stépeni schémat pro piky s oznacenim Al a A2 (obr. 20) lze zjistit, Ze oba poskytuji
prekurzorovy iont s m/z 269 a fragmentové ionty s m/z 268, 250, 240, 239, 226, které
odpovidaji Stépeni schématu BaP-9,10-diolu. Lisi se od méfeného standardu pomérem
jednotlivych Stépeni iontl i retencnim Casem, coZ vede k vysloveni hypotézy o vzniku dvou
dalsich diolovych derivati BaP s rozdilnou polaritou. Pik s oznacenim A3 poskytuje sice
prekursorovy iont s m/z 269, ale jeho fragmentacni schéma nebylo pozorovéno ani pii BaP-
9,10-diol ani pii 30OHBaP, takZe neni k dispozici dostatek informaci pro vysloveni néjaké
hypotézy.

Piky s oznacenim B1-B3 (ebr. 21) poskytuji sice prekursorovy iont s m/z 271, ale jejich
schémata fragmentace se neshoduji s fragmentaci zjiSténou pro BaP-7-one, takze zatim neni
dostatek informaci na vysloveni jakékoli hypotézy.

Pik s oznacenim C3 (obr. 22) poskytuje prekursorovy iont s m/z 283 a fragmentacni ionty
sm/z 226 a m/z 255 [M*-28]. Fragmentaéni schéma a retenéni &as jsou ve shodé
s ptedchozim méfenim roztoku standardu BaP612D, ktery je zobrazen na obr. 13. Piky
s oznacenim C1 a C2 poskytuji také prekursorovy iont s m/z 283 a fragmentacni ionty s m/z
226 a m/z 255 [M'-28], avSak maji odlisné retenéni ¢asy v danych chromatografickych
systémech, coz vede k vysloveni hypotézy o jinych chinonovych izomerech. Pik s oznacenim

C4 eluuje v separacnim systému ve stejném reten¢nim Case jako BaP (RT 33,5 min.)
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a poskytuje pouze fragmentacni iont s m/z 252, coz by mohl byt iont-radikdl BaP a vede k
vysloveni domnénky, Ze pik s oznaCenim C4 je artefakt vznikajici v iontovém zdroji béhem

chemické ionizace.

x10 4 |+ TIC Product lon (** -> **) 1091020-fr1-269-40.d
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Obr.20: Prekryté EIC chromatografické zdaznamy s m/z 269 roztoku BaP (¢ = 20 mg/L) po
fotooxidaci v methanolu (modry zdznam) a v n-hexanu (Cerveny zdznam) s fragmentacnimi
schématy pro vybrané piky (pouZitd kolizni energie 40eV); (Al ) neidentifikované, RT 3,3 min.,
(A2) neidentifikované, RT 10,8 min.,; (A3) neidentifikované, RT 10,8 min

(Chromatografické podminky: viz obr. 11; podminky MS detekce: viz obr. 13)
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Obr. 21: Prekryté EIC chromatografické zdaznamy m/z 271 roztoku BaP (c = 20 mg/L) po

fotooxidaci v methanolu (modry zdznam) a v n-hexanu (Cerveny zdznam) s fragmentacnimi

schématy pro vybrané piky (pouZitd kolizni energie 40eV), (B1) neidentifikované, RT 21,5
min.; (B2) neidentifikované, RT 22,0 min.; (B3) neidentifikované, RT 23,4 min.
(Chromatografické podminky: viz ebr. 11; podminky MS detekce: viz obr. 13)
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Obr. 22: Prekryté EIC chromatografické zaznamy m/z 283 roztoku BaP (c = 20 mg/L) po

fotooxidaci v methanolu (modry zdznam) a v n-hexanu (Cerveny zdznam) s fragmenatcnimi

schématy pro vybrané piky (pouZitd kolizni energie 40eV); (Cl) neidentifikované, RT 13,7
min.; (C2) neidentifikované, RT 14,4 min.; (C3) BaP612D, RT 16,7 min.
(Chromatografické podminky: viz obr.11; podminky MS detekce: viz obr. 13)
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5.3 Kinetika fotooxidace BaP v modelovém systému

V této Casti diplomové prace se v zjednodusenych modelovych systémech sledovala
fotooxidace BaP v raznych experimentdlnich podminkach (v roztoku nebo v tenké vrstve,
ruzné teploty, rizné druhy zédfeni) a na zdkladé namétenych vysledkl jsme se pokusili urcit
fad reakce a né€které zdkladni kinetické parametry (konstantu, polocas rozpadu). Vychazeje
z literarnich udaji [3], lze reakci fotolyzy BaP charakterizovat jako slozitou, kterd se da
castecné rozdelit na reakce rozvétvené (tj. probihajici vedle sebe) a postupné (#j. produkty
jedné reakce jsou vychozimi slozkami druhé reakce). Kinetické studium sloZitych reakci
vyzaduje kromé sledovani cCasové zavislosti koncentrace vychozi slozky sledovat
i koncentra¢ni zmény produktii. Vychdzelo se z ptredpokladu, Ze jedna z dilCich reakci je
nejpomalejsi a tedy i urcujici pro ostatni reakce. Pro stanoveni obsahu BaP v modelovych
vzorcich po ozéfeni byla pouZzita metoda HPLC.

Po odebrani ozareného vzorku rozklad BaP pokraCuje a proto bylo nutné minimalizovat
Cas analyzy. Z tohto diivodu byla pouZzita pro stanoveni obsahu BaP v modelovych vzorcich
rychld izokraticki HPLC metoda s flurescencni detekci, kterd je mimotfddné citliva
a selektivni pro sledovany analyt. Jak je uvedeno v €asti 5.1, pfi fotolyze BaP vznikd velké
mnozstvi rozkladnych produkti, ze kterych jen nc¢které maji fluorescencni vlastnosti shodné
s vychozi latkou. Piredpokladalo se, Ze jejich koncentrace je minimdlné¢ o 2 fady niZsi oproti
BaP a tedy by nemély mit signifikantni vliv na sledovani jeho ubytku v ozarenych vzorcich.

Obr. 23 zobrazuje chromatograficky zdznam roztoku standardu pfi zvolenych podminkéach.
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Obr. 23: Chromatograficky zdznam roztoku standardu BaP (c= 2,0 ug/L)
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Pro sadu kalibra¢nich roztokli se namcéfily plochy piki za definovanych
chromatografickych podminek a metodou nejmensich ctverci byly vypocteny kalibracni
zavislosti plochy piku BaP od jeho koncentracie. BaP byl ozafen v rtiznych rozpoustédlech
(methanol, n-hexan, tricaprylin) a mobilni fize obsahovala Cisty metanol. Kalibra¢ni roztoky
se pfipravili stejnym zpisobem, jako se pfipravily vzorky a zjiSténé zdvislosti byly srovniny
pomoci Lordova testu na zhodnost dvou stfednich hodnot pro faktory odezvy, t.j. pomér A/c
(tab. 4). Vypocitaly se hodnoty Lordova kritéria u pro stfedni hodnoty faktoru odezvy v
methanole a smési n-hexan—metanol (¥ = 0,086) resp, v methanole asmeési tricaprylin-
methanol (u = 0,178). Vypocitané hodnoty Lordova kritéria u jsou mensi jako kritickd
hodnota u, (pro 6 méfeni na hladin€é vyznamnosti 0=0,05) = 0,250 a je tedy mozné
konstatovat, Ze neni signifikantni rozdil mezi kalibra¢nimi zdvislostmi BaP v methanole nebo
ve smesi s n-hexan (1:9, viv) resp. ve smési s tricaprylinem (1:9, v:v). VSechna méfeni

kinetiky byla vyhodnocovina z linedrni kalibra¢ni zdvislosti pro BaP v methanole (obr. 24).

Tab. 4: Parametry linedrni zdvislosti pro BaP ve tvaru ¢ = aP + b, kde c je koncentrace

BaP v roztoku uvedend v ug/L, P je plocha piku BaP

Regresni A/c — pramér z 5
Rozpoustédlo Koeficient a Koeficient b ,
koeficient R meéreni
Methanol 6,597 . 107 2,952 .10° 0,99996 15053,46
n-hexan - methanol 6,577 . 10° -1,816 . 10 0,99997 14959,39
n-hexan - tricaprilin 6,581.107 -0,173 0,99900 16174,25
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Obr. 24: Grafickd zdvislost koncentrace BaP na plose piku

5.3.1 Kinetika fotooxidacie benzo[a]pyrénu v roztoku

5.3.1.1 Izotermické podminky

Fotolyza BaP se realizovala ve fotochemickom reaktoru firmy Photochemical reactors
LTD, Berkshire, UK. Redlnd potravinovd matrice se obvykle skladd z tuhé i kapalné frakce
s rozdilnou polaritou. Z divodu nizké rozpustnosti BaP ve vodé (3,8 pg/L)[15], se pouzil
v experimentech methanol. Modelem lipofilni frakce potravin byl zvolen n-hexan resp.
glyceryltrioktanodt. Pii izotermickych méfenich se roztoky temperovali na teplotu 15°C.

Vlastni fotolyza byla realizovdna v poldrnim rozpoustédle (methanol), nepoldrnim (n-
hexan) a v glyceryltrioktanoatu, ktery simuloval tukové prostiedi. Kinetika se sledovala pii
ttech koncentracich BaP a pii 254 nm (nizkotlakd rtutovd vybojka) a 365nm (xenonova
vybojka). Koncentrace BaP se pribézné stanovovany metodou HPLC. Zjistili jsme, Ze
s polaritou rozpoustédla vzristd i rychlost eliminace BaP. Jak vidno z obr. 25 a 26 je

eliminace v methanolu podstatné rychlejsi nez v hexanu.
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Obr. 25: Eliminace BaP v roztoku methanolu a n-hexanu pri 254 nm pro tri pocdtecni

koncentrace 50, 100 a 150 ug/L
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Obr. 26: Eliminace BaP v roztoku methanolu a n-hexanu pri 365 nm pro pocdtecni koncetrace

50, 100 a 150 ug/L a v glyceryltrioktanodtu (100 ug/L)

Pokusili jsme se urcit tdd reakce eliminace BaP pii tfech rdznych pocatecnich
koncentracich v hexanu a v methanolu. Vzorec pro vypocet fddu reakce byl odvozen

z rychlostni reakce n-té€ho fadu (2). Po integraci a tpravé byl ziskan vztah (3)

dc
——=kc"
dr (2)

Co

i (n =kt ®)

Cc =
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Vlastni vypocet byl proveden pomoci programu Origin Pro 7.0, vysledky jsou uvedeny v

tab. 5.

Tab. 5: Hodnoty rddu reakce (n) eliminace BaP v methanolu a hexanu pri 254 nm

Hexan Methanol
Konc. BaP [pg/L] n Konc. BaP [pg/L] n
50 0,996 50 0,944
100 1,180 100 0,900
150 1,152 150 1,182

Z vypoctenych hodnot vyplyva, Ze oxidaci BaP lze povazovat za reakci 1. fadu nebo za
reakci psedomonomolekovou, kterd je specifickym piipadem reakce 2. fadu, kdy je jeden
z reaktantii ve velkém stechiometrickém nadbytku.

Pod reakci 1. fadu se rozumi kvantitativni pfeména molekul vychozi sloZky na konecné
produkty reakce, kterd je nezdvisld na pfitomnosti ostatnich latek v systému a lze ji
schematicky zapsat:

A—Pl+P2
pficemz jeji kinetickou rovnici 1ze psét ve tvaru:
cley=e™ (4)
kde o je pocatecni koncentrace [ug/L],
k je rychlostni konstanta [min™']

t je ¢as [min].

Diky predchozim informacim byly vypocteny hodnoty rychlostnich konstant a polocasy

rozpadu BaP pfi riznych podminkach fotolyzy a vysledky jsou uvedeny v tab. 6.
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Tab. 6: Hodnoty rychlostnich konstant a polocasy rozpadu BaP pri riiznych podminkdch

fotolyzy
k[min'] T12 [min] Rozpoustédlo
-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 podminky

Mechanismus procest je velmi Casto nejasny a znacné komplikovany, aby mohl byt
popsan jednoduchym kineticky modelem. Navic, predpokladali jsme, Ze rychlost
fotodegradacnich reakcii BaP je také funkci teploty, a proto je nutné na jeji exaktni popis
vyuZzit vhodny matematicky aparat, zahrnujici teplotu jako jeden z parametrii. Tento problém
lze tesit vyuzitim tzv. jednokrokové kinetické aproximace. [12-14]. Ty jsou zaloZeny na
skutecnosti, Ze procesy v tuhé fazi jsou obecné funkci teploty a konverze.

da
— =®(T,a)
dr
Funkce ® ve vztahu (5) mize byt vyjadfena jako soucin dvou od sebe nezavislych funkct,

pricemz prvni, k(T), zavisi jen od teploty T a druhd, f(@),jen od konverze procesu o

P(T,a)=k()f (@)

Kombinaci vztaht (5) a (6) dostaneme:
do
—=k(T)flx
= k)i(a)

Tento vztah je matematickym vyjddfenim jednokrokové aproximace. Uvedenou kinetickou
rovnici je mozné feSit vyjadienim k(T) pomoci Arrheniovy rovnice, ale pro neizotermické
procesy nemd vznikly integrdl primitivni funkci. V tomto ptipadé je jednou z moZnosti
vyjadfit teplotni funkci ve tvaru:

k(T)=AT"

kde T je absolutni teplota a A a m jsou preexponencidlni faktory, které nemaji fyzikalni

vyznam.
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Konverzni funkce je vyjddiena pro reakci n-t€ého fadu vztahem:
tla)=0-a) (6)

Kombinaci vztaht (6), (7), (8) a ipravou vznikne pro reakci I. fadu rovnice:

a t
jd—a = jAdet (9)
oll-a) 0

Pfi neizotermickém ohfevu s konstantni rychlosti ohfevu je mozné vyjadrit zavislost

teploty od Casu vztahem:
T = TO + ,Bl (10)

kde Ty je pocatecni teplota a 3 rychlost ohfevu. Kombindci vztahii (9) a (10) se po integraci

a Uprave¢ ziska rovnice:

a=1—-ex _AT—mH
= P ﬁ(m+1) (11)

V rovnici (9) se predpokladd, Ze poc¢atecni teplota TO ohfevu je nastavena na hodnotu, pii
které nedochdzi k Zadnému procesu, tj. dolni integracni limit je piti TO = O.
Rovnici (9) je moZné pouZit k uréeni hodnoty parametri A a m. ReSenim se viak ziskajf

extrémné malé hodnoty parametru A, které jsou z praktického hlediska nepohodlné. Z

uvedeného divodu je vyhodné zavést redukovanou teplotu ¥, definovanou vztahem:
g=_ (12)

PricemZz T, je referencni teplota, které hodnotu miZeme zvolit libovolné. Pfi naSich
experimentech byla jeji hodnota zvolena na 400 K, coZ odpovida teploté 126,85°C. Tim je
mozné vztah (8) vyjadfit jako:

k=at?" (13)
pficemz
a=AT" (14)

Dosazenim do rovnice 11 je moZné ziskat rovnici

oa=1]—ex _ﬂ
= P ,B(m+]) (15)

55



Konverze polymerizace je definovéna jako

kde ¢, a c reprezentuje obsah AA ve vzorku pii teplotich 7, a T. Kombinaci (15) a (16) se

ziska vyslednd rovnice, kterd slouzi na vypocet kinetickych parametrii procesu eliminace:

aTrﬁm—i_1
B (m + 1)

c=cgexp| —

Hodnoty parametrti "a", "m" a co se zjistily nelinearni optimalizaci pomoci programu
Origin 7.5. Jak jiz bylo zminéno parametry "a" a "m" nemaji fyzikdlni vyznam, avSak
umoznuji modelovat kineticky proces bez hlubsi znalosti jeho mechanismu [12-14].

V disledku toho je mozné na zdklad¢ vysledkd ziskanych pfi neizotermickom procesu
s linedrni rychlosti ohfevu vypocitat hodnotu a i polo¢as rozpadu pro libovolnou izotermicka
teplotu v rdmci méfeného teplotniho intervalu. Pro konstantni teplotu a reakci I. fadu lze
dosazenim do vztahu (13) rovnici pro vypocet polo¢asu rozpadu vyjadiit jako

__In(0.5) _in(0.,5)

TI/Z -
k av"

Uvedené matematické vztahy umoziuji vypocet zdkladnich kinetickych charakteristik, tj,
polocas reakce, rychlostni konstantu, poptipad€ dalSi parametry, jako je aktivacni energie
jednotlivych procesti. S ohledem na zadani a rozsah diplomové prace jakoZto i naro¢nost
matematického zpracovani, v této praci jsme se zaméfili pouze na charakterizaci polocast

fotooxidacnich reakci.

Uskutecnili jsme sérii experimentli, ve kterych se sledoval vliv teploty na rychlost
eliminace BaP v tricaprylinu, ktery se svymi vlastnostmi nejvice blizil k vlastnostem oleji a
tuklt v redlné potravinové matrici. Z obr. 27 je zifejmé, Ze vzrustajici teplota urychluje
degradaci BaP.

Pfi neizotermickém ohfevu s linedrnim gradientem ohfevu je moZzny odhad kinetickych
parametrii v celém méfeném teplotnim intervale, takze neni potiebné méfit kinetické
parametry v izotermickém reZimu pro kaZzdou poZadovanou teplotu zvIast, pfi¢emz dobrou

shodu obou typti experimenti dokumentuje i tab. 7.
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Obr. 27: Eliminace BaP v roztoku tricaprylinu pri ruznych teplotdch

Tab. 7: Porovndni polocasu rozpadu za izotermickych a neizotermickych podminek pro

eliminacii BaP v tricaprylinu (A = 365 nm)

R Odhad 71, [min] z 71,2 [min] vypocteno z
Teplota [ °C] . I I C o
neizotermickych méreni izotermickych méreni

15 144,3 173,8
30 95,4 73,0
50 52,0 48,5

Vysledky experimenti prokdzali, Ze s rostouci teplotou se skracuje poloCas reakce, co
potvrzuje vyrazné pozitivni vliv teploty na rychlost eliminace BaP. Pfi porovnani vysledki
dosaZenych za izotermickych a neizotermickych podminek Ize konstatovat, vySe opsany trend
je zjevny u obou procesu. S ohledem na redlni podminky fotooxidace, je vSak jeji opis pomoci

aparatu pro neizotermickou kinetiku exaktnéjsi.

5.3.2 Kinetika fotooxidacie benzo[a]pyrénu na tenké vrstvé (filmu)

V redlnych vzorcich se BaP vyskytuje v povrchovych vrstvach, kde je vlhka tuha frakce
pokryta tenkym lipofilnim resp. hydrofilnim filmem. V této ¢asti diplomové prace se
sledovala eliminace BaP v tenké vrstvé tricaprylinu, kterd byla ozafovdna xenonovou
vybojkou ¢i sluneénim zdfenim pii laboratorni teploté. Naméfené zdvislosti ubytku BaP

ozafovaného xenonovou vybojkou jsou zobrazeny na obr. 28 a slunecCnim zafenim jsou
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uvedené v tab. 8a a 8b, ptiCemz intenzita slune¢niho zafeni byla mérena luxmetrem. Metodou
nelinedrni optimalizace byl urcen tad reakce N, rychlostni konstanta reakce, na zdklad¢ které
byl urcen polocas rozpadu BaP pii danych experimentdlnich podminkdch. Na zdklade
vypoctenych hodnot fadu reakce lze i v téchto podminkéach povazovat eliminaci BaP za reakci
1. fddu nebo za reakci psedomonomolekovou. Vypocital se polocas rozpadu BaP ve filmu
tricaprylinu (11, = 6,0 min) ozafovaného s UV lampou, jejiZ intenzita byla 11,55 kLux. V
porovnani s poloasem rozpadu v roztoku (fab. 7) je zietelné vyrazné zrychleni, coZz

pravdépodobné souvisi s tloustkou vrstvy, ve které se d¢j uskutocnoval.

300
=) ¢ 50 ug/L
= 250 m 100 ug/L
& A 150 ug/L
200 ug/L
e —
30 35
¢as (min)

Obr. 28: Eliminace BaP v tenké vrstvé tricaprylinu pri 365 nm pro pocdtecni koncetrace 50,

100, 150 a 200 ug/L

Denni svétlo je smésné zéateni s rtznou frekvenci a v naSich experimetech jsme ho
charakterizovali primérnou intenzitou zafeni (prvni métfeni: 51.0 kLux, druhé méteni: 93,7
kLux) a pro uvedené podminky byl uréen poloc¢as rozpadu (prvni méteni: 66 min., Druhé

méfeni : 54,3 min.), jsou v souladu s domnénkou, Ze ¢im je zatfeni intenzivngjsi tim je rozklad

rychlejsi a tudiz se zkracuje polocas rozpadu.
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Tab. 8a: Klesajici koncentrace BaP pri poufiti pocdtecni koncentrace 100 ug/L pri

ozarovdni pomoci denniho svétla

Cas [min] Svétlo [kLux] Koncentrace BaP

[ ng/L]

0 96,6 100,3
30 85,0 37,0
60 82,3 518
90 58,5 393
120 169 93
150 7,2 14,9

Tab. 8b: Klesajici koncentrace BaP pri poufiti pocdtecni koncentrace 100 ug/L pri

ozarovdni pomoci denniho svétla

Cas [min] Svétlo [kLux] Koncentrace BaP

[ ng/L]

0 71,1 109,3
30 87,3 353
60 97,3 535
20 107,5 384
120 114,6 205
180 583 4

54 Studium vliva latek s antioxidacnim uc¢inkem na rychlost oxidace
benzo[a]pyrénu

Byl studovan vliv latek s antioxidacni aktivitou BHT a o-metoxyfenolu (guajak) na
kinetiku oxidace BaP. Predpokladali jsme, Ze v dlsledku antioxida¢ni aktivity bude potlacen
vznik nékterych oxidovanych forem BaP. Mé&feni se realizovalo pro pocatecni koncentrace
100 pg/L BaP v hexanu. Pracovali jsme pfi dvou koncetraciach 100 mg/L a 1g/L guajakolu,
coz simuluje pomér téchto sloucenin v uzenych masnych vyrobcich. Pracovali jsme

s xenonovou vybojkou pti 365nm. Vysledky kinetiky eliminace jsou na obr. 29.
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Obr. 29: Eliminace BaP v hexanu pri 365 nm pro pocdtecni koncetraci BaP 100 ug/L v

Jak vidno, porovnidnim obr. 26 aobr. 29, nebyla pozorovéana inhibice eliminace BaP
v prostfedi obou antioxidantii, naopak, rychlost eliminace BaP se zvysila piiblizné¢ o 30%
(tab. 9). Tento jev souvisi pravdépodobné s oxida¢nimi, resp. polykondenza¢nimi reakcemi

mezi antioxidantem a BaP.

Tab. 9: Hodnoty rychlostnich konstant a polocasy rozpadu BaP pri riiznych podminkdch

T T T T T T T
100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140

Time [min] Time [min]

pritomnosti guajakolu a BHT s koncentraci 100 mg/L a 1 g/L

fotolyzy
k[min'l] T12 [min] Rozpoustédlo
-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. ZAVER

V préci se vyselektovali metody vhodné pro studium procesti fotoindukované degradace
BaP v riznych modelovych systémech vyuZitim moderni instrumentdlni techniky, zejména
GC-MS a HPLC-MS-MS, které byly nésledné vyuzité na identifikaci sloucenin vznikajicich
v procesu fotooxidace BaP v modelovych systémech (roztoky BaP v methanolu a n-hexanu).
Prostudoval se taktéz vliv téchto rozpoustédel, zdrojii osvétleni a vlnové délky pouZitého
zafeni na rychlost eliminace BaP. Kinetické aspekty fotodegradace BaP byly vyhodnocovany
pomoci modeld platnych pro izotermické i neizotermické podminky. Prostudoval se také vliv

vybranych antioxidantd na rychlost fotooxidace BaP za izotermickych podminek.

1) Vybér vhodnych metod pro studium procesi fotoindukované degradace
benzo[a]pyrénu

» Jako optimdlni pro separaci produkti degradace BaP se ukazala byt kolona Zorbax
Eclipse XDB-Cig (rozméry: 4,6 x 50 mm, pramér Castic 1,8 pm), ptfi¢emZz jako
mobilni faze byla pouzita Smé&s metanol:voda v reZimu gradientové eluce;

» VyzkouSely se rGzné ioniza¢ni techniky (ESI, APCI, APPI), s ohledem na povahu
studovanych slouc¢enin (polarita, strukturni vlastnosti — aromatické jadro, volny
elektronovy par na atomu kysliku), jako nejvhodnéjsi se jevila technika chemické
1onizace pii atmosférickém tlaku v pozitivhim médu.

Uvedené podminky umoznuji pomérné spolehlivou identifikaci slou¢enin vznikajicich v

procesu fotooxidace BaP v modolovych systémech pomoci HPLC-MS-MS.

V piipadé GC-MS byla efektivné vyuzitd metoda splitless ddvkovdni, vzhledem k nizkym

koncentra¢nim hladindm vznikajicich produktt fotodegradace BaP.

S ohledem na nizkou tékavost studovanych latek, jako efektivnéj$i z hlediska separacni

ucinnosti a ndsledné identifikace se ukdzala metoda HPLC-MS-MS. Je vSak nutné
poznamenat, zZe identifikace slouCenin vznikajicich béhem fotodegradace BaP v modelovych

smésich je stizend nedostupnosti zodpovidajicich standardii oxidovanych forem.

2) Vliv experimentalnich podminek na rychlost degradace benzo[a]pyrénu
» Fotodegradace BaP se realizovala pii dvou vinovych délkach — 254 nm (Hg vybojka)
a365 nm (Xe lampa) a ve tfech rozpoustédlech s rGznou polaritou a viskozitnimi

vlastnostmi (methanol, hexan, tricaprilin).
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» Pouzité vypocetni postupy naznacuji, Ze fotodegradace BaP probihd mechanismem
reakci prvniho, resp. pseudo-prvniho fadu. Tato skutecnost ale nevylucuje pribéh
paralelnich reakci ani tvorbu reakcnich meziproduktli; avSak neni moZné tyto
reakce/meziprodukty charakterizovat exaktnéji pomoci dostupné techniky.

» Vysledky kinetickych méreni ukazali, Ze degradacni process probiha vyrazné rychleji
pfi vinové délce 365 nm, pficemZ rychlost fotogradace klesa v potfadi metanol>
hexan>tricaprilin, pravdépodobné¢ z davodu rozdilnych fyzikdlné-chemickych
charakteristik jednotlivych rozpoustédel.

» S rostouci teplotou fotooxidace se zkracuje polocas reakce, coz potvrzuje pozitivni
vliv teploty na rychlost eliminace BaP.

» Uvedeny trend je zjevny pfi zpracovani vysledkt jak pomoci kinetickych modelt pro
izotermické, tak i pro neizotermické podminky.

» S ohledem na redlné podminky fotooxidace, je vSak jeji opis pomoci aparitu pro

Vev s

neizotermickou kinetiku exaktnéjsi.

3) Sledovani vlivu vybranych antioxidant na rychlost fotooxidace benzo[a]pyrénu
» Navzdfory ocekdvani, se nepozorovala inhibice fotooxidace BaP v pfitomnosti BHT
ani guajakolu.

» 'V prostiedi obou antioxidantl se naopak rychlost eliminace BaP zvysila.

4) Experimenty na tuhych povrsich
» Sledovala se eliminace BaP na tenké vrstvé tricaprylinu ozafovanim xenonovou
vybojkou anebo slune¢nim zafenim pfi laboratorni teplot¢.
» Na zaklad¢ vypoctenych hodnot tadu reakce lze iv téchto podminkach povazovat
eliminaci BaP za reakci 1. fddu nebo za reakci psedomonomolekovou.
» Ve srovnani s experimenty v roztocich je zfejmy vyrazny narust rychlosti
fotodegradace, pravdépodobné to souvisi s minimdlni tloustkou vrstvy, ve které

fotodegradace probihala.

Dosazené vysledky naznacuji Ze proces degradace BaP je komplexni a jsou potfebné dalsi

experimenty za tcelem exaktniho poznani jeho prab¢hu.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

30OHBaP
ACN
Ant
AOAC

BaA
BaAo
BaP
BaP-7-one
BaP-9,10-diol
BbF
BcF
BcFe
BghiF
BghiP
BHT
BjF
BkF
BPDE
BSTFA
Chin
Cor
CPcdP
DbaeP
DbahA
DBahP
DBaiP
DBalP
EPR
Fe
FID

3-hydroxybenzo[a]pyrén
acetonitril

anthracén

Asociace oficidlnich analytickych metod (z angl. Association of Official

Analytical Methods)
benzo[a]anthracén

benzo[a]anthron

benzo[a]pyrén
9,10-dihydrobenzo[a]pyren-7-on
benzo[a]pyren-trans-9 ,10-dihydrodiol
benzo[b] fluoranthén

benzo[a]fluorén
cyklopentalc,d]fenatrén
benzo[g,h,i]fluoranthen
benzo[g,h,i]perylén
2,6-di-terc-butyl-4-methyfenol

benzo [j] fluoranthén

benzo [k] fluoranthén
benzo[a]pyrén-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
chinon

koronen

cyklopenta[c,d]pyrén
dibenzo[a,e]pyrén

dibenz [a,h] antracen
dibenzo[a,h]pyrén

dibenzol[a,i]pyrén

dibenzo[a,l]pyrén

elektronovd paramagneticka resonance

fenantrén

plamenoionizacni detekce (z angl. flame ionization detector)



Flu
GC
HPLC

1123cdP
IUCC

TUPAC

LOD
MCH
MOE
MS

Naf
OHBP
oxyPAU
PAU
PCB

Per

Phe

Pyr

SCF
TEMPO
TLC
TMCS
TOF
uv
VUV-ATOFMS
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fluorantén

plynova chromatografie (z angl. gas chromatography)

vysokoucinnd kapalinova chromatografie(z angl. high pressure liquid
chromatography)

indeno[ /,2,3-cd]pyrén

Mezindrodni liga proti rakovin€ (z angl. International Union against
Cancer)

Mezinarodni unie Cisté a uzité chemie (z angl. International Union of
Pure and Applied Chemistry)

detek¢ni limit (z angl. limit of detection)

5-methylchrysén

odhadované mnozstvi expozice (z angl. margin of exposure)

hmotnostni spekterometrie (z angl. mass spectrometry)

naftalen

hydroxybenzo[a]pyrén

oxidované formy PAU

polycyclické aromatické uhlovodiky

polychlorované bifenyly

perylén

fenantrén (z angl. phenathrene)

pyrén

Védecky vybor pro potraviny (z angl. Scientific Committee on Food)
2,2,6,6-tetrametylpiperidin-N-oxyl

tenkovrstva chromatografie (z angl. thin layer chromatography)
trimethylchloristan

detetor doby letu (z angl. time of flight)

ultrafialové (z angl. ultra-violet)

ultrafialovd fotoionizace aerosolem za vakua s detekci doby letu na
hmotnostnim spektrometru (z angl. vacuum ultraviolet photoionization

aerosol time-of-flight mass spectrometer)





