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1. UVOD

Tema ovoga diplomskog rada je provjera valjanosti analiticke metode za odredivanje
benzo(a)pirena u tradicionalnim proizvodima na podrucju Slavonije metodom tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (eng. High-Performance Liquid Chromatography,
HPLC). Svakodnevno se vrsi preko tisucu analiza i mjerenja u raznim laboratorijima i cilj je
svih laboratorija davanje toCnih rezultata koji ¢e se moci dalje koristiti za donoSenje
ispravnih odluka. Svaki odgovorni analiticar provesti ¢e validaciju analiticke metode zbog
svoje profesionalne odgovornosti i zbog pruzanja pouzdanih i vjerodostojnih rezultata. Opcée
prihvatljiv propis kako validirati analiticku metodu ne postoji, nego postoje naputci,
smjernice i regulatorni zahtjevi. Najopcenitija je definicija validacije da je to postupak kojim
se dokazuje da metoda odgovora namijenjenoj svrsi. Kako bi se dokazalo da metoda
odgovara namijenjenoj svrsi definiraju se parametri izvedbe i kriteriji njihove prihvatljivosti.
Validacija moze biti potpuna ili djelomi¢na. U potpunoj validaciji odreduju su se svi
parametri, a kod djelomi¢ne validacije odreduju se samo neki parametri koje odabere
analiti¢ar ili sam kupac. Nakon usporedbe dobivenih rezultata s unaprijed postavljenim
kriterijima prihvatljivosti moze se dati izjava da metoda odgovora ili da metoda ne odgovara
namijenjenoj svrsi. Validacija metode samo je jedan korak u ukupnom procesu osiguranja

kvalitete u laboratoriju.

Brojni laboratoriji svakodnevno vrse rutinske analize uzoraka hrane i voda. Hrana
zbog brojnih faktora, poput pripreme, proizvodnje, prerade, skladiStenja i dimljenja moze
biti oneciS¢ena raznim kontaminantima. Kontaminanti smanjuju kvalitetu hrane, ulaze u
hranidbeni lanac i dolaze do potrosaca kod kojih mogu uzrokovati brojne zdravstvene
probleme. Medu brojnim kontaminantima nalaze se 1 policikli¢ki aromatski ugljikovodici
(eng. polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH). Oni predstavljaju veliku skupinu organskih
spojeva. Sastoje se od nekoliko spojenih aromatskih prstena koji imaju samo atome ugljika
i vodika. Ovisno o broju prstena, razlikuju se ,,laki“ i teSki‘“ PAH-ovi. Rasprostranjeni su u
zraku, tlu, vodi i sedimentima zbog velikog broja prirodnih i antropogenih izvora. Daleko
najpoznatiji i najproucavaniji PAH je benzo(a)piren (B(a)P). On nastaje tijekom nepotpunog

sagorijevanja ili pirolize organskih tvari.

Slavonija je Siroko poznata po svojim tradicionalnim proizvodima, koji su od

iznimne vaZnosti za regiju Slavonije 1 Baranje. Da bi se stvorila karakteristi¢na lijepa 1



pozeljna zlatno-smeda boja, meso i mesni proizvodi izlazu se dimu. Proizvodi koji su
podvrgnuti toplinskom procesu dimljenja i suSenja izloZeni su utjecaju i mogucnosti
kontaminacije benzo(a)pirenom. Brojni postupci obrade hrane, kao §to su pecenje, prZenje,
roStiljanje 1 kuhanje takoder predstavljaju glavne izvore kontaminacije hrane
benzo(a)pirenom te je zbog toga potrebno poduzeti odredene mjere tijekom pripreme i

proizvodnje hrane kako bi se kontaminacije svele na minimum.

Svrha je ovoga diplomskog rada provjeriti valjanost HPLC metode za odredivanje
benzo(a)pirena u masnoj hrani. Eksperimentalni dio je proveden u Zavodu za javno
zdravstvo Osjecko-baranjske Zzupanije. Uzorci su bili domaci i industrijski tradicionalni
proizvodi. Analizirano je 9 domacih proizvoda (kobasice, Sunka i slavonski kulen, koji je
zastitni znak Slavonije) i 6 industrijskih proizvoda (kulen, kulen kvrgavi, slavonska salama,

kulenova seka, seljacka Sunka i kobasica).



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. OSIGURANIJE KVALITETE U ANALITICKOM LABORATORIJU

Kvaliteta je relativan pojam: nikad visoka ili niska u potpunom smislu, nego prije adekvatna
ili neadekvatna s obzirom zadovoljava li proizvod, proces ili usluga unaprijed odredene
uvjete od strane cilja ili potrosaca [1]. Osiguranje kvalitete analiti¢kog laboratorija opisuje
sve one mjere koje se primjenjuju u laboratoriju kako bi se osigurao kvalitetan rad koji
osigurava pouzdane i vjerodostojne rezultate analize [2]. Temeljni je element u produciranju
vjerodostojnih, reproducibilnih i pouzdanih rezultata. Postavke osiguranja kvalitete
implementiraju se u rad laboratorija kroz izradene radne postupke koji obuhvacaju sve
segmente rada laboratorija — od uzorkovanja do ispitnog izvjesStaja. Svi postupci sustava
kvalitete moraju biti temeljeni na sljedivosti. To znaci da se svaki postupak, podatak ili
rezultat mora moci provjeriti [2]. Osiguranje kvalitete je kontinuirani proces poboljSanja
rada koji ima za cilj otkrivanje pogreSaka, pronalazenje rjeSenja 1 pravovremeno
poduzimanje popravnih, odnosno zastitnih radnji. Navedeni cilj je moguce posti¢i kroz
redovite, unutarnje i vanjske ocjene sustava kvalitete, redovitim ispitivanjem
osposobljenosti laboratorija (eng. Proficiency Testing), pravilnim definiranjem i primjenom
interne kontrole kvalitete te jasnim definiranjem ovlasti i odgovornosti svih djelatnika
laboratorija, a osiguranje kvalitete analitickog laboratorija odgovornost je svih njegovih
djelatnika [2].

Razli¢ite razine osiguranja kvalitete u analitickom laboratoriju prikazane su na slici 1. One
predstavljaju razli¢ite mjere koje laboratorij mora poduzeti kako bi bio sposoban i
kvalificiran za obavljanje analitickih mjerenja [3]. Validacija analitickih metoda prva je

razina u osiguranju kvalitete rada laboratorija [3].

Laboratorij takoder moZe provoditi 1 unutarnju kontrolu kvalitete te moze sudjelovati u

ispitivanju osposobljenosti, a akreditacija je zadnji korak u osiguranju kvalitete.



Akreditacija

Ispitivanje
osposobljenosti

Unutarnja kontrola

kvalitete
Validacija
Analiticki M_Jerenjet.
nesigurnosti
sustav e
Analiticki
rezultat

Protokol metode Tocnost

Slika 1. Razlic¢ite razine osiguranja kvalitete u analitickom laboratoriju

Kvaliteta znanstvenih informacija u cjelini ocjenjuje se medunarodno prihvacenim
standardima objektivnosti, integriteta, ponovljivosti i sljedivosti. Osnovni Kkriteriji za
kvalitetu kemijskih rezultata su korisnost 1 pouzdanost, koji su medusobno povezani 1
pokazuju pouzdanost rezultata mjerenja, Sto se ti¢e identiteta i koncentracije ciljnih

komponenti [1].

Kljuéni aspekt pouzdanosti ili validnosti rezultata je da su oni usporedivi, bez obzira na
podrijetlo. Usporedivost izmedu rezultata u uZem smislu je pruZena pracenjem

odgovarajucih standarda [4].

Kvaliteta rezultata odrazava adekvatnost ili neadekvatnost metode u smislu opsega u kojemu
metoda ispunjava svoje zahtjeve ili odgovara za vlastitu odredenu analiti¢ku svrhu. Kvaliteta
je uvijek relativan pojam, koji se odnosi na zahtjeve odredene unaprijed na osnovi
nacionalnih ili internacionalnih regulacija ili klijentovih potreba. Potreba za pouzdano$céu

analitickih podataka naglasena je ¢injenicom da e rezultati mjerenja biti koristeni 1 mogu



¢initi osnovu za donoSenje odluka. Nepouzdani rezultati donose visok rizik za krivo

odlucivanje 1 mogu dovesti do vecih troskova, rizika za zdravlje ili ilegalnih praksi [4].

Agencije za standardizaciju, radne skupine ili povjerenstva i regulatorna tijela koja daju

smjernice za razli¢ite razine osiguranja kvalitete prikazana su u tablici 1 [3].

Tablica 1. Pregled europskih i medunarodnih regulatornih tijela, njihovih smjernica i
standarda

TIJELO PUNI NAZIV SMJERNICE

Eurachem Europska udruga kemijskih laboratorija Validacija metode

CITAC Suradnja na medunarodnoj sljedivosti u analitickoj Ispitivanje sposobnosti
kemiji Osiguravanje kvalitete

EA Europska organizacija za akreditaciju Akreditacija

CEN Europski odbor za normizaciju Standardizacija

IUPAC Medunarodna unija za ¢istu i primijenjenu kemiju Validacija metode

ISO Medunarodna organizacija za standardizaciju Standardizacija

AOAC Medunarodno udruzenje sluzbenih analitickih kemic¢ara | Unutarnja kontrola kvalitete

Ispitivanje sposobnosti
Akreditacija

FDA Americka agencija za hranu i lijekove Validacija metode

USP AmericCka farmakopeja

ICH Medunarodna konferencija o harmonizaciji

FAO/WHO Organizacija za hranu i poljoprivredu/ Svjetska Validacije metode
zdravstvena organizacija

Codex/CCMAS | Codex odbor za metode analize i uzorkovanja

ILAC Medunarodna organizacija za akreditaciju laboratorija Ispitivanje sposobnosti

Akreditacija




2.2. VALIDACIJA ANALITICKIH METODA

Vaznost validacije metode naglasena je jo$ kasnih 40-ih godina, kada su Americ¢ko kemijsko
drustvo i Merck & Co. podigli svijest o tome kako su matematika i statistika nuzni preduvjeti
uspjesnih razvoja i prilagodbi novih analitickih metoda. U ranim 70-im godinama objavljen
je niz ¢lanaka u kojima se naglasava potreba provedbe dosljednog skupa definicija za
utvrdivanje karakteristika razvijenih analitiCkih metoda te potreba za usporedbom njihovih
prednosti i nedostataka zbog velikog broja novih analitickih metoda. Rijec¢ validacija potjece
od latinske rijeci validus $to znaci jak i sugerira da je neSto dokazano kao istinito, korisno i
prihvatljivog standarda [5].
Opée prihvatljiv propis kako validirati analiticku metodu ne postoji, nego postoje smjernice,
regulatorni zahtjevi i naputci. Prema normi ISO 9000 validacija analiticke metode je
postupak kojim se potvrduje da je metoda prikladna za namijenjenu svrhu [6].
Ona je regulatorni zahtjev kao i profesionalna odgovornost analiticara [7]. Prilikom
validacije metode definiraju se analiticki parametri validacije koji moraju biti zadovoljeni u

svrhu dokazivanja njene prikladnosti [3].

Cilj validacije analiticke metode je osigurati da svako budu¢e mjerenje u rutinskoj analizi
bude dovoljno blizu pravoj vrijednosti sadrzaja analita u uzorku. U skladu s tim, ciljevi
validacije nisu samo dobivanje procjene istinitosti ili odstupanja i preciznosti ve¢ takoder i
dobivanje procjene rizika koji se mogu izraziti mjernom nesigurno$¢u povezanom s

rezultatom [8].

Rezultati validacije analiticke metode Cesto se daju kao podatci o ponovljivosti ili

reproducibilnosti, a obi¢no kao standardna devijacija ili relativna standardna devijacija [9].

Metoda se validira kada je potrebno dokazati da su njezine karakteristike prikladne za
odredenu svrhu. U tocki 5.4.5.2 HRN EN ISO/IEC 17025: 2007 stoji da laboratorij mora

validirati:

e nestandardne metode;
e metode koje je laboratorij sam razvio;
e standardne metode koje se primjenjuju izvan svog opsega rada;

e izmijenjene standardne metode.

Validacija metode mora biti koliko opsezna koliko je potrebno da se zadovolje zahtjevi

vezani uz zadanu upotrebu ili danu primjenu. Opseg validacije ovisi o primjeni, prirodi



izmjena te o okolnostima u kojima ¢e se metoda provoditi. Validacija je takoder potrebna
kada je potrebno pokazati istovrijednost rezultata dobivenih dvjema metodama, npr. novo

razvijenom metodom i postoje¢om standardnom/regulatornom metodom [6].

Koraci validacije ukljucuju izradu validacijskoga protokola s podrobnim uputama, korak
po korak te:

* definiciju svrhe 1 opsega koriStenja metode;

« definiranje parametara izvedbe i njihovih granica prihvatljivosti;

* definiranje validacijskih eksperimenata;

* definiranje svojstava opreme;

* definiranje kvalitete kemikalija 1 analitickih standarda;

« izvodenje predvalidacijskih ispitivanja u cilju prilagodavanja granica prihvatljivosti;
* izvodenje validacijskih eksperimenata;

* definiranje detalja metode za njezinu uobicajenu primjenu;

* definiranje parametara i granica testa prikladnosti sustava;

+ dokumentiranje validacijskih eksperimenata i izradu validacijskoga izvjestaja [7].

Metoda ispitivanja se smatra validiranom kada ispunjava kriterije prihvatljivosti iz
validacijskog protokola [10]. Opcenito se validacijski kriteriji i sama svrha metode definiraju
na pocetku i moraju odgovoriti na sljedeca pitanja: kakvi ¢e se analiti detektirati?, postoje li
interferiraju¢e supstancije?, kakav je matriks uzorka?, koje su ocekivana preciznost i
tocnost?, koje su ocekivane koncentracijske razine 1 rasponi?, koje su granice detekcije 1
kvantifikacije?, kolika je postojanost metoda?, koja znanja i vjeStine pretpostavljeni
korisnici moraju imati?, koje je specifi¢ne regulatorne zahtjeve potrebno zadovoljiti?, moze

11 se koristiti slicna oprema razlicitih proizvodaca ili je nuZan specifi¢an instrument? [11].

Ovisno o svrsi primjene analitickih metoda koje je potrebno validirati, one se mogu podijeliti

u Cetiri osnovne grupe, a to su:

1. identifikacijski testovi;
2. kvantitativni testovi odredivanja sadrzaja onecis¢enja;
3. limit testovi za kontrolu onecisc¢enja;

4. kvantitativni testovi odredivanja sadrzaja analita u uzorku [12].

U tablici 2. navedeni su parametri validacije koji se moraju odrediti za pojedinu vrstu

analiticke metode.



Tablica 2. Parametri validacije i vrste analitickih metoda

Parametri Identifikacija Analiza oneéi$¢enja Odredivanje
Kvantitativna Limit test sadrzaja
Toc¢nost - + - +
Preciznost
Ponovljivost - + - +
Medupreciznost - + - +
Specifi¢nost + + + +
Granica detekcije - - + -
Granica kvantifikacije - + - -
Linearnost - + - +
Podrucje - + - +

(-) parametar se normalno ne procjenjuje  (+) parametar se normalno procjenjuje

Testovi identifikacije imaju za cilj potvrditi prisutnost analita u uzorku. Obi¢no se postizu
usporedivanjem svojstva uzorka (npr. spektar, kromatografsko ponasanje, kemijska
reaktivnost, itd.) s referentnim standardom. Analiza oneciS¢enja moze biti kvantitativni test
ili limit test za necistocu u uzorku. Oba su ispitivanja namijenjena za to¢no odredivanje
¢istoce uzorka. Testovi odredivanja sadrZaja su namijenjeni za mjerenje prezentiranog
analita u danom uzorku [12]. Tijekom validacije koriste se uzorci i standardne supstancije
koje su sliéne uzorcima koji ¢e se rutinski analizirati u laboratoriju [7]. Provjera valjanosti
metode provodi se jednom ili u relativno rijetkim intervalima tijekom radnog vijeka metode
[13].

Svo utroSeno vrijeme i uloZeni novac u procesu validacije zapravo su investicija koja ¢e se
viSestruko isplatiti tijekom dugoro¢noga koristenja metode pruzajuci sigurnost analiticarima

I vjerodostojnost njihovim rezultatima [14].

Vrlo vjerojatno ¢e se neki parametri metode morati promijeniti ili prilagoditi tijekom
zivotnog vijeka metode, ako kriteriji metode ne budu unutar prihvatljivih kriterija.
Stoga se radi revalidacija koja je potrebna kad god se promijeni metoda, a novi parametar
bude izvan radnog raspona. Na primjer, ako je odredeni radni raspon temperature kolone

izmedu 30 1 40°C, metoda mora biti revalidirana ako iz bilo kojeg razloga novi parametar



iznosi 41°C. Svaki put kada postoji promjena koja moze zahtijevati djelomicnu ili potpunu
revalidaciju, promjena treba biti pra¢ena dokumentiranom promjenom upravljackog sustava.
Promjena treba biti definirana, autorizirana za izvrSenje 1 dokumentirana, kao Sto je
prikazano na slici 2. [15]. Moguc¢e promjene mogu ukljucivati nove uzorke s novim
spojevima ili novim matricama, nove analiti¢are s razli¢itim vjeStinama, nove instrumente s
razli¢itim karakteristikama, nova mjesta s razli¢itim okolisnim uvjetima, nove kemikalije

1/ili referentne standarde 1 modifikaciju analitickih parametara [16].

Definiranje i dokumentiranje promjene

Promjena odgovara opsegu
metode, parametrima i
granicama?

lzvodenje potpune ili djelomitne
revalidacije

v

Definiranje i izvodenje
ispitivanja prikladnosti sustava

A 4

Slika 2. Dijagram toka revalidacije



2.2.1. PARAMETRI VALIDACIJE

U ranim 80-im godinama pokazalo se da su definicije parametara validacije metode razlicite
izmedu postoje¢ih organizacija. 1990. godine osnovana je ICH kao jedinstveni projekt
okupljanja regulatornih tijela Europe, Japana i Sjedinjenih Americkih Drzava s ciljem
postizanja vece uskladenosti parametara, zahtjeva i takoder, metodologije za validaciju
analitickih metoda [5]. Laboratorij odlucuje koje parametre izvedbene metode ce
karakterizirati kako bi se validirala metoda. Karakterizacija izvedbe metode je skup proces i
neizbjezno je ograniCena vremenom i troSkovima [17]. Nije potrebno za svaku uporabu

metode ispitati sve radne znacajke, ve¢ samo one koje su bitne za tu metodu [18].

Da bi metoda bila prikladna za namjeravanu svrhu, mora zadovoljavati odredene parametre

validacije [19].
Parametri validacije analiticke metode (znacajke metode) su:

selektivnost/specificnost (eng. Selectivity/Specificity);

linearnost (eng. Linearity);

radno podruéje (eng. Working range);

preciznost (eng. Precision);
ponovljivost (eng. Repeatability);
medupreciznost (eng. Intermediate Precision);
obnovljivost (eng. Reproducibility);

istinitost (eng. Trueness);

granica detekcije (eng. Limit of detection, LOD);

granica kvantifikacije (eng. Limit of quantification, LOQ);

toc¢nost (eng. Accuracy);

postojanost (eng. Robustness) [1].

2.2.1.1. SELEKTIVNOST/SPECIFICNOST

Specificnost/selektivnost definira se kao svojstvo metode da tocno i specifi¢no odredi zeljeni
analit u prisutnosti svih ostalih komponenata u matrici uzorka pod utvrdenim uvjetima

ispitivanja [20]. Pojmovi selektivnost i specifi¢nost Cesto se koriste kao istoznacnice.
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Specificna metoda je ona metoda kojom se moze odrediti samo jedan analit u prisutnosti
ostalih komponenti, a selektivna metoda je ona metoda kojom se moze odrediti veéi broj
kemijskih komponenti koje se mogu ili ne moraju razlikovati od drugih komponenti.
Selektivnost 1 specifinost su mjere pouzdanosti mjerenja u prisutnosti smetnji. Prema
Eurachemu, specifi¢nost i selektivnost veoma su blisko povezane jedna s drugom na takav
nacin da specificnost zna¢i 100% selektivnosti. Drugim rijeCima, metoda moze biti
specifi¢na, ako je 100% selektivna [3]. [UPAC poti¢e upotrebu pojma selektivnosti umjesto
specifi¢nosti [19]. Aspekt selektivnosti koji treba uzeti u obzir je da analit moZe postojati u
uzorku u vise oblika (slobodni, kompleksirani, anorganski, organometalni ili moguénost

prisutnosti u razli¢itim oksidacijskim stanjima, npr. kromov ion u Cr* ili Cr®* stanju) [15].

Selektivnost/specificnost koriste se kod testova identifikacije, testova cistoce 1 kod
ispitivanja sadrzaja analita u uzorku. Testovi identifikacije osiguravaju identitet analita u
uzorku, testovi CistoCe sluze za odredivanje necisto¢a analita, a ispitivanje sadrzaja

omogucuje tocnu izjavu o sadrzaju odredenog analita u uzorku [21].
Dokazuje se usporedbom odziva metode na referentni materijal i analit u uzorku [7].

Kod kromatografskih metoda najceSce se koriste tri pristupa za mjerenje selektivnosti, a to

su:
1. usporedba dobivenih kromatograma slijepe probe i slijepe probe s analitom;

2. usporedba kromatografskog odgovora otopine bez mogucih interferenata i otopine s

mogucim interferencijama;
3. analiza certificiranih referentnih materijala [5].

Selektivnost je najizazovnije ostvariti, no ona je klju¢no svojstvo metode. Ukoliko nije
zadovoljena, zahtijeva se ponovna optimizacija kromatografskih parametara (sastav mobilne

otopine, vrsta kolone itd.) odnosno razvoj metode [29].
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2.2.1.2. LINEARNOST

ICH definira linearnost metode kao njezinu sposobnost da unutar radnog podrucja daje
Ispitne rezultate koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku [22]. Moze se
ispitati primjenom standardnih otopina ili slijepim probama [23]. Test linearnosti potvrduje
da su sve otopine uzorka u koncentracijskom podruc¢ju u kojemu je odgovor detektora
linearno proporcionalan koncentraciji. Obi¢no se provodi na pet koncentracijskih razina u
zeljenome radnom podru¢ju metode (za odredivanje sadrzaja 80% - 120% ciljne
koncentracije, za odredivanje oneciS¢enja LOQ — 150% od granice specifikacije). Ponekad
se zna dogoditi da metoda mozda ne pokazuje Zeljenu razinu linearnosti, a razlozi tome mogu
biti u samoj pripremi uzorka — pipetiranju, otapanju, vaganju, uporabi kvalitetnoga

volumetrijskog posuda izvan temperature umjeravanja [11].

Linearnost se procjenjuje matematicki i graficki. Matematicki se procjenjuje preko linearne
regresije pri ¢emu se izrazi jednadzba pravca (y = ax + b) i izra¢una koeficijent korelacije
(k). Nagib pravca (a) parametar je koji izravno ukazuje na osjetljivost metode, a odsjecak
pravca (b) moze ukazivati na sustavnu pogresku. Za koeficijent korelacije uobicajeno se
postavlja kriterij k > 0,99, no za vrlo niske koncentracije prihvaca se kriterij k > 0,98 [7].
Neki parametri se mogu odrediti iz istoga validacijskog eksperimenta. Na primjer, iz
regresijskog pravca mogu se odrediti granice detekcije i kvantifikacije [11].

Graficki prikazi ovisnosti signala o koncentraciji analita vazni su zbog mogucnosti vizualnog

nadzora. Najcesc¢e se upotrebljavaju dva nacina grafickog prikaza:

e graficki prikaz odstupanja od regresijskog pravca prema koncentraciji ili logaritmu
koncentracije — za linearna podru¢ja odstupanja jednoliko rasporedena izmedu
pozitivnih i negativnih vrijednosti (slika 3a);

o graficki prikaz relativnih signala (omjer signala i odgovarajuce koncentracije) na osi
y 1 odgovaraju¢ih koncentracija na osi X log skale. Dobivena linija treba biti
vodoravna u cijelome linearnom podrucju, a podruéje linearnosti prestaje biti
vodoravno pri koncentracijama gdje linija relativnog odziva sijece paralelne linije

koje odgovaraju 95 postotnoj ili 105 postotnoj koncentraciji (slika 3b) [7].
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Slika 3. Graficki prikazi linearnosti

Kao dokaz linearnosti navode se jednadzba regresijskog pravca i koeficijent korelacije te se

prilaze graficki prikaz.

2.2.1.3. RADNO PODRUCJE

Radno podrucje se definira kao raspon izmedu gornje i donje koncentracijske granice analita
(granice su ukljucene) u uzorku koje se mogu kvantificirati uz odgovarajucu preciznost,
istinitost i linearnost [7]. Tijekom validacije potrebno je potvrditi da se metoda moze koristiti
unutar tog intervala. Kako bi laboratorij procijenio radno podrucje treba uzeti u obzir 1
linearnost i predlozeni postupak kalibracije navedene u metodi [6]. Za odredivanje podrucja
nije potrebno provoditi zasebne eksperimente, nego se zakljucci izvode iz studije linearnosti

[7]. Na slici 4. prikazan je odnos podru¢ja i linearnosti [22].
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Slika 4 . Graficki prikaz definicija linearnosti i podrucja

Podruc¢je se normalno izrazava u istim jedinicama, kao i rezultati ispitivanja dobivenih
analitickom metodom [22].
Postoje dva tipa podrucja — radno podrucje instrumenta i radno podru¢je metode. Radno
podrucje metode, s obzirom na opseg metode, odnosi se na koncentracije u laboratorijskom
uzorku. Radno podru¢je instrumenta definirano je prema koncentraciji u preradenom
testnom uzroku koji se predaje uredaju na mjerenje. Radno podruéje instrumenta prikazano
je na slici Sa, gdje je grafic¢ki prikazana ovisnost koncentracija kalibracijskih standarda o
signalu instrumenta. Radno podru¢je metode prikazano na je slici 5b gdje je graficki

prikazana ovisnost poznatih koncentracija uzoraka o izmjerenim koncentracijama [6].

=) . Radno podruéje—— s . Radno )
@ 8 < Podruéje :'(:? podrugje
= linearnosti =W
€¢ia O 3 o
2 |0 O ¥ Osjetljivost c o
= =F 3 o O
R4 2 =3
g . [ &0
© c
IR @ v
D" hacen o 0
U) ”‘ E
0 g N g
L) T T T T 1 g Al ¥ T T T
0 3 4 IS N I v 0 20 0 o0 ) 100
a) Koncentracija standarda za kalibraciju b) Koncentracija ispitnog uzorka

Slika 5. a) krivulja odziva dobivena instrumentalnom metodom. Odredeni su sljedeci
parametri: radno podrucje, podru¢je linearnosti, osjetljivost, LOD i LOQ; b) krivulja

dobivena mjerenjem ispitnog uzorka

14



ICH zahtjeva da minimalni specificirani raspon za analize bude izmedu 80% i 120% ispitne
koncentracije, a za odredivanje necistoe zahtjeva da se raspon proSiri od limita
kvantifikacije ili od 50% specifikacije od svake necistoce, §to god je vece, pa do 120%

specifikacije [15].

2.2.1.4. PRECIZNOST

Preciznost se definira kao izraz slaganja izmedu niza mjerenja izvedenih iz istog homogenog
uzorka pod propisanim uvjetima [7].
Ovisno o uvjetima u kojima se preciznost odreduje razlikuju se:

e preciznost pod uvjetima ponovljivosti ili ponovljivost — pri ¢emu uvjeti ukljucuju
jedan laboratorij, istu aparaturu, istog analiticara i kratko razdoblje;

e medupreciznost — preciznost koja se ostvaruje unutar istog laboratorija u duljem
razdoblju uz ocekivane promjene nekih uvjeta (razliciti analitiari, razliCiti
instrumenti, razlicite kolone, reagensi iz razli¢itih boca i razlicitih dobavljaca);

e preciznost pod uvjetima obnovljivosti ili obnovljivost — uvjeti ukljucuju razlicite

laboratorije i ovaj se parametar odreduje u svrhu normiranja metode [7].

Ponovljivost treba procijeniti pomocu najmanje devet odredivanja koja pokrivaju navedeni
raspon za postupak (na primjer, tri koncentracije/tri ponavljanja svake koncentracije) ili

pomocu najmanje Sest odredivanja na 100% ispitne koncentracije [24].

Medupreciznost se odreduje usporedbom rezultata metode unutar jednog laboratorija
tijekom nekoliko dana. Cilj medupreciznosti je potvrditi da ¢e isti laboratorij pruzati iste

rezultate nakon Sto je faza razvoja metode gotova.

Obnovljivost analiticke metode odreduje se analizom alikvota iz homogenih smjesa u

razli¢itim laboratorijima s razli¢itim analitiarima [22].

U tablici 3. prikazane se preporucene razine preciznosti.
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Tablica 3. Preporucene razine preciznosti [19]

Komponenta izmjerena u uzorku Preciznost
>10,0% 2%
1,0 do 10,0% 5%
0,1 do 1,0% 10%
<0,1% 20%

Preciznost se obi¢no izrazava kao standardna devijacija (eng. standard deviation, SD),
relativna standardna devijacija (eng. relative stadnard deviation, RSD) ili kao koeficijent

varijacije te kao raspon pouzdanosti srednje vrijednosti [25].

Standardna se devijacija moZe izraCunati prema sljede¢oj jednadzbi (1)

S=o= |-3N,(x—%)? 1)
gdje je:
S = 0 = standardna devijacija;
N = broj mjerenja;
Xi = i-ti uzorak;
X = srednja vrijednost uzoraka.

Standardna devijacija ima istu mjernu jedinicu kao i svojstvo koje se mijeri. Kvadrat

standardne devijacije naziva se varijanca (s?).
Postotna relativna standardna devijacija je pouzdaniji izraz preciznosti i ra¢una se prema
jednadzbi (2).

% relativna standardna devijacija (RSD) =S - 100/ x (2).
Preciznost se treba odrediti koriStenjem homogenih, autenti¢nih uzoraka. Medutim, ako nije
moguce dobiti homogeni uzorak moze se odrediti uporabom umjetno pripremljenih uzoraka
ili otopine uzorka [21].
NajceSc¢e se radi po tri ponavljanja na nekoliko koncentracijskih razina koji se, naravno,

poklapaju s podruc¢jem linearnosti. Kriteriji prihvatljivosti ovise o vrsti analize, matrici
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uzorka i koncentraciji analita koji se odreduje [7]. U tablici 4. nalaze se Kriteriji
prihvatljivosti za ponovljivost, ovisno o koncentraciji analita u uzorku prema AOAC. U
tablici 5. nalaze se kriteriji prihvatljivosti za obnovljivost, ovisno o koncentraciji analita u
uzorku [26].

Tablica 4. Kriteriji prihvatljivosti za ponovljivost metode ovisno o koncentraciji analita

Analit (%) Omjer analita RSD (%)
100 1 1,3
10 101 1,8
1 107 2,7
0,1 1073 3,7
0,01 104 5,3
0,001 10° 7,3
0,0001 10° 11
0,00001 107 15
0,000001 108 21
0,0000001 10° 30

Tablica 5. Kriteriji prihvatljivosti za obnovljivost metode ovisno o koncentraciji analita

Analit (%) Omjer analita RSD (%)
100 1 2
10 10 3
1 102 4
0,1 103 6
0,01 104 8
0,001 10° 11
0,0001 10°® 16
0,00001 107 22
0,000001 108 32
0,0000001 10° 45
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2.2.1.5. ISTINITOST

Istinitost metode definira se kao stupanj podudaranja izmedu stvarne, tj. prihvacene
referentne vrijednosti, i srednje vrijednosti dobivene primijenjenim postupkom odredeni broj
puta [7]. Odreduje se nakon odredivanja linearnosti, preciznosti i selektivnosti, najmanje tri
puta za najmanje tri koncentracijske razine koje se nalaze unutar radnog podrucja metode,

ukljucujuéi koncentraciju na granici kvantifikacije [7].
Istinitost metode moguce je procijeniti na nekoliko nacina:

e usporedbom rezultata ispitivane metode s rezultatima dobivenim uhodanom
referentnom metodom;

e cijepanjem matrice ili uzorka poznatom koncentracijom referentnog materijala;

e analizom uzorka poznate koncentracije, npr. certificiranoga referentnog materijala i

usporedbom izmjerenih rezultata i certificiranih vrijednosti [7].

Rezultati se mogu prikazati graficki kao odnos teorijske (oCekivane) vrijednosti prema
izmjerenoj koncentraciji, ali obvezatno kao srednje iskoristenje. IskoriStenje metode ovisi o
matrici uzorka, koncentraciji ~ analita i postupku  uzorkovanja  [7].
U tablici 6. nalaze se kriteriji prihvatljivosti za iskoriStenje analiticke metode, ovisno o

koncentraciji analita prema AOAC [26].

Tablica 6. Kriteriji prihvatljivosti za iskoristenje analiticke metode, ovisno o koncentraciji

analita [26]

Analit (%) Omijer analita | Jedinica Srednje iskoriStenje (%)
100 1 100% 98-102
>10 10? 10% 98-102
>1 107 1% 97-103
>0,1 1073 0,1% 95-105
0,01 10* 100 ppm (mg/kg) 90-107
0,001 10° 10 ppm (mg/kg) 80-110
0,0001 10° 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 107 100 ppb (ng/kg) 80-110
0,000001 108 10 ppb (ng/kg) 60-115
0,0000001 10° 1 ppb (pg/kg) 40-120
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Istinitost se kvantitativno navodi u smislu "sustavne pogreske” (eng. bias), a manja sustavna
pogreska ukazuje na vecu istinitost. Sustavna pogreska se obi¢no odreduje usporedujuci

odgovor metode s  referentnim  materijalom  poznate  vrijednosti  [13].

2.2.1.6. GRANICA DETEKCIE | GRANICA KVANTIFIKACIJE

Nema analitickog pojma ili parametra za koji postoji veci izbor terminologije i formulacija,
nego za granicu detekcije i granicu kvantifikacije [3].
Granica detekcije definirana je kao najmanja koncentracija nekog analita u uzorku koja se
moze detektirati (dokazati), ali ne i nuzno kvantificirati [5].
Ona se moze procijeniti na viSe nafina ovisno o tome je li metoda instrumentalna ili
neinstrumentalna. Prvi nacin procjene je vizualna evaluacija. Vizualna evaluacija se moze
koristiti kod neinstrumentalnih metoda i kod instrumentalnih metoda. Granica detekcije
odredena je analizom uzoraka poznate koncentracije analita i utvrdivanjem minimalne
koncentracije pri kojoj se analiti mogu pouzdano otkriti. Drugi naéin procjene je preko
omjera signala i Suma. Odredivanje omjera signala i Suma provodi se usporedivanjem
izmjerenih signala uzoraka s poznatim niskim koncentracijama analita sa slijepim probama.
Omjer signal/Sum za granicu detekcije je: 2:1 ili 3:1 [21]. Na slici 6. prikazane su graficke

evaluacije LOD i LOQ kroz omjere signala i Suma [22].

Granica detekcije Granica kvantifikacije

e N e W

Slika 6. Omyjeri signal/Sum granice detekcije 1 granice kvantifikacije
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Tre¢i nacin procjene je na bazi standardne devijacije signala i nagiba kalibracijskog pravca.

LOD se moze izracunati prema jednadzbi (3):

LOD = —— 3),

gdje je:
S - nagib kalibracijskog pravca [21].

Granica kvantifikacije definirana je kao najniZza koncentracija ili koli¢ina nekog analita u
uzorku koja se moze odrediti s prihvatljivom razinom preciznosti i to¢nosti [5].

Vazan je parametar kvantitativnih testova za niske koncentracije analita u uzorcima te se
takoder odreduje kod metoda za odredivanje produkata razgradnje 1/ili odredivanja necistoca
[21]. Opéenito se odreduje analizom uzoraka poznate koncentracije analita i utvrdivanjem
minimalne koncentracije na kojoj se analit moze kvantificirati sa zadovoljavaju¢om
to¢nos¢u 1 precizno$éu [22]. Zadovoljavajuca je preciznost LOQ-a ako odziv detektora u
Sest priprema analita ima relativhu standardnu devijaciju ispod 20%, a tocnost je
zadovoljavaju¢a  ako  iskoriStenje = bude  unutar 75% - 125%  [11].
LOQ uvijek ima vecu vrijednost nego LOD [3]. Kao i granica detekcije, granica
kvantifikacije se moZze procijeniti pomocu vizualne evaluacije, na temelju omjera signal/Sum
te na bazi standardne devijacije signala i nagiba kalibracijskog pravca. Tipi¢ni omjer signala

i Suma za granicu kvantifikacije je 10:1. Jednadzba (4) prema kojoj se LOQ racuna je:

100
LOQ=—"— (4).

Ako se zahtijeva da metoda ima zadanu preciznost na granici kvantifikacije, pripremi se vise
uzoraka koncentracije u podru¢ju oko moguce granice kvantifikacije. Svaki uzorak se
izmjeri 5-6 puta te se izratuna RSD za svaku koncentraciju. Slika 7. prikazuje grafi¢ki odnos
RSD-a i koncentracija te se iz grafa odredi koncentracija na granici kvantifikacije s tocno

odredenom preciznoscu [7].
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Slika 7. Odredivanje granice kvantifikacije s odredenom precizno$¢u

2.2.1.7. TOCNOST

Tocnost se definira kao stupanj podudarnosti izmedu rezultata dobivenog ispitivanjem i
prihvacene referentne vrijednosti [27].

Prema HRN ISO 5725-4:2004, tocnost se sastoji od dvije komponente — istinitosti i
preciznosti. Istinitost se odnosi na stupanj podudaranja izmedu aritmeticke sredine velikog
broja rezultata ispitivanja i to¢ne ili prihvacene referentne vrijednosti, dok se preciznost
odnosi na stupanj podudaranja izmedu rezultata ispitivanja [28].

Smjernice za validaciju analitickih postupaka izdane od strane ICH preporucuju provjeru
to¢nosti obavljaju¢i najmanje devet odredivanja na najmanje tri koncentracije (niska, srednja
i visoka) koje su unutar radnog podruéja (tri koncentracije - tri ponavljanja po koncentraciji
= devet odredivanja). Predlozeno je nekoliko pristupa za evaluaciju to¢nosti metode.
Trenutno glavne strategije koristene za procjenu tocnosti su:
1. mjerenje analita iz odredenog referentnog materijala i usporedba rezultata sa
certificiranom vrijednoscu;
2. mjerenje analita u slijepim nacijepljenim uzorcima matrice s poznatim analitickim
koncentracijama i odredivanje = postotaka  iskoriStenja  (eng. recovery);
3. usporedivanje rezultata iz metode pod validacijom sa onima iz referentne metode;

4. odredivanje analiticke koncentracije u uzorku tehnikom dodavanja standarda [5].
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Pogreska analitickog rezultata odnosi se na (ne)to¢nost analiticke metode 1 sastoji se od
sustavne pogreske i sluc¢ajne pogreske (Slika 8.) [4]. Takoder, $to je sustavna pogreska veca,

to je manja to¢nost mjerenja.

Analiticki rezultat

Tocéna vrijednost Pogresna vrijednost
I ez o
L Netotnost |
Ocekivana vrijednost \
(srednja vrijednost) ~—~7 """~ Sustavna pogreska Slucajna pogreska
e \ r—-—————=—
e \ | Nepreciznost |
e \\ ———————
~ \\ /// Il \\
e B | SN
arijacije unutar cijelo PP .. .
: J. .VJ JE108 | Varijacije tijekom |  Obnovljivost lP0n0V|jIVOSt
| analitickog sustava kroz | | voden: | :
| duZi period : | lzvodenja | -
L , T T T T T T Medupreciznost
LT T T T T |
/ | \ |
/ | \ |
/ | \ |
// | \ |
J : \ !
Varijacije Pogreska Laboratorijska Pogreska kod Sluéajna pogreska
matrice  metode pogreska izvodenja
ISTINITOST PRECIZNOST
Analiza certificiranog Dvostruka analiza

referentnog materijala +
\ statisticka kontrola

Validacija u laboratoriju

Slika 8. Sastav pogreske analiti¢kog rezultata, vezano uz to¢nost analitiCke metode
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Tocnost se izrazava kao postotak iskoriStenja [21]. IskoriStenje se definira kao postotak
stvarne koncentracije neke tvari izdvojene tijekom nekog analitickog postupka [27]. Cesto

se primjenjuje kao zaseban parametar validacije analiticke metode [3].

Racuna se prema sljedecoj jednadzbi (5):

% Rec = EF=Y) . 100 (5),
Cc

A
gdje je:
Cr - izmjerena koncentracija nacijepljenog uzorka;
Cu - izmjerena koncentracija uzorka prije nacijepljivanja;
Ca - dodana koncentracija u uzorak [23].

Idealno iskoristenje je 100% [23]. U tablici 4. navedeni su kriteriji prihvatljivosti za

iskoristenje analiticke metode ovisno o koncentraciji analita.

2.2.1.8. ROBUSTNOST

Robusnost se definira kao mjera otpornosti analitickog postupka na male, namjerne
promjene radnih uvjeta metode. Ispitivanje robusnosti provodi se kako bi se odredilo kako
male promjene radnih uvjeta i provedbe metode utje¢u na rezultat analize i vrlo su vazan dio
razvoja metode jer pomazu otkriti optimalne uvjete izvedbe metode te upucuju na to Sto treba
nadzirati. Tijekom eksperimenta mijenjaju se radni uvjeti unutar stvarnih granica i prati
kvantitativna promjena rezultata. Na primjer, kod tekuéinske kromatografije ispituju se
utjecaji sastava i pH mobilne faze, protoka, temperature te razlicite Sarze ili dobavljaci
kolona. Stabilnost otopine takoder je tipiCan parametar ispitivanja robusnosti metode. Ako
promjena nekog radnog uvjeta ne utjeCe bitno na rezultat, kaze se da je on u podrucju
robusnosti metode, no uvjete za koje je utvrdeno da utjeCu na rezultat treba drzati pod
nadzorom i to jasno naznaliti u opisu metode [7]. Testovi robusnosti uobiCajeno se
primjenjuju za istrazivanje ucinka na preciznost ili to¢nost [15]. Na temelju podataka o

robusnosti postavljaju se parametri za ispitivanje prikladnosti sustava‘“ [7].
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2.3. POLICIKLICKI AROMATSKI UGLJIKOVODICI (PAH-OVI)

PAH-ovi su sveprisutni okoli$ni kontaminanti [30]. Nastaju pri nepotpunu izgaranju
fosilnih goriva i drugih organskih materijala te tako dospijevaju u tlo, zrak, vodu, hranu i
sedimente [31]. Oni predstavljaju veliku skupinu organskih spojeva koji sadrze dva ili vise
spojenih aromatskih prstena koji se sastoje samo od atoma ugljika i vodika [32]. Njihovo
istrazivanje 1 proucavanje zapocelo je prije uvodenja sistematske nomenklature tako da
mnogi PAH-ovi nemaju sistematizirana imena. Imena koja su dobili prema svojim
karakteristikama - imenu spoja iz kojeg su izolirani (npr. iz katrana kamenog ugljena
naftalen i piren), boji (fluoranten i krizen) ili obliku molekule (koronen), zadrzali su do danas
[34]. IUPAC je postavio pravila za imenovanje, numeriranje i orijentaciju PAH-ova. PAH-
ovi koji nemaju prihva¢eno uobicajeno ime imenuju se dodavanjem prefiksa drugih
elemenata sa sastavnog prstena na naziv sastavnog prstena. Slova i/ili brojevi oznac¢avaju na
kojoj se poziciji nalazi prsten ili supstituent. Atomi uobi¢ajeni za dva ili viSe prstena
oznaceni su dodavanjem slova "a", "b", "c" itd. [35]. PAH-ovi se dijele na lake i teske ovisno
0 broju aromatskih prstena koje sadrze u strukturi. Spojevi s 5 ili viSe aromatskih prstena
poznati su kao ,.teSki“ PAH-ovi, a oni sa manje od 5 aromatskih prstenova su poznati kao
,.laki“ PAH-ovi [36].

U prirodi je prepoznato vise od 100 PAH-ova, a 16 ih je klasificirano kao "primarne
oneCiS¢ujuc¢e tvari" prema Americkoj agenciji za =zaStitu okolisSa (EPA) [37].
16 kljuénih PAH-ova su: antracen, benz(a)antracen, acenaften, acenaftilen, benzo(a)piren,
benzo(b)fluoranten, benzo(k)fluoranten, benzo(g,h,i)perilen, krizen, dibenz(a,h)antracen,

fluoranten, fluoren, naftalen, fenantren indeno(1,2,3-cd)piren, piren [38].

U tablici 7. prikazane su strukture 16 PAH-ova koji su prema EPA i WHO prioritetni
zagadivaci [39].

Tablica 7. Strukture 16 klju¢nih PAH-ova

Naziv spoja Struktura

Naftalen

Acenaftilen OO
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Acenaften CO
Fluoren Cmo
Fenantren r
Antracen
Fluoranten O .‘OO
Piren O‘g
Benz(a)antracen O
Krizen

Benzo(b)fluoranten

Benzo(k)fluoranten
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Benzo(a)piren

&

/N

Dibenz(a,h)antracen

&a

Benzo(g,h,i)perilen

L
Ay

PAH-ovi niske molekulske mase koji imaju 2-3 aromatska prstena (naftalen, acenaftilen,

Indeno(1,2,3-cd)piren

acenften, fluoren) uglavnom su prisutni u plinskoj fazi, dok su tezi PAH-ovi (piren,
benz(a)antracen, benzo-fluoranten) uobicajeno povezani s atmosferskim Cesticama (PM)
[40].

2.3.1 PRIRODNI I ANTROPOGENI I1ZVORI PAH-OVA

U okolisu se nalazi mnogo prirodnih i antropogenih izvora PAH-ova [41]. PAH-ovi nastali
iz prirodnih 1 antropogenih izvora opc¢enito se pojavljuju u sloZzenim smjesama koje mogu
sadrzavati stotine spojeva razli¢itih kompozicija koji se razlikuju po procesu nastanka [42].
Relativna koli¢ina pojedinacnih PAH-ova koji se otpustaju razlikuje se od jednog izvora do
drugog [38]. Glavni prirodni izvori PAH-ova su Sumski pozari, vulkanske erupcije,
spaljivanje korova i sirove nafte [43]. Najvazniji izvori PAH-ova povezani su upravo S
ljudskom aktivnos¢u [33]. Izvori nastali ljudskom aktivnos¢u mogu se podijeliti u dvije
kategorije: sagorijevanje materijala za izvor energije (npr. ugljen, nafta, plin, drvo) i

sagorijevanje za minimalizaciju otpada (npr. spaljivanje otpada). Prva kategorija ukljucuje
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stacionarne izvore kao industrija (ve¢inom proizvodnja koksa i ugljena, procesiranje nafte,
proizvodnja aluminija itd.), stambeno grijanje (peci, kamini i Stednjaci, plamenici na petrolej
i plin), stvaranje topline i energije (elektrane na ugljen, drvo, naftu i treset), mobilne izvore
(automobili, kamioni, vlakovi, avioni) i pomorski promet (benzinski i dizelski motori).
Druga kategorija obuhvaca spaljivanje gradskog i industrijskog otpada [39].

Spaljivanje biljnih ostataka u poljoprivredi jo§ je jedan izvor PAH-ova u atmosferi.
Poljoprivredni izvori ukljucuju paljenje slame, spaljivanje trava radi obnove i paljenje
grmlja. Sve te aktivnosti ukljucuju spaljivanje organskih materijala pod suboptimalnim

uvjetima izgaranja. Zbog toga se mogu ocekivati znacajne koli¢ine PAH-ova [44].

Postoje i neki manji biogeni izvori (iz biljaka, algi/fitoplanktona i mikroorganizama). Male
koli¢ine se formiraju i dijagenezom (polaganom transformacijom organskih materijala u
sedimente jezera) [45]. S obzirom na podrijetlo razlikuju se petrogeni, biogeni i pirogeni
PAH-ovi. Pirogeni PAH-ovi su uglavnom otkriveni u procesima nepotpunih izgaranja
organskih spojeva, poput fosilnih goriva (lozivo ulje, ugljen, trava, drva, emisije vozila,
otpadne gume, itd.). Nastaju tijekom pirolize na visokoj temperaturi (izmedu 350° - 1200°)
pod niskim kisikom ili bez kisika. Pronadeni su u ve¢oj koncentraciji u urbanim podruc¢jima
i na lokacijama koje su blizu glavnim izvorima PAH-ova [47]. PAH-ovi petrogenog
podrijetla povezani su s naftom, ukljuc¢ujuci sirovu naftu i lozivo ulje te prolijevanja nafte i
naftnih derivata [46]. Biogeni PAH-ovi mogu nastati zbog biosinteze mikroorganizama,

fitoplanktona, algi, visoko razvijenih biljaka ili termitnih aktivnosti [40].

Jednom kada se otpuste u atmosferu, PAH-ovi se nalaze u dva razli¢ita stanja, plinovitom i
krutom [47]. Vezanjem za Cestice praSine 1 ¢ade ulaze u atmosferu. Mogu se prenositi na
velike udaljenosti zbog njihove postojanosti. Cestice koje sadrze PAH-ove vraéaju se na
povrsinu zemlje kiSom, maglom ili snijegom 1 taloZe se u tlu ili dolaze na povrSinu vode
[48]. U atmosferi prolaze fotokemijske i kemijske oksidacijske reakcije s duSikovim
oksidima (NOx), atmosferskim kisikom (Oz), sumporovim oksidima (SOx) i hidroksilnim

radikalima (OH") stvaraju¢i mnogo toksi¢nije spojeve [49].

Koncentracija PAH-ova u zraku moze biti u rasponu od tragova do znatnih razina [44]. Vece
koncentracije PAH-ova zastupljene su u urbanim sredinama jer se vecina izvora nalazi blizu
gradova ili u samim gradovima [47]. Poluzivot PAH-ova u zraku je izmedu nekoliko sati i
nekoliko dana [50]. PAH-ovi se zbog atmosferskog taloZenja ili urbanog otjecanja nalaze u

vecini povrSinskih tala [51]. Mogu postati pokretljivi kada se nataloZe na povrsinu zemlje.
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Kako je ve¢ina PAH-ova u tlu vezana za Cestice, najvazniji faktori Koji utjeCu na
pokretljivost ¢estica s PAH-ovima u podzemlju su veli¢ina Cestica i veli¢ina izlaza otvora u
tlu. Sklonost PAH-ova vezanju za Cestice ovisi o svojstvima PAH-ova i tla [47]. Tla u blizini
industrijskih izvora Cesto sadrze visoke koncentracije PAH-ova [51]. Procijenjeni poluzivot
u tlu varira od nekoliko mjeseci do nekoliko godina [41]. Sedimenti su glavni rezervoari za
PAH spojeve, primarno zbog slabe topivosti i snaznog afiniteta za organski ugljik u
Cesticama [38]. Kretanje PAH-ova u prirodi ovisi o svojstvima, kao $to su brzina razgradnje

u vodi i koliko lako isparavaju u zrak [39].

2.3.2. 1IZLOZENOST PAH-OVIMA

Ljudi su izlozeni PAH-ovima kroz zrak 1 vodu, ali najviSe kroz hranu [52].
Hrana moze biti kontaminirana PAH-ovima iz okoli$a, odnosno PAH-ovima koji su prisutni
u tlu (migracija iz tla), zraku (depozicija/talozenje) i1 vodi (depozicija i migracija) [32].
Postupci obrade hrane, kao $to su dimljenje i suSenje, kao i pecenje/kuhanje/rostiljanje hrane
obi¢no predstavljaju glavne izvore kontaminacije PAH-ovima. To¢ni mehanizmi formiranja
PAH-ova nisu poznati, ali se zna da PAH-ovi nastaju pirolizom otopljenih masnoca iz hrane
[53]. Kontaminacija hrane PAH-ovima iz okoliSa ovisi o odredenim fizikalno-kemijskim
svojstvima PAH-ova kao §to su: kemijska reaktivnost, bioticka i abioticka razgradljivost,
relativna topljivost u vodi i organskim otapalima te hlapljivost [32]. Jednom kada se PAH-
ovi unesu u tijelo oni se metaboliziraju u nekim organima (jetra, bubrezi, pluca), izlucuju se
u Zzuéi, urinu ili majé¢inom mlijeku i taloZe se u odredenoj razini u masnom tkivu. Glavni
putevi izlaganja su: inhalacija, ingestija i preko koze. Lipofilnost PAH-ova omogucuje im
da odmah prolaze kroz stani¢nu membranu. Kasniji metabolizam ¢ini ih bolje topljivim u
vodi 1 lako se izlucuju iz tijela. Medutim PAH-ovi se mogu pretvoriti u toksi¢nije ili
karcinogene metabolite [54]. Efekti na ljudsko zdravlje ovise poglavito o duZzini trajanja i
razini izloZenosti, koncentraciji PAH-a kojoj je pojedinac izloZen i1 naravno o prirodnoj
toksicnosti PAH-ova te da li je izlaganje kroz kozu ili ingestijom [39]. Razina Stetnih tvari
u okolisu usporeduje se s tzv. grani¢nim ili maksimalno dopustenim koncentracijama kako
bi se ocijenila opasnost od mogucih negativnih utjecaja na zdravlje ljudi. Za tvari koje imaju
kancerogeno djelovanje ne postoje grani¢ne vrijednosti, nego treba teziti tomu da njihove

koncentracije u zraku, tlu i vodi budu $to nize [31]. Prema Pravilniku o najveé¢im dopustenim
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koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (NN br. 146/2012) u tablici 8. prikazane su
najvece dopustene koli¢ine kontaminanta benzo(a)pirena u hrani te najveée dopustene

koli¢ine sume benzo(a)pirena, benzo(b)fluorantena, benz(a)antracena i krizena [55].

Buduc¢i da su PAH-ovi prisutni svugdje oko nas i ne mozemo ih potpuno izbjeci potrebno je

poduzeti odredene mjere kako bi ih reducirali.

Tijekom pripreme i proizvodnje hrane potrebno je poduzimati odredene mjere:
- koristiti meso i ribu s manje masnoce;

- kod pripreme hrane na masno¢i, koristiti $to manje masnoce;

- izbjegavati pripremu hrane na otvorenom plamenu;

- prije konzumiranja svjezeg voce 1 povréa potrebno ga je dobro oprati i po moguénosti

oguliti;
- prilikom pecenja i przenja koristiti nizete temperature, ali kroz duze vrijeme;
- prilikom konzumiranja izbjegavati dijelove hrane koji su ,,zagoreni*;

- prilikom dimljenja mesa izbjegavati direktno izlaganje dimu [56].

29



Tablica 8. Najvece dopustene koli¢ine PAH-ova u hrani [55]

HRANA Najvece dopustene kolic¢ine (ng/kg)
6.1 Benzo(a)piren, benzo(b)fluoranten, Benzo(a)piren Suma benzo(a)pirena,
benz(a)antracen i krizen benzo(b)fluorantena,
benz(a)antracena i krizena
6.1.1 | Masti i ulja (osim kakao maslaca i kokosovog
ulja) namijenjena za neposrednu 2,0 10,0
prehranu ljudi ili kao sastojak u hrani
6.1.2 | Kakao zrna i njihovi proizvodi 5,0 ng/kg 35,0 pg/kg masti od
masti od 1.4.2013. do 31.3.2015.
1.4.2013. 30,0 pg/kg masti od
1.4.2015.
6.1.3 | Kokosovo ulje namijenjeno za neposrednu 2,0 20,0
prehranu ljudi ili kao sastojak u hrani
6.1.4 | Dimljeno meso i dimljeni mesni proizvodi 5,0do 30,0 0d 1.9.2012. do
31.8.2014. 31.8.2014.
2,0 od 12,0 od 1.9.2014.
1.9.2014.
6.1.5 | Misiéno meso dimljene ribe, dimljeni 5,0 do 30,0 0d 1.9.2012. do
proizvodi ribarstva 31.8.2014. 31.8.2014.
2,0 od 12,0 od 1.9.2014.
1.9.2014.
6.1.6 | Dimljene papaline, dvoljusturni mekusci
(svjezi, rashladeni ili smrznuti) i konzervirane 5,0 30,0
papaline
6.1.7 | Dvoljusturni mekusci dimljeni 6,0 35,0
6.1.8 | Hrana za dojencad i malu djecu i preradena 1,0 1,0
hrana na bazi Zitarica
6.1.9 | Pocetna i prijelazna hrana, ukljuc¢ujuéi pocetnu
mlijenu hranu za dojencad i prijelazna 1,0 1,0
mlije¢na hrana za dojencad
6.1.10 | Dijetalna hrana za posebne medicinske 1,0 1,0
potrebe namijenjena posebno za dojencad
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2.3.3. SVOJSTVA PAH-OVA

PAH-ovi su organski spojevi koji su ve¢inom bezbojne, bijele ili blijedo zute krutine [47].
Najstabilniji su oblik ugljikovodika jer imaju nizak omjer vodika/ugljika 1 obi¢no se
pojavljuju u slozenim smjesama, a ne kao pojedinac¢ni spojevi [44]. PAH-ovi su sami po sebi
kemijski inertni [57]. Ve¢ina PAH-ova (70-90%) se apsorbira na Cestice pri sobnoj
temperaturi [44]. Opcenito su lipofilni $to znaci da se slabije otapaju u vodi ali se dobro
otapaju u uljima i mastima. Tendencija se povecava s ve¢im brojem prstena tj. Sto ima vise
prstena to se bolje otapa u mastima i bolje se nakuplja u masnom tkivu u organizmu [48].
Sto je veéi broj benzenskih prstena to je manja topljivost u vodi [43]. Kako se topljivost
smanjuje s povecanjem molekulske mase, PAH-ovi se ne¢e akumulirati u biljkama koje
imaju visoki sadrzaj vode. Zbog toga ¢e migracija PAH-ova iz tla u korijen biljke biti
ograni¢ena. No zbog vrlo niske hlapljivosti PAH-ovi imaju veliku tendenciju adsorpcije u
organsku tvar pa je njihova koncentracija ve¢a na povrsini biljke nego unutar biljke [32].
vodi i manje lipofilni nego teski PAH-ovi [58]. Imaju molekulske mase u rasponu od 128
Daltona do 278 Daltona [59]. Njihova fizikalno-kemijska svojstva, tlak isparavanja i
topljivost variraju prema njihovoj molekularnoj teZini i imaju karakteristi¢an apsorpcijski
spektar UV zracenja, a neki PAH-ovi mogu biti i fluorescentni [54]. Svojstva PAH-ova
odredena su konjugiranim m-elektronima aromatskih prstenova koji im daju kemijsku
stabilnost. Zbog visokoenergetske m-vezne orbitale i relativno niskoenergetske n*-antivezne
orbitale ovi spojevi mogu apsorbirati UV ili vidljivo zracenje pri ¢emu dolazi do prijelaza
elektrona i nastajanja karakteristi¢nih fluorescencijskih i apsorpcijskih spektara. Ovo
svojstvo rabi se za kvalitativno i kvantitativno odredivanje PAH-ova pa se prilikom analize
uzoraka teku¢inskom kromatografijom upotrebljavaju UV ili fluorescencijski detektori [33].
Svaka prstenasta struktura ima jedinstven UV spektar, prema tome svaki izomer ima
drugaciji UV spektar apsorbancije [47]. Laboratorijska ispitivanja su pokazala da PAH-ovi
imaju fototoksi¢ne osobine. Pronadeno je da su B(a)P, benzo(a)antracen (B(a)A) i antracen
(Ant) uz metabolite B(a)P-a fototoksi¢ni za zelene alge Selenastrum capricoruntum kod
svjetlosti valne duljina ispod 550 nm [60].
Zbog niskog tlaka pare, neki PAH-ovi se nalaze pri sobnoj temperaturi u zraku u plinovitom
obliku, a neki su vezani za Cestice [44]. Varijabilnost u tlaku para razli¢itih spojeva PAH-a
uzrok je tome da se pojedinacni PAH-ovi distribuiraju u razli¢itim koncentracijama u

plinovitom i drugim stanjima. PAH-ovi s nizim tlakom pare nastoje se vezati za Cestice, dok
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PAH-ovi s visim tlakom pare nastoje biti u plinovitom stanju [47]. Lagani PAH-ovi s 2-3
benzenska prstena se ve¢inom pronalaze u plinovitom stanju dok se oni teski pronalaze
vezani za Cestice u zraku [44].
Najces¢e se koriste kao meduprodukti u farmaceutskoj industriji, proizvodnji
poljoprivrednih i fotografskih proizvoda, proizvodnji termostabilne plastike i materijala za
podmazivanje i ostalim kemijskim industrijama. Takoder mogu biti u asfaltu koriStenom za
konstrukciju cesta kao i u katranu. Odredeni PAH-ovi se koriste u elektronici, topljivoj

plastici i teku¢im kristalima [39].

2.3.4. UKLANJANJE PAH-OVA 1Z OKOLISA

U okoliSu se razgraduju djelovanjem suncevog svjetla 1 mikroorganizama [61].
Mikrobioloska razgradnja osnovni je put uklanjanja PAH-ova iz okoli$a. Pri tome dolazi do
enzimske oksidacije PAH-ova. Abiotickom se razgradnjom mogu ukloniti PAH-ovi s dva ili
viSe aromatska prstenova. Iz tla se ukloni oko 2% do 20% PAH-ova s dva ili tri aromatska
prstena. PAH-ovi s Cetiri ili viSe aromatskih prstena jace Su vezani na organsku tvar i ¢estice
I teze se bioloski razgraduju [33]. Razgradnja PAH-ova u prirodi ukljucuje fotooksidaciju,
kemijsku oksidaciju, ispiranje iz tla i bioakumulaciju. Svaki od tih procesa djeluje na
razli¢ite nacine na pojedinaéne PAH-ove zbog toga $to svaki PAH ima jedinstvenu strukturu
i jedinstvena fizikalna, kemijska i bioloska svojstva [47].

Takoder se mogu ukloniti i procesima mokrog ili suhog talozenja, ovisno o njihovim
fizikalnim 1 kemijskim svojstvima (topljivosti u vodi, tlaku para i Henryevoj konstanti) i
meteoroloskim uvjetima (koli¢ini i intenzitetu oborina, temperaturi) [33]. Uklanjanje PAH-
ova iz atmosfere suhim i vlaznim procesom taloZenja uvjetovano je i njihovom raspodjelom
na plinoviti oblik i ¢estice. Adsorbirani PAH-ovi se puno lakSe uklanjanju iz atmosfere nego
PAH-ovi u plinovitom stanju [47]. Na slici 9. prikazano je uklanjanje PAH-ova iz atmosfere

suhim i vlaznim taloZenjem [47].

Mnoge razli¢ite tehnologije sanacije kao biosanacija, apsorpcija i kataliticki procesi se
primjenjuju ili za uklanjanje ili za kemijsku pretvorbu PAH-ova u manje toksi¢ne spojeve.

Kataliticka hidrogenacija PAH-ova izvanredna je strategija za uklanjanje ovih spojeva iz
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tekuc¢ih medija pretvaraju¢i PAH-ove u kompletne ili djelomi¢no hidrogenirane dvojnike

koji predstavljaju manju opasnost po okoli$ [62].
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Slika 9. Uklanjanje PAH-ova iz okolisa suhim i mokrim talozenjem

2.4. BENZO(A)PIREN

B(@P je peteroclani PAH kao S§to je prikazano u tablici 6.
Pripada skupini teskih PAH-ova. Blijedo je Zuta kristalna krutina sa slabim aromatskim
mirisom, relativno je netopljiv. u vodi te ima nisku isparljivost [63].
Uglavnom nastaje zbog nepotpunog sagorijevanja ili pirolize organskih spojeva [64].
Tijekom dimljenja, razvija se dim u kojemu se nalazi B(a)P koji se adsorbira na povrsinu
proizvoda. Procjenjuje se da se tijekom industrijskih procesa, oslobada oko 22% B(a)P-a,
dok oko 11% benzena nastaje grijanjem stambenih prostora, oko 8% spaljivanjem ostataka
kultura na poljoprivrednim povr§inama te 4% kroz ispusne plinove automobila [65]. Hewett
i Cook su 1933. godine izolirali B(a)P iz katrana kamenog ugljena te ga sintetizirali neovisno
jedan o drugome. B(a)P je zatim dvadesetak godina kasnije, to¢nije 1952. godine,
identificiran u lebdeéim Cesticama na podru¢ju Velike Britanije [60].

U 1960-im godinama razine B(a)P-a su ponekad bile veée od 100 ng/m® u mnogim
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europskim gradovima, ali se tijekom zadnjih 35 godina koncentracija u zraku u urbanim
sredinama znacajno snizila [66]. U ¢istom seoskom podrué¢ju koncentracije B(a)P-a krecu se
0d 0,01 do 0,05 ng/m®. U gradskom podruéju kreéu se oko 10 ng/m?, dok u jako oneciséenom

industrijskom podruéju koncentracije dosezu 40 ng/m?® [31].

B(a)P je najpoznatiji PAH i jedini je PAH koji je identificiran od strane IARC-a kao ,,poznati
ljudski karcinogen™” [64]. Najvise je proucavan od svih PAH-ova i rabi se kao indikator
prisutnosti PAH-ova u zraku i hrani. On nije nuzno i najzastupljeniji spoj, ali se uvijek
pojavljuje kada su prisutni PAH-ovi [33]. Stoga su za B(a)P u EU definirane razlicite
grani¢ne vrijednosti u razli¢itim matricama, npr. zrak (2004/107/EC), pitka voda (98/83/EC)
i prehrambeni proizvodi (835/2011) [67].
Prema Pravilniku o najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (NN
br. 146/2012) (tablica 6.), maksimalno dopustene koli¢ine B(a)P-a u dimljenom mesu i

dimljenim mesnim proizvodima iznose 2,0 ug/kg od 1. rujna 2014. godine.

Za procjenu zdravstvenih ucinaka razli¢itih one€iS¢ujuéih tvari, EPA je razvila faktor
ekvivalente toksi¢nosti (TEF).

TEF za svaki PAH se odreduje kao relativna toksi¢nost prema referentnom B(a)P-u, ¢iji je

TEF jednak 1 [53].

1987. godine FAO/WHO odbor za prehrambene aditive odredio je da koli¢ina B(a)P u hrani
ne smije prelaziti 10 ppb [68].

Prva sluzbena metoda za analizu B(a)P-a u hrani, bazirana na apsorpciji ultraljubicastog
zraCenja ekstrakta hrane bila je tankoslojna kromatografija, objavljena u 1970-im. Od tada
je razvijen medunarodni standard za B(a)P u masti i uljima. Metoda je bazirana na mjerenju
B(a)P-a teku¢inskom kromatografijom visoke u¢inkovitosti sa fluorescentnom detekcijom

(HPLC-FLD) [52].

2.5. DIMLJENJE

Dimljenje se smatra jednim od najstarijih nac¢ina konzerviranja hrane koji se zasniva
na izlaganju mesa i mesnih proizvoda dimu koji je nastao sagorijevanjem drveta [69]. Jos u
pretpovijesti lovci su primijetili da je meso koje je bilo dimljeno trajalo duze i imalo bolju

aromu i okus [70]. Dimljenjem se povrsinski stvara karakteristi¢na lijepa i pozeljna zlatno-
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smeda boja mesa i mesnih proizvoda [70]. Osim S$to se dimljenjem obogacuje
visokoproteinska hrana aromati¢nim komponentama, ono takoder ima i bakteriostatsko i
antioksidativno djelovanje [71]. Dim se sastoji od ¢vrste i plinovite frakcije. Oko 90%
ukupnog volumena dima nalazi se u ¢vrstoj frakciji, a preostalih 10% volumena odnosi se
na plinovitu fazu. Cvrsta frakcija je odgovorna za stvaranje vidljivog oblaka dima i sadrzi
brojne nepozeljne sastojke svojstvene dimu, dok plinovita faza sadrzi pozeljne sastojke,
odnosno tvari koje daju mesu poZeljnu aromu i boju [70]. Najvazniji sastojci dima koji imaju
najvedi utjecaj na proizvode od mesa su organske Kiseline, fenoli i karbonilni spojevi [70].
Najpoznatiji i najopasniji sastojak dima je 3,4-benzopiren ili B(a)P, koji je mutagen i
karcinogen [70]. Alifatske karboksilne kiseline i karbonili sudjeluju u stvaranju
karakteristi¢ne pozeljne boje dimljenog mesa i nastaju pri temperaturama od 160 do 250 °C,
a organske kiseline nastaju pri temperaturama izmedu 250 i 300 °C. Na temperaturi izmedu
300 i 550 °C nastaju fenoli i fenolni spojevi koji su integralni dio okusa i arome dima [70].
Dva tipa susenja ili dimljenja su neposredno (direktno) i posredno (indirektno). Neposredno
(direktno) dimljenje je proces dimljenja gdje se dim razvija u komori u kojoj se obraduje
hrana, dok je posredno (indirektno) dimljenje proces gdje se upotrebljavaju uredaji za
proizvodnju dima te se dim razvija u komori odvojenoj od prostora gdje se hrana dimi. Dim
se moze procistiti na razli¢ite nacine, kao na primjer koriStenjem kondenzatora ili vodenih
filtera prije uvodenja u komoru za susenje (susnicu) [71].
Proizvodi koji se podvrgavaju toplinskom procesu dimljenja i susenja izloZeni su utjecaju i
mogucénosti kontaminacije PAH spojevima tijekom termicke obrade [69]. Mehanizam
formiranja PAH-ova nije u potpunosti razjasnjen ali se smatra da su dva osnovna puta
nastajanja procesi pirolize i pirosinteze. Pri visokim temperaturama organski spojevi se
djelomi¢no razgraduju (piroliza) na manje nestabilne fragmente, uglavnom radikale, koji
dalje medusobno reagiraju stvarajuci stabilne spojeve PAH-ova (pirosinteza) [72].
Stvaranje PAH-ova tijekom dimljenja i procesa direktnog suSenja ovisi o vise ¢imbenika,
ukljucujuéi:

a) gorivo (drvo i ostali biljni materijali, dizel gorivo, plinovi, tekuéi/kruti otpad i ostala
goriva);

b) dimljenje ili metodu susenja (izravno ili neizravno);

C) proces stvaranja dima u odnosu na temperaturu pirolize i na zrak u slucaju generatora
dima (trenje, tinjanje, termostatirane ploc¢e) ili je u vezi s drugim metodama, kao Sto su
direktno dimljenje ili ponovno stvaranje dima pomocu rasprSenog kondenzata dima (tekuci
dim);
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d) udaljenost izmedu hrane 1 izvora topline;

e) polozaj hrane u odnosu na izvor topline;

f) koli¢inu masti u hrani i $to se dogada s njom u tijeku proizvodnje;

g) trajanje dimljenja i direktnog suSenja;

h) temperaturu za vrijeme dimljenja i direktnog susenja;

I) Cistocu i odrzavanje opreme;

J) konstrukciju komore za dimljenje i opreme KoriStene za mjeSavinu zraka i dima (koja

utjeCe na gusto¢u dima u komori za dimljenje) [71].

Jedna od najéescée primjenjivanih metoda proizvodnje dima u danasnjoj mesnoj industriji je
metoda sporog izgaranja drveta (piroliza ili tinjanje). Ona podrazumijeva kontrolirano
izgaranje odredene koli¢ine piljevine ili drvnog otpada pri ¢emu je najvaznija regulacija
dotoka zraka u prostor za izgaranje, kako bi se osiguralo sporo izgaranje, odnosno tinjanje
piljevine. Vrlo vazan parametar je temperatura izgaranja piljevine i produkcije dima, koja
ima znacajan ucinak na kvalitetu dima [70].
Kisik treba biti izjednacen, jer premalo ili previSe kisika dovodi do proizvodnje PAH-ova.
Adekvatan Kisik je potreban kako bi se osigurala parcijalna/nedovrSena potroSnja goriva
[71]. Prevelike koncentracije kisika mogu povecati temperaturu i dovesti do poveéane
formacije PAH-ova, dok niske koncentracije kisika mogu dovesti do vece formacije PAH-
ova u dimu, a takoder uzrokuju i proizvodnju uglji¢cnog monoksida koji moze biti opasan po
zivot [71]. Sto je veéa temperatura obrade hrane to je udio nastalih PAH-ova veéi. Takoder
I pri nizim temperaturama (100-150 °C) moze nastati veliki udio PAH-ova, ali u tom slucaju
je potreban duzi vremenski period i tada nastaju uglavnom alkilirani PAH-ovi [72].
Optimalna temperatura sagorijevanja drveta je izmedu 350 i 500 °C, a niZe i viSe temperature
uzrokuju znacajno povecanje koncentracije nezeljenih tvari u dimu, koje u dimljenom mesu
ostavljaju fragmente opasne po ljudsko zdravlje [70]. Stvaranjem dima na temperaturama
izmedu 3501 550 °C reducira se koli¢ina PAH-ova na manje od 1 pg po kilogramu dimljenog
mesa, §to se smatra neskodljivim [70]. Omjer povrSine i mase proizvoda znac¢ajno utjeCe na
razinu PAH-ova u dimljenim mesnim proizvodima, s obzirom da se oni adsorbiraju na
povrsinu mesa, ne prodiruci u znacajnoj mjeri u unutra$njost dimljenoga mesnoga proizvoda

[73]. Stoga je koncentracija PAH-ova znacajno veca u povrSinskom sloju [70].

Neke od strategija kojima se udio PAH spojeva u dimljenim mesnim proizvodima moze
znacajno smanjiti ukljuc¢uju uporabu kondenzacijskih rashladnih uredaja, filtraciju Cestica,

skracivanje trajanja procesa i/ili nize temperature pri kojima se procesi odvijaju [73].
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Vrijeme dimljenja trebalo bi biti $to je kra¢e moguce kako bi se minimaliziralo izlaganje
povrsine hrane dimu u kojem se nalazi PAH [71]. Prilikom pripreme hrane potrebno je imati
na umu da je osim postizanja optimalnih senzorskih svojstava hrane potrebno pazljivo
odabirati nacin i uvjete pripreme hrane. To omogucuje smanjivanje udjela potencijalno

Stetnih tvari, a ujedno i rizika od njihovog stetnog djelovanja na zdravlje [72].

2.6. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Kromatografija je analiticka tehnika odjeljivanja komponenata smjese na temelju razlicite
raspodjele komponenata izmedu dviju faza, pokretne (mobilne) i nepokretne (stacionarne)
[74].

HPLC je analiticka tehnika za odvajanje, identificiranje i kvantificiranje komponenata u
smjesi [75]. Razvoj HPLC-a zapoceo je jos u 1960-im i 1970-im godinama [76].

Kod HPLC-a teku¢i se uzorak injektira u tekucu pokretnu fazu koja nosi uzorak kroz
kromatografsku kolonu te se komponentne uzorka medusobno odjeljuju na temelju njihove
mogucénosti raspodjele izmedu pokretne i nepokretne faze. Vrijeme zadrzavanja komponenti
odredeno je na osnovi njihove interakcije s pokretnom i nepokretnom fazom [74]. Vrijeme
zadrzavanja (retencijsko vrijeme) je vrijeme u kojemu se specifi¢ni analit eluira (izlazi iz
kromatografske kolone) [75].

Kako bi se postigle dovoljne brzine protoka u kolonama punjeni punilima s promjerom od

10 um ili manje potrebni su tlakovi od nekoliko milijuna Pa [77].

Potreba brzeg i djelotvornijeg odjeljivanja primjenom visokih tlakova zahtijeva primjenu
slozene instrumentacije koja se sastoji od Cetiriju osnovnih dijelova: sustava za opskrbu
pokretnom fazom, dijela za injektiranje uzorka, kolone i detektora [74]. Naslici 10. prikazani
su dijelovi HPLC-a [76]. Sustav za opskrbu pokretnom fazom sadrzava crpku koja
omogucuje postizanje visokoga tlaka i sustav koji omoguéuje mijesanje otapala. Otapala
koja se uporabljuju moraju biti vrlo visoke ¢isto¢e i mjehuri¢i plina moraju biti uklonjeni iz
njih. Sustav za injektiranje omogucuje precizno injektiranje tocno odredenog volumena

tekuceg uzorka, a volumeni uzoraka krecu se od 0,5 pL. do 5,0 mL [74].

Detektori koji se u tekucinskoj kromatografiji najéeS¢e upotrebljavaju temelje se na

apsorpciji vidljivog ili ultraljubicastog zracenja [77].
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Posljednjih nekoliko desetljeca razvijene su brojne kromatografske tehnike za analizu PAH-
ova u okolisu. Plinska i tekuc¢inska kromatografija pokazale su zadovoljavajucu osjetljivost
i zadovoljavajuée razlucivanje pri odredivanju tragova PAH-ova u kompleksnim matricama
pa se zbog toga najéesce i rabe pri rutinskim analizama [33].

Analiticke metode identificiranja PAH-ova uklju¢uju HPLC sa fluorescentnim ili

ultraljubicastim detektorom [78].

Obrada podataka

[T

HPLC kolona

Injektor

Mobilna faza Pumpa Detektor Otpad

Slika 10. Shematski prikaz HLPC sustava

2.7. CILJEVI RADA

Ciljevi diplomskoga rada su:

1. provesti validaciju HPLC metode za odredivanje B(a)P-a u tradicionalnim

proizvodima na podrucju Slavonije;
2. pokazati da je metoda prikladna za odredivanje B(a)P-a u uzorcima;

3. odrediti koncentraciju B(a)P-a u uzorcima.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. KEMIKALIJE

Koristene kemikalije su:

1. voda demineralizirana, < 0,1 pS/cm®, svjeza, profiltrirana na membrani 0,2 pm
2. acetonitril (HPLC cistoce)

3. 10% izopropanol — za ispiranje igle

4. standardna otopina B(a)P-a (osnovni, stock standard), 10 pg/mL.

Sve kemikalije i stock standard ¢uvaju se u hladnjaku.

3.2. OPREMA | PRIBOR

e Aparat: Tekucinski kromatograf s FLD detektorom, 1290 Infinity System Agilent
Technologies

e Kolona: Agilent LiChrospher PAH 5 um

e PTFE kivete od 50 mL

e PTFE kivete od 15 mL

e Quechers EMR-Lipid MgSO4 Polish Pouch

e centrifuga

e vortex

e ultrazvucna kupelj EImasonic P

e d-SPE EMR-Lipid kivete s odredenom gramazom soli ve¢ pripremljenom za tu vrstu
analize

e pipete odgovarajuc¢eg volumena

o staklene kapalice

e Polish Tube-NaCl/MgSOs (kivete sa odredenom smjesom soli za prociSc¢avanje
ekstrakta)
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3.3. METODA

Metoda primijenjena u radu je modificirana, normirana metoda HRN CEN/TS 16621:2014.
Metoda opisuje odredivanje B(a)P-a u masnoj hrani.

Princip metode je da se B(a)P ekstrahira dva puta s vodom i acetonitrilom iz uzorka masne

hrane, nakon ¢ega se alikvot prebaci u vijalice i analizira HPLC-om.

3.4. UVJETI METODE
Mobilna faza sastojala se od smjese vode i acetonitrila. Temperatura kolone bila je 20 °C,

volumen injektiranja 20 pL, ukupni protok mobilne faze 1 mL/min, a maksimalni tlak 330

bar. Vrijeme trajanja analize bilo je 25 min, a vrijeme nakon analize 2 min.

3.5. UZORCI

Prikupljeno je ukupno petnaest uzoraka masne hrane: devet uzoraka domacih proizvoda
(kobasice, Sunka i kulen) i Sest industrijskih proizvoda (kulen, kulen kvrgavi, slavonska

salama, kulenova seka, seljacka Sunka 1 kobasica).

3.6. PRIPREMA KALIBRACIJSKIH OTOPINA | UZORAKA PREMA
METODI

3.6.1. PRIPREMA KALIBRACHSKIH OTOPINA

MEDUSTANDARDNA OTOPINA B(a)P, 0,1 pg/mL
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U odmjernu tikvicu od 10 mL otpipetirano je 0,1 mL standardne otopine (stock). Tikvica je
potom nadopunjena acetonitrilom do oznake. Dobivena otopina bila je koncentracije 0,1

pug/mL.

OTOPINE RADNIH STANDARDA

U odmijerne tikvice od 5 mL otpipetirano je 0,05 mL, 0,075 mL, 0,1 mL, 0,125 mL i 0,15
mL medustandardne otopine koncentracije 0,1 pg/mL i nadopunjeno acetonitrilom do
oznake. Dobiveni su radni standardi koncentracija 0,0010, 0,0015, 0,0020, 0,0025, 0,0030

ng/mL koji se koriste za izradu kalibracijskog pravca.

3.6.2. PRIPREMA UZORAKA

Princip pripreme uzoraka je da se uzorci usitne i ekstrahiraju dva puta s vodom i

acetonitrilom.

Oko 1 g uzorka odvagano je u PTFE kivetu, uzorak se usitnio te se dodalo 5 mL vode i 5
mL acetonitrila. Uzorak se potom mijeSao na vortex-u 1 minutu, te dodatno homogenizirao
u UZV kupelji 30 minuta. Uzorak se ponovno stavio na vortex 1 minutu i potom se dodalo
pakovanje ,,Quechers EMR-Lipid MgSO4 Polish Pouch* i vortexiralo dodatno jo§ 1 minutu.
Zatim se uzorak centrifugirao na 4000 okretaja 5 minuta i kapalicom se prebacio gornji
acetonitrilni sloj u novu kivetu od 15 mL. Potom se ponovila ekstrakcija uzorka sa dodatnih
5 mL vode i 5 mL acetonitrila, uzorak se vortexirao, centrifugirao i ponovno odvojio gornji
acetonitrilni sloj koji se pridruzio acetonitrilnom sloju od prosle ekstrakcije. Otprilike 13 mL
acetonitrila prebacilo se u d-SPE EMR-Lipid kivetu s odredenom gramazom soli vec¢
pripremljenom za ovakvu vrstu analize. Kiveta se isprala s 0,5 mL acetonitrila te snazno
mijesala 1 minutu. Kiveta s acetonitrilom i soli centrifugirala se na 4000 okretaja 5 minuta i
volumen se zatim prebacio u trecu kivetu s oznakom kako bi se ustanovilo koliko je
razrjedenje (0ko 11 mL). Ekstrakt se proc€istio pripremljenom smjesom soli ,,Polish Tube-

NaCl/MgSO4“. Zatim se alikvot prebacio u vijalicu i slijedila je analiza na HPLC uredaju.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. KONCENTRACIJA BENZO(A)PIRENA U UZORCIMA

Koncentracija B(a)P-a u domacim i industrijskim proizvodima izraCunata je prema sljedecoj

jednadzbi (6) za svaki uzorak, a rezultati su prikazani u tablici 9:

V (ocitan sa kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - (6)

m (uzorka)

gdje je: y (uzorka) = masena koncentracija B(a)P-a u uzorku;
y (srednja vrijednost) = srednja vrijednost masenih koncentracija B(a)P-a u uzorku;
V = volumen ekstrakta;

m = masa uzorka.

Izracun svake koncentracije B(a)P-a nalazi se u prilogu.

Od devet analiziranih domacih proizvoda dva su pokazala povisene koncentracije B(a)P-a.
Za Kobasicu 5 izraunata koncentracija B(a)P-a je 2,188 ng/kg, a za Kulen 2,246 pg/kg.
Ostali domaci proizvodi imaju koncentracije B(a)P-a unutar maksimalno dopustene granice
2,0 ng/kg. Najveca koncentracija B(a)P-a izraunata je za jedan industrijski proizvod, Kulen
kvrgavi, aiznosila je 2,849 ng/kg, dok je najmanja koncentracija izracunata za Kobasicu ¢ija

je koncentracija ispod granice kvantifikacije.
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Tablica 9. Izracunate koncentracije B(a)P-a u uzorcima.

PROIZVOD B(a)P (ng/kg)
Kobasica 1 0,135
Kobasica 2 0,112
Kobasica 3 0,099
3 Kobasica 4 0,942
§ Kobasica 5 2,188
2 Kobasica 6 0,769
Kobasica 7 0,715
Kulen 2,246
Sunka 0,027
Kulen 0,108
X Kulen kvrgavi 2,849
é Slavonska salama 0,151
§ Kulenova seka 0,051
% Seljacka Sunka 0,119
Kobasica <LOQ

4.2. VALIDACIJA ANALITICKE METODE ZA ODREDIVANIJE

BENZO(A)PIRENA HPLC METODOM

Odredivani su sljede¢i parametri validacije: linearnost, podrucje linearnosti, preciznost

(ponovljivost mjerenja, ponovljivost pripreme uzorka), granica detekcije,

kvantifikacije, selektivnost 1 to¢nost.

4.2.1. LINEARNOST

granica

Linearnost je sposobnost metode da unutar radnog podrucja daje ispitne rezultate koji su

izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku.
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Odredena je trostrukim mjerenjem svake koncentracije u rasponu od 0,001 do 0,003 pg/mL.

Kriterij prihvatljivosti za linearnost je r > 0,995.

U tablici 10. prikazani su rezultati odredivanja linearnosti, a na slici 11. je graficki prikaz

rezultata.

Pomoc¢ne tablice (tablica 11.) koriStene su za izracun koeficijenata kalibracijskog pravca.

Tablica 10. Odnos razli¢itih koncentracija B(a)P-a i njegovih povrsina

Koncentracija B(a)P (ng/mL)

Povrsina pika (LU-S)

0,0010 1200,8251
0,0015 1832,9985
0,0020 2322,1237
0,0025 2919,2336
0,0030 3591,4110

Tablica 11. Pomocne tablice za izracun koeficijenata kalibracijskog pravca

Br. Xi Xi? Yi yi2 Xi - Vi

1. 0,0010 0,00000100 | 1200,82511 1441980,9 -1200,8241

2. 0,0015 0,00000225 | 1832,99849 3359883,5 -1832,9970

3. 0,0020 0,00000400 2322,12370 5392258,5 -2322,1217

4, 0,0025 0,00000625 2919,23356 8521924,6 -2919,2311

5. 0,0030 0,00000900 3591,41097 12898232,8 -3591,4080
SUM 0,0100 0,00002250 | 11866,5918 31614280,2 -11866,5818
AVE 0,0020 0,00000450 2373,3184 6322856,0 -2373,3164
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Br. Xi - X Yi-y (Xi - %)* Vi-¥? | Xi-%) - (Yi- )

1. -0,0010 -1172,4933 0,000001 1374740,5385 1,172493

2. -0,0005 -540,3199 0,00000025 291945,5943 0,27016

3. 0,0000 -51,1947 0 2620,8973 0

4, 0,0005 545,9152 0,00000025 298023,4056 0,27295

5. 0,0010 1218,0926 0,000001 1483749,5822 1,21809
SUM 0,0000 0,0000 0,0000025 3451080,0179 2,933692
AVE 0,0000 0,0000 0,0000005 690216,0036 0,5867384

Legenda:

Xi — koncentracija standardne otopine (ug/mL)

yi — povrsina pika kromatograma

X — srednja vrijednost koncentracija standardnih otopina

y — srednja vrijednost povrSina pika kromatograma

SUM - zbroj svih ¢lanova u stupcu

AVE — srednja vrijednost svih ¢lanova u stupcu

Na temelju dolje prikazanih jednadzbi odredeni su koeficijenti kalibracijskog pravca, nagib

pravca (a), odsjecak na osi y (b) te koeficijent korelacije (r):
y=ax+b (7)

jednadzba pravca:

Y(xi—-X)(yi-y)
o Cxi— x)2

(8)

nagib pravca. a =

45



odsjecaknaosiy: b =79y -ax 9

P xi-X(yi-y
koeficijent korelacije: = i=1( JYL-Y) (10).

) (TG - D2 S i - 72

Linearnost za B(a)P

4.500
4.000 -
3.500 .
3000 ‘

2.500
2.000
1.500

Povrsina pika
®

1.000
500

0 0,001 0,002 0,003 0,004

Koncentracija (ug/mL)

y=1,18101-10°x + 9,41273
R?=0,99947

Slika 11. Linearnost B(a)P-a u koncentracijskim podru¢jima 0,001 — 0,003 pg/mL

Prema podatcima iz tablice 10. i s jednadzbama (7) - (10) izracunati su sljedeci koeficijenti:
koeficijent korelacije: r = 0,99947

nagib pravca: 1,18101 - 10°

odsjecak na osi y: 9,41273

jednadzba pravca: y = 1,18101 - 10%x + 9,41273.
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Zakljucak: Graficki prikaz i regresijska analiza ukazuju na linearan odnos povrSina
pikova kromatograma i koncentracija te je zadovoljen kriterij prihvatljivosti
(r >0,995) jer je koeficijent korelacije r = 0,99947.

4.2.2. PODRUCJE LINEARNOSTI

Podrucje linearnosti je raspon izmedu gornje i donje koncentracijske granice analita u uzorku

koje se mogu kvantificirati uz odgovarajucu preciznost, istinitost i linearnost.

Podrugje linearnosti kalibracijskog pravca odredeno je pomocu podataka prikazanih na slici
12., izraunatih vrijednosti prikazanih u Tablici 12 i jednadzbe (11). Kriterij prihvatljivosti

je da podrugje linearnosti mora biti u podrucju koncentracija 0,001 - 0,003 pg/mL.

Tablica 12. Prikaz rezultata logaritama zadanih koncentracija i omjera povrsina pikova

kromatograma i koncentracija

v (ng/mL) A -logy Podrucje Aly
linearnosti

0,0010 1200,8251 3 + 1200825,11
0,0015 1832,9985 2,824 + 1221998,99
0,0020 2322,1237 2,699 + 1161061,85
0,0025 2919,2336 2,602 + 1167693,42
0,0030 3591,4110 2,523 + 1197136,99

A
X

R.= ? =1189743,273 (11)

Rc = srednja vrijednost omjera povrSina/koncentracija

A . e ..
P = omjer povrsine i koncentracije

47



Donja granica za podrucje linearnosti: R¢ - 0,95 = 1189743,273 - 0,95 = 1130256,109

Gornja granica za podrucje linearnosti: Rc - 1,05 = 1189743,273 - 1,05 = 1249230,437

Podrucje linearnosti za B(a)P

1260000
1240000
1220000

1200000

/koncentracija

1180000

povrsina

1160000
1140000

1120000
2,4 2,5 2,6 2,7 2,8 2,9 3 3,1

logaritam koncentracije

Slika 12. Grafi¢ki prikaz podrucja linearnosti B(a)P-a

Zakljucak: Podrudje linearnosti zadovoljava koncentracije 0,001 - 0,003 pg/mL.

4.2.3. PRECIZNOST

Preciznost se definira kao izraz slaganja izmedu niza mjerenja izvedenih iz istog homogenog
uzorka pod propisanim uvjetima. Preciznost je izrazena kao ponovljivost mjerenja i

ponovljivost pripreme uzorka. Kriterij prihvatljivosti za preciznost je RSD < 20%.
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PONOVLIIVOST MJERENJA

Za provjeru ponovljivosti mjerenja prireden je jedan uzorak domaceg Kulena (m =1,13168
g). Uzorak je mjeren 10 puta. Rezultati su prikazani u tablici 13. kao srednje vrijednosti

o¢itanih retencijskih vremena, povrsina pikova i koncentracija, te SD i RSD (%).

Tablica 13. Ponovljivost mjerenja za uzorak domaci Kulen

Br.mjerenja Rt (min) Podrudje pika (LU-S) | Koncentracija (ng/mL)
1. 15,895 20,3878 0,0000092929
2. 15,894 19,3875 0,00000844597
3. 15,872 21,8957 0,0000105697
4. 18,875 21,7529 0,0000104488
5. 18,872 21,4235 0,0000101699
6. 18,873 21,5545 0,0000102809
7. 18,871 21,3410 0,0000101

8. 18,871 20,6751 0,00000953616
9. 18,872 20,7798 0,00000962483
10. 18,869 22,9088 0,000014275
Srednja 17,976 21,2107 0,0000102744
vrijednost

SD 1,442 0,9604 0,00000154335
RSD (%) 8,0 4,5 15,0

Zakljucak: Ponovljivost retencijskog vremena (Rt) za odredivanje B(a)P-a u
domac¢em Kulenu HPLC metodom iznosi 8,0%. Ponovljivost mjerenja
povrsina pika iznosi 4,5%, a ponovljivost odredivanja koncentracije
B(a)P-a 15,0%0. Sve relativne standardne devijacije

zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti (RSD <20 %).
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PONOVLIIVOST PRIPREME UZORKA

Za provjeru ponovljivosti pripreme uzorka priredena su tri uzorka domaceg Kulena iz tablice
8., Kulen 1 (m =1,13168 g), Kulen 2 (m = 1,13211 g) i Kulen 3 (m = 1,13120 g). Uzorci su
mjereni dva puta. Rezultati su prikazani u tablici 14. kao srednje vrijednosti povrsina pikova
I koncentracija te SD i RSD (%).

Tablica 14. Ponovljivost pripreme uzorka domaceg Kulena

Uzorak Povrsina pika (LU-S) Koncentracija (ug/mL)
20,3878 0,00000963773
Kulen 1 19,3875 0,00000864188
20,3768 0,00000928364
Kulen 2 21,8675 0,0000105459
20,4222 0,00000932204
Kulen 3 20,3558 0,00000926588
Srednja vrijednost 20,4663 0,0000094
SD 0,7944 0,0000006
RSD (%) 3,8 6,6

Zakljucak: Ponovljivost pripreme uzorka domaceg Kulena iznosi 3,8% sto zadovoljava
kriterij prihvatljivosti (RSD < 20%).
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4.2.4. GRANICA DETEKCIJE (LOD)

LOD je najmanja koncentracija analita u uzorku koja se moze detektirati (dokazati), ali ne i

nuzno kvantificirati. IzraGunava se pomocu jednadzbe (12):

3,30
LOD = T (12).

Podatci koristeni za izraun granice detekcije su:
$=1,18101 - 10°
o = 46,58788.
Uvrstavanjem podataka u gore navedenu jednadzbu dobije se sljedeci rezultat:

LOD = 0,13 pg/kg.

GRANICA KVANTIFIKACIJE (LOQ)

LOQ je najniza koncentracija ili koli¢ina analita u uzorku koja se moze odrediti s

prihvatljivom razinom preciznosti i to¢nosti. Izratunava se pomocu jednadzbe (13):

10
LOQ = Ta (13).

Uvrstavanjem gore navedenih podataka u jednadzbu (13) dobije se sljedeci rezultat:

LOQ = 0,39 pg/kg.

4.2.5. SELEKTIVNOST

Specifi¢nost/selektivnost svojstvo je metode da tocno i specificno odredi Zeljeni analit u
prisutnosti ostalih komponenata u matrici uzorka pod utvrdenim uvjetima ispitivanja.
Selektivna metoda je ona metoda kojom se mozZe odrediti vec¢i broj kemijskih komponenti
koje se mogu ili ne moraju razlikovati od drugih komponenti, a specificna metoda je ona
metoda kojom se moze odrediti samo jedan analit u prisutnosti ostalih komponenti. U tablici

15. prikazana su retencijska vremena uzorka domaceg Kulena mjerenog 10 puta.
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Tablica 15. Retencijska vremena uzorka domaceg Kulena

Br.mjerenja Rt (min)
1. 15,895
2. 15,894
3. 15,872
4. 18,875
o. 18,872
6. 18,873
1. 18,871
8. 18,871
9. 18,872
10. 18,869
Rt 17,976
SD 1,442
RSD (%) 8,0

Zakljucak: Metoda je selektivna.

4.2.6. TOCNOST

Tocnost se definira kao stupanj podudarnosti izmedu rezultata dobivenih ispitivanjem i
prihvacene referentne vrijednosti. Iskoristenje se definira kao postotak stvarne koncentracije

tvari izdvojene tijekom analitickog postupka.

Toc¢nost se odredivala na doma¢em Kulenu i industrijskom Kvrgavom kulenu. Ta su se dva

uzorka nacijepala sa 1 mL standardne otopine koncentracije 0,002 pg/mL. Izracuni
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nacjepljivanja uzoraka nalaze se u prilogu. Kriterij prihvatljivosti za to¢nost su iskoristenja
veca od 80%, a manja od 120%.

Toc¢nost za domacdi Kulen:

koncentracija standardne otopine

REC = (c(nacjepljeno) / c(uzorka + )) - 100

masa uzorka

. olieno) ka + 22028/ MLy - o
= (c(nacjepljeno)/ c(uzorka +—= =0 =
0,002pg/mL

_ 1 22462 +
(0,003578861pg/g / 0,002246253 pg/g 1,010159

) - 100

=84,7%

Tocnost za Kvrgavi kulen:

koncentracija standardne otopine

REC = (c(nacjepljeno) / c(uzorka + )) - 100

masa uzorka

REC = (c(nacjepljeno)/ c(uzorka + S20Zk8/MLy 15
= (c(nacjepljeno)/ c(uzorka 1028449 )

= (0,004597358ug/g) / (0,002848571 g/ +0’002”g/ mL 100
= (0, ng/g) / (0, ng/g 1028449 )

=95,9%

Zakljucak: IskoriStenja od 84,6% i 959% zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti
(100 £ 20%).
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4.3. SAZETAK REZULTATA VALIDACIJE

U tablici 16. prikazani su odredivani parametri, odgovarajué¢i kriteriji prihvatljivosti i

dobiveni rezultati validacije HPLC metode za odredivanje B(a)P-a u tradicionalnim

proizvodima na podru¢ju Slavonije. Svi odredivani parametri zadovoljavaju postavljene

kriterije prihvatljivosti iz ¢ega proizlazi zaklju¢ak da HPLC metoda odgovara namijenjenoj

svrsi, tj. moze se primjenjivati za odredivanje B(a)P-a u masnoj hrani.

Tablica 16. SaZetak rezultata parametara validacije HPLC metode za odredivanje

B(a)P-a u tradicionalnim proizvodima

Parametar validacije Kriterij Rezultat Zadovoljava kriterij
prihvatljivosti (DA/NE)
Selektivnost k'>2 Rt =17,976 min DA
Linearnost r >0,995 r=0,99947 DA
Podrudje linearnosti Informacija Odgovarajuce za y DA
0,001 — 0,003 pg/mL
Preciznost
Ponovljivost mjerenja RSD <20% RSD(Rt) = 8,0% DA
RSD(y) = 4,5%
Ponovljivost pripreme uzorka RSD <20% RSD = 3,8% DA
Toc¢nost (recovery) 100 + 20% 84,6% DA
95,9%

Granica detekcije (LOD) <0,30 pg/kg 0,13 ug/kg DA
Granica kvantifikacije (LOQ) <0,90 pg/kg 0,39 ng/kg DA
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu provedena je validacije analiticke metode za odredivanje B(a)P-a u
tradicionalnim proizvodima. Odredivanje B(a)P-a u masnoj hrani vazno je za odredivanje
kvalitete hrane. B(a)P se koristi kao indikator prisutnosti PAH-ova u hrani i vodi, iako on
Cesto nije i najzastupljeniji spoj. Na istim uzorcima odredena je i koncentracija B(a)P-a. Neki
uzorci su pokazali poviSene koncentracije, tj. koncentracija B(a)P-a bila je iznad maksimalno
dopustene koli¢ine 2,0 ng/kg. Postupci obrade hrane, kao $to su susenje i dimljenje, kao i
pecenje/kuhanje/rostiljanje hrane obi¢no predstavljaju glavne izvore kontaminacije PAH-
ovima. PAH-ovi su sveprisutni kontaminanti zbog Siroke rasprostranjenosti i ne mogu se
potpuno izbjeci. Tijekom validacije odredivani su sljedeé¢i parametri validacije: selektivnost,
tocnost, linearnost, preciznost, granica detekcije, granica kvantifikacije 1 podrucje
linearnosti. Svi parametri validacije su u skladu s kriterijima odredenim zakonom. Stoga je
HPLC metoda za odredivanje B(a)P-a u tradicionalnim proizvodima prikladna za
namijenjenu svrhu. Validacije ove analiticke metode omogucuje njezinu daljnju pouzdanu

primjenu za odredivanje B(a)P-a u masnoj hrani.
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7. PRILOZI

7.1. IZRACUNI KONCENTRACIJA

Masena koncentracija B(a)P-a u domaéim i industrijskim tradicionalnim proizvodima

Domadi proizvodi:

Kobasica 1

m (uzorka) = 1,00218 g

y (izmjerena) = 1,54928 - 10° pg/mL

y2 (izmjerena) = 1,50204 -10° ug/mL

v (srednja vrijednost) = 1,52566 - 10~ png/mL
V (ocitan s kivete) = 8,9 mL

V (oc¢itan sa kivete)

y (uzorka)= y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

= 0,0001354883753 % = 0,1354883753 %

Kobasica 2

m (uzorka) = 1,01664 g

y (izmjerena) = 1,36268 - 10° pg/mL

y2 (izmjerena) = 1,24596 - 10° pg/mL

y (srednja vrijednost) = 1,30432 - 10° ug/mL

V (oditan s Kivete) = 8,7 mL

V (ocitan sa kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

=0,000111619 B8 _ 0,111618508 e}
g kg
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8,9 mL
= 1,525266 . 10-5 e —m
mL 1,00218 g

8,7 L
= 1,30432 - 105 K8 . _S7/ mu
mL  1,01664 g



Kobasica 3

m (uzorka) = 1,01832 g

1 (izmjerena) = 1,16107 - 10° pg/mL

y2 (izmjerena) = 1,00441- 10° ug/mL

y (srednja vrijednost) = 1,08274 - 10° pg/mL
V (ocitan s kivete) = 9,3 mL

V (oditan sa Kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) m (uzorka)

=9,88833 - 10° 6 = 0,098883278 e}
g kg

Kobasica 4

m (uzorka) = 1,01812 g

y1 (izmjerena) = 0,000108766 pg/mL

y2 (izmjerena) = 0,000111755 pg/mL

y (srednja vrijednost) = 0,000110261 pg/mL
V (o¢itan s kivete) = 8,7 mL

V (ocitan sa kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

0,000942194 % = 0,942193798 %

Kobasica 5

m (uzorka) = 1,05517 g

y1 (izmjerena) = 0,000260598 pg/mL

y2 (izmjerena) = 0,000264015 pg/mL

y (srednja vrijednost) = 0,000262307 pg/mL

V (ocitan s kivete) = 8,8 ml
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=1,08274 - 10515

mL

= 0,000110261=2 -

mL

9,3 mL
1,01832 g

8,7 mL

1,01812 g



V (ocitan sa kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

0,002187607 “?g = 2,187606926 %

Kobasica 6

m (uzorka) = 1,0506 g

1 (izmjerena) = 8,90282 - 10° pg/mL

y2 (izmjerena) = 9,04256 - 10° pg/mL

y (srednja vrijednost) = 8,97269 - 10° pg/mL
V (ocitan s Kivete) =9 mL

V (ocitan sa kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - ——"=""""0

0,000768648 % = 0,768648487 %

Kobasica 7

m (uzorka) = 1,03107 g

1 (izmjerena) = 8,64755 - 10° pg/mL

y2 (izmjerena) = 8,68992 - 10° pg/mL

y (srednja vrijednost) = 8,66874 - 10° pg/mL
V (ocitan s kivete) = 8,5 mL

V (ocitan sa Kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

0,000714639 Hg _ 0,714638652 L&
g kg
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ng 8,8 mL
=0,000262307— - ———— =
ml 1,05517 g

9 mL
=8,97269 - 10548 . ———~_ =
mL  1,0506 g

8,5 L
= 866874 - 10548 . > T
ml 1,03107 g



Kulen

m (uzorka) = 1,01151 g

y1 (izmjerena) = 0,000284528 ng/mL

y2 (izmjerena) = 0,00023186 png/mL

y (srednja vrijednost) = 0,000258194 ug/mL
V (ocitan s Kivete) = 8,8 mL

_ ] .. ‘ V (ocitan sa kivete) HE 88 mL
y (uzorka) = y (srednja vrijednost) m (uzorka) =0,000258194 mL LOLi5L & .

~

0,002246253 B8 _ 2,24625283 L]
g kg

SPIKE - kulen (NACIJEPLJENO S 1 mL KONCENTRACIJE 0,002 pg/mL)

m (uzorka) = 1,01015 g

y1 (izmjerena) = 0,000322105 pg/mL

y2 (izmjerena) = 0,000379873 ug/mL

y (srednja vrijednost) = 0,000350989 ug/mL
V (o¢itan s Kivete) = 10,3 mL

V (oditan sa kivete) ug 10,3 mL
=0,000350989 — - ——— =
m (uzorka) mL 1,01015 g

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) -

0,003578861 =2 = 3578861258 12
g kg

Sunka

m (uzorka) = 1,02554 g

1 (izmjerena) = 3,3394- 10 pg/mL

y2 (izmjerena) = 2,85996 - 10° pg/mL

v (srednja vrijednost) = 3,09968 - 10 pg/mL
V (ocitan s kivete) =9 mL
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V (ocitan sa Kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - ——=~"0

= 272024 - 10° 28 = 002702371 28
g kg

Industrijski proizvodi:

Kulen

m (uzorka) = 1,02037 g

1 (izmjerena) = 1,37959 - 10° pg/mL

y2 (izmjerena) = 1,47719 - 10° pg/mL

y (srednja vrijednost) = 1,42839 - 10° pg/mL

V (ocitan s kivete) = 7,7 mL

V (oc¢itan sa kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

0.00010779 28 = 0.107790341 *&
g kg

Kulen kvrgavi

m (uzorka) = 1,02313 g

y1 (izmjerena) = 0,000341676 pug/mL

y2 (izmjerena) = 0,000344079 pg/mL

y (srednja vrijednost) = 0,000342878 ug/mL
V (ocitan s Kivete) = 8,5 mL

V (oditan sa Kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

0,002848571 28 = 2,848571296 &
g kg
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= 3,09968 - 10

=1,42839 - 1055 .

=0,000342878

ghg _ 9mbL
mL  1,02554 g

7,7 mL _
mL  1,02037g

ug 8,5 mL _
mL 1,02313 g



Kulen kvrgavi - NACIJEPLJENO S 1 mL KONCENTRACIJE 0,002 pg/mL

m (uzorka) = 1,02844 g

y1 (izmjerena) = 0,000506323 pug/mL

y2 (izmjerena) = 0,00044885 nug/mL

y (srednja vrijednost) = 0,000477587 pug/mL

V (ocitan sa kivete) = 9,9 mL

V (ocitan sa Kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

0,004597358 2 = 4,597357503 X8
g kg

Slavonska salama

m (uzorka) = 1,0481g

y1 (izmjerena) = 1,94898 - 10° ug/mL

y2 (izmjerena) = 1,87652 - 10° ug/mL

y (srednja vrijednost) = 0,000019123 pug/mL
V (o¢itan s Kivete) = 8,3 mL

V (oditan sa kivete)

y (uzorka) =y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

0,000151437 28 = 0,15143679 22
g kg

Kulenova seka

m (uzorka) = 1,01055 g

1 (izmjerena) = 6,27873 - 10° pg/mL

y2 (izmjerena) = 5,12798 - 10 pg/mL

y (srednja vrijednost) = 5,70336 - 10 pg/mL

V (ocitan sa kivete) =9 mL
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ug 9,9 mL
=0,000477587 — - ——— =
mL 1,02844 g

8,3 mL _
1,0481¢g

= 0,000019123 +
mL



V (oditan sa Kkivete)

v (uzorka) = y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

= 507943 - 1058 = 0050794315 L&
g kg

Seljacka Sunka

m (uzorka) = 1,04979 g

1 (izmjerena) = 1,34117 - 10 ug/mL

y2 (izmjerena) = 1,43424 - 10°°ug/mL

v (srednja vrijednost) = 1,38771 - 10° pg/mL
V (ocitan s Kivete) =9 mL

V (oc¢itan sa kivete)

y (uzorka) = y (srednja vrijednost) - m (uzorka)

0,00011897 LS — 0,118969937 L]
g kg

Kobasica

m (uzorka) = 1,01621 g

y1 (izmjerena) = 0 pg/mL

y2 (izmjerena) = 0 pg/mL

y (srednja vrijednost) = 0 ug/mL
V (ocitan sa kivete) = 9,3 mL

V (oditan sa kivete)

 (uzorka) =y (srednja vrijednost) - —— =" o

ue
kg
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9 mL
= 570336 - 10-6& Lo mu
mL 1,01055g

9 mL
= 13877110528 . =
mL 1,04979 g
9,3 mL
mL 1,01621¢g g



