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Anotace

Tato prace se zabyva biopfistupnosti organickych polutantii (konkrétné polycyklickych
aromatickych uhlovodiki) z prachu v travicich §tavach s ptitomnosti nealkoholickych napoju.
Prach se nachédzi vSude okolo nds a ¢lovék ho neimysiné konzumuje (napt. spolecné
s konzumaci napojt). Prach potom spolecné s pitim prochazi pres gastrointestinalni trakt, kde
dochazi k uvoliovani (biopfistupnosti) riznych polutantti z prachu. Uvolnéné polutanty jsou
vstiebavany do téla ¢lovéka skrze vystelku tenkého stieva, coz mize zpisobovat zdravotni
komplikace. V této praci prostiednictvim fyziologicky zaloZzeného extrakéniho testu (PBET)
byly ziskany konkrétni hodnoty biopfistupnosti organickych polutanti z prachu
Vv gastrointestindlnim traktu ovlivnéné ptitomnosti ruznych nealkoholickych néapojt.
Z vysledkt vyplyva zvysena biopfistupnost organickych polutantti ve vzorku s plnotuc¢nym
mlékem. Timto zplisobem muize tato prace pomoci odbornym studiim do budoucna.

Klicova slova

bioptistupnost; PBET; prach; nealkoholické napoje

Annotation

This work investigates the bioaccessibility of organic pollutants (specifically polycyclic
aromatic hydrocarbons) from dust in digestive fluids with the presence of non-alcoholic
beverages. Dust is present all around us and is unintentionally consumed by humans (e.g.,
together with beverage consumption). Dust then passes through the gastrointestinal tract along
with the drink, where different pollutants from the dust are released (bioaccessibility). The
released pollutants are absorbed into the human body through the lining of the small intestine,
which can cause health complications. In this work, specific values of the bioaccessibility of
organic pollutants from dust in the gastrointestinal tract affected by the presence of different
non-alcoholic beverages were obtained using a physiologically based extraction test (PBET).
The results show an increased bioaccessibility of organic pollutants in the sample with whole
milk. In this way, this work can help expert studies.
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1 Uvobp

Do zivotniho prostiedi jsou uvoliiovany chemické latky antropogenniho pivodu, tedy latky,
které svoji C¢innosti ¢loveék produkuje. Tyto chemické latky se zde mohou shlukovat ¢i
cirkulovat v riznych formach. Nasledné se mohou riiznymi expozi¢nimi cestami dostavat do
téla zivych organizmu. Prach je vSudypfitomna matrice, ktera je slozena z chemickych latek
ruzného charakteru. Je piitomny jak ve vnitinich prostorech (naptf. domacnosti), tak i ve
venkovnim atmosférickém vzduchu. Pravé clovek travi mnoho ¢asu ve vnitinich prostorech,
kde se nachazi usazeny prach. Prach je klicovou matrici pro expozici ¢lovéka rtiznym
chemickym latkam, tieba i persistentnim organickym polutantim. Je to dano tim, Zze ¢lovek
prach nezamérné konzumuje. Vyvstava nam tedy otazka o biopfistupnosti polutantt z prachu,
a tedy o potencialnim zdravotnim riziku pro ¢lovéka (Papiernikova, 2022).

Uskute¢nilo se mnoho studii, zaméfujicich se na biopfistupnost organickych polutant
Z prachu, jako jsou napf. zpomalovace hotfeni. Podstatou laboratornich testli byla simulace
pfirozenych travicich mechanizmil v gastrointestinalnim traktu ¢lovéka s vyuzitim travicich
stav (Papiernikova, 2022). Ve vysledku se potencialng, relativné mala bioptistupnost potvrdila.
Avsak nebyla zohlednovana ptitomnost potravin a napoji. Nealkoholické napoje jako jsou
napt. mléko, kava, sirup aj., se pfirozené nachazeji v kazdodenni potravé clovéka (u vétsiny
lidi). Je tedy otazka o existenci vztahu mezi nealkoholickymi napoji a mirou biopfistupnosti
organickych polutantl v travicim traktu ¢loveka.

Prace je vytvofena ze dvou Casti: teoretické a praktické. Cilem teoretické ¢asti je shrnout
poznatky o gastrointestindlni soustav€ a ptiblizit hlavni principy realizovanych testl
Vv jednotlivych studiich zaméfujicich se na biopfistupnost organickych polutantt z prachu.
V praktické casti byl proveden experiment s cilem zjistit vliv nealkoholickych napoji na
samotnou bioptistupnost polycyklickych aromatickych uhlovodik.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Expozicni cesty

Expozi¢ni cesty popisuji vstup chemickych a biologickych ¢initelti do lidského téla. Existuji tii
expoziéni cesty: inhalace (vdechnuti), ingesce (snézeni) a dermalni expozice (pies kuzi)
(Exposure Pathways and Routes, n.d.). K ingesci organickych polutantd (Skodlivin) muze
dochazet jak pfi konzumaci jidla, tak pfi neimyslném nedietarnim poziti napt. pudy nebo
usazeného prachu. Nejvice prachu poztou déti, které vkladaji rizné hracky a véci do ust. Kdyz
se polutant dostane do naseho téla, tak ji nazyvame davkou. Existuje nékolik riznych zpisobt
méfeni davky. Potencidlni davka je mnozstvi pozitého kontaminantu, z nichz ne vse je
absorbovano. Aplikovana davka je mnozstvi kontaminantu na absorp¢ni bariéfe (napf. stievo),
které mize byt absorbovano télem, aplikovana davka mizZe byt mensi neZ potencidlni davka,
pokud je kontaminant pouze Caste¢né biologicky dostupny (biopfistupny). Vnitini davka je
mnozstvi kontaminantu, které se dostane za absorpcni bariéru, tedy do krve, a tak mize
integrovat s organy a tkanémi a zpusobit biologické ucinky. Biologicky u¢inna davka je
mnozstvi kontaminantu, které integruje s vnitini cilovou tkani nebo organem (Exposure
Assessment Tools by Routes - Ingestion | US EPA, n.d.).

2.2 Biopristupnost

Aby se polutant dostal pies absorp¢ni bariéru, musi byt nejdiive bioptistupny (bioaccessibility)
(What Is the Difference Between Bioavailability Bioaccessibility and Bioactivity of Food
Components? | SciTech Connect, n.d.). Pro zjisténi biopfistupnosti se vyuzivaji in-vitro
inkubace vzorki ve fyziologickychroztocich. Konkrétn€ pro zjisténi biopfistupnosti
Vv gastrointestinalnim traktu se pouzivaji chemické podminky vyskytujicise v lidském zaludku
a stteveé (Turner, 2011). V soucasné dobé se pouziva nékolik in-vitro gastrointestinalnich metod
ke stanoveni biologické piistupnosti organickych znecist'ujicich latek, jako jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAH), polychlorované bifenyly (PCB), polybromované difenylethery
(PBDE), kyselina perfluoroktanova a jiné. Vétsinu metod in-vitro jde klasifikovat jako statické
metody, které uvazuji pouze o uvoliovani znecist'ujicich latek z jejich matrice. Ve skute¢ném
lidském stteve jsou znecist'ujici latky absorbovany stfevnim epitelem soucasné s uvolilovanim
znecist'ujicich latek z matric. Proto vice a vice studii zkouma dynamické in-vitro metody
zaclenujici absorbenty, jako je napt. Tenax, C18 membrana a ethylenvinylacetatovd membréna.
Mezi bézné statické gastrointestinalni in-vitro metody fadime 1 fyziologicky zaloZeny extrakéni
test (PBET), ktery jsem pfi své praci vyuzival (Lu et al., 2021).

2.3 PBET

Fyziologicky zalozeny extrakéni test (PBET) je vyznamnym nastrojem pii hodnoceni mozného
rizika na zdravi lidi vlivem kovi a perzistentnich organickych polutant (POPs). Napodobuje
procesy traveni riznych matric, ze kterych nésledné hodnoti biologickou ptistupnost POPs a
kovi. Podminky testovaciho systému jsou nastavené tak, aby simulovaly reakce v zaludku a
stitevech (Papiernikova, 2022). Metoda PBET bylo poprvé pouzita Ruby (1996) pro méfeni



biologické ptistupnosti olova (Pb) a arsenu (As) ve vzorcich plidy a nasledné byl test vyuzit i
pro stanoveni POPs (dioxini a furantl) (Ruby et al., 2002). Pti navrhovani extrakéniho postupu
je mozné identifikovat tf'i hlavni ¢asti lidského traviciho systému: usta, zaludek a tenké stfevo.
Skutec¢nost, Ze potraviny zlistavaji v tseku ust relativng kratkou dobu znamena, ze se tato ¢ast
zanedbava v simulovanych metodach extrakce gastrointestinalniho traktu (GIT). V praxi se
kviili uvedenému diivodu napodobuje fyziologie GIT pouze simulaci zaludku a tenkého stieva.
V celém PBET testu se udrzuji nutné optimalni tepelné podminky reakce (tj. 37 °C). V modelu
zaludku je material podroben travicim st'avam skladajici z enzymt a kyseliny chlorovodikové,
kde pH by mélo byt upravené na hodnotu 1,1-4,0. Délka zdrzeni materidlu v umélych
zaludec¢nich $t'avach byvd 8 minut az 3 hodiny v zavislosti na pouzitém testu. Napodobeni
tenkého stfeva se uskuteciiuje piidanim reagentii skladajicich se z jednotlivych enzymu
trypsinu, pankreatinu, amylazy a zZlucovych soli. Pfidani zlu¢ovych soli napoméha k rozpusténi
tukt a k absorpci v tenkém stteve. Stievni §tavy se udrzuji na pH v rozmezi 5,0-8,0, piicemz
stievni inkubace trva 1-5 hodin (Papiernikova, 2022).

2.3.1 Vliv vnéjSich podminek na testy

Biopftistupnost je podil chemickych latek uvolnénych do travicich stav k celkovému mnoZzstvi
chemickych latek nachazejicich se v pivodni matrici. Kazdy faktor, ktery muze ovlivnit
uvolnéni a rozpusténi zkoumané latky (polutantu) zékonité ovliviiuje i vyslednou
biopfistupnost. Faktory jsou klasifikované na in-vitro podminky traveni, charakteristika
zkoumaného polutantu a charakteristika matrice (Papiernikova, 2022). V ptipadé ovlivnéni
podminek traveni jsou dillezité slozky snézené potravy. Bylo zjiSténo, ze ptritomnost lipida
v pribéhu PBET zvySuje bioptistupnost nékterych organickych polutantli (konkrétné PCB,
organochlorovanych pesticidi (OCP) a nékterych PAH) (Papiernikova, 2022). Dale bylo
zjisténo, ze lyofilizované mléko zvysilo podil biopfistupnosti PAH a PCB az 0 95 % (Hack &
Selenka, 1996). Naopak skoro ve vSech vzorcich, kde byla bilkovina nutri¢nim komponentem,
byla vysledna bioptistupnost analyt nizsi (Papiernikova, 2022).

2.4 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou velkd skupina organickych sloucenin se
dvéma nebo vice kondenzovanymi benzenovymi jadry, kterd jsou V riznych strukturnich
konfiguracich. PAH obsahujici az 4 kruhy nazyvame lehké a ty, které maji vice neZ 4 kruhy,
nazyvame tézké. Té€zké PAH jsou mnohem vice stabilnéjsi a toxi¢téjsi nez lehké (Lawal, 2017).
Vznikaji pfedevsim pfi nedokonalém spalovani organickych materialii jako je napt. ropa, dievo,
benzin a uhli. VétSina emisi polycyklickych aromatickych uhlovodiki je antropogenniho
puvodu, avSak nékteré PAH pochézi z ptirodnich zdroji napi. vulkanickou ¢innosti ¢i lesnim
pozarem. Mezi hlavni antropogenni zdroje patii vyroba asfaltu, hliniku, ale 1 vyfukové plyny
z motorovych vozidel. PAH jsou vysoko rozpustné v lipidech (lipofilni), a proto jsou tézce
rozpustné ve vodnych prostiedich (napt. Zalude¢ni a intestinalni §tavy) a tak se da uvazovat o
jejich malé biopfistupnosti. Mnohé PAH jsou toxické, mutagenni a s karcinogennimi
vlastnostmi, kvili tomu byl zpozorovan zvySeny vztah s vyskytem rakoviny plic, kize,
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mocového méchyie a gastrointestinalniho traktu (Abdel-Shafy & Mansour, 2016) a to zejména
u lidi, kteti kouii cigarety, jelikoz spalovani cigaret produkuje PAH (Polycyklické Aromatické
Uhlovodiky (PAU) — Spolecnost pro Vyzivu, n.d.).

2.5 Prach

Prach je vSeobecné oznafeni pevnych mikroc¢astic, které maji primér mensi nez 500
mikrometrii a jsou lehce odndseny vétrem. Prachové Castice tzv. particulate matter (PM)
v atmosféfe pochdzi z riznych zdroji. Jejich velikost a chemické slozeni znacné zévisi od
samotné povahy zdroje, jako je napi. automobilova a nakladni doprava, puda z poli atd. Pro
potieby méfeni se celosvétove ustanovily tii hlavni kategorie PM castic podle jejich velikosti.
PMjo jsou hrubé c¢astice prachu o aerodynamickém priméru men$im nebo rovném 10
mikrometri (né¢kdy se udava 2,5 az 10 um). PMa s jsou jemné ¢astice prachu o aerodynamickém
pruméru mensim nebo rovném 2,5 mikrometrd (nékdy se udava 1,0 az 2,5 pm). PMy jsou velmi
jemné ¢astice prachu o aerodynamickém priméru mensim nebo rovném 1 mikrometr (nékdy se
udava 0,3 az 1,0 pm). Toto rozd€leni bylo zvoleno s ohledem vlivu puisobeni na lidsky
organismus (zdravi) a vSeobecné jsou nejvice méfené a znamé prvni dveé. Zatimco castice
velikosti do 10 um jsou zachyceny v hornich cestach dychacich, ty mensi jiz pronikaji i do
dolnich dychacich cest. Tedy ¢astice PM 1o jsou mén¢ Skodlivé nez Castice PM2 5, kterym nase
dychaci tustroji nestavi do cesty zddné zabrany. Vibec nejnebezpecnéjsi jsou pak castice
vyrazn¢ mensi nez 2,5 um (né€kdy oznacované jako PM1, tedy mensi nez 1 um), protoze se
mohou snadno dostavat az do plicnich sklipkil. V ptipad¢ nanoc¢éstic (mensi nez 0,5 pm =
PMos) pak jiz mizeme hovotit o pronikani az do krevniho feci§té a pfimém ovlivnéni
jednotlivych organt. V ptipadé ¢astic PMig pii kratkodobé expozici dochazi k podrazdéni
dychacich cest a CastéjSim infekcim, pfi dlouhodobé pak k rozvoji vaznych onemocnéni
dychacich cest (Kvalita Vzduchu v Uzavienych Mistnostech - 5. Co Jsou PM Castice? |
Automatizace.HW.Cz, n.d.).

2.5.1 Usazeny vnitini prach

V priméru travime vice nez 90 % naseho Casu ve vnitinim prostiedi, tedy v domovech, na
pracovisti, ve Skole, nebo na vetejnych prostranstvich (obchody, restaurace atd.). Prach je
vSudypfitomny v celém interiéru a obsahuje komplexni smés polotékavych a netékavych
chemikalii odrazejicich slozeni okolniho prostfedi (napt. stavebniho materialu nebo vybaveni
mistnosti). Vnitini prach se sklada z usazenych castic (PM) a najdeme ho na podlahach,
kobercich a na povrchu dalSich pfedmétu. Je to heterogenni smeés ¢astic véetné vlaken (umélych
a prirodnich), pudy, vlasu, biologického materialu (plisné, pyl, bakterie, zvifeci srst a srst),
popele, &asti kiize a stavebnich a spotiebnich komponenti. Céstice usazeného doméciho prachu
jsou v fadu mikrometriaz milimetrt, pfi¢emz velikost ¢astic je 30 az 300 mikrometrii. Céstice
mensi nez 10 mikrometr maji tendenci zustat ve vzduchu spiSe nez se usazovat. Pokud se
usadi, vytvaii povrchovy prach a tvoii méné nez 10 % celkové hmotnosti vnitiniho prachu.
Doméci prach se obvykle sklada z 35 % materialti z venkovni pidy, ktera je donesena napt. na
botach a na obleceni. Pfispévek outdoorového prachu z pidy k vnitfnimu prachu se muize
zna¢né lisit (napf. 30 az 70 %) v zavislosti na ptitomnosti domacich mazlic¢ki a zda jsou boty
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noSené uvniti. TaktéZ je rozdil, jestli se boty nosi uvniti i venku napt. auto nebo pravé naopak
napf. ve Skolce, kde se déti pfezouvaji. Samotny prach vsak neni primarni obavou s ohledem
na expozici ¢loveka, spiSe je to Siroka Skala chemikalii nachazejici se na prachovych ¢asticich.
Vnitini prach obsahuje slozitou smés stovek chemikalii v rliznych koncentracich na zakladé
zdroje prachu. V rozsahlém literarnim ptehledu bylo detekovano v prachu 355 rtznych
chemickych latek, z nichz pouze ¢tyfi byly biologického pivodu, naptiklad mastné kyseliny.
Chemikalie, které se zde mohou vyskytovat jsou napt. bisfenoly, alkylfenoly, ftalatové estery
aj. (Melymuk et al., 2020).
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3 PRAKTICKA CAST

Cilem experimentalni ¢asti bylo zjistit, jaky vliv maji nealkoholické napoje jako je napt. mléko,
kava, ovocny €aj aj. na bioptistupnost organickych polutantt (konkrétné PAH), které se mohou
nachazet ve sledovaném prachu. Celkové se vytvotilo9 vzorkd, které jsou uvedené v Tabulce
1. Pro zjisténi biopfistupnosti byl vyuzit fyzikaln¢ zalozeny extrakéni test PBET.

Tabulka 1: Piehled zpracovavanych vzorka s piehledem pouzitych nealkoholickych napoja
a s mnozstvim navazeného prachu.

Cislo vzorku Popis slozeni vzorku Navazka prachu (mg)

1 Slepy vzorek (blank) -

2 Pouze prach 399,2
3 Prach + coca cola 398,6
4 Prach + aloe vera 398,7
5 Prach+ sirup (pampeliskovy) 397,5
6 Prach + mléko (plnotucné) 402,4
7 Prach + ovocny Caj 397,6
8 Prach + kava 4035

3.1 Priprava:

V celém PBET testu byly vyuZzivany nasledujici chemikalie. Pti praci se zalude¢ni tekutinou
(gastric fluid) byl pouzit pepsin, ktery je travici enzym vznikajici v zaludku, rozklada bilkoviny
na albumozy a peptony, je aktivni v silné kyselém prostiedi (z toho divodu mame v Zaludku
kyselinu chlorovodikovou HCI) (Pepsin — Wikipedie, n.d.). Kyselina citronova (citric acid) je
slaba trikarboxylova kyselina, pouziva se jako dochucovaci prostiedek jidel, nealkoholickych
a alkoholickych napoju. V biochemiije dulezitym meziproduktem v citratovém cyklu
(Kyselina Citronova — Wikipedie, n.d.). Malat sodny (sodium malate) je sodna sul kyseliny
jable¢né (Sodium Malate - Wikipedia, n.d.). Kyselina octova (acetic acid) systematicky
nazyvana kyselina ethanova. Kyselina octova je druhé nejjednodussi karboxylova kyselina (po
kyselin¢ mravenci). Je to dulezité chemické Cinidlo a primyslova chemikalie v raznych

oblastech, ktera se pouziva predev§im pii vyrob¢ acetdtu celuldézy pro fotografické filmy,
polyvinylacetatu pro lepidlo na dievo a syntetickych vlaken a tkanin (Acetic Acid - Wikipedia,
n.d.). Kyselina mlé¢na (lactic acid) je chemicka latka, kterou télo produkuje, kdyz bunky
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rozkladaji sacharidy na energii (What Is Lactic Acid?, n.d.). Posledni chemikalii zde je
koncentrovana HCI.

Pii praci s tekutinou tenkého stfeva (small intestinal fluid) se vyuzival pankreatin, coz je
komerc¢ni smés amylazy, lipazy, proteazy a laktazy (Pancreatic Enzymes (Medication) -
Wikipedia, n.d.). Zlu¢ové soli (bile salts) jsou vyrobeny ze Zludovych kyselin, které jsou
konjugovany s glycinem nebo taurinem. Jsou produkovany v jatrech pfimo z cholesterolu.
Zlu¢ové soli jsou dulezité pii solubilizaci dietnich tukd ve vodnim prostfedi tenkého stfeva
(Dawson et al., 2006). Nasyceny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného neboli jedlé sody, coz je
bily prasek rozpustny ve vodé za vzniku roztoku se zasaditym pH (Hydrogenuhlicitan Sodny —
Wikipedie, n.d.).

3.2 Postup:

Pro zjisténi bioptistupnosti PAH byla vyuzita metoda PBET. Nasledné byly analyty pfevedeny
z vodného prostiedi (gastricka a intestinalni §tava) do organické faze (dichlormethan, DCM).
Vzorky byly vycistény na silikagelové kolon€ a analyty byly méiény pomoci GC-MS.

3.2.1 Priprava roztoku Zalude¢ni tekutiny

Na jeden vzorek bylo zapotiebi 40 ml umélé zalude¢ni $t'avy. Bylo pfipraveno 0,5 1 umélé
zaludeéni $t'avy, ktera obsahovala reagenty uvedené v Tabulce 2.

Tabulka 2: Reagenty namé&fené pro piipravu roztoku zalude¢ni tekutiny.

‘ Nazev vzorku ‘ Mnozstvi chemikalie
Milli-Q voda (MQ) 500 ml
pepsin 0,625 g
kyselina citronova 0,259
malat sodny 0,259
kyselina octova 0,25 ml
kyselina mlé¢na 0,21 ml

Cinidla byla smichana v kadince na magnetickém michadle. Pro dosazeni pH 2,5 byla pfidana
koncentrovana HCl. Zaludeéni §t'4va byla vytemperovana na 37 °C.
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3.2.2 Priprava extraktu Zalude¢ni faze.

Vzorky obsahovaly navazku prachu o pfiblizné hmotnosti 0,4 g (Tabulka 1),
nealkoholické napoje (Obrazek 1) a dale bylo piidano 40 ml piipravenych
zaludecnich $tav, které byly nasledné umistény na magnetickou michacku
s ohfevem na 15 min za teploty 37 °C (Obrazek 2). Michani mélo simulovat
ptirozeny pohyb zaludku po naplnéni potravou. Po uvedené dobé bylo ve
vzorkdch upravené pH na 2,0 — 2,5 ptfidanim HCI. Vzorky byly nésledné
umistény zpét na magnetickou michacku. Po 30 minutach bylo jejich pH opét
upraveno kyselinou chlorovodikovou. Nasledn¢ bylo poslednich 15 min
inkubace, po kterych nebylo uz pH upravovano. Celkovy Cas inkubace byl 60
minut, ktery reprezentoval ¢as zdrZeni potraviny v zaludku.

Obrazek 1: Pripravené nealkoholické napoje, zleva coca-cola, aloe vera, sirup,
mléko, ovocny caj, kava.
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Obrazek 2: Promichavani vzorkl na magnetické michacce.

Ve kadinkach se nachazela smés o objemu 40 ml. Z tohoto objemu bylo
odpipetovano 8 ml, které piedstavovaly vyslednou zalude¢ni fazi. Nasledné byly
vialky s vyslednou zalude¢ni fazi o objemu 8 ml dany do centrifugy na 10 min
pri otackach 3000 rpm (rpm jsou otacky za minutu). Po centrifuze zustal
jakykoliv prach a ptipadné nutriéni sedimentované komponenty na dné. Nad
vrstvou sedimentu se nachazel roztok s pravdépodobnymi rozpusténymi
analyty. Tento extrakt byl pfeveden do jiné vialky (Obrazek 3).

3.2.3 Priprava extraktu faze tenkého stireva.

a)

b)

Pfi travicim procesu nastava v tenkém stfevé zmény pH a zaroven jsou do
tenkého stteva vyluCovany rizné enzymy a latky, jako je napi. pankreatin a
zlucové soli. Proto bylo ve vzorcich se zbylou gastrickou fazi (32 ml) upraveno
pH na 7 pomoci nasyceného roztoku jedné sody. Dale bylo do kazdého z 8
vzorktl dodano 20 mg pankreatinu a 70 mg zalude¢nich soli.

Po upraveni pH byly vzorky umistény na magnetickou michacku, kde za teploty
37 °C byly michany po dobu 4 hodin. Délka 4 hodiny ptedstavuje zdrZeni
traveniny v tenkém stfeve. Michani pfedstavovalo peristaltiku tenkého stieva.
Nasledné byly vzorky centrifugované 10 minut pii otackach 3000 rpm. Opét se
nam nad vrstvou sedimentu vytvofil vysledny roztok, ktery jsme odpipetovali
do jiné vialky (Obrazek 3).
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Obrazek 3: Oddélovani vysledného roztoku od sedimentu.

3.2.4 Pievedeni analyti z vodni faze do organické faze (Solvent exchange)

Chemikalie, které byly vyuzity pfi solvent exchange, jsou chlorid sodny (NaCl), kyselina
octova (acetic acid), dichlormethan (DCM) a siran sodny (Na2S04).

1) Postup solvent exchange u zalude¢ni faze:

Do vialeks 8 ml s vyslednou zalude¢ni fazi bylo ptidano 0,3 g chloridu sodného,
0,03 ml kyseliny octové a nakonec 5 ml dichlormethanu. Tyto pfipravené smeési
byly dany do tfepacky po dobu 3 minut (Obrazek 4). Po ustaleni rovnovahy mezi
organickou a kapalnou fazi §lo na dné vialky pozorovat pozustaly DCM.
Vysledné organicka faze byla odpipetovéna do jiné nadobky (Obrazek 5). Ke
zvyseni extrakéni sily bylo opét pridano 5 ml DCM a znovu 3 minuty
protiepavano. Nasledné byla opét odpipetovana organicka faze. Tento krok se
jestéjednou zopakoval. Pozlstatek gastrické faze byl odstranén a pro dalsi ucely
se nevyuzival. Organicky extrakt byl vysuSen pomoci siranu sodného.
K organické fazi byly ptidany standardy a ulozily se do lednice az do dalsiho
zpracovani.
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Obrazek 4: Smési promichavany v tiepacce.

Obrazek 5: Odpipetovavani DCM.

2) Postup solvent exchange u faze tenkého stieva:
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Postup byl zcela totozny, jako u zalude¢ni faze s jedinym rozdilem, ze se
pridavalo 1 g NaCl, 0,1 ml kyseliny octové a 10 ml DCM.

3.2.5 Vydisténi (clean-up)
V poméru 3:7 byly vytvoreny dvé frakce:

a) 30 %, ktera Dbyla Ccisténa na nedestruktivni koloné¢ s cilem
analyzovat polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH)

Do spodni ¢asti sklenéné kolony byla ptidana vata, na kterou bylo dodano 5 g
aktivovaného silikagelu a nasledn€ 1 cm siranu sodného. Do této piipravené
kolony byl kvantitativné pfeveden vzorek a bylo naneseno 10 ml hexanu a
potom 20 ml DCM (Obrazek 6). Vysledkem byl ¢iry eluat, ke kterému bylo
dodano 50 mikrolitri nonanu. Extrakty byly zakoncentrované pod slabym
proudem dusiku a pii teploté 32 °C.

Obrazek 6: Kolony s postupnym pievedenim vzorkd.

b) 70 %, ktera byla Ccisténa na destruktivni koloné scilem analyzy
polychlorovanych bifenyla (PCB)

Do spodni ¢asti kolony byla déana vata, na kterou byl pfidan 1 cm aktivovaného
silikagelu, nasledné¢ 5 g silikagelu modifikovaného kyselinou sirovou
(ptipraveno z 50 g aktivovaného silikagelu a 22 ml koncentrované kyseliny
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sirové). Nakonec byl pfidan 1 cm neaktivovaného silikagelu. Do takto
ptipravené kolony byl kvantitativné pfeveden vzorek (Obrazek 7). Jako eluéni
¢inidlo bylo pouzito 30 ml hexanu a DCM v poméru 1:1. Vysledkem byl ¢iry
cluat, ke kterému bylo pfodano 50 mikrolitri nonanu. Extrakty byly
zakoncentrované pod slabym proudem dusiku a pfi teploté 32 °C.

Obrazek 7: Pridavani vzorku na kolonu Pasterovymi pipetami.

3.2.6 Analyza

Vybrané PAH byly analyzovany pomoci GC Agilent 8890A, vybavené kapilarou Rxi-5Sil-MS
orozmérech 60 m x 0,25 mm X 0,25 pm, spojenou s trojitym kvadrupdlem Agilent 7000D MS.
Teplotni program pro GC pec zacinal pfi 80 °C (2 minuty udrZzovani), poté pokracoval rychlosti
15 °C/min na 180 °C (bez udrZovani) a nakonec 5 °C/min na 310 °C (20minutové udrzovani).
Vstupni teplotabyla 280 °C. Injek¢éni objem byl 1 pl v bez pulzniho rozd€leni. Nosnym plynem
bylo helium s pratokem 1,5 ml/min. Hmotnostni spektrometr pracoval v rezimu monitorovani
vybranych iontd (SIM).
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4 \/YSLEDKY A DISKUZE

Diky vyslednému grafu (Graf 1) mizeme fici, Ze bioptistupnost PAH ve vzorcich s napoji coca
— coly, pampeliskového sirupu a ovocného Caje maji podobnou hmotnostni frakci jako prach
(okolo 500 ng/g). Kava s limonadou aloe vera vykazuji vyssi biopfistupnost oproti pfedchozim
vzorkiim (pohybuji se okolo 700-800 ng/g). Nejvyssi biopfistupnost byla pozorovana u vzorku
s plnotuénym mlékem, kdy hmotnostni frakce PAH byla ¢tyfikrat v&tsi nez samotna hmotnostni
frakce PAH v samotném prachu (okolo 2000 ng/g). Mléko jako jediny napoj obsahoval tuk, coz
mohlo vést ke zvyseni bioptistupnosti sledovanych lipofilnich PAH.
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. Benzo(j)fluoranten . Trifenylen . Cyclopenta(cd)pyren . Benzo(ghi)fluoranten Benzo-nafto-thiofen . Benzo(bfluoren
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Graf 1: ZavéreCny graf s vyslednymi hodnotami, kde jde vidét rozdilnost plnotu¢ného mléka a

zbylych vzorkda.
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo zaméfit se na zménu biopfistupnosti organickych polutantt
z prachu v prubéhu traveni za ptitomnosti nealkoholickych napoj (mléko, kava, pampeliskovy
sirup, aloe vera, coca-cola, ovocny ¢aj). Cela prace je vytvorena jako teoreticka a prakticka ¢ast.

Teoretickou ¢ast tvoii reSerSe o mechanizmem gastrointestinalni soustavy a hlavni principy
realizovanych testli v jednotlivych studiich, zaméiujicich se na biopfistupnost organickych
polutanti z prachu v simulovaném gastrointestinalnim traktu ¢lovéka. Jsou zde shrnuty
toxikologické a chemické vlastnosti zkoumanych organickych polutanta.

V praktické ¢asti je popis zrealizovaného fyziologicky zalozeného extrakéniho testu (PBET) a
analyzy vzorki. Vzorky byly zpracovavany v laboratofi a méfeny na plynovém chromatografu
s hmotnostnim spektrometrem. V ramci porovnani biopfistupnosti jednotlivych analytii byly
taktéZ posuzovany vlivy nealkoholickych népojti na vyslednou bioptistupnost. Celkové bylo
méfeno 8 vzorkl Stim, Ze nejvétsi a nejvice rozdilnou hmotnostni frakci mél vzorek s
plnotu¢nym mlékem.

Polycyklické aromatické uhlovodiky byly detekovany ve smési prachu. Prach se nachazi
s ptipadnymi organickymi polutanty v§ude okolo nas a dochazi k jeho nezamérné konzumaci.
Prach spolu s pfipadnymi potravinami nebo napoji piechazi do gastrointestinalniho traktu
¢loveka, kde dochazi k potencialni absorpci vystelkou tenkého stieva. Je dilezité se témto
latkam do budoucna vénovat z divodu ochrany lidského zdravi.
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