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Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (W WA) sa organicznymi zwiaz-
kami zawierajacymi od dwoch do kilkunastu pierscieni aromatycznych potaczonych
ze soba w roznych konfiguracjach geometrycznych, co decyduje o ich zréznicowa-
nych wlasciwosciach fizykochemicznych i toksycznych (1). Powstaja w szerokim
zakresie temperatur (250-920°C) podczas niepeinego spalania (pirolizy) materii
organicznej, zachodzacego w wyniku proceséw naturalnych i antropogennych
cztowieka: rafinerie ropy naftowej, koksownie, motoryzacja (spaliny samochodo-
we, Scieranie si¢ opon), spalarnie odpadow, dymy z kottowni i piecéw domowych,
dym papierosowy oraz procesy przemystowe takie jak: przemyst koksowniczy, huty
zelaza, aluminium, miedzi, elektrownie i elektrocieplownie, przemyst materialow
plastycznych i farbiarskich. Do naturalnych zrodet emisji WWA do $rodowiska za-
liczamy pozary laséw i erupcje wulkanow (1). Zwiazki te, dostaja si¢ do organizmu
ludzkiego r6znymi drogami: skoérna, inhalacyjna i pokarmowa. Najwigcej] WWA
przenika jednak do organizmu z zywnoscia (3).

Zanieczyszczenie ZywnoSci przez WWA

Produkty zywno$ciowe moga ulegac zanieczyszczeniu W WA na skutek oddziaty-
wania srodowiska (pyly, powietrze, woda i gleba). Zanieczyszczenie srodowiskowe
zywno$ci tymi zwiazkami moze mieé charakter bezposredni, badz posredni przez
skazenie surowcow uzywanych do jej produkeji. Wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne moga trafia¢ do zywnosci z réznych sktadnikéw biosfery, a nastgpnie
sa przekazywane przez kolejne ogniwa tancucha pokarmowego. W przypadku ro-
$lin, zanieczyszczenie W WA nastgpuje na skutek osiadania na nich czastek pylow
(z zaadsorbowanymi WWA) oraz poboru WWA z gleby, dla ktorej poziom zawarto-
$ci WWA jest jednym ze wskaznikéw stopnia skazenia roslin (4). Zwiazki te, moga
si¢ rowniez tworzy¢é w samej zywnosci (pierwotnie), jak i podczas procesow jej
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przemystowego przetwarzania, przygotowywania do spozycia czy utrwalania (4, 5).
Do procesow niekorzystnie wptywajacych na poziom zanieczyszczenia produktow
zywnos$ciowych przez WWA nalezy: wedzenie, pieczenie na roznie, grillowanie,
prazenie, smazenie, jak rowniez suszenie zwlaszcza konwekcyjne (6). Szczegolnie
wysokie stezenia W WA zostaly oznaczone w produktach grillowanych (4). Poziom
WWA w zywnoSci przetworzonej zalezy glownie od warunkow i metod jej przy-
gotowywania (4, 5). Przyktadowo, na proces tworzenia WWA podczas wedzenia
zywnos$ci ma wptyw sktad drewna, typ generatora, dostgpnos¢ tlenu, temperatura
oraz dhugos$¢ trwania procesu (5). Podczas tych proceséw produkty termicznego
rozktadu wchodza w bezposredni kontakt z produktem zywno$ciowym (6).
Sposréd produktéw zywnosciowych najwigece] WWA zawieraja wedzone ryby
i skorupiaki (4,02 png/kg dla zawarto$ci grupy czterech specyficznych WWA ta-
kich jak: benzo(a)piren, chryzen, benzo(a)antracen, benzo(b)fluoranten — WWA4
1 0,68 ng/kg dla zawartosci benzo(a)pirenu — BaP) oraz wedzony drob i dziczyzna
(0,92 pg/kg dla WWA4; 0,12 ng/kg dla BaP). W mniejszych iloéciach spotyka si¢ je
w takich produktach jak: warzywa i produkty warzywne (0,04 png/kg dla BaP), zboza
i produkty zbozowe/chleb, maka (0,06 pg/kg dla BaP) (7). Stgzenia WWA w rafi-
nowanych (oczyszczonych) olejach wahaja si¢ w zakresie kilku pg/kg, podczas gdy
w surowych (nieoczyszczonych) olejach poziom moze przekracza¢ 2000 pg/kg (5).

Regulacje prawne

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, udowodnione jest genotoksyczne, mutagenne
i karcynogenne dziatanie niektorych WWA. W molekutach W WA takich jak fenan-
tren, chryzen, benz(a)antracen, benzo(a)piren, benzo(b)fluoranten, benzo(e)piren,
dibenz(a,h)antracen, benzo(g,h,i)perylen, indeno(1,2,3-cd)piren wystgpuje tzw.
,»bay region” (struktura fenantrenu) — obszar o zwigkszonej gestosci elektronowej
umozliwiajacy tworzenie si¢ np. adduktéow z biatkami (hemoglobina, albuminy)
lub DNA, przez co zwiazki te moga oddziatywa¢ na replikacj¢ komorki i wyka-
zywaé tym samym dziatanie mutagenne (8). Zatem obecno$¢ WWA w zywnosci
stanowi niebezpieczenstwo dla zdrowia konsumenta i wymaga ciagtego monito-
rowania.

Migdzynarodowa Agencja do Badan nad Rakiem (IARC — International Agency
for Research on Cancer) sklasyfikowata benzo(a)piren do grupy 1 jako karcyno-
genny dla ludzi (9). Podczas 64 spotkania Wspolny Komitet Ekspertow FAO/WHO
ds. Dodatkéw do Zywnoséci (JECFA — The Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives) ocenit 33 WWA i wywnioskowal, ze 13 z nich jest wyraznie
karcynogennych i genotoksycznych. Lista obejmuje benzo(a)antracen, chryzen,
benzo(b)fluoranten, benzo(k)fluoranten, benzo(a)piren, indeno(1,2,3-c,d)piren,
di-benzo(a,h)antracen, 5-metylochryzen, benzo(j)fluoranten, dibenzo(ae)piren,
dibenzo(ah)piren, dibenzo(ai)piren i dibenzo(al)piren (10).

Z kolei Amerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (US EPA — Environmental
Protection Agency) wyselekcjonowata 16 WWA, ktére maja stuzy¢ do oceny stop-
nia zanieczyszczenia Srodowiska (5). Wsrod nich obecne sa zar6wno W WA mato
toksyczne, ale wystgpujace w duzych ilosciach oraz zwiazki spotykane w ilo$-
ciach §ladowych, ale o potwierdzonym naukowo silnym potencjale karcynogen-
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nym takie jak: benzo(a)antracen, chryzen, benzo(b)fluoranten, benzo(k)fluranten,
benzo(a)piren, indeno(1,2,3-c,d)piren, di-benzo(a,h)antracen i benzo(g,h,i)perylen
(5, 11). Inaczej prezentuje sig lista Unii Europejskiej, ktora zawiera tylko zwiazki
o najwyzszej toksycznosci. Obejmuje ona 15 WWA zaklasyfikowanych przez UE
do zwiazkéw karcynogennych, ktorych poziom w zywnosci powinien by¢ stale mo-
nitorowany. Lista zawiera 8 WWA z listy EPA oraz 7 nowych, tj.: 5-metylochry-
zen, cyklopenta(c,d)piren, benzo(j)fluoranten, dibenzo(ae)piren, dibenzo(ah)piren,
dibenzo(ai)piren i dibenzo(al)piren, potem uzupeiniono liste o benzo(c)fluoren (11).

W celu ochrony zdrowia publicznego Komisja Europejska uregulowata obecnosé
WWA w zywnosci. Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia
2006 r., okreslito benzo(a)piren (BaP) jako marker wystgpowania i karcynogen-
nego dzialania WWA 1 ustalito najwyzsza dopuszczalng zawarto$¢ benzopirenu
w poszczeg6lnych produktach zywnosciowych w zakresie 1-10 pg/kg (produkty
migsne wedzone, tkanka migsniowa ryb wedzonych i skorupiakéw, oleje jadalne,
produkty dla dzieci) (12). W jednym ze swoich rozporzadzen (rozporzadzenie WE
nr 333/2007 z 28 marca 2007 r., uzupetnione dyrektywa Komisji nr 2005/10/WE
z dnia 4 lutego 2005 r.) UE okresla takze wymagania i kryteria sprawnosci, sta-
wiane metodom analitycznym stosowanym do oznaczania zwiazkow WWA.
Naleza do nich m.in.: specyficzno$¢ metody, granica wykrywalnos$ci nie mniejsza
niz 0,3 ng/kg, granica oznaczalno$ci nie mniejsza niz 0,9 pg/kg, odzysk w zakresie
50-120% (13).

Pozniejszy raport Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA-
European Food Safety Authority) wykazal, Ze istnieja lepsze niz BaP markery cat-
kowitej zawarto$ci WWA w zywnosci (14). Wniosek ten sformutowano na podstawie
oznaczenia 16 gtéwnych WWA (13 WWA z raportu WHO z 2005 r. (10) i dodat-
kowo benzo(ghi)perylen, cyklopenta(cd)piren i benzo(c)fluoren) w 9714 probkach
nalezacych do réznych kategorii zywno$ci. Wyniki wykazaty obecnos¢ kilku kar-
cynogennych WWA w ok. 33% analizowanych probek, chociaz st¢zenie BaP byto
ponizej granicy wykrywalno$ci. Na podstawie tego badania, panel naukowy ds.
Zanieczyszczen w Lancuchu Zywnos$ciowym przy EFSA wywnioskowal, Ze nastg-
pujace grupy specyficznych WWA: BaP, chryzen (Chry), benzo(a)antracen (BaA),
benzo(b)fluoranten (BbF) (nazwane jako WWAA4) i dodatkowo benzo(k)fluoranten
(BKF), dibenzo(a,h)antracen (DBahA), benzo(g,h,i)perylen (BghiP) i indeno(1,2,3-
-cd)piren (nazwane jako WWAS) sa obecnie jedynymi mozliwymi wskaznikami
dla oceny karcynogennego potencjatu WWA w zywnosci. Europejski Urzad ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci stwierdzit takze, Ze w poréwnaniu z uktadem czterech
zwiazkow (WWA4) uktad osmiu zwiazkoéw (W WARS) nie wnosi istotnej wartosci
dodanej. Ustalono rowniez nowy, najwyzszy, dopuszczalny poziom dla sumy czte-
rech substancji (WWA 4) w zywnosci przy zachowaniu oddzielnego, najwyzszego,
dopuszczalnego poziomu dla benzo(a)pirenu (14). Aktualnie obowiazujace rozporza-
dzenie Komisji (UE) Nr 835/2011 z 19/08/2011 odnosnie najwyzszych, dopuszczal-
nych pozioméw zawartosci grup W WA i benzo(a)pirenu (W WA4 i BaP) w zywnosci
to dla nastgpujacych produktéw: olejow i ttuszczoéw jadalnych — 10 ng/kg dla WWA4
12 ug/kg dla BaP; produktéw migsnych wedzonych, tkanki migsniowej ryb wedzo-
nych i skorupiakow — 12 ug/kg dla WWA4 i 2 pg/kg dla BaP; produktow dla dzieci
— 1 pg/kg, zardbwno dla WWAA4, jak i BaP (15).
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Analiza WWA w zywnoSci

Gtowne problemy zwigzane z analiza WWA w matrycach zywnos$ciowych to:
— trudna ekstrakcja z powodu wystepowania tych zwiazkow w sladowych ilosciach
w zywnosci (rzedu ppb lub ppt); — koekstrakcja razem z WWA wielu organicznych
zwiazkoéw z matrycy zywno$ciowej, co przeszkadza w pdzniejszej separacji i iden-
tyfikacji WWA; — wzajemne strukturalne podobienstwo i obecno$¢ wielu izome-
rycznych form WWA, co czyni trudnym ich rozdziat i identyfikacjg (16); — skompli-
kowana natura lipofilnych matryc zywnosci, wykazujacych podobienstwo do WWA
w zakresie wlasciwosci fizykochemicznych (rozpuszczalnos¢, masa molekularna
itd.) (5).

Metodyka badan obejmuje ekstrakcje WWA z matrycy zywnos$ciowej, nastep-
nie oczyszczenie ekstraktu od zwiazkow interferujacych przy wykorzystaniu m.in.
chromatografii preparatywnej (PLC) oraz jako$ciowe i ilo§ciowe oznaczenie zwiaz-
kow (7). Zasadnicze, podstawowe metody przygotowania probki obejmuja ekstrakcje
przy uzyciu aparatu Soxhleta, ekstrakcje do fazy statej (w uktadzie ciecz-ciato stale)
z zastosowaniem sorbentdw — najczesciej modyfikowanego zelu krzemionkowego
(SPE) i ekstrakcje w uktadzie ciecz-ciecz (cykloheksan-woda, dimetyloformamid-
woda) poprzedzona zmydlaniem (saponifikacja) metanolowym roztworem KOH lub
kompleksowaniem kofeina (5, 18). Nastgpnie ma miejsce jedna lub wigcej procedur
oczyszczania (kolumna chromatograficzna, chromatografia cienkowarstwowa, chro-
matografia wykluczania (preparatywna chromatografia wykluczania sterycznego
(SEC — size exclusion chromatography) (18). Te metody jednak sa trudne, mono-
tonne, czasochtonne i zuzywaja duze ilosci rozpuszczalnika, a z powodu dtugiej
i skomplikowanej procedury sa niewygodne dla rutynowej analizy (5). Alternatywa
dla tradycyjnego przygotowania probki jest chromatografia cieczowa LC i off-line
LC-LC umozliwiajaca bezbtedna, dokladna analizg WWA w czasie krotszym niz
2 godz. Oprdcz tego stosowana jest ekstrakcja z zastosowaniem rozpuszczalnika
w fazie nadkrytycznej, ktora umozliwia przeprowadzenie obydwu procesow: eks-
trakcji i oczyszczenia we wspolnym jednym etapie. Sprawniejsze jest takze taczenie
ze soba technik takich jak LC-GC i LC-LC-GC (18).

Najczgsciej stosowane metody analityczne do oznaczania karcynogennych WWA
to wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) z selektywnym detektorem
fluorescencyjnym (FLD) i wysokorozdzielcza chromatografia gazowa sprz¢zona
z spektrometria mas jako detektorem (GC-MS). Metoda GC-MS jest zwykle pole-
cana kiedy zwiazek chemiczny nie moze by¢ tatwo zidentyfikowany przez HPLC
(5). Wezesniej czgsto stosowanymi metodami byly chromatografia cienkowarstwowa
(TLC), HPLC z detektorem spektrofotometrycznym (UV) lub fotodiodowym (PDA)
i GC z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (FID), ale obecnie z powodu ich
gorszej selektywnosci 1 czuto$ci zostaty wyparte przez lepsze techniki (3). Jednym
z ograniczen detekcji monochromatycznej z uzyciem jednej dtugosci fali (UV) jest
brak oznaczenia jednorodnosci piku i jako$ciowa analiza inna niz czas retencji (5).

Metody on-line upraszczaja procedurg analizy WWA z powodu pominigcia kilku
oddzielnych etapow przygotowania probki. W metodzie on-line HPLC ekstrakt prob-
ki jest nastrzykiwany na kolumng chromatograficzna, ktora jest polaczona on-line
z kolumna analityczna w systemie HPLC-FLD (3). Analizg¢ WWA metoda HPLC
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prowadzi si¢ w uktadzie faz odwrdoconych (RP), tzn. na niepolarnej fazie stacjonar-
nej. Ten typ chromatografii jest najbardziej odpowiedni do rozdzielania mieszaniny
zwiazkow niepolarnych lub stabo polarnych na pojedyncze sktadniki (19). Dawniej
uzywane fazy stacjonarne takie jak tlenek glinu i zel krzemionkowy zostaty zasta-
pione fazami wigzacymi chemicznie. Obecnie najczgsciej uzywane sa odwrdcone
fazy takie jak ODS, gdzie niepolarna (hydrofobowa) jest faza oktadecylosilanowa
o 18 atomach wegla w tancuchu (C18) (20). Fazy ruchome stanowia woda, acetonitryl
1 metanol oraz ich mieszaniny. Detektor rejestruje sygnat (np. absorpcja promienio-
wania), ktorego miara jest wysokos¢ (lub powierzchnia) piku chromatograficznego
(19). W ostatnich latach metoda HPLC jest szeroko stosowana do oznaczania WWA
w zywnos$ci. Gléwne jej zalety w analizie WWA to: bardzo dobra rozdzielczo$¢
dla separacji izomerdow; wystarczajaca czutos¢ i specyficznosé¢ detektorow UVD
i FLD; mozliwos$¢ oszacowania wielkosci czasteczek W WA na podstawie czasu re-
tencji z uzyciem kolumny w odwroéconym uktadzie faz (RP); mozliwo$¢ oznaczenia
zwiazkow z wysoka masa molekularna; brak ryzyka termicznego rozktadu (analiza
prowadzona w temperaturze pokojowe;j) (19, 20).

Druga metoda powszechnie stosowana w analizie W WA w zywno$ci stata si¢ GC-
MS m.in. z powodu duzej selektywnosci detektora MS, uzycia widma masowego
dla wiarygodnego potwierdzenia obecnosci WWA w probcee i mozliwosci uzywania
jako wewngtrznych standardow — W WA znakowanych izotopem. W analizie wyko-
rzystywana jest przewaznie pojedyncza kwadrupolowa spektometria mas (MS), ale
wzrasta popularnos¢ i czestos¢ stosowania tandemowej spektometrii mas (MS-MS),
zapewniajacej wigcej specyficznych fragmentow mas (daughter ions), przez co
zwigksza si¢ specyficznos¢ i czuto$é tej metody. Zaprogramowany temperaturowo
uktad nastrzykowy (PTV) zastosowany w GC umozliwia nastrzyk duzych objgtosci
probki i stad sa osiagane niskie limity detekcji dla WWA. Oznaczenie duzej iloéci
WWA w probkach wymaga kolumn z wysoka wydajnoscia (3).

W analizie ilo$ciowej i jakosciowej WWA powszechnie uzywane sa okreslone
wewngtrzne standardy. Stanowia je wzorce weglowodorow analitycznych deutero-
wanych lub znakowanych izotopem 13C. W wigkszo$ci metod GC-MS z powodu
niestabilno$ci wzorcéw deuterowanych sg preferowane standardy WWA znakowa-
ne izotopem 13C (3, 21). Duza zmienno$¢ wynikow odnotowanych dla niektérych
WWA w zywnosci moze by rezultatem braku niektorych standardéw, dlatego ciagle
istnieje potrzeba stworzenia nowych znakowanych analogéw réznych WWA takich
jak: benzo(j)fluoranten, dibenzo(a,h)piren, dibenzo(a,l)piren, cyklopenta(cd)piren,
S5-metylochryzen i benzo(c)fluoren. Poza tym na rynku sa dostgpne certyfikowane
materiaty referencyjne (CRMs) dla WWA uzywane do walidacji i oceny sprawnosci
metody (3).

Chromatografia gazowa (GC) czy wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC) w analizie WWA?

W jednej z prac badawczych poréwnano ww. metody biorac pod uwagg takie
parametry jak: odzysk, jako$¢ rozdziatu, czas analizy, koszt wykonania (22). Prze-
testowano statystycznie 35 par wynikow (test t-studenta), spo$rod nich 25 nie réznito
sig znaczaco w zakresie 95% poziomu ufnosci. Odchylenia standardowe pokazaty
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ze powtarzalno$¢ obu metod byta bardzo dobra, w granicach 10%. Obydwie metody
wypadly dobrze, pozwolity poréwnaé dane w szerokim zakresie wartosci (0,2—1000
ng/kg). Kapilarna GC posiadata znacznie wyzsza zdolnosc¢ rozdzielcza, zatem wigk-
sza liczba WWA moze by¢ oznaczonych i rozdzielonych ta metoda. Finalnie jednak
to HPLC byta zdolna do rozdziatu poszczeg6lnych izomeréw (BbF i BKF; Chr i Tph),
zatem miala wigksza selektywnos$¢. Podsumowujac, na efekt chromatograficzne;j
analizy maja wptyw 3 elementy: zdolno$¢ rozdzielcza kolumny, wydajno$¢ kolum-
ny i selektywnos¢ rozdziatu separacji. GC ma wyzsza wydajno$¢ kolumny zatem
nadaje si¢ do analizy ztozonych mieszanin, za§ HPLC moze czgsto mie¢ wyzsza
selektywnos$¢ kolumny, co jest bardziej przydatne dla rozdzielenia izomerycznych
zwiazkdéw. Zatem obie metody wzajemnie si¢ uzupeiniaja i sa niezbedne do precy-
zyjnej i wiarygodnej analizy WWA (20).

Wykorzystanie metod HPLC i GC do analizy produktéw Zzywnosciowych

Wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa z detekcja fluorescencyjna zastosowa-
no do oznaczenia 8 WWA w oleju jadalnym i produktach wedzonych. Oznaczono
zawarto$¢ WWA w 12 probkach: oleju jadalnym, ziarnach rzepaku, mleku w prosz-
ku, biatku i zo6ttku jaja kurzego, wedzonej kietbasie, biatym twarogu, szprotach.
Przetestowano 3 metody jednoetapowego przygotowania probki (usunigcie lipi-
déw 1 innych wysokoczasteczkowych zwiazkow) takie jak: ekstrakcja w uktadzie
ciecz-ciecz, ekstrakcja do fazy stalej i SEC. Stwierdzono, ze jednoetapowa procedu-
ra z udzialem dwoch z metod (ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz i ekstrakcja do fazy
stalej), nie usuwa catkowicie lipidow. Wygodna i wydajna technika oczyszczania
WWA w zywnosci i matrycach ro§linnych z thuszczu okazata si¢ SEC. Jako standard
dla oznaczenia ilo§ciowego uzyto benzo(b)chryzenu. Liniowos$¢ krzywej kalibra-
cyjnej byta prawidtowa dla wszystkich WWA w zakresie stezen od limitu detekcji
(ok. 0,1 ppb) do 100 ppb. Powtarzalnos¢ (RSD, n=6) dla r6znych W WA oscylowata
w zakresie od 0,5 do 5% (5).

Metoda HPLC-FLD przebadano 9 typow popularnych malezyjskich, grillowa-
nych dan migsnych pod katem zawartosci toksycznych WWA takich jak: fluoran-
ten, benzo(b)fluoranten i benzo(a)piren. Stwierdzono znaczace réznice (p < 0,05)
w stezeniach WWA w zaleznosci od sposobu grillowania migsa (wegiel drzewny,
gaz, piekarnik) w zakresie od 3,1 do 106 ng/g. We wszystkich probkach byt obecny
fluoranten; najwyzsza zawarto§¢ WWA uzyskano w szaszltykach wotowych, zas
najnizsza w kurczaku grillowanym w piekarniku, o warto$ci odpowiednio: 132 ng/g
i 3,51 ng/g (23).

Metoda HPLC-FLD zbadano obecno$¢ 7 WWA (benzo(a)antracen (BaA), chryzen
(CRY), benzo(b)fluoranten (BbF), benzo(k)fluoranten (BkF), benzo(a)piren (BaP),
dibenzo(a,h)antracen (DahA), benzo(g,h,i)perylen (BghiP)) w palonych ziarnach
kawy z rynku koreanskiego. Przygotowanie probki obejmowato zmydlanie roztwo-
rem KOH, ekstrakcje w uktadzie ciecz-ciecz, ekstrakcje¢ do fazy statej (SPE). Uzy-
skane limity detekcji i oznaczenia ilo§ciowego dla 7 WWA oscylowaly w zakresie
odpowiednio od 0,016 do 0,497 i od 0,054 do 1,656 pug/kg. Stezenie WWA w 10 prob-
kach kawy wahato si¢ od 0,62 +0,08 do 53,25+ 9,38 pg/kg. We wszystkich probkach
BaP byt obecny w ilo$ci dopuszczalnej dla cztowieka (24).
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Za pomoca techniki HPLC/FLD okreslono poziom zanieczyszczenia
benzo(a)pirenem wybranych rynkowych przetworow migsnych poddanych trady-
cyjnej metodzie wedzenia. Przygotowanie probek do oznaczenia benzo(a)pirenu
obejmowato ekstrakcje frakcji lipidowej, a nastepnie wydzielenie weglowodorow
z ttuszczu za pomoca chromatografii wykluczania (SEC). Sposréd przebada-
nych wedzonych przetworéw migsnych az 98% préb odznaczato si¢ zawartoscia
benzo(a)pirenu ponizej prawnie dopuszczalnej (5,0 pg/kg) wartosci w tego rodzaju
zywnosci, co wskazuje m.in. na prawidtowo realizowany proces wedzenia (1).

Wydajna i selektywna analityczna metodg opracowano dla oznaczenia ilo§ciowe-
go 19 WWA w zywnoSci i oleju. Polaczenie selektywnej ekstrakcji i nastepujacej po
niej procedury oczyszczania (ekstrakcja do fazy statej — SPE) z uzyciem uktadu po-
listyren-diwinylobenzen pozwolito na otrzymanie wysoce czystego analitu. Identy-
fikacja i oznaczenie zostaly przeprowadzone z uzyciem GC—MS/MS wykorzystujac
WWA znakowane 13C. Zaleta GC-MS/MS w poréwnaniu do innych metod detekcji
jest wysoka czutosé i selektywnos¢. Uzyskany limit detekceji dla WWA w zywnosci
wahat si¢ migdzy 0,008 i 0,15 g/kg, za$ limit oznaczenia ilosciowego migdzy 0,025
10,915 g/kg. Krzywa kalibracyjna wykazala dobra liniowo$¢ dla wszystkich WWA
(R*>>0,99) (21).

Metoda HPLC/FLD oznaczono 15 WWA w probkach zmielonej pszenicy, goto-
wych platkow zbozowych, mleka w proszku, stodu, szpinaku i oleju do smazenia.
Wyniki pokazaty, ze partia otr¢gbow zmielonej pszenicy, podobnie jak gotowe ptatki
wykazywaty znacznie wyzsza zawartos¢ W WA niz inne partie probek lub produkty
koncowe. Wykryto, ze uzycie bezposredniego ogrzewania do wysuszenia mleka
w proszku i stodu w niektorych przypadkach prowadzi do podwyzszenia pozio-
mu WWA i korelowalo to z poziomem obecnych nitrozamin. Trzy probki szpinaku
miaty bardzo niski poziom WWA. Niska zawarto$¢ karcynogennych WWA (rzedu
kilku pg/kg) odnotowano takze dla dwoch sposrod trzech réznych typow oleju do
smazenia (25).

Technika GC-MS oznaczono stgzenie 16 WWA w 18 probkach chleba pieczonego
z bialej i brazowej maki pszennej. Analizg przeprowadzono po uprzedniej ekstrak-
cji WWA aparatem Soxhleta. W 10 na 18 probek nie wykryto obecnos$ci B(a)P,
natomiast w pozostatych jego poziom byt zréznicowany od 2,83 do 16,54 ug/kg.
Stezenia B(a)A, CHR, B(b)FA, B(k) FA, IP, DB(a,h)A, i B(ghi)P byly mniejsze niz
10,0 pg/kg. Benzo(a)piren nie zostal wykryty w biatej i brazowej mace uzytej do
wytworzenia chleba. Catkowita zawarto§¢ W WA wahata si¢ w granicach 1,06—44,24
ng/kg i 3,08-278,66 ng/kg, odpowiednio dla cigzkich WWA i lekkich WWA. Od-
twarzalno$¢ i powtarzalno$¢ zaproponowanej metody zostaty obliczone i przedsta-
wione z punktu widzenia odzysku i wzglednych odchylen standardowych. Uzyskane
wyniki wahaly si¢ od 72,46 do 99,06% z RSD +0,28-15,01% i od 2,39 do 95,01%
z RSD=+1,91-13,01%, odpowiednio dla powtarzalnos$ci i odtwarzalnosci (26).

Technika HPLC/FLD zostata wykorzystana do oznaczenia 16 WWA w filetach
rybnych. Probki analizowano pod katem zawartosci takich W WA jak: naftalen (Nap),
acenaftylen (Acy), acenaften (Ace), fluoren (Flu), fenantren (Phe), antracen (Ant), flu-
oranten (Fln), piren (Pyr), 1,2-benza(a)antracen (BaA), chryzen (Chr), benzo(e)piren
(BeP), benzo(e)acenaftylen (BeA), benzo(k)fluoranten (BkF), dibenz(a,h)antracen
(DahA), benzo(g,h,i)perylen (Bghi)P i indeno(1,2,3-cd)piren (InP). Metoda obej-
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mowata szybka, latwa, tania, efektywna i bezpieczna (QUEChERS) wieloosado-
wa procedur¢ przygotowania probki. Anality byly rozdzielane na kolumnie HPLC
Agilent ZORBAX Eclipse PAH (4,6 mm x 50 mm, 1,8 um) przez gradient elucji
w podwdjnym ukladzie acetonitryl-woda, za$ pozniejsza detekcja fluorescencyjna
odbyta si¢ przy odpowiedniej dla wzbudzenia i emisji dlugosci fali. Odzysk wahat
si¢ od 83,4 do 101% z wzglednym odchyleniem standardowym od 0,6 do 1,9%. Limit
detekcji i oznaczenia ilosciowego oscylowaty odpowiednio od 0,04 do 0,84 i od 0,1
do 2,8 ng/g (27).

Chromatografie gazowa sprz¢zona ze spektrometriag mas (GC-MS) zastosowano
do oznaczenia zawartosci 19 WWA w wybranych popularnych gatunkach handlo-
wych herbaty zielonej, czerwonej i czarnej. Odnotowano zblizone profile jako$ciowe
WWA z bardzo wysokim udziatem lekkich WWA w zanieczyszczeniu analizowa-
nych herbat. W badanych herbatach nie wykryto obecnosci benzo(a)pirenu oraz
zwiazkow zaliczanych do najbardziej karcynogennych WWA, a wigc dibenzopire-
néw. Wykazano natomiast istotne zréznicowanie poziomow zawartosci 19 WWA
migdzy réznymi gatunkami handlowymi herbat. Stwierdzono niski poziom zanie-
czyszczenia herbat przez WWA zwlaszcza z grupy poliarenow, wérod ktorych okoto
63 do 92% catkowitej zawartosci W WA stanowity cztery lekkie WWA (17).

Metoda GC/MS oznaczano 10 WWA (w tym 6 karcynogennych WWA) w wedzo-
nych produktach migsnych i ptynach wedzarniczych. Krzywa kalibracji wykazata
dobra liniowos$¢ dla wszystkich WWA w zakresie stezen 0,01-10,000 ppb, powta-
rzalno$¢ (RSDs, n=6) dla r6znych WWA oscylowata od 3 do 12% (28).

Podsumowanie

W przeciagu ostatnich kilkunastu lat udato si¢ przeprowadzi¢ wiele badan ja-
kosciowych i ilosciowych WWA w roznych produktach zywno$ciowych. Najpo-
wszechniej stosowane metody to wzajemnie uzupeltniajace si¢ HPLC-FLD i GC-MS,
ktore sa wysoce specyficzne i czute. Mimo to, tego typu analizy nadal stwarzaja
wiele problemdw, szczego6lnie na etapie przygotowania probki. Dlatego konieczne sa
dalsze badania majace na celu udoskonalenie obecnych metod oraz ich parametrow
technicznych.

M. Stowianek, J. Leszczynska

POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN FOOD —
LEGAL AND ANALYTICAL ASPECTS

PISMIENNICTWO

1. Kubiak M.S., Polak M., Siekierko U.: Zawarto$é¢ B(a)P w rynkowych przetworach migsnych. Z.
N. T. J., 2011; 3(76): 120-129. — 2. Sharma R.K., Hajaligol M.R.: Effect of pyrolysis condition on the
formation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) from polyphenolic compounds. J. Anal. Appl.
Pyrolysis., 2003; 66: 123-144. — 3. EFSA: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Food Scientific Opinion
of the Panel on Contaminants in the Food Chain (Question N° EFSA-Q-2007-136) Adopted on 9 June
2008. The EFSA Journal, 2008; 724: 1-114. — 4. Lozowicka B.: Zanieczyszczenia chemiczne w zywno-



Nr 1 WWA w zywno$ci — aspekty prawne i analityczne 105

$ci pochodzenia roslinnego. Post. Ochr. Roslin, 2009; 49(4): 2071-2080. — 5. Wegrzyn E., Grzeskiewicz
S., Poplawska W., Gi6d B.K.: Modified analytical method for polycyclic aromatic hydrocarbons, using
SEC for sample preparation and RP-HPLC with fluorescence detection. Application to different food
samples. Acta Chromatogr., 2006; 17: 233-249. — 6. Ciecierska M., Obiedzinski M.: Wystgpowanie WWA
w preparatach do poczatkowego i dalszego zywienia niemowlat oraz w zywnosci dla matych dzieci
w odniesieniu do wymagan prawa zywnosciowego Unii Europejskiej. Z. N. T. I., 2009; 1(62): 37-45. — 7.
FSA (Food Standard Agency): Polycyclic aromatic hydrocarbons in cereals, cereal products, vegetables,
vegetable products and traditionally smoked foods. Food Survey Information Sheet, 2012; 1: 1-52. — 8.
Smolik E.: Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (W WA), Instytut Medycyny Pracy 1 Zdrowia
Srodowiskowego, Sosnowiec. — 9. IARC: Monographs on the evaluation of carcinogenic risk to humans.
In A Review of Human Carcinogens: Chemical Agents and Related Occupations (Vol. 100F). 2012, Lyon,
France. — 10. WHO (World Health Organization): Summary and conclusions of the sixty-fourth meeting
of the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives. 2005, Rome.

11. Ciemniak A., Witczak A.: Zmiany zawarto$ci wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
(WWA) podczas przechowywania konserw ze szprota w oleju. Bromat. Chem. Toksykol., 2010; 43(1):
86-92. — 12. European Commission Regulation No. 1881/2006 of 19 December 2006 setting maximum
levels of certain contaminants in foodstuffs. Official Journal of the European Union, 2006; L364/5. — 13.
Rozporzadzenie Komisji (WE) NR 333/2007 z dnia 28 marca 2007 r. ustanawiajace metody pobierania
probek i metody analiz do celow urzgdowej kontroli poziomoéw otowiu, kadmu, rtgci, cyny nieorganicznej,
3-MCPD i benzo(a)pirenu w $§rodkach spozywczych. Dz. Urz. UE., 2007; L 88/29. — 14. EFSA: Scientific
opinion of the panel on contaminants in the food chain on a request from the European Commission
on polycyclic aromatic hydrocarbons in food. The EFSA Journal, 2008; 724: 1-114. — 15. Commission
Regulation (EU) No. 835/2011 of 19 August 2011 amending Regulation (EC) No 1881/2006 as regards
maximum levels for polycyclic aromatic hydrocarbons in foodstuffs. Official Journal of the European
Union, 2011; L 215/4-7. — 16. Chen B.H., Wang C.Y., Chiu C.P.: Evaluation of Analysis of Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons in Meat Products by Liquid Chromatography. J. Agric. Food Chem., 1996; 44:
2244-2251.—17. Ciecierska M., Obiedzinski M.: Oznaczenie zawartosci wielopierscieniowych weglowo-
doréw aromatycznych w herbatach liSciastych metoda GC-MS. Bromat. Chem. Toksykol., 2009; 42(2):
182-188. — 18. Moret S., Conte L.S.: Polycyclic aromatic hydrocarbons in edible fats and oils: occurrence
and analytical methods. J. Chromatogr. A, 2000; 882: 245-253. — 19. Kumirska J., Golebiowski M., Pasz-
kiewicz M., Bychowska A.: Analiza zywnosci — skrypt z ochrony $rodowiska. Wydawnictwo Uniwersytetu
Gdanskiego, 2010; 65-67. —20. Simko P.: Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in smoked
meat products and smoke flavouring food additives. J. Chromatogr. B, 2002; 770: 3-18.

21. Veyrand B., Brosseaud A., Sarcher L., Varlet V., Monteau F., Marchand P., Andre F., Le Bizec B.:
Innovative method for determination of 19 polycyclic aromatic hydrocarbons in food and oil samples
using gas chromatography coupled to tandem mass spectrometry based on an isotope dilution approach.
J. Chromatogr. A, 2007; 1149: 333-344. — 22. Dennis M. J., Massey R.C., McWeeny D. J., Larsson B.,
Eriksson A., Sahlberg G.: Comparison of a capillary gas chromatographic and a high-performance liquid
chromatographic method of analysis for polycyclic aromatic hydrocarbons in food. J. Chromatogr., 1984;
285(1): 127-133. — 23. Farhadian A., Jinap S., Abas F., Sakar Z.I: Determination of polycyclic aromatic
hydrocarbons in grilled meat. Food Control, 2010; 21: 606-610. —24. Kyueun Lee K., Shin H.S.: Determina-
tion of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Commercial Roasted Coffee Beans. Food Sci. Biotechnol.,
2010; 19(6): 1435-1440. - 25. Lawrence J.F., Weber D.F': Determination of Polycyclic Aromatic Hydrocar-
bons in Canadian Samples of Processed Vegetable and Dairy Products by Liquid Chromatography with
Fluorescence Detection. J. Agric. Food Chem., 1984; 32: 794-797. — 26. Al-Rashdan A., Helaleh M.1. H.,
Nisar A., Ibtisam A., Al-Ballam Z.: Determination of the Levels of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
in Toasted Bread Using Gas Chromatography Mass Spectrometry. Int. J. Anal. Chem., 2010; 2010: 1-8.
— 27. Pulle B.O., Mmualefe L.C., Torto N.: Analysis of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in fish with
Agilent Bond Elut QUEChERS AOAC Kit and HPLC-FLD. Agilent Technologies, 2012; 1-8. — 28. Jira
W.: A GC/MS method for the determination of carcinogenic polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in
smoked meat products and liquid smokes. Eur. Food Res. Technol., 2004; 218: 208-212.

Adres: 90-924 1.6dzZ, ul. Stefanowskiego 4/10



