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1 Uvod

Pyrolyza je tepelna dekompozice (rozklad) materialu za zvySené teploty v inertni
atmosféte. Zahrnuje strukturni zmény chemickych individuii a jednd se o ireverzibilni
(nevratny) fyzikalné-chemicky dé&j. Nazev tohoto déje je odvozen z feckych slov pyro ,,ohen*
a lysis ,rozpusténi“. Pyrolyzou organickych latek, v obecném méfitku, vznikaji tékavé
slouceniny zanechavajici pevna rezidua obohacena o uhlik. OdliSuje se od ostatnich fyzikaln¢-
chemickych procest, jako je spalovani nebo hydrolyza, tim, Ze neni tieba pfitomnosti reagentu,
kterymi jsou napt. kyslik nebo voda. Je podminéna pouze teplotou vyssi, nez je teplota varu
vody nebo jinych rozpoustédel. [1]

Jiz od objeveni ohn¢, lidstvo vyuziva tepelnou upravu potravin ke zvySeni jeji
stravitelnosti a sniZeni rizika ristu mikroorganismi. NanesStésti Uprava touto cestou dava
vzniknout slouCeninam (pyrolytickym produktiim), které mohou byt pro zdravi clovéka
Skodlivé. Kategorie potravin s nejvyssi pravdépodobnosti vzniku rizikovych sloucenin jsou
potraviny bohaté na sacharidy (tvorba akrylamidu a hydroxymethylfurfuralu), masné a rybi
produkty (vznik heterocyklickych aromatickych aminli, N-nitrosoamini a polyaromatickych
uhlovodikil) a oleje (vznik monochlorpropan diolit). V poslednich letech se ukazuje, ze ve
vyrobcich z masa a ryb vznika nejvyznamnéjsi portfolio a mnozstvi toxikantti vznikajicich
teplem, a m¢ly by byt proto sledovany, aby bylo mozné posoudit skute¢né riziko spojené

s jejich spotiebou. [2, 3]



2 Teoreticka cast
2.1 Problematika masa a masnych vyrobkiu

Maso a masné vyrobky jsou velmi vyznamnou ekonomickou komoditou a ptedstavuji
zdvojnasobit do roku 2050. [4] V roce 2015 pramérna spotiecba masa na hlavu Cinila 41,3 kg za
rok. Predpokladana spotieba v rozvojovych a vyspélych statech bude Cinit 31,6 respektive 95,7
kg za rok. [5]

Maso hralo dilezitou roli v lidské evoluci a je dilezitou komponentou zdravé a
vyvazené diety diky svym nutricnim hodnotam. Z nutri¢niho hlediska dilezitost masa vyplyva
z jeho vysoce hodnotnych bilkovin, obsahujicich v§echny esencialni aminokyseliny, stejné tak
jako snadno pfijatelné makro i mikro prvky, vitaminy jako zelezo, selen, zinek a vitamin B12.
[6] Vnitinosti jako jatra jsou dilezitym zdrojem vitaminu A a kyseliny listové. [7]

AvSak konzumace masa a masnych vyrobkll byla asociovdna se zvySenym rizikem
vyskytu nékterych chronickych onemocnénich jako je kolorektdlni karcinom neboli rakovina
tlustého stieva, jez je treti nejcastéj$i rakovina u mazu (746 000 ptipadi, 10% z celkového
poctu) a druha u Zen (614 000, 9,2% z celkového poctu) celosvétove. [8] Tato spojitost byla
mnohymi studiemi odmitnuta, avSak je jistd mira nekonzistence mezi pozorovanimi a
experimentalnimi daty tykajicimi se Cerveného masa a rakoviny. [9] K osvétleni tohoto
problému je zapotiebi vice studii. Zaroven by mélo byt zkoumano piedejiti nebo zmirnéni
karcinogenni aktivity masnych vyrobkl. Primyslové zpracovavani snizuje hodnotu masnych
vyrobkd, a proto i jejich ceny mohou byt snizeny a doba trvanlivosti miize byt prodlouzena. [4]
Avsak slozeni masa miZe byt poSkozeno pfitomnosti nezadoucich latek, jako jsou nitrosaminy,
polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), heterocyklické aromatické i nearomatické aminy,
biogenni aminy a produkty lipidické oxidace. [10]

Specialni pozornost byla vénovana procesu uzeni, protoZe kontaminoval masné vyrobky
polyaromatickymi uhlovodiky (PAU). Karcinogenita, mutagenita a biokumulace latek PAU
byla potvrzena Organizaci pro vyZivu a zemédélstvi (FAO), Svétovou zdravotnickou organizaci
(WHO), Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC), Evropskym vyborem pro
potraviny (SCF), Evropskym tfadem pro bezpecnost potravin (EFSA) a Agenturou pro ochranu
zivotniho prostfedi (EPA). [11] Maximalni mnozstvi latek PAU v masnych vyrobcich bylo
nekolikrat snizeno Evropskou unii.

Kontaminace latkami PAU muze byt kontrolovana, pficemz jsou zachovany pfiznivé

efekty uzeni a predchazeny nezadouci efekty této upravy potravin. [12] Zejména piedpisy



Codex Alimentarius Commision specifikuji 10 proménnych, které je tfeba kontrolovat
k minimalizaci a prevenci kontaminace latkami PAU masnych vyrobkt béhem uzeni. Kazda
Z téchto proménnych byla odpovidajicim zpisobem nezavisle studovana nékolika vyzkumnymi

tymy. [13]
2.2 Uzeni
2.2.1 Historie a vyznam

Uzeni je jednou z nejstarSich potravinarskych technologii pouzivanych lidstvem vibec.
[14, 15] Lidé pravdépodobné nechavali maso viset nad ohném jako ochranu pfed masozravymi
predatory, pficemz byl pravdépodobné objeven konzervujici ucinek koufe ve smyslu
prodlouzeni trvanlivosti masa. [16, 17] Prvni zminka o uzeni jako technologického, tedy
zam&rného procesu, se datuje 90 000 let nazpét do Polska. Nejstarsi udirna byla objevena
archeology v osad¢ z doby kamenné nachazejici se u mésta Zwierzymec pobliz Krakowa. [18]

Nejvice historickych informaci o uzeni masa mame z Rimské kultury z knihy Marcuse
Cata De Agri Cultura, datujici se do roku 160 pied Kristem [19] a ze sttedovéku z knihy Marxe
Rumpolta Novad kucharka (Ein new Kuchbuch) vydané v roce 1581. [18] Nékteti vyzkumnici
tvrdi, Ze se Rimané mohli naugit technologii uzeni masa od Galli nebo Kelti. Emigrujici
Evropané rozsifili tuto metodu Gpravy potravin do celého svéta véetné Ameriky, Jizni Afriky a
Australie. [19]

V dnes$ni dob¢, kromé nékterych Africkych a Asijskych zemi, kde nebyla rozsifena
pieprava potravin v chlazenych prostorech [20], se uzeni vyuziva pouze pro zlepSeni nékterych
organoleptickych vlastnosti, jako tfeba vytfibeni chuté, barvy a viné vyrobki, toliko
potiebnych pro spokojeného narocného zakaznika. [16, 21, 22] Bylo dokazano, Ze profil
masnych vyrobki (barva, viiné a chut’) je lepsi s prodluzujicim se ¢asem uzeni. [23]

Alternativami uzeni ve smyslu konzervacnich technologiich jsou moderni techniky
kontrolovaného suSeni v suSicich komorach, pouzivani tekutého koufe a jiné metody
K uchovani Cerstvosti potravin ve smyslu chlazeni, mrazeni nebo super mrazeni, vyuzivani
ionizujiciho zafeni, chemicka nebo biologicka konzervace, konzervace vysokym tlakem a balici
metody jako vakuové baleni, baleni pii upravené atmosféfe, aktivni baleni a antimikrobialni

baleni. [24]

Od pocatki tradicniho nekontrolovaného spalovani biomasy se zplisob uzeni potravin
zlepSoval, az se stal samostatnym technologickym procesem. Je nékolik zphsobli jak

klasifikovat, rozdé¢lit metody uzeni napt. podle teploty koufe, umisténi potraviny béhem uzeni



vuci zdroji koufe a zatizeni pouZzité k uzeni. V této praci rozdélime metody uzeni na piimé a

nepiimé. [18, 25, 26]
2.2.2 Metody piimého uzeni

Béhem piimého uzeni je kouf vytvaien ve stejné komote jako zpracovavané maso. [13]
Tento zplsob zahrnuje vétSinu tzv. ,klasickych metod”. Tradiéni metody uzeni vyuZzivaji
piimého termického rozkladu dieva k produkci kouie. Tato definice mtze byt rozSifena, nebot’
jiné druhy tuhych paliv byly v minulosti pouzivany po celém svété. Ve skuteCnosti lidé
vyuzivaly ke spalovani a vytvareni koufe jakéhokoli odpadu na ktery narazili jako zbytky
potravin (ofechové skofapky, kukuticné klasy, ovocné pecky a dalsi), stejné tak jako noviny
nebo nabytek (dievo ofetfené barvou). [27] Rada riiznych nezdravych a $kodlivych latek, jako
napiiklad polyaromatické uhlovodiky, se vytvéfi, pokud neni pouzito vhodné palivo. Pfimé

uzeni muze byt rozdéleno podle teploty pouzitého kouie. [13]
2.2.2.1 Tradi¢ni uzeni studenym kouiem

Béhem studeného uzeni je dfevo spalovano a vznikd kouf. Masné vyrobky jsou
zavéSeny nad teplou zoénu situovanou v grilovaci ¢asti udirny (ta nejblize ohni), kudy kouf
prostupuje vzhiru udirnou. Teplotu koufe regulujeme rozhotfenim dieva, tedy mnozstvim
kysliku a odtahem komina nebo pouzitim vyméniku tepla. Udirny pro tento typ uzeni byvaji
vétsi. Podle riznych autort by se teplota koufe méla pohybovat bud’ pod 20 °C [18], mezi 15 a
25 °C [16, 28] nebo pod 30 °C. [27] Tento typ uzeni se pouziva nejéastéji pro rizné druhy

salami, Sunek a klobasek. [28]

2.2.2.2 Tradié¢ni uzeni teplym kouiem

Béhem teplého uzeni je udici komora zahfivana hoficim dfevem v uspotfadani
podobnému peceni ve starych troubach (s otevienym ohném). Jakmile je maso v udirng, je
zahifivano a vysuSovano Zhavymi uhliky z ohotelého dieva. Poté se ptfidanim pilin do ohné
ohen udusi s cilem vytvofeni velkého mnozstvi koute. [18] Obvykle dosahované teploty jsou
130 °C a 80 °C pro kout respektive maso. [18, 27] Nékteti autofi uvadi teploty v rozmezi 55 az
80 °C. [28]



2.2.3 Metody neprimého uzeni
2.2.3.1 Vyvoj koufe pomoci generatoru tieni

Jiz primitivni kmeny v pravéku pfi rozdélavani ohné tfenim dvou diivek o sebe
vytvarely jistou davku koufe, nez doslo ke vzniceni tolik pozadovaného plamene. Tato
skute¢nost mohla poskytnout inspiraci pro sestrojeni generatoru kouie za pomoci tfeni (friction
smoke generator) dvojici panti Rasmussen a Rasmussen v roce 1961. [29] Od té doby nové
modely tohoto zafizeni byly sestrojeny, pfedstaveny a vyuzivany k uzeni potravin. [30]

Dnes jsou udici komory s timto typem generatoru navrhované tak, aby vSechny
probihajici procesy (pfedehiati a zhaveni dieva, generace a odvod kouie, suseni) byly pln¢€ pod
kontrolou. VSechny vyjmenované procesy se opakuji v cyklech, kdy pocet a délka trvani cykla
zalezi na druhu masného ¢i jiného produktu uzeni. Typické intervaly pro vyvoj koufe se
pohybuji kolem 20 s kontinudlniho tfeni ocelového kotouce o dievo, nasledované pauzou
s délkou trvani od 60 do 240 s. Béhem tohoto procesu se teplota dfeva pohybuje v rozmezi
od 180 az 380°C. Intenzita vzniku koufe se odviji taktéz od tlaku ptsobiciho na dievény blok a
dob¢ kontaktu dieva s ocelovym tfecim kolem. [30, 31]

S generatorem koufe na principu tfeni se ¢as nutny pro obsluhu a spotieba dieva snizuji
a produkce koufe je plné kontrolovana a optimalizovéana. Navic je zvySena bezpecnost celého
procesu, co se tyce obsluhy — je snizeno riziko vzniknuti poZaru, i nutri¢ni bezpecnost vzniklého
produktu snizenim tvorby nezaddoucich latek jako napf. latek typu PAU. Déle je sniZen ubytek
hmoty uzenych potravin, celkova chut produkti je obohacena o aroma jednotlivych
ingredienci, které pfi bézném uzeni mohou byt potlaeny, a je mozna standardizace a

homogenizace vzniklych produktt. [11, 30-32]
2.2.3.2 Tekuty kour

Tekuty kout je moderni zplsob jak vytvaret komeréni uzené produkty velmi rychle a
levné. Tento zplsob je vice pratelsky k Zivotnimu prostfedi, protoze obé slozky, jak druh a
sloZeni surového dieva, tak koncentrace latek aplikovanych na potraviny, jsou kontrolovéany.
Jednodussi je i zplisob aplikace nez u tradicniho uzeni a umoznuje lepsi reprodukovatelnost
pozadovanych charakteristik koncového produktu. [33]

Tekuty kouf vznikéd kondenzaci koute vytvorené¢ho kontrolovanym procesem pyrolyzy
dievénych pilin nebo pelet za minimalniho pfistupu kysliku. Dievo je tedy umisténo do velkého
bubnového zasobniku, ktery se zahieje na vysokou provozni teplotu, coz zapficini doutnani (ne
hoteni) dieva, pficemz se uvolni plyny typické pro koui. Tyto plyny jsou rychle zchlazeny
v kondenzatorech a dojde tedy ke zkapalnéni koufe. Nasledné je vyprodukovany tekuty kouf

10



filtrovéan a podroben frakciona¢nim a purifikaénim procestim, které maji za cil odstranit toxické
a karcinogenni slou¢eniny, jakou jsou napiiklad latky typu PAU, a zuhelnatél¢ castice. Proto je
jeho pouziti povazovano za zdravi méné poskozujici alternativu tradi¢niho uzeni. Avsak $irsi
vyuziti koufovych aromat v porovnani s béznym uzeni musi byt brano v potaz pti hodnoceni
bezpecnosti, a proto je tieba dalsiho zkoumani tohoto novodobého potravinarského trendu. [17,

33, 34]
2.2.3.3 Uzeni v elektrostatickém poli

Pfi tomto typu uzeni je produkt umistén v trubici, na jejichz obou koncich je pfivedeno
vysoké napéti v fadech desitek kilo voltt (20 az 60 kV). Kouf proudici timto systém se nabiji
Vv zavislosti na slozeni jeho fazi, nebot’ kouft je dvouslozkovy systém skladajici se z pevnych a
kapalnych ¢astic. [22, 28] Latky schopné se v daném elektrickém poli ionizovat se 1épe
deponuji na opa¢né nabity povrch uzeného produktu. [35] K zajisténi sedimentace latek z koute

na povrch produktu, je udici krok nasledovan ozafenim infracervenym zafeni. [18]
2.2.3.4 Jiné technologie k vytvareni kouie

Dalsi velmi znamé zplisoby generace koufe zahrnuji parni, fluidiza¢ni a doutnajici
koutové generatory. Parni kouf je generovan prostupovanim superpiehiaté pary skrz dievénou
Stépku, ¢cimz dochdzi k jeji pyrolyze. Vznikajici koui odvadény do udici komory byva nejcastéji
chlazen na teplotu 80 °C. Pracovni teploty pary byvaji v rozmezi od 450 do 650 °C. [14, 36]

Fluidiza¢ni koufovy generator pracuje na principu fluidni pyrolyzy, kde dfevéné hobliny
jsou predehtaty na teplotu 300 — 400 °C a vhanény do kontinudlniho proudu vzduchu. Vznika
dobfe homogenni smés piipominajici tekutinu, odtud ndzev fluidni. Pyrolyza je provadén
v reakéni komote, zatimco kout je odvadén do cyklonového rafinéru (separatoru) k odstranéni
pevnych Castic a dal veden do udici komory. [24]

V téchto technologiich jsou podminky uzeni velmi kontrolovatelné a optimalizovatelné.
Mezi parametry optimalizace fadime hustotu koufe (mirnd, stfedni a intenzivni), teplotu
generatoru koute pohybujici se mezi 300 az 520 °C, rychlosti ventilatori (750, 1500 az 3000
RPM) a dobu expozice produktu koufti (od 3 do 40 minut). Kontrolovanim podminek uzeni
vtéchto a jinych technologiich umozni zmirnit miru kontaminace findlnich produkta

skodlivymi latkami. [30, 32]
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2.2.4 Slozeni a ucel koufe

Slozeni koufe je definovano druhem paliva (dieva), podminkami uzeni (teplota, Cas,
vlhkost, prutok vzduchu) a naslednymi tGpravami koute. V kapitole Smoked Foods knihy
,Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition (Second Edition)* se mizeme docist, Ze mezi
hlavni slozky kouie fadime pies 400 identifikovanych tékavych latek zahrnujici 48 kyselin,
22 alkoholti, 131 karbonylovych slou¢enin, 22 esterti, 46 furanti, 16 laktont, 75 fenold a
50 dalsich rtznych slou¢enin. [28] Nejvice zastoupenou slozkou kouie je vodni para (82,4%),
dehet (4,8%), rezidua (4,2%), extrakty z aktivovaného uhli (4,1%), kyselina octova a kyseliny
s vétsi molekulovou hmotnosti (1,7%), methanol (1,0%), ketony (0,7%), aldehydy vyssi
molekulové hmotnosti (0,6%), kyselina mravenci (0,4%), formaldehyd (0,1%) a fenoly (0,1%).
[14, 18, 25, 26]

Chemické slozeni kouie mizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin a fadu podskupin.
Kritérium hlavnich skupin jsou zadouci a nezadouci efekty latek na koncovy produkt uzeni.
Napiiklad thymol, formaldehyd, kyseliny mravenéi, octova a benzoova, 0-kresol, m-kresol,
p-kresol, guajakol a kreosol maji pozadované baktericidni, antimikrobialni, biocidni, fungicidni
a konzervaéni uCinky. Guajakol, vinylguajakol a kyseliny maselnd, kapronova, enanthova,
kaprylova a pelargonova ud€luji ptijemnou vini produktu. V prvnich dnech dozravani je barva
masnych produkti zptisobena pievazné dusikatymi latkami pfitomnymi v mase v kombinaci
s myoglobinem, jez dohromady poskytuji kyZzeny pigment. Tyto barevné zmény jsou vysledky
neenzymatického Maillardova hnédnuti. [18, 27, 30]

Na druhé strané jsou produkty, které maji nezadouci efekty jako naptiklad fenol zodpovédny
za Spatnou chut, aceton a vyssi nenasycené uhlovodiky maji nepiijemné a neZadouci aroma.

vvvvvv

polyaromatické uhlovodiky. [32]
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Tabulka 1 - Vyznam latek obsazenych v kouri [37]

Skupiny latek v koufti

Popis

Efekty na masné
vyrobky

Skupina 1 Nasycené a nenasycené alifatické Nizky efekt kvali jejich
Uhlovodiky | uhlovodiky (parafiny a olefiny) nizké reaktivité
Skupina 2 Aromatické uhlovodiky (benzen, Negativni efekt:
Uhlovodiky Il toluen, xyleny a polyfenoly) Spatna chut

Skupina 3 Methanol: prekurzor formaldehydu a Nezddouci, toxické
C-OH latky: kyseliny mravenci

Alifatické slouceniny s 1
hydroxylem, alkoholy a étery

Ethanol, propanol a isopropanol:
oxidaci vznikaji karbonyly a kyseliny
Butanol a amyl alkohol

Fenyl alkoholy (benzyl alkohol, fenetyl
alkohol)

Zadouci

Zadouci (olejové aroma)
Zadouci (viné rizi)

Skupina 4

C-OH latky:

Aromatické slouceniny s 1
hydroxylem

Guajakol a methylguajakol

Fenol
Derivaty fenolu

o, m, p Kresol, dimethoxyfenol

Xylenol (dimethylfenol)
Thymol

Zadouci (konzervanty a
ochucovadla)
Nezadouci ($patna chut)
Zadouci v omezeném
mnozstvi

Zadouci (konzervace,
vlné a barva koure)

Silné antimikrobidlni,
biocidni, fungicidni
ucinky

Konzervant

Aroma tymidnu a dieva

Skupina 5
CH=0 latky (karbonyly):
Alifatické aldehydy

Formaldehyd

Zadouci

Tvrdnuti povrchu a
pojivovych tkani
Baktericidni
Konzervant

Skupina 6
CH=0 latky (karbonyly):
Aromatické aldehydy

Benzaldehyd

Zadouci
Horkomandlové aroma

Skupina 7 Aceton Nezddouci aroma
C=0 latky: Alifatické ketony
Skupina 8 Acetofenon Vineé sena, kvétinové
C=0 latky: Aromatické ketony aroma

Ninhydriny Jemné aroma

Skupina 9
COO latky: Alifatické
karboxylové kyseliny

Kyselina mravenci a octova

Kyselina maselna, valerova,
kapronova, enanthova, kaprylova a
pelargonovd

Nenasycené karboxylové kyseliny
(krotonova a tiglova)

Zadouci pro:
Udavaiji zbarveni
Dobra viné
Baktericidni
Determinuji vani
(zépach)

Zadouci pro zabarveni
Nezadouci pro chut
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Tabulka 2 — Pokracovani - Vyznam latek obsazenych v kouri [37]

Skupiny latek v koufti

Popis

Efekty na masné
vyrobky

Skupina 10
COO latky: Aromatické
karboxylové kyseliny

Kyselina benzoova
Kyselina salicylovd, galova, toluova,
ftalova, isoftalova a tereftalova

Specifické konzervanty
proti aerobnim plisnim
rodu bacillus

Hydroxy-oxo slouceniny:
Alifatické hydroxyaldehydy a

Skupina 11 Benzendioly (pyrokatechol, resorcinol, | Nezadouci
Aromatické polyhydroxy hydrochinon)

slouceniny

Skupina 12 Acetol Zadouci

Reakce s proteiny
vedouci

Hydroxy-oxo slouceniny:
Aromatické slouceniny, fenol
aldehydy a fenol ketony

4-anisaldehyd (4-methoxybenzaldehyd)
Vanilin a koniferylaldehyd

hydroxyketony k charakteristické
barvé uzeného
Skupina 13 Salicylaldehyd (2-hydroxybenzaldehyd), | Zadouci: Intenzivni

aroma a chut vanilky a
jehlici

Skupina 14
Slouceniny s oxo skupinami:
Dialdehydy a diketony

Glyoxal
Diacetyl

Tvrdnuti povrchu
Chut a viiné margarinu
a chleba

Skupina 15

Polykarboxy slouceniny:
Nasycené a nenasycené
dikarboxylové slouceniny

Kyselina maleinova

Zadouci pro barvu:
pigment

Skupina 16
Oxo-karboxy slouceniny:
ketokyseliny

Kyselina pyrohroznova a levulinova

Nearomatické cyklické
uhlovodiky

dion)

Skupina 17 Pyrol, pyrazin, indol, karbazol Tmavnuti barvy
Dusikaté organické latky
Skupina 18 Cykloten (3-methylcyklopentan-1,2- Javorové aroma

Skupina 19
Heterocyklické slouceniny

Furan

Laktony (Maltol)

Polymerizace Usti v
tmavé pigmenty,
dobré aroma

Zlepsuje chut, sladké a
karamelové aroma

Skupina 20
Polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU)

Benzo(a)pyren, benzo(a)antracen,
benzo(b)fluoranten a chrysen

Nezadouci v potraviné
(toxické a
karcinogenni)
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2.3 Heterocyklické aminy

Kdyz je maso zpracovavano pti vysokych teplotach (kolem 200 °C) mohou se vytvaret
karcinogenni latky typu heterocyklickych aromatickych amint (HAA). HAA mohou vznikat
I pfi uprave pii nizsi teploté, pokud trva delsi dobu.[38] V libovém hovézim, kufecim a rybach
se HAA tvori ve vétSich koncentracich, zatimco v parcich, klobasdch a vepfovém mase
nachazime po tepelné upravé méné HAA diky velkému obsahu tuku a vody. [39]

Heterocyklické aminy byly poprvé objeveny v roce 1977 profesorem Sugimurou a jeho
spolupracovniky v mase po ,,béZném domacim vaieni®. [40] Tehdy bylo objeveno 20 riznych
sloucenin, jez spadaji do této kategorie. [41] Rozsah v jakém HAA vznikaji ve zpracovavaném
mase, zavisi na typu masa, teploté, délce pfipravy a stupni zhnédnuti masa béhem piipravy.
[38] Druh ptipravy je dalsim faktorem ovliviiujici vznik HA. Studie ukézaly, ze grilované,
smazen€, roznéné a opékané maso obsahuje vétsi mnozstvi heterocyklickych amint. [42]

Védcei dokézali, ze HAA zplsobuji rakovinu u lidi a zvitat, blize se jednd o nadory
tlustého stfeva, prostaty, plic, kiize, prsou, jater a gastrointestinalniho traktu. [43] Je potieba
kontrolovat vznik HAA vhodnymi metodami analyzy. Koncentrace téchto latek muze byt
snizena zabranéni piimého kontaktu plamene s povrchem masa, vyuzivanim mikrovinné
ptipravy pro ptedpiipravu pokrmu a také neustdlym obracenim masa béhem tepelné upravy.
Vznik HAA se muze rovnéz redukovat uzitim riznych druhti kotfeni a bylin nebo zeleninovymi
a ovocnymi §tavami. [44]

Heterocyklické aromatické aminy jsou skupina 25 chemickych individui, které obsahuji
heterocyklicky kruh a aminové funk¢ni skupiny. [3, 41] HAA jsou dale klasifikovany do dvou
odlisnych skupin, aminoimidazoazaareny a aminokarboliny. [38] Azaareny jsou produktem
reakci volnych aminokyselin kreatinu a kreatininu a hexos pii konven¢ni upravé pfi teplotach
(150 — 300 °C) z masa, [45] zatimco aminokarboliny vznikaji pyrolytickymi reakcemi mezi
volnymi aminokyselinami a proteiny pfi vyssich teplotach. [2, 46]

HAA mohou existovat v obou formach: volnych i vazanych v proteinech. Jak je dobie
znamo, volné HAA mohou byt vytvafeny reakcemi volnych aminokyselin, glukosy,
kreati(ni)nu a jinych produktii Maillardovych reakci. AvSak zbytky aminokyselin vazanych
v masnych proteinech mohou reagovat s dalSimi prekurzory za vzniku vazanych HA. Rovnéz
volnd aminova funkéni skupina HAA muze reagovat s volnou karboxylovou skupinou
Vv proteinech za vzniku amidické skupiny a tedy vazanych HAA. V masitych materialech obsah
bilkovin vétSinou piesahuje hodnotu 10%, zatimco koncentrace volnych aminokyselin byva

méné neZ 1 mg/g (0,1%), tim padem v proteinech vdzané HAA mohou byt na koncentracné
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vys$$ich trovni nez volné HAA. Ackoli nebylo zatim potvrzeno, jestli se vazané HAA rozlozi
na neSkodné produkty pii zpracovavani bilkovin v lidském organismu, bylo objeveno, ze HAA
diive neextrahovatelné pii enzymatickém travenim mohou byt uvolnény a vstiebany

z upraveného hovéziho masa proteolyzou v prostiedi tenkého stieva. [47]
2.3.1 Vznik pyrolytickych heterocyklickych aromatickych amint

Pyrolytické HAA jak uz jejich nazev napovida, vznikaji ve vétsing ptipada za vysokych
teplot (obecné vyssich nez 250°C). [38] Jak je ukazano v obrazku 1 na nasledujici strang,
pyrolytické HAA muizeme rozdélit do 5 rozliénych skupin: pyridoindoly (harman, norharman,
AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2), pyridoimidazoly (Glu-P-1, Glu-P-2), fenylpyridiny
(Phe-P-1), tetraazofluorantheny (Orn-P-1) nebo benzimidazoly (Cre-P-1). Tyto latky jsou
vytvatfeny z prekurzorovych aminokyselin, jako jsou tryptofan, fenylalanin, kyselina glutamova
nebo ornitin, ale také z pyrolyznich produktt kaseinu nebo s6jového globulinu. Pii vysokych
teplotach vznikaji taktéz reaktivni radikaly stejn¢ jako produkty deaminace a dekarboxylace,
které napomahaji vzniku latek typu pyrolytickych HAA. [48]

Pyrolyza tryptofanu indukuje tvorbu Trp-p-1, Trp-P-2, AaC, MeAaC, harmanu a
norharmanu. Nanestésti pouze prvni kroky jejich vzniku jsou obecné popsany. Dlouhou dobu
bylo ptfedpokladano, ze se tyto latky tvori pfi teplotach nad 250°C, proto se vyzkumnici
zamétovali pievazné na pyrolytické HAA vznikajici ve znaénych mnozstvich v produktech
s aktivnim pyrolytickym krokem jako je cigaretovy kouf, ve kterém lze nalézt vysoké
koncentrace MeAaC a AaC nebo harmanu a norharmanu. [49] Konkrétné byly v jedné studii
nalezeny koncentrace 12 ug/g norharmanu a 4 ug/g harmanu v kondenzatu cigaretového kouie
[50, 51], zatimco mnozstvi nalezena v kufecim mase smaZeném na panvi pii teploté 220 °C po
dobu 12 minut jsou vice nez 1000 krat mensi (3,5 ng/g a 5,7 ng/g respektive). [49]

Ukazuje se, ze harman a norharman jsou hojné zastoupenymi pyrolytickymi HAA
vytvatenymi V potravindch. Jejich vznik je upfednostiiovan metodami zpracovani potravin za
vysSich teplot, jako jsou opékéani nad ohném, pecenim v troub€ nebo smazenim na panvi. Pfi
opékani nad ohném miZeme vyS$i koncentraci pyrolytickych HAA vysvétlit pfimym

kontaktem plamene indukujiciho vysokou teplotu na povrchu potraviny. [50, 52]
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Chemicka struktura pyrolytickych HAA:
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Tetraazofluorantheny Benzimidazoly

Obrdazek 1 - Struktura pyrolytickych heterocyklickych aminu

AoaC: 2-amino-9H-pyrido[2,3-b]indol; MeAaC: 2-amino-3-methyl-9H-pyrido[2,3-b]indol;
Norharman: 9H-pyrido[3,4-b]indol; Harman: 1-methyl-9H-pyrido[3,4-b]indol; Trp-P-1:
3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indol; Trp-P-2: 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]
Indol; Glu-P-1: 2-amino-6-methyldipyrido[1,2-a: 3°,2*-d]imidazol; Glu-P-2: 2-aminopyrido
[1,2-a: 3°,°-d]imidazol; Phe-P-1: 2-amino-5-fenylpyridin; Orn-P-1: 4-amino-6-methyl-1H-
2,5,10,10b-tetraazafluoranten, Cre-P-1: 4-amino-1,6-dimethyl-2-methylamino-1H,6H-pyrolo
[3,4-f]benzimidazol-5,7-dion
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Potraviny obsahujici daleko vyssi koncentrace harmanu a norharmanu nez jinych HAA
vystaveni ¢lovéka témto dvou aminim neZ zbylym kandidatim z této skupiny. [49] Nicméné
na vysledcich ziskanych s bakteriemi kmene Salmonella typhimurium se ukazuje, ze ackoliv
jsou tyto dva HAA vsudyptitomné v potravindch obsahujici vétSi mnozstvi proteind, nejsou
mutagenni per se (sami o sobg€), ale stavaji se mutagennimi v pfitomnosti aromatickych amint,
jako jsou anilin nebo 2-methylanilin. Tento komutagenni efekt je pfipisovan endogenni tvorbé
novych heterocyklickych aminid. [53] Ostatni pyrolytické HAA se tvofi v zanedbatelnych
mnozstvich v porovnani s aminoimidazoazaareny a harmanem a norharmanem, [52] ale mohou
stejné dobfe odlvodinovat monitorovani téchto latek v podobné mife jako je kontrola
polycyklickych aromatickych uhlovodiki. Lidé by si méli byt védomi jejich existence, pii¢emz
konvencni metody piipravy jidla mohou vyloudit nebo alespoii znateln€ snizit riziko jejich

vzniku. [54]
2.3.1 Vznik aminoimidazoazaarenu

Aminoimidazoazaareny jsou vytvafeny v ramci Maillardovych reakci pii piiprave
potravin za béznych teplot (150 — 200 °C). Z obrazku €. 2 na stran¢ 20 mizeme vidét, ze tyto
HAA mohou vznikat z nejriznéjsich prekurzort. Jejich skelety, zakladni struktury, jsou
formovany Maillardovymi reakcemi mezi aminokyselinami a hexosami ptes produkty
Streckerovi degradace. [55] Ruzné intermediaty vytvofené béhem tohoto kroku poskytnou
zakladni strukturu vznikajicich HAA: pyraziny, chinoxaliny, pyridoimidazoly. Imidazo
struktura se vytvafi z kreatininu béhem tohoto kroku. Tyto HAA byly studovany v modelovych
reakei pii teplotach nad 130 °C k objasnéni mechanismu jejich vzniku. [38]

Bohuzel pouze PhIP je jediny HAA, pro ktery byla navrhnuta obecna draha vzniku, viz
vznikal z fenylalaninu a kreatininu v mozné ptitomnosti glukosy [57] s fenylacetaldehydem
jako kritickym meziproduktem. Tato skute¢nost byla pozd¢ji potvrzena, rovnéz s tim, zZe
fenylacetaldehyd muliZze vznikat riiznymi cestami, z ¢ehoZ n€které nepotiebuji redukujici cukr,

protoze jeho tvorba mize zahrnovat reaktivni karbonyly tvofené z volnych aminokyselin. [58]
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Mechanismus vzniku HAA typu IQ a IQx neni Upln¢ objasnéno. Studie na modelovych
systémech ukazuji, ze jsou produkty reakci mezi kreatininem, hexosami a riiznymi volnymi
aminokyselinami. Viz obr. 3 na stran¢ 21. [38] Piedpoklada se, Ze aldolova kondenzace spojuje
dv¢ skupiny za vzniku kruhové struktury prostfednictvim aldehydové nebo ptibuzné Schiffovy
baze. Elektronova spinova rezonance umoznila ¢aste¢né objasnit mechanismus, nebot potvrdila
ptitomnost kation radikalového meziproduktu. [55] Glukosa je jednim z nejuéinngjSich cukrt
k tvorb¢ 1Qx, 8-MelQx, 4,8-DiMelQx, V pfitomnosti volnych aminokyselin a kreatinu pfi
teplotach nad 130 °C. [38]

Pomoci isotopového znaceni bylo dokazano, Ze pyrazinové a pyridinové sktruktury
pochézeji z reakci mezi cukry a aminokyselinami, zatimco aldehydické skupiny vznikaji pouze
z aminokyselin. [48] Nejvice uznavany mechanismus navrhuje, ze Maillardova reakce je
nasledovana Amadoriho pfesmykem a Streckerovou degradaci vytvéaiejici alifatické aldehydy
alfa-aminoketony. Finalnim krokem je cyklizace poskytujici pyrazinové a pyridinové skelety,
které nasledné reaguji s aldehydy a kreatininem za vzniku HAA typu 1Q nebo 1Qx. Viz obr. 3
na strané 21. [59]

Jiny navrhovany mechanismus ukazuje, Ze chinoliny vznikaji z alkylpyridinovych
radikali a kreatinu a chinoxaliny z dialkylpyrazinovych radikali a kreatinu, ale tento
mechanismus zustava relativné kontroverzni. [60]

Pyrazinové derivaty jsou dobfe zndmy v potravinatfské chemii, nebot’ udavaji typickou
vini ope¢en¢ho masa. Bylo zji§téno, Ze mechanismus jejich vzniku je podminén podstatou
cukrii a tim, Ze fruktdoza poskytuje nejvétsi vytézky pyrazinovych sloucenin v pfitomnosti
asparaginu za vysokych teplot v modelovych systémech. [61] Zatimco v jinych pracich bylo
ukazano, ze glukdza ma nejvétsi potencial k tvorbé HAA typu IQx [38], a proto spolecné
s fruktozou a alaninem nebo glycinem tvofi =zdklad pro tvorbu této skupiny
aminoimidazoazaarenu. N¢kteti vyzkumnici si povS§imli, Ze zatimco pro vznik HAA typu 1Q
V jednom mechanismu je zapotiebi methyl pyridinovych intermediatd, v jinych je vznik popsan
z 2-methyl pyridinovych meziproduktti v pfitomnosti glukézy a fenylalaninu a Ze nejlepsi
aminokyselinou pro vznik tohoto intermediatu je kyselina asparagova. [62] Tyto protichudné
vysledky mohou naznacovat, ze dalsi slou¢eniny mohou zasahovat do vzniku HAA, coz tsti

Vv potiebu plného porozuméni jejich celkového vzniku.
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Chemicka struktura aminoimidazoazaarenu:
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Obrazek 2 - Struktura aminoimidazoazaarenti

PhIP: 2-amino-1-methyl-6-fenylimidazo[4,5-b]pyridin; 1Q: 2-amino-3-methylimidazo[4,5-
flchinolin;  MelQ:  2-amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-f|chinolin;  1Qx:  2-amino-3-
methylimidazo[4,5-f]chinooxalin; 1,6-DMIP: 2-amino-1,6-dimethylimidazo[4,5-b]pyridin;
1,5,6-TMIP:  2-amino-1,5,6-trimethylimidazo  [4,5-b]pyridin;  IFP:  2-amino-1,6-
dimethylfuro[3,2-e]imidazo[4,5-b]pyridin; 1gQx: 2-amino-1-methylimidazo[4,5-g]chinoxalin;
1Q[4,5-b]: 2-amino-3-methylimidazo[4,5-b]chinolin 8-MelQx: 2-amino-3,8-
dimethylimidazo[4,5-f]chinooxalin ~ 4,8-DiMelQx:  2-amino-3,4,8-trimethylimidazo[4,5-
flchinooxalin 7,8-DiMelQx: 2-amino-3,7,8-trimethylimidazo[4,5-f]chinooxalin 7-MelgQx:
2-amino-1,7-dimethylimidazo[4,5-g]chinoxalin 6,7-DiMelgQx: 2-amino-1,6,7-
trimethylimidazo[4,5-g]chinoxalin ~ 7,9-DiMelgQx:  2-amino-1,7,9-trimethylimidazo[4,5-
g]chinoxalin
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Obrazek 3 - Reakcni schéma vzniku aminoimidazoazaarenii [48, 56, 59, 60]
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2.4 Heterocyklické aminy z pohledu analytické chemie

Kvili pfitomnosti heterocyklickych aromatickych amina (HAA) v iadé tepelné
upravenych matric potravin a vzhledem k jejich negativnimu efektu na lidské zdravi je
monitorovani, extrahovani a stanovovani téchto toxickych latek ve zpracovanych potravinach
povinnosti. Stopova mnozstvi téchto latek zpisobuji v dlouhodobém hledisku fadu chorob
V lidském v organismu a nakonec mohou stat za vznikem nékolika riiznych forem rakoviny.
[63] Jejich piitomnost ve stopovych mnozstvi v fadech desitek aZ tisict ng-g™ ve sloZitych
matricich, jako jsou matrice potravin obsahujici velkou skalu interferentti, vyzaduje pouziti
vhodnych ¢isticich postupti. [64] Metody predbézné Gipravy budou dale rozdéleny na konvenéni
a mikroextrakce. Nasledn¢ budou zminény dvé€ nejcastéji vyuzivané instrumentalni metody ke

stanovovani HAA. [65, 66]
2.4.1 Konvenéni metody extrakce
2.4.1.1 Extrakce kapalina — kapalina (LLE)

Tato metoda je pouzivana jako spolehliva a ,,zabéhnuta‘“ extrakéni metoda v fadé studii
organické a vodné faze vétSich objeml ve stejném poméru. Hledany analyt je vétSinou
extrahovan z vodné faze do organické. [69] B&Zn¢ vyuzivanymi rozpoustédly k extrakci HAA
jsou hexan, ethyl-acetat, dichlormethan, aceton a acetonitril. [68] Tyto postupy extrakce maji
své limity ve vétsi spotiebé organickych rozpoustédel, delSimu Casu potiebného na vsechny
ukony a niz$i navratnosti. OvSem na druhou stranu je tato metoda instrumentalné velmi

nenaro¢na a jednoducha na obsluhu. [70, 71]
2.4.1.2 Extrakce na tuhé fazi (SPE)

Tato dalsi velmi oblibena extrakéni metoda, vyuziva kolonek na bazi silikagelu se
zakotvenou extrakéni fazi. Tento pfecistujici krok byl vyuZit v tfadé védeckych pracich
k extrakci HAA z riznych potravinovych vzorkid. [72] Byly popsany prace s komeréné
dostupnymi fazemi Blue Coton, Blue Chitin a Blue Rayon, jejichZ zdkladem je ftalocyaninové
barvivo s médi jako centralnim atomem. [68-70] Ke kondicionaci kolony se bézné vyuziva
kyselina chlorovodikova, voda a methanol. Extrakce HAA z kolonek probihd promyvanim
dichlormethanem, alkalizovanym roztokem methanolu nebo ethyl-acetatem. [68, 73]

SPE vyzaduje pouziti menSich objemt rozpoustédel nez LLE, ale mé i své nevyhody
jako je vyssi riziko ztraty analytu, pamétovy efekt sorbentl (zadrzovani a postupné uvoliiovani

latek) a nizs§i vhodnost automatizace. [63]
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2.4.1.3 Superkriticka fluidni extrakce

Tato technika se fadi mezi vysoce efektivni metody extrakce. S jeji pomoci je mozné
eliminovat fadu interferujicich sloucenin z velmi rozli¢nych pevnych materiala za zisku velmi
Cistych extrakti. V porovnani s SPE je tato metoda, diky automatizované instrumentaci, daleko
vice vhodna pro opakujici se Cistici kroky, jimiz postupné zvysSujeme Cistotu vysledného
extraktu a také méné zaté€zuje zivotni prostiedi organickymi rozpoustédly. [71]

Oxid uhli¢ity je hlavni vyuZzivanou slozkou V této metod¢. Chemicka individua jsou totiz
extrahovana superkritickym oxidem uhli¢itym namisto organickymi rozpoustédly. Podminky,
za kterych se latka stava superkritickou, jsou takové, kdy hodnoty tlaku a teploty tekutiny jsou
nad jejimi kritickymi mezemi a jeji vlastnosti jsou mezi plynnym a kapalnym stavem. Zménou
teploty a pracovniho tlaku tekutiny mtizeme nastavit vhodné podminky pro rozpousténi a
selektivni extrakci pozadovanych slou€enin. Tato metoda ma jist¢ své vyhody v Setrnéjsi a
selektivnéjsi extrakci a vyssich vytézcich bez potieby odpafovani rozpoustédla. [74]

Je vhodnéd pro extrakci HAA z libovolnych vzorkl. Avsak pouziti Cistého oxidu
uhli¢itého nepfinasi pozadované vytézky, proto se vyuziva 10% ptidavku methanolu jako

modifikatoru superkritické faze a zvySeného tlaku a teploty. [68, 75]
2.4.1.4 Extrakce kapalinou za zvySeného tlaku (PSE, PLE)

Jedna se o pln¢ automatizovanou metodu predpiipravy vzorku. V této technice je
aplikovana vyssi teplota (50 — 200 °C) a vyssi tlak (10 — 14 MPa) na extrakéni rozpoustédla,
aby lépe difundovala ptes pevny vzorek pro uvolnéni cilovych analyti. PSE ma fadu vyhod,
mezi které patii Casova efektivita, nizka spotieba rozpoustédel, automatizace a vysoka
efektivita celého procesu. Jedna se o jednu z nejvhodnéjsich metod pro extrakci tuhych vzorkd.
K bézné vyuzivanym rozpoustédlim se fadi dichlormethan, aceton nebo methanol a primérny

Cas extrakce se pohybuje kolem 15 minut. [76]
2.4.1.5 Mikrovinné asistovana extrakce (MAE)

MAE je jednou z novych preparacnich technik s vysokou mirou schopnosti extrahovat
nejruznéjsi slouCeniny. VyuZziva se pro extrakei cilovych analytii z komplexnich matric, typicky
téch potravinovych. Nejvetsimi vyhodami této metody je Casova nendrocnost a vysoké vytézky.
Princip metody je zaloZen na ohfevu vzorku a extrakéniho rozpoustédla za pomoci
mikrovinného zateni po dobu extrakce. [77, 78]

Oproti konven¢nimu zahtivani, kdy teplo prochdzi z vné&jsi ¢asti do vnitini ¢asti nadoby,

vV MAE se uskuteciiuje ohfivani uvniti extrakéni nddobky a vytvorené teplo pronikéd do vnéjsi
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¢asti. Mikrovlnné zareni vyvolava pohyb polarnich molekul a ionth kapalin, z ¢ehoz vyplyva
omezené pouziti na rozpoustédla schopna piijimat mikrovinné zafeni. NejpouzivanéjSim
rozpoustédlem byva methanol. [79]

Tato technika byla n¢kolikrat vyuzita k extrakci polarnich HAA z hamburgert a jinych
masnych matric. Bézné se vyuziva mikrovinna energie o frekvenci 500 MHz po dobu

1,5 -5 minut [65, 70, 78]
2.4.2 Mikroextrakce

Mikroextrakéni techniky ukazuji slibny potencial v posunu K tzv. technikam pratelskym
k zivotnimu prostfedi nebo znamym také jako techniky zelené chemie, diky snizovani objemut
organickych rozpoustédel a navazek redlnych vzorka. Dale dosahuji lepSich vytézkl, doba
ekvilibrace systému se diky mikrométitku zkracuje, vytvari se zanedbatelnd mnozstvi odpadu
a tyto metody jsou velmi adaptivni ve spojovani s modernimi separa¢nimi technikami. [80]

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) je v podstaté zalozena na volném piechazeni analytt
Z plynné, kapalné nebo tuhé faze vzorku do polopevného polymerniho materidlu (polymerem
potazené vlakno). SPME byla poprvé ptedstavena v roce 1990 jako jednoducha, rychla, citliva
a efektivni metoda poskytujici vysoké vytézky. [81] Muze byt pouzita pro in Situ analyzy
vzorki a byla nesCetnékrat pouzita k extrakci HAA zrozliénych potravin. Nejbéznéji
vyuzivana vldkna jsou potazena smési Carbowax-templatové pryskyfice (CW-TPR),
Carbowax-divinylbenzen (CW-DVB), polydimethylsiloxan-divinylbenzen (PDMS-DVB) a
polyakrylat (PA) k extrakci HAA metodou SPME. [66, 82]

Mikroextrakce kapalnou fazi (LPME) byla poprvé predstavena v roce 1985. [83] V této
metod¢ je extrakéni proces situovan v malém objemu organické faze (akceptorové faze), kterd
pfidana nebo vnofena do vodné faze vzorku (donorové faze) obsahujici analyty. [84]
Mikroextrakce jednou kapkou (SDME), disperzivni kapalina-kapalina extrakce (DLLME) a
mikroextrakce vyuzivajici duté vlakno naplnéné sorpéni vrstvou (HF-LPME) jsou v§e varianty
LPME. Typicky vyuzivanymi rozpoustédly jsou oktanol, oktadekanol nebo tetrachlormethan.
[70, 85]

Pii SDME je na hrotu injekéni stiikacky vnofené do donorové faze vytvoirena kapicka
z1 — 5 pl organického rozpoustédla, na jejimz povrchu za¢ne dochdzet k extrakcei latek, po
uplynuti potfebné doby je kapicka vtazena zpét do stiikacky a extrakt miize byt ptimo nastiiknut
do separaéni techniky. [69]

V DLLME metodé¢ je do donorové faze piidano dispergacni a extrakéni Cinidlo za

souCasného vzniku zakalené¢ho roztoku. Dispergacni ¢inidlo ovliviiuje polaritu smési a
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umoziuje extrakénimu rozpoustédlu vytvofit disperzni systém malych kapi¢ek ve vodném
roztoku. Timto zplsobem se enormné zvysi plocha styku extrakéniho ¢inidla s extrahovanym
prostiedim. [77]

Pti HF-LPME metod¢ jsou sledované slouceniny ze vzorku (donorova faze)
extrahovany do organické faze s vodou nemisitelného rozpoustédla imobilizované¢ho v porech
dutého vlakna. Pti extrakci se voli takové pH, aby u co nejvice latek byla potlacena disociace.
Na konci procesu jsou sledované latky extrahovany do vhodného rozpoustédla uvniti druhého

vlakna. [80]
2.4.3 Instrumentalni analytické techniky

Po ptedupravé vzorku a Cisticich krocich je nutno aplikovat jednu z instrumentalnich
analytickych metod ke kvantifikaci vyextrahovanych heterocyklickych amini (HAA).
Chromatografické metody, jako je kapalinova chromatografie (LC) a plynova chromatografie

(GC), jsou mocnymi nastroji ke stanovovani HAA v nejriznéjsich vzorcich. [70, 86]
2.4.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je vyuzivana k analyze HAA v potravinach v Sirokém rozsahu od Sedesatych let
minulého stoleti. Pfi¢emz popularita tohoto analytického pfistupu tkvi ve velké citlivosti a
rychlosti provadénych analyz. HPLC je vhodna pro separaci vysoce polarnich, termicky malo
stabilnich a netékavych latek. [68]

VétsSina analytickych metod pro kvantifikaci HAA v potravinach zaloZzenych na HPLC
vyuziva UV detekce po separaci na kolonach typu C18, C8 tedy reverznich fazi. [76] Po
analyze extrakti se ziskavaji komplexni chromatogramy, ve kterych je vyzadovano potvrzeni
pikti pomoci ultrafialového spektra z detektoru diodového pole (DAD), tedy porovnani spektra
vzorku s referenénim spektrem. [87] Obvykle se fluorescenéni spektra zaznamenavaji spoleéné
s UV spektry, aby se zaroven kvantifikovaly fluoreskujici HAA. Slouéeniny typu IQ
neposkytuji fluorescenéni signdl za podminek potifebnych pro reverzni faze a proto k jejich
kvantifikaci je vyzadovano UV spektrum. [88]

Fluorescence poskytuje vyssi selektivitu a citlivost. Vysledky fluorescence mohou byt
100-400 krat citlivejsi nez detekce s pomoci UV. [66] S timto detektorem vSak neni mozné
jednoznacéné potvrzeni chromatografickych piku, a proto je potieba DAD. Identifikace piki je
provedena srovnanim retencnich Casii a spekter s referencnimi standardy. Homogenita pika
muze byt také urcena detektory DAD. [73]

Nekteré HAA vykazuji charakter elektrochemicky oxidovatelnych — redukovatelnych
latek. Tedy s vyhodou Ize vyuzit elektrochemicky detektor (ED). Jejich zastupcem je
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amperometricky detektor vyuzivajici vloZzené konstantni napéti na pracovni elektrodé za
soucasného meéfeni proudu. Kdykoli latka podlehne elektrochemické preméné, je tato
skutecnost zaznamenana vychylkou proudu. Tyto detektory jsou velmi citlivé, maji nizkou mez
detekce, ovsem meéfeni pomoci nich jsou méné reprodukovatelnd z divodi méniciho se
povrchu elektrody. [68, 72, 89]

Hmotnostni spektrometr (MS) mize byt vyuzit jako robustni detektor k detekci a
kvantifikaci HAA. HPLC nasledovana MS je Siroce vyuzivanym spojenim nabizejicim vysokou
citlivost, piesnost a nizké limity detekce k simultannimu stanoveni HAA. [87] Nejdulezitéjsi
casti spojeni HPLC-MS je ioniza¢ni technika, tedy interface, prostfednictvim néhoz se
separované analyty dostavaji z kolony do vakuové odcerpavaného prostoru hmotnostniho
detektoru za jejich soucasné ionizace. V dne$ni dobé jsou nejéastéjsi spojeni LC-MS
realizovany ionizaci za atmosférického tlaku (API), jejimiz modifikacemi jsou foto-ionizace za
atmosférického tlaku (APPI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a elektrospre;j
(ESI). Z bé&zn¢€ pouzivanych detektorti mizeme zminit kvadrupdl, analyzator doby letu (TOF)

a iontovou past, popiipad¢ jejich vzajemné spojeni ve smyslu tandemové hmotnostni

spektrometrie. [65, 68, 72]

2.4.3.2 Plynova chromatografie (GC)

Ptesna identifikace analyti pomoci GC-MS je velmi vyuzivané spojeni pro analyzu
HAA. Spojeni GC s MS je daleko snazsi nez u LC-MS, protoze plyn vychazejici z GC kolony
je 1épe kompatibilni. [90, 91] S oblibou se vyuziva tvrda ionizacni technika ionizace
elektronem (EI), nebot’ poskytuje dobie reprodukovatelna fragmentacni spektra a je tedy
snadna tvorba knihoven spekter a jejich vzajemna porovnavani. Dal$im pouzivanym druhem
ionizace je chemicka ionizace (CI) patiici mezi mékké ionizaéni techniky. [91, 92] Odpadava
tedy nutnost vlastnit a analyzovat standard analytu. OvSem pro jistou identifikaci je vzdy
nutnost porovnani chromatografickych vlastnosti (reten¢niho ¢asu, objemu) a spekter analytu a
standardu. Ve spojeni GC-MS muzeme bézné vidét kvadrupol (Q) jako detektor iontl, nebo
tandemové usporfadani ve smyslu trojitych kvadrupolt (TQMS) nebo dvojitych kvadrupoli
s analyzatorem doby letu (QqTOF).

Mezi dal$i pouzivané detektory pro stanoveni HAA v potravinovych matricich patii
plameno-ioniza¢ni detektor (FID), ktery spaluje organické slouceniny v plameni v proudu
vodiku a vytvafi tak kationty a detekované elektrony. Tento typ detektoru mé vyrazny rozsah
linearity a fadnou citlivost. [93] Dfive velmi popularnim detektorem pro analyzu HAA byl

NPD, tedy detektor dusiku a fosforu. Jelikoz HAA obsahuji dusik ve své molekule, nabizi tento
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detektor velmi citlivé a selektivni stanoveni téchto latek. Jeho mez detekce a selektivita mohou
v nékterych ptipadech predcit i spojeni GC-MS. [94, 95]

Oproti kapalinové chromatografii, se v plynové chromatografii s velkou oblibou
vyuziva derivatizace analytii za zisku bohatSich hmotnostnich spekter, vyssi stability vzniklych
derivata oproti jejich prekurzorech, lepsich chromatografickych vlastnosti a vyssi t€kavosti.
K derivatizaci HAA se pouziva tii piistupl a témi jsou: acylace, alkylace a silylace. [64]

Acylaci anhydridy kyselin vznikaji derivaty HAA se Spatnymi vlastnostmi pro GC.
Nicméné nejlepSich vysledkli se Vv této oblasti dosahuje acylaci anhydridem heptafluoro-
butanové kyseliny nasledované methylaci amidického vodiku diazomethanem. [86] Mezi dalsi
acylacni ¢inidla fadime napft. anhydrid kyseliny octové, trifluoroctové, pentafluoropropionové,
pentafluorobenzoyl chlorid ¢i pentaluoropropanol. [96]

Alkylace znamend vndSeni alkylového zbytku do latek s aktivnim vodikem. Tento
zpuisob se derivatizace se pro HAA moc nepouzivd. Mezi uzivand ¢inidla se ftadi
tetrabutylamoniumhydroxid. [97]

Ovsem bezesporu nejpouzivanéjsi derivatizaci v GC analyze je silylace. [98] Jedna se o
zpusob nahrazovani aktivnich (kyselych) protont za silylové skupiny rozlicnych struktur.
Nejcastéji vyuzivanou skupinou je trimethylsilyl (TMS). Mezi bézna silylacni ¢inidla fadime
BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyl trifluoracetamid), BSA (N,O-bistrimethylsilyl acetamid) a
HMDS (hexamethyldisilazan) obsahujici tuto skupinu. [64, 92]
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3 Experimentalni Cast
3.1 Chemikalie, pFistroje a pomiicky

2,6-dimethylpyrazin (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
2-ethyl-3-methylpyrazin (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Harman (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Norharman (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Indol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Hexamethyldisilazan (HMDS) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Pyridin (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Hexan (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Diethylether (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Dichlormethan (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Aceton (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Ethyl-acetat (Bc-Chemservis, Roznov pod Radhostém, CR)

Roztok kyseliny chlorovodikové o koncentraci 1 mol-1" [1 M]

Roztok hydroxidu draselného o koncentrace 5 mol-1? [5 M]

Agilent Technologies 7890A GC System (Agilent, Palo Alto, Kalifornie, USA)

Agilent Technologies 5975C inert XL EI/ClI MSD wih Triple-Axis Detector (Agilent, Palo
Alto, Kalifornie, USA)

Analytické vahy AB204 (Mettler Toledo, Greifensee, Svycarsko)

Blokovy termostat SBH130 (Stuart, Stone, Staffordshire, Velka Britanie)

Centrifuga 5702 (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Elmasonic S 40H (Elma Schmidbauer, Singen, Nemécko)

SPME  vlakno StableFlex (2 c¢m) Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan
(DVB/CAR/PDMS) s holderem 57348-U (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA), b&zné

laboratorni sklo, sklenény aparat pro destilacni extrakci, chladi¢, varna banka, topné hnizdo,

automatické pipety, plastové Spicky a plastové zkumavky
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3.2 Zpusoby odbéru a pripravy vzorku

Dochucovadla polévek a omacek — Tento typ vzorkd byl vybran z hlediska jejich
jednoduché matrice, jedna se totiz o hydrolyzované primyslové produkty. Pti hydrolyze se
vétSina proteinil a jinych balastnich latek rozlozi na mensi Casti, ¢imz se usnadni pfipadna
extrakce sledovanych latek. Vsechny vybrané vzorky, Masox, Hovézi a Zeleninovy bujon od
firmy Vitana, byly zakoupeny v mistnim obchodnim fetézci. K analyze byly pouzity celé
kostky dochucovadel o rtiznych hmotnostech.

Rezidua po smazeni na panvi — Rostlinné nebo zivocisné tuky dosahuji pii smazeni na
panvi teplot az 250 °C. Tyto teploty zapficinuji pyrolyzu latek, pfedevsim proteint a cukrd,
obsazenych ve smazeném jidle. Proto bylo na slune¢nicovém oleji podrobeno smazeni po dobu
16 minut (8 minut z kazdé strany) asi 150 g kufeciho masa. Poté byla z panve odebrana vSechna
pevna rezidua s trochou oleje.

Tuk a saze z udirny — Pfi uzeni v udirné vznikajici kout obsahujici rozli¢né pyrolytické
produkty dfeva ulpiva nejen na masnych vyrobcich, ale rovnéz i na sténach udirny. Zaroven
vyssi teplota masnych vyrobka v disledku kontaktu koufe a uzeniny vyvolava tzv. proces
vytavovani tukli. Vytaveny a odkapavajici tuk z povrchu masného vyrobku miize rozpustit cast
deponovanych pyrolytickych produkti. A proto odkapany tuk a saze z vnitiniho povrchu udirny
mohou byt predmétem analyzy. Vzorky sazi i tukli byly odebrdny pomoci kosmetickych
tamponu bez ptidanych ptipravki. K analyze byly pouzity pfimo tampodny.

Uzené masné vyrobky — K analyze byly vybrany 3 druhy vyrobkid. Uzend veptova
kotleta a uzend slanina z domaci produkce a uzend Sunkova klobasa od soukromého feznika
zakoupena v Olomouci. K analyze byla odkrojena a nadrobno nakrajena vzdy ¢ast vzorku tak,
aby byla reprezentativni pro pfi¢ny fez vzorku.

Tekuty kout — Byl zakoupen tekuty kouf s aroma Hickory se zemi pivodu v USA.
Baleni obsahovalo 50 ml kondenzatu.

Kéva — Byla zakoupena ¢erna kava Henri excellent mletd v baleni o hmotnosti 250 g
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3.3 Kapalinova extrakce (L/L extrakce)

Do 100 ml kadinky bylo odvazeno dané mnozstvi vzorku, ke kterému bylo nasledné
pfidano 20 ml acetonu. Pomoci kovové Spachtle byl vzorek co nejlépe homogenizovan. Pro
lepsi extrakei latek byla kédinka se suspenzi podrobena sonifikaci v ultrazvukové lazni po dobu
10 minut pfi mirné zvysené teploté 35 °C. Po sonifikaci byl kapalny podil suspenze rozdélen
do dvou plastovych 15 ml zkumavek, tak aby byly naplnény vzdy stejnym objemem.

Zkumavky s kapalnym podilem byly centrifugovany 10 minut pii rychlosti 4400 RPM.
Po skonéeni centrifugace byl z obou zkumavek odpipetovan 1 ml supernatantu do €isté plastové
zkumavky, kde vysledné byly 2 ml acetonového extraktu zbaveného pevnych necistot.
Z identifikac¢nich a kvantifikacnich diivodii byly pro kazdy vzorek piipraveny vzdy 2 paralelné
zpracovavané zkumavky s extrakty. Do jedné zkumavky bylo odpipetovano vzdy 10 pl roztoku
standardu (STD) a druhd se ponechala bez pridavku. Obé zkumavky (s a bez STD) byly
nasledné podrobeny stejnym, dale popsanym tkoniim. VSechny pouzivané zakladni roztoky
standard® mély koncentraci 1 mg-ml™* v methanolu.

Do zkumavky obsahujici 2 ml acetonového extraktu byly ptidany 2 ml destilované vody
a400 pl 1M kyseliny chlorovodikové. Obsah byl intenzivné protiepan a promichan na vortexu.
Nasledné byly pfipipetovany 2 ml dichlormethanu (DCM). Obsah zkumavky byl protfepan
v rukéach, homogenizovan na vortexu a podroben centrifugaci po dobu 5 minut pti 4400 RPM
pro lepsi oddé€leni organické a vodné acetonové faze. Poté byla spodni organicka faze oddélena
pomoci pipety a zlikvidovéana. Tento Cistici krok z okyseleného vodné acetonového prostiedi
mohl byt opakovan, pokud byl pfedpokladan vyssi obsah balastnich latek, mezi které patii
predevsim lipidy. Nasledné¢ k okyselené vodné acetonové fazi byly ptidany 4 ml vody a 1 ml
5 M hydroxidu draselného. Roztok byl intenzivné protiepan a promichan na vortexu. Potom
byl k alkalizovanému roztoku pfidan 1 ml DCM a opét homogenizovan a centrifugovan 5 min
pti 4400 RPM. Po vycefeni rozhrani mezi fazemi byla spodni organicka fdze odebrana do cisté
vialky odpatena v mirném proudu dusiku ve vyh#ivaném bloku pfii teploté 50 °C. Extrak¢ni
krok z alkalizovaného prostiedi byl zopakovan a organické faze byly postupné spojeny a

odpareny do sucha.
3.4 Derivatizace

Odparek dichlormethanového extraktu byl rozpustén v 200 ul pyridinu. Nasledné bylo
pfidano 200 pl hexamethyldisilazanu (HMDS). Vialka byla opatfena vickem a ponechédna
v kovovém bloku derivatizaci po dobu 30 min a pfi teploté¢ 60 °C. Nakonec bylo do vialek

ptidano 100 pl hexanu a takto pfipraveny roztok byl podroben GC/MS analyze.
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3.5 SPME analyza

SPME (solid phase microextraction) je jednoduchd metoda vhodnd jak ke
screeningovym analyzam, tak k semikvantitativnim. Jeji jednoduchost spociva ve faktu, ze
Vv zavislosti na zptisobu pouziti vldkna neni nutnd zadna uprava vzorku. V této préci byla
pouzita pro headspace screening tékavych latek z tekutého koute, tak ze 200 pl koute bylo
odpipetovano do sklenéné vialky o objemu 4 ml opatiené vickem se septem. Skrz septum bylo
do vialky zasunuto SPME vlakno a ponechano v prostoru nad kapalinou sorpci po dobu 1 hod.
Po wuplynuti doby bylo SPME vldkno vytazeno a vloZzeno do injektoru plynového
chromatografu.

3.6 Destilaéni extrakce

Jedna se o zajimavy zpusob extrakce tékavych i neté¢kavych latek, které destiluji s vodni
parou. Vzorek je vloZen do destilacni baiiky s destilovanou vodou a ponechan varu. Lze
extrahovat jak tuhé, polotuhé tak 1 kapalné vzorky vzdy s ptidavkem vody. Dalsi vyhodou je
moznost zmény pH vodného roztoku, ze kterého jsou destilovany latky. Tuto moznost nemaji
vSechny extrakéni postupy.
spole¢né s vodni parou. Vodni péara diky svému parcidlnimu tlaku nad smési snizi parcialni
tlaky ostatnich latek, a proto ze smési mohou odtékavat i latky, jejichz teplota varu je nad
100 °C. Pary destilovanych latek stoupaji vzhiiru aparaturou, az doputuji do zpétného chladice,
kde se setkaji s parami extrakéniho rozpoustédla zahfivaného ve zvlastni nadobce. Na sténach
chladi¢e dojde ke kondenzaci celé parni faze systému a nasledné extrakci extrahovatelnych
latek do organického rozpoustédla. Zkondenzovana voda i extrakt stékaji do spolecné stiedni
¢asti aparatury, pficemz voda jako kapalina s véts$i hustotou zapliuje pravy odtok a ztéka zpét
do ptedlohy, a organické extrakéni ¢inidlo o mensi hustoté zapliuje levy odtok a stéka do
extrak¢éni nddobky. Existuji zafizeni i pro obracené faze, tedy systémy kde voda je rozpoustédlo
s mens$i hustotou, neZ je hustota organického rozpoustédla.

Cely systém tedy pracuje tak, ze se z predlohy se vzorkem vydestiluji vSechny
slouceniny destilujici za danych podminek a zakoncentruji se v extrak¢énim ¢inidle. Po skonceni
destilace je tieba pracovat jednak s extraktem v extrakéni nadobé, tak s roztokem extrakéniho
rozpoustédla ve stfedni ¢asti, ktery obsahuje rovnéz extrahovatelné latky.

Kanalyzdm bylo vZdy pouZito 100 ml vodného roztoku pro rizna pH.

Destilace/extrakce z kyselého prostiedi probihali v 0,1 M HCI o pH 1,1 (pfipraveného z 90 ml
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destilované vody a 10 ml 1 M HCI). Neutralni prosttedi bylo zajisténo pouzitim 100 destilované
vody a zasadité priddnim 4 ml 5 M KOH ke kyselému 0,1 M roztoku HCL, ¢imz vznikl ptiblizné
0,1 M KOH. K analyzovanym vzorkiim uzenin byly rovnéz piidany 2 g NaCl.

Vsechny extrakce probihaly po dobu 90 minut. Po uplynuti této doby byly extrakty
z extrakéni zkumavky a ze stfedni ¢asti aparatury sjednoceny do sklenéné vialky a odpafeny na
kone¢ny objem 1 ml. Takto ziskany roztok byl podroben GC/MS analyze. Nasledné¢ byly

roztoky derivatizovany postupem z kapitoly 3.4 a znovu analyzovany.

Obrdazek 4 - Fotografie aparatury pouzité pro destilacni extrakci
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3.7 Parametry GC — MS analyzy

V Tabulce FG jsou uvedeny zakladni chromatografické podminky analyzy plynovym
chromatografem Agilent Technologies 7890A GC Systém spojeného s hmotnostnim

spektrometrem Agilent Technologies 5975C.

Vsechny roztoky byly skenovany v médu TIC (celkovy iontovy proud) s detekci m/z od
29 do 650 m/z, a zaroven i médu SIM (monitorovani selektivnich iontit). Pro metodu SIM byly

po celou dobu analyzy sbirany ionty o m/z 108, 117, 122, 168 a 182 vychazejicich z analyzy

standardi a jejich hmotnostnich spekter uvedenych v ptilohach na stranach 53 — 56.

Tabulka 3 - Parametry chromatografické analyzy

Teplotni program:

50 °C po 2 min, gradient 10 °C/min do 300 °C po 15 min

Doba analyzy: 42 minut

Dévkovani s tlakovym pulsem:

20 psi po 0,2 min

Objem nastiiku: | 1 pl

Zpozdéni solventu pro MS:

4,20 min

Teplota nastiiku: | 280 °C

Pritok nosného plynu (He):

0,9 ml/min

Kolona:

Agilent HP-5MS s rozméry — 30 m x 250 um x 0,25 pm
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4 Vysledky a diskuze
4.1 SPME (Solid Phase Microextraction)

Analyza pomoci SPME vldkna je velmi jednoduchd a univerzalni. Vhodna je napf. pro
rychly screening tékavych latek ze vSech typu vzorkd, jak pevnych, tak kapalnych, diky
vzorkovani headspace metodou. Tento typ analyzy by se mohl zaradit mezi tzv. provozni
metody, které jsou pouze orientaéni a podavaji informaci napf. o pritomnosti nebo

nepiitomnosti sledovaného analytu, ktery je pro nas nécim dilezity.
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Obrazek 5 — Chromatogram SPME extrakce tekutého koure, TIC

Analyzou tekutého koute pomoci SPME bylo identifikovdno celkem 26 chemickych
individui. Bezvyhradné se jedna o produkty pyrolyzy dieva vzniklych za kontrolovanych
podminek. Nicméné tekuty kouf je ochuzen o jednu skupinu pyrolytickych produkti a to
0 polyaromatické uhlovodiky (PAU), které jsou, jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti, vysoce
karcinogenni a toxické. Technologicky proces frakcionace (€iSténi) ovSem nijak nenaruSuje
rovnovahu ostatnich latek podilejicich se na olfaktorickém a chutovém vjemu a aromatu
produktu osetfené¢ho tekutym koufem. To muze potvrdit vySe uvedeny chromatogram, ve
kterém se nachazi vétSina dilezitych slozek koute. Pro barvu a konzervaci je dulezita kyselina
octova a jeji derivaty, derivaty furanu a furfuralu dodavaji dobré aroma, samotny fenol a jeho

alkyl derivaty pfispivaji spiSe k negativnim vjemiim, zvlasté ve vysokych koncentracich.
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V chromatogramu lze nalézt i ¢tvefici sloucenin, a jejich derivaty, bez kterych si chut’ a viini
uzeného nelze predstavit — thymol, syringol, eugenol a guajakol.

Tekuty kouf i po odstranéni polyaromati (PAU) obsahuje fadu toxickych a zdravi
Skodlivych latek, jako tfeba derivaty fenolu, furanu a furfuralu, ale ty se zde vyskytuji v tak
malych koncentracich, ze by bylo nutné sporadat opravdu velké mnozstvi, aby se negativni
ucinky téchto latek projevily.

Vsechny vyse uvedené latky ovliviuji zptisobem sobé¢ vlastnim, at’ uz pozitivnim nebo
negativnim, celkovy vjem z uzené¢ho masa a jeho prospésnost pro lidsky organismus, a proto
by mély byt zdjmem analytického zkoumani napi. pro ucely odhalovani pancovani potravin

nebo kontroly nezavadnosti potravin.
4.2 Extrakce tekutého kouie ethylacetatem

Chceme-li analyzovat méné tékavé nebo netékavé latky ve vzorku, musi se piistoupit
k jiné extrak¢ni metodé nez je headspace SPME. K témto ucelim byl vyzkousSen vyse popsany
postup z kapitoly 3.3 a 3.4. Analyzovany tekuty koui obsahoval v&tsi mnozstvi emulgatoru,
ktery po pifidani zna¢ného objemu organické faze v kombinaci s alkalizaci roztoku zpusobil
gelatizaci celého systému fazi. Po takové premeéné neslo se vzorkem dale nic ud€lat, proto bylo
od tohoto postupu upusténo.

Namisto toho byla pouzita jednoduchd extrakce ethylacetditem, cinidlem bé&zné
vyuzivanym pro své univerzalni extrakéni vlastnosti. Po ptfidavku organického rozpoustédla
nedoslo k vyznamnym zméndm fazi vzorku, a tak organickd fdze mohla byt analyzovana.

Chromatogram z této analyzy se nachazi na dalsi strané.
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Obrazek 6 - Chromatogram analyzy tekutého koure po extrakci ethyl-acetdtem, TIC

Po analyze ethyl-acetatového extraktu bylo identifikovano (na zaklad¢ jejich
hmotnostnich spekter) 25 chemickych sloucenin. Z logiky a podstaty véci lze nalézt stejné
pyrolytické produkty jako v piedchozim chromatogramu SPME analyzy — fenol a jeho
methyl/ethyl derivaty a dalsi slou¢eniny. Nové byly vyextrahovany polarngjsi, hydrofilnéjsi a
tedy mén¢ tékavé slouceniny typu benzendiolt (pyrokatechol a hydrochin). Tyto latky jsou
Z hlediska vjemu uzenin méné zadouci, nebot’ maji trpkou chut’ a ve vét§im mnozstvi jsou
zdravi Skodlivé a toxické. Ov§em v malych mnoZstvich, jako ostatni fenoly v uzeninach, pisobi
antioxida¢nim mechanismem. Z dalSich pozorovanych latek lze zminit napf. vanilin a
karvakrol, latky podilejici se velkou mérou na nezaménitelné chuti a v pfipadé karvakrolu
antimikrobialni aktivité.

Tato analyza je dalSim ptikladem screeningovych metod. Trendem soucasného
analytického snaZeni je patrani po jednotlivych slouceninach v komplexnich matricich a
snizovani limiti detekce. Bude-li se ov§em zuzovat uhel pohledu jen na latky naseho nyné&jsiho
z4jmu, lehce mohou byt prehlédnuty jiné slouceniny, které svymi vlastnostmi rovnéz zaujmou

nebo které jsou nebezpecné ve stejné ¢i vetsi mirte.
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4.3 Destila¢ni extrakce (SDE)

Jedna se o velmi zajimavou techniku, nebot’ umoziuje kontinudlni extrakci produkta
vznikajicich ¢i uvolnujicich se pfi vafeni riznych potravin. Timto zplsobem Ize studovat
systémy, se kterymi se bézn¢ setkdvame doma. Jako je napt. vafeni kdvy nebo c¢aje, priprava
vyvaru z masa a kosti, duseni nejriznéjSich pokrmt atd.

4.3.1 Destilace tekutého koure

Jednim ze vzorkl extrahovanych touto technikou se stal tekuty kout. Byl extrahovan pti
ruznych pH k zjisténi dil¢iho zastoupeni kyselych a neutrdlnich sloucenin vici bazickym.
Zménu pH neumoznuji veskeré extrakéni techniky at’ uz z principu pouziti pouze organickych
rozpoustédel, tak z nutnosti dodrzovani optimalniho pH pro stabilitu pevnych fazi nékterych

SPE sorbenti. Proto je metoda destilacni extrakce velmi univerzalni technika k analyze vSech

latek destilujicich s vodni parou, k jejichz frakcionaci lze vyuzit nastaveni vhodného pH.
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Obrazek T - Porovnani analyz tekutého koure pri ruznych pH, SDE, TIC
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Z chromatogramu na obrdzku 7 z ptedchozi strany lze vycist, Ze po okyseleni vzorku
doslo k potlaceni disociaci latek kyselé povahy a tim padem ke zvySeni jejich tékavosti a
extrahovatelnosti. Déle byly identifikovany stejné slouceniny jako v pfipadé analyzy a extrakce
tekutého koufe pomoci ethyl-acetaitu a SPME a to jmenovité jsou alkyl derivaty fenolu,

guajakolu a eugenol.
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Obrazek 8 - Analyza tekutého koure z alkalického pH, SDE, TIC

Po zalkalizovani stejného roztoku, tedy roztoku, ze kterého byly vydestilovany neutralni
a kyselé latky, by se mély uvolnit a extrahovat bazické latky. OvSem po realizaci tohoto
experimentu se na vysledném chromatogramu neobjevily zadné latky. Tento fakt je dokladan
obrazkem ¢. 8. Tekuty kouf tedy neobsahuje Zadné bazické latky na vyznamnych

koncentra¢nich hladinach podobnych kyselym latkam.
4.3.2 Destilace kavy

Dal8im vzorkem podrobenym destila¢ni extrakci byla kdva. Pfi prazeni kdvovych bobi
vznikaji pyrolytické produkty, které davaji této pochutiné jeji nezaménitelnou chut’. Tyto latky
se nasledné uvolnuji pfi pfipravé napoje zalitim vafici vodou. Proto tato metoda extrakce je

vhodna pro screening latek, které vnimame jako chut’, viini a aroma kavy.
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V analyze extraktu kdvy ziskaného po destila¢ni extrakci bylo na zdkladé hmotnostnich
spektrech identifikovano 11 chemickych individui. VSechny se opét fadi mezi pyrolytické
produkty vznikajici béhem praZzeni kavovych bobd, a tedy jsou zodpovédné za smyslové viemy
spojené s kavou a jsou extrahovatelné pouzitou metodou. Jsou jimi pievazné derivaty pyrazinu,
furanu a furfuralu. Nachazi se zde i dva derivaty guajakolu, coz jsou stavebni slozky ligninu

(rostlinného polymeru), dodavajici dalsi charakteristickou chut’.
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Obrdazek 9 - Chromatogram analyzy kavy, SDE, TIC

Pro tplnost byla provedena extrakce standardd pyrazind, indolu a harmanu
s norharmanem metodou destila¢ni extrakce a na zaklad¢ této analyzy byly kvantifikovany oba

pyraziny a indol. Vysledky jsou uvedeny v souhrnné tabulce 4 na stran¢ 53.

4.4 Vliv derivatizace

Na extraktech ziskanych metodou destilacni extrakce byl studovan vliv derivatizace
hexamethyldisilazanem na velikost a rozliSeni pikli analyzovanych latek. V tomto piipadé
ovSem nejde o derivatizaci analytd, nybrz o derivatizaci balastnich latek rusicich vyslednou
analyzu. Predstava je takova, Ze derivatizované latky zmeéni své fyzikalné chemické vlastnosti,
predevsim se sniZi polarita a zvysi tékavosti, coz ma za nasledek rovnéz zménu reten¢niho €asu.

Posun balastnich latek chromatogramem miize a nemusi pozitivné ovlivnit odezvu analyti.
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Z nasledujiciho grafu ovsem jasné vyplyva, Ze plocha pikd analytl se po derivatizaci
vyznamné zvétSila, coz potvrzuje fakt, Ze derivatizace v tomto piipade€ pozitivné ovlivituje

odezvu analytl a je tedy pfiznivé ji vyuzivat.
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Graf 1 - Porovnani vlivu derivatizace na vybranych analytech

45 Kapalinova extrakce

Dalsi néaplni této prace byla analyza dusikatych heterocyklickych latek, mezi které
spadaji i heterocyklické aromatické aminy, jez jsou karcinogenni a vznikaji taktéz pfi
pyrolytickych procesech spojenych s masem, podobné jako polyaromatické uhlovodiky.
Dusikaté latky jsou vyzvou pro plynovou chromatografii kviili jejich vysoké sorpéni schopnosti
vychézejici zjejich bazicity. RovnéZz extrakce téchto sloucenin byva spojovéna s tfadou
problémd.

Z téchto diivodi byl pouzit extrakéni postup, ktery byl diive odzkousen na prazené kave
[99], kde poskytoval pozadované vysledky. S mirnymi modifikacemi byl postup piejat a vyuzit
Kk analyzam realnych vzorku v této praci.

Mezi redlnymi vzorky se nachdzely nejen uzené potraviny, ale i jiné produkty, které
S uzeninami na prvni pohled takika nesouvisi. OvSem spolecnym jmenovatelem vSech vzorkl
je pyrolyticky proces.

Bujony a jind dochucovadla omacek a polévek se vyrdbi dlouhym vafenim masa s
dalSimi ingrediencemi a ndslednymi fermenta¢nimi a konzerva¢nimi procesy. Pii smazeni masa

na rostlinném oleji se teplota oleje pohybuje kolem 250 °C v kombinaci s bilkovinami v mase
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a volnymi cukry se jedna o témét modelovy systém pro vznik heterocyklickych aminti. Proto
byly k analyze vybrany rovnéz rezidua po smazeni. Béhem uzeni v udirné vznikly kouf
neulpivéd jen na uzenych produktech nybrz 1 na sténach udirny a teplota kouie zpusobuje
vytavovani tukd z masnych vyrobkd, které pii odkapavani z uzenin mohou V sobé rozpustit
nékteré deponované pyrolytické produkty. Proto i tuk a saze z udirny byly vybrany jako redlné
vzorky k analyze. RovnéZz kavova zrna pti prazeni dosahuji teplot od 200 do 250 °C, tedy
typickych podminek pro pyrolyzu. Tento typ vzorku byl zvolen i z toho divodu, Ze v ném byla
Vv minulosti nalezena detekovatelna mnozstvi heterocyklickych amini zvolenym postupem
extrakce. Jednalo se tedy o kontrolni vzorek.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny vSechny vysledky analyz realnych vzorkd metodou
kapalinové extrakce. Ke kvantifikaci hodnot koncentraci bylo pouzito metody piidavku
standardu.

Je vidno, ze v téméf zadném vzorku nebyla nalezena detekovatelnda mnozstvi
sledovanych latek. Vyjimkou je vzorek kavy a uzené Sunkové klobasy, ve které¢ byla stanovena
nizkd koncentrace norharmanu. Nabizi se otazka: Je pouzity postup extrakce vhodny pro

ptedlozené vzorky a sledované analyty?

Tabulka 4 - Vysledky L/L extrakce vzorkii

. Sledovany analyt
Vzorek Navazka [ngig]
[a] diMe Pyrazin Et-Me Pyrazin  Indol Norharman Harman

Masox 9,8 - - - - -
Hovézi bujon 11,7 - - - - -
Ze.lt,amnovy 105 ) ) ) ] ]
bujon

Rezidua 5,62 - - - - -
Tuk a saze 3,35 - - - - -
Kava 4,1 315 321 101 1365 732
Uz. slanina 10,0 - - - - -
Uz. klobasa 10,0 - - - 126 -
Uz. kotleta 10,0 - - - - -

Matrice kavovych bobll je srovnatelné komplikovana s matrici masa. Obsahuje totiz
proteiny, vyssi mastné kyseliny a jiné lipidy a fadu nizkomolekularnich latek stejné jako maso,
pfiCemz na rozdil od masa obsahuje i rostlinné polysacharidy, které mohou byt rovnéz
interferenty. Zaroven se podafilo identifikovat a kvantifikovat norharman v uzené Sunkové
klobase, coz doklada jasny dikaz, ze predloZeny postup je vhodny ke kvantifikace zminénych

analyti v mase a masnych vyrobcich.
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Obrdzek 10 - Chromatogram analyzy kdvy, L/L extrakce, SIM

Jelikoz v priibéhu procesu extrakce se méni pH vodné acetonové faze, vyvstala rovnéz
otazka, zdali pfi odstrafiovani balastnich latek po okyseleni, nedochazi k vyznamnym ztratdm
analyti. Uvaha je takova, Ze bazické latky se protonizuji v kyselém prostiedi a nemély by tim
padem piechédzet z vodn¢ acetonové faze do organické, v tomto pripadé dichlormethanové.
K potvrzeni nebo vyvraceni této tvahy byla provedena fada experimentii se samotnymi
standardy.

Grafy ¢. 2 a 3 s vysledky analyz standardd se nachdzi na nasledujici strané. Pficemz
extrakce z kyselého a zasaditého pH probihaly podobné jako v postupu pro redlné vzorky se
stejnymi piidavky kyselin a alkélii z vodné acetonové fidze do dichlormethanu. Neutralni
extrakce probihala z vodné acetonového prostiedi ptimo bez tpravy pH.

U obou pyrazind a harmanu s norharmanem nedochazi pti extrakci z kyselého prostiedi
k signifikantnim ztratam analytu. Po odstranéni kyselého balastu ma tak nasledna extrakce pro
pyraziny vytéznost 85 % a pro heterocyklické aminy 98%.

Vyjimku ovSem tvoii indol, ktery se Iépe extrahuje z kyselého a neutrdlniho prostiedi.
Tento fakt je vysvétlen snahou volného elektronového paru na dusiku zapojit se do konjugace
s nt elektrony dvojnych vazeb za vzniku stabilniho aromatického systému podle znamého
vztahu 4n + 2, vyjadiujiciho pocet n elektroni nutnych pro tvorbu aromatického systému. Proto
indol neni bazicky a protonizuje se az pti velmi nizkych pH. Z toho vyplyva, ze pro analyzu
indolu v realnych vzorcich je nutné vyuzit jiného extrakéniho postupu. Strukturni vzorec indolu

je uveden na strané 55 vcetné€ jeho hmotnostniho spektra.
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Kromé mleté¢ kavy, jez byla kontrolnim vzorkem, se nizkd koncentrace jednoho
Z heterocyklickych aminti nalezla ve vzorku uzené Sunkové klobasy. Jeji hodnota cinila
126 ng/g, coz je desetkrat méné nez u vzorku mleté kavy. Nutno podotknout, Zze bézna navazka
pro piipravu kavy se pohybuje okolo 5 — 7 g na Salek a porce klobasy vazi zhruba 150 g. Tedy
piijata davka heterocyklickych aminti je tedy srovnatelna, pokud by doslo k 100 % extrakci do
vodného prostedi, ale neni dozajista signifikantni ke zvyseni rizika propuknuti nddorového

bujeni pii jednorazové ani stitidmeé se opakujici konzumaci téchto potravin.

Pwbs
oo o
oo o
L
?/ norharman

6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Obrazek 11 - Chromatogram analyzy uzené sunkové klobasy, L/L extrakce, SIM
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5 Zavér

V této praci jsou piedstaveny méné¢ bézné screeningové metody uréené pro analyzu
tékavych latek z vice ¢1 méné slozitych matric. Jsou jimi mikroextrakce tuhou fazi (SPME) a
destilacni extrakce (SDE). Vlozenim SPME vldkna do headspace prostoru vzorku uzavieného
ve sklenéné vialce 1ze velmi jednoduse dosahnout extrakce t¢kavych latek. Timto zpisobem
bylo z 200 pl tekutého koufe spolehlivé identifikovano 26 sloucenin patticich mezi hlavni
slozky urcujici viini a aroma uzenych potravin. Metoda SDE pracuje na principu extrakce latek
destilujicich s vodni parou do organického rozpoustédla. Velkou vyhodou tohoto postupu je
moznost pouziti tuhych, polotuhych i tekutych vzorka za soucasné zmény pH diky vodnému
prostfedi. Po extrakci tekutého koufe z postupné neutralniho, okyseleného a alkalického
prostiedi bylo identifikovano celkem 15 sloucenin pfevazné neutralniho nebo kyselého
charakteru, které¢ se podileji na pozadovaném vjemu uzenych potravin. Po pfimé extrakci
tekutého koufe ethyl-acetatem bylo ztotoznéno celkem 25 latek, z ¢ehoz 7 se nevyskytovalo
Vv z4dné z ptedchozich analyz. Z kavy bylo metodou SDE vyextrahovano a identifikovano 11
latek. VSechny identifikované latky jsou pyrolytické produkty vznikajici pti pyrolyze dieva a
prazeni kdvovych bobi.

Dale se experimentalni ¢ast prace zaméfila na stanoveni heterocyklickych aromatickych
aminti (HAA) a jinych heterocyklickych latek obsahujici dusik. Konkrétnéji kvantifikovany
byly 2,6-dimethylpyrazin, 2-ethyl-3-methylpyrazin, indol, harman a norharman. K extrakci
sledovanych analyti byl pouzit jiz difive popsany postup s né€kolika modifikacemi. Proces
extrakce se déje z vodné-acetonového prostfedi do dichlormethanu za zmény pH z kyselé do
alkalické oblasti potfebné pro oddéleni balastnich latek a néasledovného zvysSeni vytézkda.
Reéalnymi vzorky byly bujony, masox, rezidua po smazeni kufeciho masa na panvi, tuk a saze
Z udirny, uzena slanina, uzena kotleta, uzena Sunkova klobésa a kdva. Kéva byla zvolena jako
kontrolni vzorek proto, Ze uvedeny postup extrakce byl navrhnut a odzkousen na této matrici.

Ve vétsing zminénych redlnych vzorkii nebyly nalezeny Zadné koncentrace
sledovanych analyti. Vyjimku tvofily kdva a uzena Sunkova klobésa. V extraktu kavy byly
nalezeny koncentrace odpovidajici 1365 ng-g™* norharmanu a 735 ng-g™! harmanu. MnoZstvi
ostatnich analytt se pohybovaly mezi 100 - 330 ng-g* kdvy. A v uzené Sunkové klobase bylo
stanoveno mnozstvi norharmanu jako 126 ng-g*. Koncentrace nalezenych latek neni nikterak
zdravi €1 zivot ohrozujici pti stitidmé se opakujici konzumaci téchto potravin.

Neptitomnost HAA ve vybranych vzorcich je jisté pozitivni vysledek, poukazujici na

relativni neSkodnost téchto produktli a zplisobt pfipravy potravin. Relativni proto, Ze nesmime
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zapominat na to, Ze HAA nejsou jedinymi toxickymi a pro zdravi Skodlivymi latkami
obsazenymi v masnych potravinach. Navic stanovovanim HAA v uzenych potravinach se do
dnesni doby vénovalo pouze malé mnozstvi védeckych praci.

A proto je tfeba pokracovat ve snaze identifikovat a popfipadé stanovovat HAA
v dalSich uzenych produktech a zkoumat rizné postupy uzeni. Ma vétsi vliv na ptipadnou
tvorbu HAA uzeni teplym nebo studenym koufem? Je bezpecné&jsi pouziti koufe vytvoreného
pomoci generatoru tfeni oproti tekutému kouii?

Tekuty kout je moderni zptsob uzeni, ktery je pouzivan na piipravu stale se zvétSujiciho
poctu produktu, a tak by tu méla byt snaha o plné porozuméni jeho slozeni a mechanismu jeho

ucinkii na potraviny.
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Obrdzek 12 - Hmotnostni spektrum a struktura 2,6-dimethylpyrazinu
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Obrdazek 17 - Hmotnostni spektrum a struktura trimethylsilylovaného (TMS) norharmanu

56



