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KRATICE POJMOVA

GC-MS -plinska kromatografija-masena spektrometrija
PAH - policiklicki aromatski ugljikovodici
EFSA - Europska agencija za sigurnost hrane
IARC -Internacionalna agencija za istrazivanje raka
LOD - granica detekcije

LOQ - granica kvantifikacije

TIC —total-ion Current

ACN - acetonitril

NAF — naftalen

ACI - acenaftilen

ACE - acenaften

FLU - fluoren

FEN - fenantren

ANT - antracen

FLE - fluoranten

PRI = piren

B[a]A — benzo[a]antracen

KRI — krizen

B[b]F — benzo[b]fluoranten

B[K]F — benzo[k]fluoranten

B[a]P — benzo[a]piren

dB[a,h]A - dibenzo[a,h]antracen
1[1,2,3-c,d]P — indeno[1,2,3-c,d]piren

B[g,h,i]P — benzo[g,h,i]perilen
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1. Uvod

Postoji mnogo spojeva koji nas okruZuju i koji imaju kancerogena svojstva,a jedni od njih su
svakako policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH-ovi). To su organski spojevi koji se sastoje
od viSe povezanih benzenskih prstenova. PAH-ovi su prisutni svuda u okoliSu stoga se mogu
naci u vodi, zraku, tlu i hrani. Prilikom procesiranja hrane takoder moZe do¢i do nastanka
Stetnih kemijskih spojeva kao $to su i PAH-ovi. Prema IARC-u benzo [a] piren spada u prvu
grupu organskih kancerogenih spojeva.

PAH-ovi imaju razli¢itu molekulsku masu, ovisno o broju benzenskih prstenova. Takoder
PAH-ovi vece molekulske mase su u krutom stanju na sobnoj temperaturi, dok je naftalen u
plinovitom stanju. PAH-ovi imaju vise rezonantnih struktura, a rezonantne strukture ovise o
broju prstenova. Jo$ jedno svojstvo PAH-ova je da nisu topivi u vodi, ali su dobro topivi u
uljima/mastima, te su takoder osjetljivi na svjetlosti i termostabilni.
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2. Teorijski dio

2.1 POLICIKLICNI AROMATSKI UGLJIKOVODONICI

Policiklicni aromatski ugljikovodici (PAH) su organski spojevi ugljika i vodika povezani u jedan
ili viSe benzenskih i srodnih prstenova. Nekadasnji naziv policiklicnih aromatskih
ugljikovodika bio poliareni ili polinuklearni cikli¢ni ugljikovodici, medutim taj naziv se vec
dugo ne koristi (Harvey, 1991). Prema misljenju europske agencije za sigurnost hrane (EFSA-
e) najc¢esSce proucavani i analizirani PAH-ovi su: naftalen, acenaftilen, acenaften, fluoren,
fenantren, antracen, fluoranten, piren, benzo [a] antracen, krizen, benzo [b] fluoranten,
benzo [k] fluoranten, benzo [a] piren, dibenzo [a,h] antracen, indeno [1,2,3-c,d] piren, te
benzo [g,h,i] perilen (EFSA, 2008).

Tablica 1 Strukture 16 najznacajnijih PAH-ova prema misljenju EFSA-e

NAZIV SPOJA, KRATICA STRUKTURNA FORMULA

Naftalen, NAF

Acenaftilen, ACI

Suhe

Acenaften, ACE ‘

Fluoren, FLU

Fenantren, FEN

Sike
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NAZIV SPOJA, KRATICA STRUKTURNA FORMULA

Antracen, ANT

Fluoranten, FLE

b &

()
&

Piren, PRI

Benzo[a]antracen, B[a]A

Krizen, KRI

Benzo[b]Fluoranten, B[b]F

Benzo[k]fluoranten, B[k]F

m
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NAZIV SPOJA, KRATICA

STRUKTURNA FORMULA

Benzo[a]piren, B[a]P

&

Dibenzo[a,h]antracen, dB[a,h]A

Indeno[1,2,3-c,d]piren I[1,2,3-c,d]P

26
®

Benzo[g,h,i]perilen B[g,h,i]P

~
&

>
e

Tijekom termickog procesiranja namirnica bogatih ugljikohidratima i mastima, moze do¢i do

kemijskih reakcija koje dovode do promjene kemijske strukture i nastanka nepozZeljnih
spojeva, kao sto su PAH-ovi (Harvey, 1991). Prva istrazivanja o Stetnosti PAH-ova datiraju iz
1775. godine kada je Percivall Pott ukazao na Stetnosti ¢adi i povezanosti izmedu raka testisa

i izloZzenosti ¢adi tijekom djetinjstva (Luch, 2005). Kasnija istraZivanja dokazuju povezanost

izmedu raka koZe i izloZenosti ¢adi, posebice kod benzo[a]pirena. Internacionalna agencija za
istrazivanje raka (IARC) je 1987. godine zakljucila da je benzo[a]piren kancerogen spoj.
Kljuéan dogadaj u razvoju raka je da se PAH-ovi metaboliziraju tako da nastaju reaktivni

spojevi intermedijari koji se mogu vezati za nukleinske kiseline. Prisutnost PAH-ova je velika i

nalaze se u tlu, vodi, zraku i hrani stoga nije ni ¢udno sto postoji toliko istrazivanja na temu

PAH-ova (Harvey, 1991).
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2.1.1. Kemijska i fizikalna svojstva PAH-ova

PAH-ovi su organski ugljikovodici koji sadrze dva ili viSe kondenziranih benzenskih prstenova.

Naftalen je najjednostavniji sloZzeni aromatski ugljikovodik, iako po nekim autorima ne spada
u PAH-ove jer sadrzi samo dva kondenzirana benzenska prstena. Fenantren i antrecen
takoder spadaju u najjednostavnije PAH-ove jer sadrze tri kondenzirana benzenska prstena
(Harvey, 1991) Po svojim svojstvima i toksic¢nosti i benzen bih mogao spadati u PAH-ove, ali
ne spada bududi da sadrzi samo jedan prsten. Molekulska masa PAH-ova se kreée od 128,17
g/mol (naftalen) do 252 g/mol (benzo[a]piren) (NRC, 1983a).

Takoder PAH-ovi su slabo topivi u vodi, ali su zato dobro topivi u uljima/mastima, Sto utjece
na mjesto zadrZavanja i taloZenja u okolisu. PAH-ovi su takoder osjetljivi na svjetlost, ali su
termorezistentni.

Buducdi da apsorbiraju u UV spektru, jako specificno se moZe razaznati svaki prsten i izomer
budu¢i da apsorbira jedinstveno u jednom dijelu spektra. Takoder fluoersciraju zbog
prisustva velikog broja dvostrukih veza sa rezonirajuéim elektronima (Harvey, 1991).

2.1.2. Prisutnost PAH-ova u hrani i djelovanje na smanjenje kolicine PAH-ova
u hrani

PAH-ove po podrijetlu razlikujemo po tome da li se nalaze u sirovoj hrani (prijenos iz okolisa,
vode ili tla) i PAH-ovi koji nastaju u hrani nakon termickog procesiranja. Neki od PAH-ova koji
se najceSée nalaze u hrani su: benz[a]piren, benz[a]antracen, krizen, dibenz[a,h]antracen,
piren, antracen, fluoranten i benz[b]fluoranten. Prema uredbi Europske komisije br.
835/2011 benz[a]piren se koristi kao marker za prisutnost i u¢inak kancerogenih PAH-ova u
hrani. Takoder je Znanstveni odbor za prehranu (eng. Scientific Committe on Food) donio je
odluku kako nije dovoljno uzimati samo u obzir prisutnost benz[a]pirena, ve¢ da bih trebali
uzimati i joS Cetiri specificne tvari PAH-ova (benz[a]piren, benz[a]lantracen,
benzo[b]fluoranten i krizen).

Glavni nacini nastajanja PAH-ova u procesiranoj hrani su peéenje, susenje, dimljenje, przenje
i pe€enje na roétilju (Sarkanj i sur, 2010). U dimljenom mesu i ribi je nadena najveéa koli¢ina
PAH-ova koja iznosi do 200 pg/kg, dok je u mesu koje je peceno na rostilju nadeno 130
ug/kg. Prije termicke obrade koli¢ina PAH-ova u hrani je od 0,01 do 0,1 pg/kg. Namirnice
koje sadrze najviSe PAH-ova su: Zitarice, ulja, margarin, suseno voce i dimljeni proizvodi (SFC,
2002).
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Glavni nacin kontaminacije mesa i ribe PAH-ovima je dimljenje i suSenje (Harvey, 1991).
Takoder sama kolicina PAH-ova u namirnici ovisi o duljini trajanja termicke obrade
namirnice, udaljenosti namirnice od izvora topline, nacdinu pripreme namirnice, koli¢ine
kisika i temperaturi tretiranja namirnice (Sarkanj i sur., 2010). Bitnu ulogu za stvaranje PAH-
ova imaju temperatura dimljenja, vrsta i vlaznost drveta. Dimljenjem proizvoda nastaju
specificna organolepticka svojstva koja su povezana s: derivatima fenola, karbonilima,
derivatim furana, esterima, organskim kiselinama i pirolima. Dim nastaje nepotpunim
izgaranjem tvari, uz prisustvo kisika. Temperature spaljivanja materijala iz kojih nastaje dim
za celulozu je 180-300°C, hemicelulozu 260-350°C, te lignin 300-500°C (Harvey, 1991). Na
koli¢éinu PAH-ova takoder utjeCe i izbor drveta, pa se tako najveéa koli¢ina kancerogenih
PAH-ova dobije dimljenjem s drvetom topole, a znatno manje dimljenjem drvetom bukve,
treSnje i hrasta. Kod dimljenja ribe tradicionalnim nacdinom koli¢ina PAH-ova je 1,2 pg/kg
(NRC 1983b).

Povisenjem temperature termickog tretmana linearno se povecava i koli¢éina PAH-ova
nastalih tijekom pirolize, pogotovo kada je temperatura izmedu 400-1000°C, a temperatura
dimljenog materijala 50°C. Takoder, o vlaznosti drveta ovisi i koli¢ini nastalih PAH-ova, te se
ona moZe smanjiti poveéanjem vlaznosti drveta te niZzom temperaturom izgaranja. PAH-ovi
mogu nastati i ako mast iz namirnice kapa u vatru. Najmanja koli¢ina PAH-ova nastaje ako se
meso priprema na pari i iznosi 0,3 pg/kg (Harvey 1991, EFSA 2008, SCF 2002). Prema odredbi
Europske komisije dopustena koli¢ina benz[a]pirena u dimljenom mesu i dimljenim mesnim
proizvodima, misicnom mesu dimljene ribe i dimljenim proizvodima ribarstva je 2,0 ug/kg, a
benz[a]piren, benz[a]antracen,benz[b]fluoranten i krizen spoja 12 pg/kg (Europska komisija,
2011).

Zitarice sadrze niske koli¢ine PAH-ova koje dospijevaju najéesée iz tla ili kontaminacijom
usjeva. Trenutno ne postoje njihove propisane dopustene vrijednosti koje su regulirane
odredbom Europske komisije, iako bih trebale zbog njihove ¢eS¢e konzumacije. Takoder i
przenje kave mozZe uzrokovati stvaranje PAH-ova i to u koncentraciji od 0,025 do 17 pg/L.
Sama koli¢ina PAH-ova u kavi ovisi o stupnju przenja kave kao i o samim kultivarima.

Zrna kakaa su takoder podlozni stvaranju PAH-ova, jer tijekom obrade zrna prolaze susenje,
pecenje, przenje i fermentaciju. Najveéa koli¢ina benz[a]pirena u kakaovom zrnu je 5,0
ug/kg, a Cetiri PAH spoja 30,0 pg/kg (Europska komisija, 2011).

Biljna ulja i masti takoder sadrze PAH-ove i bitna su jer se koriste i kao dodatak drugih
prehrambenih proizvoda, koji se svakodnevno konzumiraju. Kontaminacija ulja PAH-ovima
nastaje tijekom susenja biljnog materijala ili od otapala koji se koristi za ekstrakciju. Takoder
sama koli¢ina PAH-ova se moze smanjiti deodorizacijom ulja ili koristenjem aktivnog ugljena
kao adsorbenta. Istrazivanja su dokazala da je koli¢cina PAH-ova u maslinovom ulju veca kod
onih maslina kojima su zasadi blizu prometnica, zbog ispusnih plinova automobila (Hopia i
sur, 1982). Navedeno potvrduje da PAH-ovi mogu iz zraka i tla mogu prije¢i u biljke. Kod
masti i ulja dopustena koli¢ina benz[a]pirena je 2,0 pg/kg, a zbroj Cetiri koncentracije PAH ne

9
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smije iznositi vise od 10,0 pg/kg. Prirodno vece prisustvo benz[a]antracena i krizena se
nalazi u kokosovom ulju, ali se moze lako ukloniti tijekom rafinacije. Prema uredbi Europske
komisije kokosovo ulje moZe sadrzavati najviSe 2,0 ug/kg benz[a]pirena i za Cetiri PAH-a 20,0
ug/kg (Europska komisija, 2011).

Kod povrca dolazi do kontaminacije s PAH-ovima putem zraka ili tla. Koli¢ina PAH-ova u
povrcéu najvise ovisi o tipu povréa, godisSnjem dobu i udaljenosti od zagadivaca zraka, a krece
se izmedu 0,01 do 1,0 mg/kg.

Odabirom pripreme namirnice ili obrade u postrojenju, ¢uvanjem i upotrebom zacina i
konzervansa mozemo donekle smanijiti i regulirati koli¢inu PAH-ova u namirnici. Koli¢ina
PAH-ova u namirnici se mozZe smanjiti ako se namirnica kuha, a ne przi ili pece. Kuhanje pri
niskim temperaturama ili na pari ima znatno manju koli¢inu PAH-ova. Ako se meso pece na
rostilju treba se paziti na to da li mast curi i kaplje na vatru kao i da nije direktno na plamenu.
Kod proizvoda koje se dime ne moZemo primjenom drugog tehnoloskog postupka dobiti
proizvod istih senzorskih svojstva. Stoga se koriste tekuci dodaci okusa, koji hrani koja nije
dimljena mogu dati taj okus dimljenog. Tekuéi dodaci se procis¢avaju i na taj nacin sadrie
smanjenu koli¢inu PAH-ova. Takav proizvod ima okus dimljenog iako je pripremljen na
drugacdiji nacin (Phillips, 1999)

Koli¢ina PAH-ova se moZe smanjiti ukoliko je meso u ambalazi polietilena i do 50% pri
termickoj obradi. Takoder ukoliko se meso prije pecenja predgrijava na pari ili u mikrovalnoj
pecnici moze se smanijti koli¢ina PAH-ova. Smanjenju koli¢ine PAH-ova mogu imati i zacini ili
neki dodaci koji imaju antioksidacijska djelovanja. Mariniranje piletine u soku od limuna
smanijilo je koli¢inu PAH-ova za 72%, a kod govedine za 39% (Farhadian i sur., 2011). Zacini
poput dumbira, ¢eSnjaka i zacinskog bilja mogu smanijiti kancerogena svojstva PAH-ova.
Fotodegradacijom mozZzemo smanijiti koli¢ine PAH-ova, jer su PAH-ovi osjetljivi na svjetlost.
Na taj nacin se pod djelovanjem UV svijetla mogu ukloniti iz vode. Smanjenjem temperature
kod proizvodnje takoder smanjuje koli¢ina PAH-ova. Djelovanjem enzima (biokataliza) dolazi
takoder do smanjenja koli¢ine PAH-ova. Veze unutar molekula se destabiliziraju djelovanjem
oksigenaza, dehidrogenaza i lingolitickih enzima (Bansal i Kim, 2015).

2.1.3. Toksicnost PAH-ova i tolerirani dnevni unos

Toksi¢nost PAH-ova moZze biti akutna i kroni¢na. Akutna toksi¢nost ovisi o vise ¢imbenika kao
$to su dob, spol, nacinu i vremenu izloZenosti, kao i o zdravstvenom stanju osobe. Neki od
simptoma akutne toksi¢nosti su iritacija oka, mucnina, povracanje, dijareja i upalni procesi. U
zavisnosti od strukture PAH-ova neki mogu izazvati samo alergiju, a neki mogu izazvati i
iritaciju na kozi. Akutna toksi¢nost PAH-ova je dokazana na psima, koji su tijekom 7 dana bili
izloZzeni 10,5 g naftalena, pri éemu je doslo do pojave anemije i neurofizioloskih poremecaja
(SCF, 2002, Zuelzer i Apt, 1949).
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Kod kroni¢ne toksi¢nosti ljudi su obi¢no izloZzeni na radnim mjestima, i naj¢es¢i nacin
izlaganja i apsorpcije je udisanjem, iako moze biti i oralna i dermalna apsorpcija (Kim i sur.,
2003). Takoder kroni¢na izloZzenost PAH-ovima je i kod aktivnih i pasivnih pusaca. Kod osoba
koji su izloZeni duze PAH-ovima (na radnom mjestu) dokazano je veéa prisutnost raka koze,
pluéa, probavnog trakta i mokra¢nog mjehura. Radnici koji rade u industrijama prerade
metala, prisutnost ugljena i koksa su uz izloZenost PAH-ovima izloZeni i nekim drugim
kemijskim spojevima koji mogu da reagirati s PAH-ovima. Takoder PAH-ovi imaju Stetan
utjecaj na hormone, reproduktivan i imunoloski sustav.

Kancerogenost PAH-ova prvi put je uoena krajem 18. stoljec¢a, kada je Sir Percivall Pott
londonski kirurg uocio veéu pojavu raka sktoruma kod dimnjacara, bududi da su oni izloZeni
udisanju vece koli¢ine PAH-ova. Kancerogenost PAH-ovima je uocena kod konzumacije mate
¢aja i to rak jednjaka, dusnika, grkljana, plu¢a, bubrega i mokra¢nog mjehura i to kod
populacije Juzne Amerike, gdje se taj napitak cesto konzumira. Nije objasnjen mehanizam
kancerogenosti mata ¢aja, iako su apsorbirani PAH-ovi u jednjaku kancerogeni. Pronaden je
21 PAH spoj u mate ¢aju i to u rasponu koncentracija od 536 do 2906 mg/g suhog lis¢a. Prvi
PAH spoj kojem je dokazana kancerogenost je dibenz[a,h]antracen (slika 1). Dokazano je
kako cada, ugljen i katran imaju kancerogena svojstva, a ispitivanjima i studijama su ta
svojstva pripisana djelovanjem PAH-ova.

Slika 1 Strukturna formula dibenz[a,h]antracen

Kod odredivanja i objasnjavanja kancerogenog spoja bitna je i genotoksi¢nost. Prvo
istrazivanje o povezanosti PAH-ova s genotoksi¢nosti je bilo kod radnika koji su bili izlozeni
PAH-ovima. Ce$¢e mutacije u hipoksantin fosforibosiltransferazi (HRPT) lokusu u limfocita su
imali radnici koji rade u ljevaonicama Zeljeza. Takoder testiranje genotoski¢nosti je
provedena na stanicama E.coli uz mjeSavinu metaboli¢kih aktivatora i pokazala se visoka
genotoksi¢nost. Laboratorijska istrazivanja na glodavcima su takoder dokazala
genotoksicnost i to sa spojevima krizen, benz[a]antracen i benz[a]piren. Dokazi o
genotoksic¢nosti su ograniceni jer su svi dobiveni in vitro studijama.
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Zbog svojstva lipofilnosti PAH-ovi su spojevi koji mogu prije¢i membrane, od kojih je i
placentalna membrana. PAH-ovi mogu utjecati na DNA, i uzrokovati oStecenje ploda. To je
dokazano na pokusnim Zivotinjama tako Sto su im tijekom trudnoce davani benz[a]antracen,
naftalen i benz[a]piren i doslo je do defekata ploda i smanjene porodajne mase (EFSA, 2008)
Nekoliko istraZivanja na ljudima je dokazalo kako trudnice koje su izloZzene PAH-ovima,
radaju djecu smanjene porodajne mase i da se plod u prvim mjesecima trudnoée slabo
razvija. Ako su Zene tijekom trudnoce izlozene veéim koli¢inama PAH-ova, javlja se kod djece
do 3 godine smanjenje kvocijenta inteligencije, a kod djece od 6 do 8 godina se javljaju
problemi u ponasanju ili astma (Edwars i sur.,, 2010; Perera i sur, 2011; Wang, 2010).
Potrebna su daljnja istrazivanja kako bih se dokazalo jer rezultati mogu biti uvjetovani
genetskom predispozicijom roditelja. Takoder je dokazano da PAH-ovi iz cigareta unistavaju
male oocite, i da utjeCu na raniju menopauzu, za razliku od Zena koje ne puse.

Toksi¢nost PAH-ova se takoder aktivira pomodu svjetlosti. Ovisno o molekulskoj masi PAH-
ovi apsorbiraju svjetlost valnih duljina od 320 do 800 nm. PAH-ovi s tri ili Cetiri prstena
apsorbiraju valne duljine svjetlosti u UVA (320-400 nm), dok oni s viSe aromatskih prstena
apsorbiraju valne duljine svjetlosti u VIS (400-800 nm). PAH-ovi pod utjecajem svjetlosti
prelaze u visi energetski nivo gdje mogu reagirati s kisikom ili drugim molekulama i tvoriti
slobodne radikale koji mogu uzrokovati smrt stanica. Slobodni radikali najées¢e djeluju na
strukturu DNA, lipide i membranske proteine sto uzrokuje lipidnuperoksidaciju i propadanja
membrana. Fototoksicnost PAH-ova je inace izrazena u vodenom okoliSu i opasna je za
Zivotinje koje Zive pod vodom, zbog lomljenja svjetlosti i transparentnosti vode.

Prema istrazivanjima provedenim u Velikoj Britaniji (Phillips, 1999) prosje¢ni dnevni unos po
osobi iznosi 3,70 pug ukupnih PAH-ova. Prema rezultatima upitnika koji je proveden u SAD-u
2001. godine dokazano je da najvisSe PAH-ova dolazi iz Zitarica i kruha s 23%, meso peceno na
rostilju s 21%, povrce s 11-13% dok je najmanji unos iz ulja i masti. Dokazano je da unos PAH-
ova povecdava rizik od pojave raka 2,85 x 10° puta kod opée populacije, 2,93 x 10° za
muskarce i 2,68 x 10 za Zene (Bansal i Kim, 2015). Da bih do3li do vrijednosti dnevnog unosa
PAH-ova moramo znati prehrambene navike stanovniStva u odredenoj populaciji i znati
vrijednosti analiza PAH-ova u konzumiranim namirnicama.

2.2. VALIDACUA

,Validacija pokazuje da analiticka metoda ispunjava kriterije koje se odnose na odgovarajuce
znacajke njene ucinkovitosti“ (EZ, 2002). Potvrdom Codex Alimentarius I1SO ili IUPAC,
validacija se takoder moZe provesti medu laboratorijskim ispitivanjem ili ispitivanjem u
jednom laboratoriju odnosno unutarnja validacija. Validacija se sastoji od 7 parametara
validacije, a to su: linearnost, granica detekcije, preciznost, to¢nost, specificnost/selektivnost
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i podrucje primjene. Preciznost se moZe provoditi na Cetiri razine kao preciznost mjerenja,
preciznost pripreme (ponovljivost), medupreciznost i medulaboratorijska ponovljivost.

,Linearnost je sposobnost metode da se dobiju rezultati ispitivanja koji su izravno
proporcionalni analitu koncentracije unutar danog raspona” (Dekker, 1997). Linearnost se
procjenjuje matematicki i graficki. Matematicki se izrazava preko jednadzbe pravca (y = ax +
b) i izraCuna koeficijent korelacije r. Nagib pravca (a) je parametar koji ukazuje na osjetljivost
metode, odsjeCak pravca (b) ukazuje na sustavnu pogreSku, a koeficijent korelacije se
uspostavlja kriterij r > 0,99.Kod niskih koncentracija se prihvaca r > 0,98. Kod grafi¢kog
nacina se primjenjuju dva nacina. Prvi graficki prikaz odstupanja regresijskog pravca prema
koncentraciji ili logaritmu koncentracije. Drugi graficki nacin je prikaz na osi y i odgovarajucih
koncentracija na osi x logaritamske skale. Linija koju smo dobili treba biti vodoravna u
cijelom linearnom podrudju, a linearno podrucje prestaje gdje linija sijeCe paralelne linije.

Granica detekcije (LOD) je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se mozZe detektirati uz
odgovarajucu preciznost i to¢nost. Procjena signala moZze biti statisticka, vizualna i s pomocu
omjera signal/Sum. Statisticke granice detekcije se odreduju na bazi standardne devijacije
signala i nagiba prema jednadzbi: GD = 3,3 o'/ g, gdje je a nagib, a o standardna devijacija
regresijskog pravca. Vizualna procjena se odreduje razrjedivanjem otopine uzorka ili
cijepljenjem otopine uzorka odgovaraju¢om koli¢inom analita. Procjenjuje se najmaniji signal,
a moze se primijeniti kod ne instrumentnih i instrumentnih metoda. Procjena omjera signal/
Sum moze se primijeniti samo na analiticke metode s baznom linijom, a prihvatljivi omjer je
3:1.

Granica kvantifikacije (LOQ) je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze kvantificirati
uz odgovarajudu preciznost i to¢nost. Granicu kvantifikacije mozemo odrediti razrjedivanjem
otopine uzorka ili cijepljenjem uzorka odgovaraju¢om koncentracijom analita. Ona je takoder
i koncentracija najnizeg kalibracijskog standarda. Pomoc¢u omjera signal / Sum procjenjuje se
granica detekcije, a prihvatljiv omjer je 10 :1. Ako metoda zahtjeva da ima zadanu preciznost
na granici kvantifikacije, onda se napravi vise uzoraka poznate koncentracije u podrucju oko
moguce granice kvantifikacije. Onda se svaki uzorak izmjeri pet do Sest puta i izracunaju se
standardne devijacije za svaku koncentraciju, nakon toga ide graficki prikaz. Iz grafickog
prikaza se odredi tocna koncentracija na granici kvantifikacije s odredenom preciznoscu.
Granica kvantifikacije je bitna kada se odreduju analiti u niskim koncentracijama koje mogu
Stetiti ljudima i okolisu.
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Slika 2 Odredivanje granice kvantifikacije s odredenom toénoséu (Lazarié, 2012)

Preciznost predstavlja slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja iz istog uzorka pri
propisanim uvjetima eksperimenta. Takoder preciznost predstavlja rasprSenost pojedinacnih
uzoraka oko aritmeticke sredine. Izrazava se kao standardna devijacija, relativna standardna
devijacija ili standardnom pogreskom aritmeti¢ke sredine. Provodi se pet do Sest mjerenja s
jednom do tri razli¢ite koncentracije. Ispituje se koriste¢i homogene, mjerodavne uzorke.
Ako ne mozemo dobiti homogen uzorak, koriste se umjetno pripremljeni uzorci. Ovisno o
uvjetima u kojima se preciznost odreduje, moZe se izraziti kao ponovljivost, medu
preciznost, obnovljivost. Uvjeti ponovljivost uklju¢uje jedan laboratorij, istog analiti¢ara, istu
aparaturu, te kratko razdoblje provodenja metode, uzorci moraju biti svjeze pripremljeni kao
i standardi, reagensi i mobilna faza. Medu preciznost je odstupanje rezultata dobivenih
istom metodom istom laboratoriju u duzem vremenskom razdoblju ali sa izmijenjenim
parametrima (razli¢iti analiti¢ari, instrumenti, kolone). Pripremi se Sest otopina iste
koncentracije s istim propisima koje analizira drugi analiti¢ar, drugi dan na drugome uredaju.
Na ovaj nacin se ispituje hoce li metoda dati iste rezultate nakon razvoja u razlicitim
laboratorijima pod propisanim uvjetima. Obnovljivost je vrsta preciznosti dobivena izmedu
viSe laboratorija. Ona se provodi tako da alikvot homogenog uzorka analiziraju razliciti
analitic¢ari u razli¢itim laboratorijima, pri radnim uvjetima i radnoj okolini koja se razlikuje od
laboratorija do laboratorija ali su joS uvijek unutar specificnih parametara metode.

Toénost pokazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata i stvarnih ili prihvaéenih
referentnih vrijednosti. Kako bih smo to dokazali napravimo analizu uzorka poznate
koncentracije i usporede se izmjerene i stvarne vrijednosti. To¢nost je takoder mjera
pouzdanosti analiticke metode. MozZe se ispitati tako Sto usporedimo rezultate metode sa
rezultati druge metode koja je potvrdena kao toc¢na. Takoder se moze ispitati analizom
uzorka poznate koncentracije i usporedbom dobivene mjerne vrijednosti sa pravom, veé
poznatom vrijednosti.
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Specificnost i selektivnost su svojstva metode da odredi Zeljeni analit u prisutnosti odredenih
komponenata u matrici uzorka pod utvrdenim uvjetima. Za metodu kazemo da je specifi¢na
kada se moZe odrediti samo jedan specifican analit. Metoda za koju kazemo da je selektivna
je metoda kojom se odreduje vise komponenti istodobno, ali pod uvjetom da te
komponente ne smetaju jedna drugoj.
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2.3 PLINSKA KROMATOGRAFIJA-MASENA SPEKTROMETRIUJA (GC-MS)

Plinska kromatografija-masena spektrometrija (GC-MS) predstavlja kombinaciju dviju jako
mocnih analiti¢kih tehnika. To je vrlo suvremen proces u kojem se objedinjuju znacajke
plinske kromatografije (razdvajanje smjesa) i masene spektrometrije (analiza pojedinacnih
sastojaka). Glavna snaga GC-MS je mogucnost identifikacije nepoznatih spojeva koriStenjem
kemijske i elektron-izolacijske baze podataka.

Plinska kromatografia omogucava razdvajanje komponenata iz smjese razli¢itih
komponenata. Prvi put je predstavljena 1952. godine. U plinskoj kromatografiji mobilna faza
je plin dok stacionarna faza moze biti Cvrsta ili teku¢a. Primjenjuje se za analizu plinovitih
tvari ili lako hlapljivih tvari koje isparavaju na radnoj temperaturi kolone (do 400°C), a pritom
da ne dode do njihove razgradnje. Plinska kromatografija se nametnula kao vode¢a metoda
analize, buduc¢i da je veliki broj tvari koje zadovoljavaju ovaj kriterij. Glavni dijelovi
kromatografske kolone su injektor, detektor i kromatografska kolona. Mobilna faza odnosno
plinovi koji se koriste su helij, dusik, argon, vodik ili ugljikov dioksid. Zbog razli¢itih kemijskih
svojstava spojevi se razdvajaju u razli¢itom vremenu.

Masenom spektrometrijom se odreduje molekulska masa wuzorka. “Otac masene
spektrometrije” je J. Thomson koji je 1913. godine dokazao kako razliCiti izotopi imaju
razli¢itu molekulsku masu od 20 do 22 g/mol. Kod masene spektrometrije ioni se razdvajaju
prema odnosu mase i naboja te se detektiraju, dok se signal pohranjuje u bazi podataka.

2.3.1. Princip rada

Plinski kromatograf se sastoji od injektora, detektora i kolone koje su povezani sa
kontroliranom peénicom koja ima sposobnost da ne dode do pregrijavanja kolone (Slika 3).
Plinska kromatografija se bazira na distribuciji analita izmedu dvije faza zbog temperature i
njihove hlapljivosti. Kada se injektira u kolonu, uzorak se razdvaja izmedu stacionarne i
mobilne faze. Razli¢iti spojevi se razli¢ito vezu na stacionarnu fazu, u zavisnosti od njihove
strukture. Dok mobilna faza omoguéava kretanje kroz kolonu. Kapilarne kolone se koriste, do
je ogranicavajuci faktor maksimalni protok u vakuumskom sustavu spektrometra.

Direktno povezivanje kromatografske kolone s masenom spektometrom upravo omogucava
kapilarna plinska kromatografija zbog smanjenja brzina protoka. Plinoviti uzorak se
usmjerava do izvora iona. lzvor iona daje potrebnu energiju za ionizaciju aktivnih molekula, i
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odrzava se na dovoljno velikoj temperaturi. Elektronsku ionizaciju i kemijsku ionizaciju
koristimo kod GC-MS analizama. loni se razdvajaju kada ulaze iz izvora u maseni analizator.
Maseni analizatori koji se koriste u GC-MS analizama su magnetski sektor i kvadrupol. loni
koji su razdvojeni putuju od analizatora do masenog detektora. Najpopularniji detektor koji
se koristi je tzv. ,electronmultiplier, on mora imati brz odgovor koji treba prevesti male
struje iona u signale koji se mogu snimiti. Podaci se prikazuju u obliku kromatogramu,
najceséi koristen format je TIC (eng. Total-ion Current) kromatogram, ciji signal predstavlja
zbroj ionske struje za pikove detektirane u masenom spektru.

Otvor za
| injektiranje
i uzorka
'l
# ’I
.-" ! .
s | Ioru.!.zacuslu Maseni Flektron
Injelktor Lzvor analizator  multiplibator
plina -+t - - -
nOSIOca . | ' _I 1 l
[ i+ e
GO kolona J ¥ E—— |
- — - — ¥ | ‘.
Peinica | A |/

Prjelazna  Fokusurajuce
Imija lece

Slika 3 Shematski prikaz GC-MS uredaja (FAO/WHO, 2006)

2.3.2. Primjena

Navedenu metodu je idealno koristiti za razdvajanje hlapljivih komponenti iz neke smjese.
Takoder idealno ju je koristiti za:

e kvantitativnu i kvalitativnu analizu hlapljivih organskih sastojaka smjese,
e identifikaciju tragova necistoc¢a u tekuc¢inama i plinovima,

e testiranje ostalih otapala,

e prisutnost i koli¢ina zagadivaca te

e evaluaciju difuzije ekstrakata plastike.
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2.3.3. Prednosti i nedostaci

Neke od prednosti GC-MS analize su preciznost, visoka osjetljivost, pouzdanost, selektivnost
i mala koli¢ina uzoraka potrebna za analizu.

Glavni nedostatak je visoka temperatura injektora zbog Cega se prilikom prolaska kroz
kolonu plinskog kromatografa neke termicki labilne tvari mogu razgraditi. Zbog toga se za
ovu analizu koriste tvari koje mogu podnijeti viSu temperaturu (300-400°C), a pri tome da se
ne razgrade. Takoder, jedan od nedostataka je dugotrajnost i cijena postupka, posebno za
kvantitativne analize (Sultovi¢ isur, 2011).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada je validirati GC-MS metodu za odredivanje 16 PAH-ova u
suSenoj kobasici, koji su najznacajniji prema misljenju Europske agencije za sigurnost hrane
(EFSA). Ispitati ¢e se tri razlicCite mjeSavine soli brze, jednostavne, jeftine, ucinkovite,
robustne i sigurne(QUEChERS) metode za ekstrakciju te se za validaciju odabrati mjesavina
soli koja ¢e dati najbolje rezultate iskoristenja pri testiranoj matrici. Ostatak postupka
validacije provesti poStujuci upute za validaciju kvantitativnih metoda, prema Odluci komisije
o provodenju analitickih metoda i tumacenju rezultata (EZ 657/2002) za GC-MS analize.

3.2. MATERUJALI

Prilikom analize koristena je dimljena slavonska kobasica. Koristili su se uzorci dimljenih
kobasica s i bez ovitka.

Kemikalije koje su potrebne:

ultra Cista deionizirana voda,

e acetonitril (ACN),

e magnezij sulfat anhidrid (MgS0a),

e natrij acetat (CH;COONa),

e Primarni i sekundarni amini (PSA),

o (18-,

e standardna otopina PAH standarda (502 ug/mL 16 PAH-ova).

3.3. METODA

3.3.1. Parametri plinske kromatografije - masene spektrometrije

Parametri GC-MS-a su bili jednaki za sve ispitivane metode, kako bi se adekvatno mogle
usporediti efikasnosti metoda za ekstrakciju PAH-ova. Agilent 7890B/5977A MSD se koristio
kao uredaj za detekciju. GC parametri koji su se koristili su: kolona HP-5M, 30 m x 0,25 um.
Injektor je radio u modu bez razdvajanja uzorka (splitless mode) pri 280°C, a injektiralo se 5
uL uzorka. Temperaturni program za razdvajanje koji se koristio je bio: 0,4 min zadrzavanja
na 50°C; podizanje od 50°C do 195°C brzinom od 25°C/min, te zadrzavanje od 1,5 min na
195°C. Podizanje temperature od 195°C do 265°Cbrzinom od 8°C/min, i zatim podizanje na
315°C brzinom od 20°C/min, te zadrzavanje tijekom 1,25 min. Temperatura masenog
detektora bila je 280°C. Verifikacija pikova bila je preko retencijskog vremena i molekulske
mase pojedinog PAH-a.
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3.3.2. Metode ekstrakcije PAH-ova

U ovom diplomskom radu usporedene su tri razlicite metode za ekstrakciju PAH-ova iz
dostupne literature, kako bi se odabrala metoda koja najvise odgovara uzorcima slavonske
kobasice na kojima je istrazivanje provedeno.

Metoda za ekstrakciju PAH-ova u dimljenoj Sunki:

Odvaze se to¢no 3,00 g prethodno usitnjenog i homogeniziranog uzorka u epruvetu za
centrifugu od 50 mL. Svakom odvaganom uzorku doda se 12 mL deionizirane vode i 15 mL
ACN, te se ekstrahira vorteksom 1 minutu. Zatim se u epruvete doda 6,00 g MgS0O4 i1,50¢g
CH3COONa te centrifugira na 1000 x g tijekom 5 minuta na sobnoj temperaturi. Gornji sloj (1
mL ) od pipetira se u dSPE kivetu koja sadrzi 150 mg MgSQs, 50 mg PSA i 50 mg C18 i nakon
toga vorteksira 1 minutu. dSPE kivetu centrifugiramo pri 1800 x g tijekom 5 minuta pri
sobnoj temperaturi. Procis¢eni ekstrakt iz kivete od pipetira u vialu i provede analiza na
GC/MS (Kartalovic i sur., 2015).

Metoda za ekstrakciju PAH-ova iz tla

Odvaze se to¢no 10,0 g prethodno usitnjenog i homogeniziranog uzorka u epruvetu za
centrifugu od 50 mL. Svakom odvaganom uzorku doda se 30 mL ekstrakcijskog otapala
(acetonitril/voda =2:1 (v/v)) te se ekstrahira jednominutnim muckanjem. Slijedila je dodatna
ekstrakcija u ultrazvucnoj kupelji tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim se u
epruvete doda 8 g MgS04 i 2 g NaCl te snazno promijesa rukom tijekom 1 minute. Slijedi
centrifuga pri 1500 x g tijekom 10 minuta a sobnoj temperaturi. Nakon odvajanja slojeva 1,5
mL organskog sloja se prebaci u eppice od 2 mL sa 150 mg MgS0O4 i 50 mg PSA. Nakon 5
minuta treSnje rukom, ekstrakti se centrifugiraju pri 5000 x g tijekom 10 min pri sobnoj
temperaturi. To¢no 1 mL procis¢enog ekstrakta se odpipetira u viale i provede analiza na
GC/MS (Cvetkovic i sur., 2016).

Metoda za ekstrakciju PAH-ova u mariniranoj i przenoj peradi

OdvaZe se tocno 5,00 g prethodno usitnjenog i homogeniziranog uzorka u epruvetu za
centrifugu od 50 mL. Doda se 10 mL deionizirane vode i promucka rukom 1 minutu. Nakon
toga se doda 10 mL acetonitrila i muéka dodatnu minutu. Zatim se doda 6 g MgS0O4i 1,5 g
CH3COONa, te promucka jos jednu minutu. Slijedi centrifugiranje pri 1800 x g tijekom 5 min
na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja se 6 mL supernatanta prebaci u epruvete od
15 mL sa 400 mg PSA, 1,2 g MgS04 i 400 mg C18 za prociséavanje. Slijedi dodatna centrifuga
pri 1800 x g tijekom 5 minuta, na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se supernatant odpipetira
u viale i provede analiza na GC/MS (Kao i sur., 2012).
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3.3.3. Validacija metode

Prilikom validacije odredivani su sljedeéi parametri: iskoristenje, preciznost, selektivnost,
primjenljivost, ponovljivost, obnovljivost, linearnost, limit detekcije (LOD) i limit
kvantifikacije (LOQ), sukladno uputama u Odluci Komisije o primjeni direktive Vije¢a o
provodenu analitickih metoda i tumacenju rezultata EZ 2002/657(EZ, 2002). Kalibracija je
radena u sljedec¢ih 10 koncentracija: 0, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000, 3000, 10000 ng/mL
pomocu standarda prethodno pomijesanih svih 16 PAH-ova.

3.3.3.1. IskoriStenje

Provjera iskoriStenja radena je na jednakoj matrici analita u kojem se metoda validira. Zbog
nepostojanja matrice bez analita, odnosno potvrdenog referentnog materijala, prvo se
napravilo mjerenje u uzorku bez dodanog standarda analita, a zatim se ponovilo mjerenje
nakon dodatka standarda. IskoriStenje je definirano kao: ,postotak stvarne koncentracije
tvari izdvojene tijekom analitickog postupka. Ako potvrdeni referenti materijal ne postoji,
odreduje se tijekom validacije” (EZ, 2002). Sva mjerenja su napravljena u Sest ponavljanja pri
tri razli¢ite koncentracije kako bi se dobila i relativna standardna devijacija. Iskoristenje je
mjereno pri koncentraciji koja je bila barem 1x, 2x i 5x visa od LOQ kako ne bi na samo
iskoristenje utjecala detekcija analita te da bi bili blize ocekivanim koncentracijama analita
(Sarkanj i sur., 2018).

3.3.3.2 Preciznost

Preciznost je stupanj podudarnosti izmedu rezultata nezavisnih ispitivanja dobivenih pod
propisanim (unaprijed odredenim) uvjetima. lzrazava se kao standardna devijacija rezultata,
a izra¢unavala se u ispitivanjima ponovljivosti i obnovljivosti.

3.3.3.3. Specifi¢nost

Specifitnost je sposobnost razlucivanja izmedu analita i njima srodnih tvari. Provjerila se
tijekom odredivanja iskoriStenja. Matriks se obogatio analitom te su se usporedili rezultati
prije i nakon obogacivanja. Za neke komponenete nije bilo dostupne matrice bez analita
(naftalen), zbog ¢ega se u tom slucaju usporedila ekstrakcijska otopina sa analitom.

3.3.3.4. Ponovljivost

Ponovljivost se ispitala obogacivanjem matrice analitom pri koncentracijama od 1x, 2x i 5x
visa od LOQ, u 6 replika, i sve je ponovljeno tri puta sukladno uputama Odluci Komisije o
primjeni direktive Vijeca o provodenu analitickih metoda i tumacenju rezultata EZ 2002/657
(EZ, 2002).
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3.3.3.5. Obnovljivost

Obnovljivost se ispitala obogadivanjem matrice analitom pri koncentracijama od 1x, 2x i 5x
visa od LOQ, u 6 replika, i sve je ponovljeno tri puta u tri razli¢ita dana i tri razlicita
analiticara sukladno uputama Odluci Komisije o primjeni direktive Vijeéa o provodenu
analitickih metoda i tumacenju rezultata EZ 2002/657 (EZ, 2002).

3.3.3.6. Limit detekcije i kvantifikacije

Limiti detekcije i kvantifikacije su odredeni kao 3 puta i 10 puta standardna devijacija Suma
matrice ili ekstrakcijskog otapala tamo gdje nije bilo matrice bez analita (naftalen)sukladno
uputama Odluci Komisije o primjeni direktive Vije¢a o provodenu analitickih metoda i
tumacdenju rezultata EZ 2002/657 (EZ, 2002) i Uredbi komisije o izmjeni Uredbe EZ br.
333/2007 u pogledu analite anorganskog arsena, olova i policiklickih aromatskih
ugljikovodika i odredenih izvedbenih kriterija za analizu (EZ, 2016). lzracunate vrijednosti su
jo$ naknadno korigirane tijekom mjerenja ukoliko je Sum bio visi kod mjerenog analita
(Sarkanj i sur., 2018).
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4. Rezultati i rasprava

Prije ispitivanje optimalne metode ekstrakcije i konacne validacije metode, sama metoda se

postavila na GC-MS-u kako bi se provjerili adekvatni GC parametri za eluiranje, temperaturni

program, retencijska vremena i nacin ubrizgavanja s obzirom na o¢ekivane koncentracije u
matriksu. Dobivena je prilagodena optimalna metoda koja je opisana u materijalima i
metodama, a kromatogram sa naznacenim PAH-ovima prikazan je slikom 4.
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Kartalovi¢ i sur. (2015) zbog najboljeg iskoriStenja na ispitivanoj matrici, te je nastavljena

puna validacija metode. Kod svih metoda uoden je trend smanjenja iskoristenja kod

kompleksnijih PAH-ova u odnosu na one s manjom molekulskom masom. Takoder kod onih

PAH-ova koji se nisu dobro razdvajali na kromatogramu (zbog slicnih svojstava poput

molekulske mase i vrelista) postoji visa devijacija rezultata u odnosu na PAH-ove koji
dobro razdvojeni na kromatogramu.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 2 Usporedba iskoriStenja triju ispitivanih metoda za ekstrakciju PAH-ova iz uzoraka

slavonske kobasice

IskoriStenje za PAH- | Kartalovi¢ i  sur. | Cvetkovi¢c i  sur. | Kaoisur(2012)
ove (2015) (2016)

Naftalen 98% +1% 57% + 2% 45% 3%
Acenaftilen 96% +3% 56% + 4% 48% *+ 5%
Acenaften 97% +3% 51% + 6% 51% + 8%
Fluoren 95% * 2% 53% + 3% 41% + 7%
Fenantren 93% +7% 47% * 5% 46% *+ 13%
Antracen 88% + 9% 45% + 6% 41% + 11%
Fluoranten 89% +4% 56% + 10% 49% *+ 6%
Piren 93% + 2% 52% + 6% 38% + 4%
Benzo[a]antracen 87% £5% 44% + 4% 36% £ 7%
Krizen 84% +7% 58% + 11% 33% + 9%
Benzo[b]Fluoranten 86% +13% 39% + 9% 31% £ 12%
Benzo[k]fluoranten 82% +16% 42% + 8% 31% +11%
Benzo[a]piren 89% 4% 59% + 6% 38% + 6%
Dibenzo[a,h]antracen | 79% +14% 55% + 16% 36% + 13%
Indeno[1,2,3- 78% +12% 46% + 12% 32% + 17%
c,d]piren

Benzo[g,h,i]perilen 88% 8% 44% + 9% 37% £ 7%

Nakon Sto se odabrala metoda s najboljim iskoristenjima (Kartalovi¢ i sur., 2015), nastavljena
je validacija da se provjeri da li je metoda odgovaraju¢a namjeni. Parametri validacije su
sazeti u Tablici 3. Performanse koje su dobivene gotovom validiranom metodom sukladne su
pravilnicima i uredbama europske zajednice: Odluci Komisije o primjeni direktive Vijeéa o
provodenu analitickih metoda i tumacenju rezultata EZ 2002/657 (EZ, 2002); Uredbi komisije
o izmjeni Uredbe EZ br. 333/2007 u pogledu analite anorganskog arsena, olova i policikli¢kih
aromatskih ugljikovodika i odredenih izvedbenih kriterija za analizu (EZ, 2016) gdje su
definirani termini LOQ-a kao deseterostruka standardna devijacija od srednje vrijednosti
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dobivene slijepom probama matrice; te Uredbi komisije (EZ) br. 1881/2006 od 19. prosinca
2006. o utvrdivanju najvecih dopustenih koli¢ina odredenih kontaminanata u hrani koja
propisuje maksimalnu koli¢inu benzo[a]pirena u dimljenom mesu i dimljenim mesnim
proizvodima od 5 pg/kg mokre teZine (EZ, 2006), zbog cega se pazilo da je limit detekcije
metode ispod navedenog limita. Preciznost metode u ponovljivim i obnovljivim uvjetima je
zadovoljavaju¢a jer je prema pravilniku (EZ, 2002) propisana do 20 % za analite u
koncentracijama > 10 pg/kg do 100ug/kg. Buduéi da su mjerene koncentracije, ovisno o
analitu, bile i niZze (od 3.3 — 16.5 pg/kg), uvjet se smatra zadovoljenim. Validirana metoda se
pokazala kao specificna jer nije pokazivala pikove analita kada oni nisu bili u matrici ili
ekstrakcijskom otapalu.

Metoda je sukladna Odluci Komisije o primjeni direktive Vije¢a o provodenu analitickih
metoda i tumacenju rezultata EZ 2002/657 (EZ, 2002) prikladna za potvrdnu metodu za
organske rezidue i kontaminante buduci da zadovoljava sve propisane uvijete.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 3 Performanse validirane metode

Analit m/z | Retencijsko | Linearnost | Ponovljivost | Obnovljivost | LOD LOQ
vrijeme/ % %
min ng/mL | ng/mL

Naftalen 128,1 | 4,9 0,989 2 5 1 3,3
Acenaftilen 152,1 | 6,6 0,985 5 5 1 3,3
Acenaften 154,4 | 6,9 0,962 3 5 1 3,3
Fluoren 166,2 | 7,5 0,997 7 8 1 3,3
Fenantren 178,2 | 9,2 0,994 5 6 1 3,3
Antracen 178,2 | 9,4 0,994 6 9 3 10
Fluoranten 202,3 | 12,2 0,999 6 11 3 10
Piren 202,3 | 12,8 0,999 7 10 1 3,3
Benzo[a]antracen 2283 | 16,4 0,996 8 9 1 3,3
Krizen 228,3 | 16,6 0,998 3 7 1 3,3
Benzo[b]Fluoranten 252,3 | 19,5 0,996 16 18 3 10
Benzo[k]fluoranten 252,3 | 19,6 0,985 17 19 3 10
Benzo[a]piren 252,3 | 20,3 0,992 5 9 1 3,3
Dibenzo[a,h]antracen | 276,3 | 22,4 0,990 11 15 5 16,5
Indeno[1,2,3- 278,4 | 22,5 0,989 12 16 5 16,5
c,d]piren

Benzo[g,h,i]perilen 276,3 | 22,8 0,990 11 13 5 16,5
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5. Zakljucak

U ovom radu je provedena validacija GC-MS metode za odredivanje 16 PAH-ova u dimljenim
kobasicama. Buduci da je prisutnost PAH-ova u hrani ucestala, i da su oni izuzetno opasni za
ljudsko zdravlje, bitno ih je redovito kontrolirati u hrani pogotovo u podrucjima gdje se takva

hrana konzumira.

S obzirom na validacijske parametre, najboljom se pokazala metoda po Kartalovic i sur.
(2015). Na osnovu rezultata istraZivanja dobivenih u ovom radu, mozZe se izvesti zakljucak da
uzimajudi u obzir linearnost, ponovljivost, obnovljivost, LOD i LOQ zadovoljavaju zakonske
odredbe, te je metoda GC-MS sa QUEChERS prociséavanjem pogodna za odredivanje 16 PAH-
ova u susenim kobasicama.
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