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2.2 Polycyklické aromatické uhľovodíky v potravinách 

2.2.1 Kontaminácia zo životného prostredia 
Zeleninu, ovocie a obiloviny môžu kontaminovať PAU z pôdy alebo vzduchu. Keďže príjem 
látok rastlinami je založený na rozpustnosti vo vode, transport lipofilných zlúčenín do ich 
vnútorných častí je veľmi obmedzený. Preto sa PAU koncentrujú najmä na voskových 
povrchoch rastlín prostredníctvom adsorpcie. Ich prechod hlbšie je pomalý a závisí 
od fyzikálno-chemických vlastností konkrétnych zlúčenín [22]. Na úroveň kontaminácie PAU 
v rastlinách vplýva aj charakter danej plodiny a miesto produkcie [22, 23, 24]. 

Kipopoulou et al. [22] sledovali obsah PAU v rôznych druhov zeleniny. V koreňoch 
aj listoch rastlín zistili prevahu nízkomolekulárnych zlúčenín fenantrénu, fluorénu, naftalénu 
a pyrénu vďaka ich väčšej hydrofilite a prchavosti. Karcinogénne PAU predstavovali 1,4 až 
2,5 % z celkového obsahu sledovaných zlúčenín. Najviac PAU obsahovala listová zelenina 
(šalát) s veľkým povrchom umožňujúcim lepší príjem kontaminantov z atmosféry, vysoký 
obsah PAU bol zistený aj v koreňoch mrkvy vďaka veľkému množstvu olejových kanálikov 
umožňujúcich vyšší príjem nepolárnych látok [22]. 

Extrémne hodnoty PAU zistili Khillare et al. [23] v zelenine pestovanej v blízkosti troch 
tepelných uhoľných elektrární. Celoročné koncentrácie sumy 16 EPA PAU v zelenine 
pestovanej v smere vetra od elektrární sa pohybovali od 111 µg/kg až po 840 µg/kg, pričom 
predstavovali hodnoty 1,5 až 140 krát vyššie ako tie zistené vo vzorkách zeleniny pestovanej 
v závetrí. Karcinogénne PAU tvorili 0,4 až 50 %. Na základe výpočtu priemerného denného 
príjmu autori zhodnotili, že konzumácia zeleniny s takýmto obsahom PAU môže významne 
prispieť k vzniku rakoviny [23]. 

Rojo-Camargo et Toledo [24] hodnotili obsah 10 vybraných PAU v niekoľkých druhoch 
zeleniny a ovocia z oblastí v okolí rušných ciest a z vidieka. Zelenina, nezávisle od miesta 
pestovania, obsahovala viac PAU (od 4,83 po 17,93 µg/kg) ako ovocie 
(od 3,77 po 4,05 µg/kg). Zároveň vzorky zeleniny z blízkosti ciest preukázali dvojnásobné 
a vyššie koncentrácie PAU ako tie z vidieckych oblastí [24]. Oproti tomu, koncentrácie 
15+1 EU PAU v ovocí a zelenine v španielskej štúdii [25] zameranej na zhodnotenie denného 
príjmu PAU z rôznych druhov potravín predstavovali značne nižšie hodnoty, 1,22 µg/kg 
pre zeleninu a 0,81 µg/kg pre ovocie [25]. 

Ryby môžu byť kontaminované PAU zo znečistených vôd. Obsah PAU v ich svalovine 
však väčšinou nedosahuje významné hodnoty a koncentrácia B[a]P v mäse rýb 
z neznečistených morí je často pod limitom detekcie. Dôvodom je schopnosť rýb 
metabolizovať PAU a vylučovať ich z organizmu. Naopak, mäkkýše ako lastúrniky a ustrice 
túto schopnosť nemajú a vo svojom tele dokážu, v závislosti od stavu znečistenia okolitého 
prostredia, akumulovať veľké množstvá PAU. Priemerný obsah B[a]P v mäkkýšoch je 
vo všeobecnosti nižší ako 10 µg/kg, avšak vzorky zo silne znečistených vôd môžu obsahovať 
až 215 µg/kg tejto látky [26]. 

Obsah PAU v mäse jatočných zvierat spôsobený ich akumuláciou z potravy v tukových 
tkanivách nemá väčšinou veľký význam z hľadiska expozície ľudí PAU, keďže zvieratá sú 
schopné z veľkej časti tieto zlúčeniny metabolizovať a ako hydroxylované deriváty vylučovať 
z organizmu [27]. Vďaka svojej lipofilite však môžu byť PAU vylučované i do mlieka a tak 
kontaminovať široké spektrum mliečnych výrobkov. Naccari et al. [27] stanovili vo vzorkách 
neošetreného mlieka sumu vybraných PAU na 5,428 µg/kg s najväčším zastúpením 
nízkomolekulárnych zlúčenín fenantrénu, antracénu a pyrénu. Tepelné ošetrenie mlieka 
pasterizáciou a UHT následne spôsobilo mierny nárast tejto koncentrácie. V ďalšej štúdii [25] 
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sledujúcej obsah 15+1 EÚ PAU v rôznych potravinách bola v mlieku zistená oveľa nižšia 
hodnota (0,47 µg/kg). sumy týchto látok. Pritom mliečne produkty zahŕňajúce syry, jogurty 
a puding mali po mäsových výrobkoch a olejoch tretie najvyššie hodnoty sumy PAU 
(7,57 µg/kg), čo indikuje vznik a inkorporáciu ďalších PAU do týchto produktov v procese 
ich výroby [25]. 

 
2.2.2 Kontaminácia v priebehu technologického procesu 
Jedným z najvýznamnejších prispievateľov k príjmu PAU prostredníctvom stravy sú rastlinné 
tuky a oleje. Vysoký obsah PAU je dôsledkom procesu sušenia semien olejnatých rastlín, 
počas ktorého sa môžu dostať do kontaktu so spalinami horenia, prípadne použitia 
kontaminovaných rozpúšťadiel na extrakciu oleja. Menší význam má kontaminácia rastlín 
PAU z atmosféry [28, 29].Vo všeobecnosti rastlinné oleje obsahujú väčší podiel ľahkých 
PAU s 2 až 4 kruhmi. Zastúpenie ťažkých zlúčenín, ktoré zahŕňajú aj karcinogény sa 
v priemere pohybuje okolo 8 % z celkového obsahu PAU [28]. 

Teixeira et al. [28] detekovali celkový obsah 15 vybraných PAU v rafinovanom 
slnečnicovom oleji medzi 8,78 a 9,72 µg/kg a v rafinovanom sójovom oleji medzi 
9,31 a 10,8 µg/kg. Dvojnásobne vyššie hodnoty našli v nerafinovanom panenskom olivovom 
oleji (18,02 a 26,35 µg/kg). Vysoké hodnoty PAU v nerafinovaných olejoch, čo sú prevažne 
oleje lisované za studena, potvrdila aj ďalšia štúdia [29] hodnotiaca obsah 19 vybraných PAU 
v olejoch získaných z netradičných zdrojov. Najvyšší celkový obsah PAU, 234,3 µg/kg, mal 
tekvicový olej, nasledoval olej z čiernej rasce s hodnotou 221,20 µg/kg, najnižší obsah PAU 
(23,41 µg/kg), bol zistený v makovom oleji [29]. 

Počas rafinačného procesu bol zistený pokles celkového obsahu PAU o 72, 87 a 82 % 
pre slnečnicový, sójový a olivový olej, pričom ľahké PAU poklesli o 71, 88 a 85 % a ťažké 
PAU o 79, 49 a 33 %. K zníženiu došlo počas neutralizácie a najmä dezodorizácie, ktorá mala 
vplyv predovšetkým na ľahké PAU. Na odstránenie ťažkých PAU najúčinnejšie pôsobilo 
bielenie s použitím aktívneho uhlia [28]. 

Oleje a tuky môžu prispievať k expozícii PAU priamo, ako prísady na varenie 
a ochucovadlá. Avšak často má väčší význam ich nepriamy účinok, ak sú inkorporované do 
ďalších potravín, najmä cereálnych produktov, sušienok a koláčov. Práve cereálie, napriek 
prevažne nízkemu obsahu PAU môžu významne prispievať k expozícii PAU zo stravy, keďže 
sú konzumované vo veľkých množstvách. Štúdia Kazerouni et al. [30] dokonca skupinu 
potravín obsahujúcu chlieb, pečivo, sušienky, cestoviny a raňajkové cereálie 
označilaza najväčších prispievateľov k celkovému príjmu B[a]P (takmer 30 %). 

Sušiaci proces môže prispieť aj ku kontaminácii iných potravín, napríklad čaju alebo 
sušeného ovocia. Lin et al. [31] zistili obsah PAU v sušených čajových lístkoch rôznych 
druhov od 323 po 8800 µg/kg, pričom najnižšie hodnoty patrili zelenému a najvyššie 
čiernemu čaju aromatizovanému v priebehu sušenia dymom z pínie. Počas 10 až 
120 minútového lúhovania čierneho čaju bolo do nápoja uvoľnených 3,03 až 7,69 % PAU 
obsiahnutých v lístkoch, pričom vo výluhu boli zastúpené prevažne rozpustnejšie ľahké PAU. 
Prechod PAU do roztoku v prípade čaju navyše uľahčuje vyšší obsah esenciálnych olejov, 
ktoré zlepšujú ich rozpustnosť vo vode [31]. 
Ďalším možným zdrojom PAU sú pražené potraviny. Z nich najviac konzumovanou je 

káva, kde praženie predstavuje významný technologický krok umožňujúci vývoj farby, arómy 
a chuti. Pri teplotách nad 220 °C bolo v kávových zrnách pozorovaný vznik fenantrénu, 
antracénu a benzo[a]antracénu a nad 260 °C vznik pyrénu a chryzénu [32]. Konzumuje sa 
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však nápoj pripravovaný lúhovaním kávových zŕn, kde vzhľadom na malú rozpustnosť PAU 
vo vode nie je predpokladaná vysoká koncentrácia PAU, čo potvrdila štúdia Orecchio et al. 
[32], ktorí našli celkový obsah 28 sledovaných PAU vo vzorkách nápoja od 0,52 do 1,8 µg/l 
a karcinogénnych PAU od 0,008 do 0,06 µg/l. 

Po olejoch a tukoch sú z hľadiska kontaminácie PAU najviac sledovanou potravinou 
mäsové výrobky, podrobené takej tepelnej úprave, počas ktorej dochádza k priamemu 
kontaktu potraviny s plameňom alebo dymom. Typickým príkladom takejto úpravy je 
grilovanie, kedy dochádza ku kontaminácii potraviny PAU  hneď niekoľkými cestami. 
Pri vysokých teplotách vznikajú PAU priamo v potravine v procese pyrolýzy jej zložiek. 
Zároveň sa na povrchu potraviny usadzujú PAU produkované počas nedokonalého spaľovania 
paliva použitého ako zdroj tepla na úpravu mäsa. Nakoniec prebieha syntéza PAU i v procese 
pyrolýzy vytaveného tuku kvapkajúceho na horúci zdroj tepla [33, 34, 35]. 

Kazerouni et al. [30] hodnotili obsah B[a]P v 200 potravinových položkách, pričom 
mäsové vzorky boli získané z reštaurácíí a fast-foodových reťazcov. Najvyšší obsah B[a]P 
zistili v grilovaných steakoch (4,86 µg/kg), grilovaných kurčatách (4,57 µg/kg) a 
hamburgeroch (1,52 µg/kg). 

Obmedziť kontamináciu mäsa umožňuje nahradenie grilovania pečením v peci 
zabraňujúcej priamemu kontaktu zdroja tepla s mäsom. Chung et al. [33] detekovali obsah 
7 vybraných PAU v pečenom bravčovom mäse značne nižší (0,03  µg/kg pri pečení na plyne 
a 0,06  µg/kg na drevnom uhlí), ako v grilovanom mäse (10,18 µg/kg), keďže konštrukcia 
pece zabránila priamemu kontaktu splodín horenia s mäsom a pyrolýze vytaveného tuku [33]. 
Podobne, Farhadian et al. [34] zistili najnižší obsah 3 sledovaných PAU v mäse grilovanom 
v plynovej alebo elektrickej peci, teda na nepriamom zdroji tepla, oproti mäsu, ktoré bolo pri 
grilovaní v priamom kontakte s plameňom. 

Farhadian et al. [35, 36] uverejnili niekoľko ďalších štúdií zameraných na zhodnotenie 
možností zníženia PAU v grilovanom mäse, v ktorých sledovali obsah troch zlúčenín 
benzo[a]pyrénu, benzo[b]fluoranténu a fluorénu. Predvarenie mäsa v pare alebo 
v mikrovlnnej rúre, prípadne zabalenie mäsa do vhodného materiálu viedli k tomu, že 
karcinogénne PAU benzo[a]pyrén a benzo[b]fluorantén neboli vo vzorkách vôbec detekované 
a v obsahu fluorénu nastal pokles o 41 až 81 % [35]. 

Na obsah PAU v grilovaných produktoch má vplyv aj zloženie marinády. Antioxidačné 
účinky cibule a cesnaku v marináde viedli k poklesu PAU takmer o polovicu oproti mäsu 
grilovanému bez marinády. Cesnak a cibuľa zároveň obsahujú veľa organických sírnych látok 
inhibujúcich Maillardovu reakciu, ktorá môže pri vysokých teplotách viesť i k syntéze PAU 
[36]. Podobný efekt bol pozorovaný aj v inej štúdii [37], kde pridanie cibule spôsobilo pokles 
celkového obsahu PAU v pečenom mäse o 60 % a pridanie cesnaku o 54 %. Pokles PAU až 
o 70 % bol zistený pri použití kyslej marinády s obsahom citrónového sirupu, zrejme 
vplyvom nižšieho pH, ktoré taktiež zabraňuje Maillardovej reakcii [36]. Naopak, jedlý olej 
ako ingrediencia marinády výrazne zvýšil obsah PAU [36]. 

Okrem grilovania je údenie ďalšou úpravou mäsa a mäsových výrobkov, ktorá má výrazný 
vplyv na ich kontamináciu PAU. Keďže cieľom tejto práce je stanoviť PAU práve v údených 
mäsových výrobkoch, obsah PAU a faktory ovplyvňujúce kontamináciu takýchto výrobkov 
budú podrobne diskutované samostatne v ďalších kapitolách. 
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2.2.3 Európska legislatíva 
PAU sa v potravinách nevyskytujú individuálne ale v zložitých zmesiach. Za účelom 
zjednodušenia analýzy sa preto začal používať B[a]P ako indikátor ich celkového obsahu[38]. 

V roku 2002 vypracoval Vedecký výbor pre potraviny (SCF – Scientific Committee on 
Food) na základe požiadavky Európskej Komisie hodnotenie zdravotných rizík spojených 
s príjmom PAU z potravín [38]. Z 33 hodnotených zlúčenín označil 15 ako potenciálne 
genotoxické a karcinogénne pre ľudí a B[a]P uznal ako indikátor prítomnosti a účinku 
karcinogénnych PAU v potravinách. Zároveň však odporučil ďalšie analýzy s cieľom 
zozbierať informácie o celkovom profile PAU v potravinách potrebné na prehodnotenie 
vhodnosti používania B[a]P ako markera. Maximálny denný príjem B[a]P z potravín stanovil 
na 420 ng na osobu, čo je hodnota asi o 5 až 6 rádov nižšia ako denné dávky, ktoré indukovali 
vznik nádorov u experimentov na zvieratách [38]. 

V roku 2005 vypracoval hodnotenie rizík spojených s príjmom PAU z potravín aj 
Spoločný výbor expertov FAO/WHO pre potravinárske prídavné látky (JECFA – Joint 
FAO/WHO Expert Comittee on Food Additive) [39]. JECFA uznal 13 PAU ako jasne 
genotoxických a karcinogénnych, pričom tieto zlúčeniny sa zhodovali s tými, ktoré uviedol 
SCF. Navyše odporučil sledovať obsah benzo[c]fluorénu [39]. PAU, ktoré odporučil sledovať 
v potravinách SCF aj JECFA tvoria spolu zoznam 15+1 EÚ prioritných PAU (Tabuľka 2). 

 
Tabuľka 2 Zoznam 15+1 EÚ prioritných PAU [42]. 

Názov Chemická štruktúra Skratka 
SCF/JECFA prioritné PAU  

Benzo[a]antracén 

 

B[a]A 

Benzo[b]fluorantén 

 

B[b]F 

Benzo[j]fluorantén 

 

B[j]F 

Benzo[k]fluorantén 

 

B[k]F 

Benzo[a]pyrén 

 

B[a]P 

Chryzén 

 

CHR 
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Tabuľka 2 Zoznam 15+1 EÚ prioritných PAU (pokračovanie) [42]. 

Názov  Chemická štruktúra Skratka 
SCF/JECFA prioritné PAU 

Dibenzo[a,h]antracén 

 

DB[a,h]A 

Dibenzo[a,e]pyrén 

 

DB[a,e]P 

Dibenzo[a,h]pyrén 

 

DB[a,h]P 

Dibenzo[a,i]pyrén 

 

DB[a,i]P 

Dibenzo[a,l]pyrén 

 

DB[a,l]P 

Indeno[1,2,3-cd]pyrén 

 

IP 

5-Metylchryzén 

CH3  

MCH 

SCF prioritné PAU 

Benzo[g,h,i]perylén 

 

B[g,h,i]P 

Cyklopenta[c,d]pyrén 

 

CPP 

JEFCA prioritné PAU 

Benzo[c]fluorén 

 

B[c]FL 
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V náväznosti na zistenia SCF i JECFA boli stanovené maximálne hodnoty B[a]P 
v určitých skupinách potravín Nariadením Komisie (ES) č. 1881/2006 [40]. Konkrétne 
pre údené ryby, údené mäso a mäsové výrobky bol tento limit stanovený na 5 µg/kg [40]. 

Avšak kvôli pochybnostiam ohľadom správnosti výberu B[a]P ako všeobecného indikátora 
celkovej kontaminácie potravín PAU vydala Európska Komisia Odporúčanie 2005/108/EC 
[41], v ktorom žiada členské štáty EÚ o monitorovanie hodnôt B[a]P i ďalších PAU 
(predovšetkým 15+1 EÚ prioritných PAU) v potravinách uvedených v nariadení Komisie 
(ES) č. 1881/2006 i v ďalších potravinách, u ktorých je predpoklad zvýšeného obsahu týchto 
kontaminantov. Komisia zároveň požiadala Európsky úrad pre bezpečnosť potravín  
(EFSA – European Food Safety Authority) aby zhodnotil informácie o výskyte PAU 
v potravinách získané z členských štátov EÚ [41]. 

Dáta boli získané zo 17 členských štátov a zahŕňali 9714 vzoriek, ktoré boli roztriedené 
do jednotlivých skupín podľa Codex Alimentarius. Získané údaje ukázali, že celková 
kontaminácia potravín B[a]P v EÚ je relatívne nízka s viac ako polovicou výsledkov 
pod limitom detekcie. Len 36 potravinových kategórií alebo 13,4 % vzoriek vykázalo 
koncentráciu B[a]P nad 1 µg/kg a z nich 219 vzoriek (2,3 %) presiahlo hodnotu 10 µg/kg. 
Z toho predstavovalo 84 vzoriek konzervované ryby alebo morské plody, 43 rastlinné oleje 
(4 kakaové maslo), 31 mäso, 22 kávu a čaj, 18 potravinové doplnky 12 huby a koreniny 
a 9 mušle [42]. 

Použitie B[a]P ako indikátora celkovej kontaminácie potravín PAU sa podľa zistení EFSA 
ukázalo ako pochybné. Zo vzoriek testovaných na prítomnosť všetkých 15 PAU 
odporúčaných SCF 33 % ukázalo hodnoty pre jeden alebo viac PAU nad limitom detekcie, 
zatiaľ čo B[a]P bol pod limitom detekcie. Výsledky sa samozrejme líšili podľa potravinových 
kategórií a rozličných PAU [42]. 

Vedecká skupina pre kontaminanty v potravinovom reťazci pôsobiaca v rámci EFSA 
prijala 9. 6. 2008 k PAU v potravinách stanovisko, v ktorom dospela k názoru, že B[a]P nie je 
vhodným markerom výskytu PAU v potravinách a že najvhodnejšími indikátormi PAU by bol 
systém štyroch špecifických látok (4 PAU) alebo ôsmych špecifických látok (8 PAU), pričom 
tento systém by v porovnaní so systémom štyroch látok nepriniesol významú pridanú hodnotu 
[43]. 

Na základe týchto zistení začalo s účinnosťou od 1. 9. 2012 platiť nové Nariadenie 
Komisie (EÚ) č. 835/2011 [44], ktoré zmenilo a doplnilo Nariadenie (ES) č. 1881/2006. Boli 
zavedené maximálne hladiny (Tabuľka 3) pre sumu štyroch látok (4 PAU): benzo[a]pyrénu 
(B[a]P), benzo[a]antracénu (B[a]A), benzo[b]fluoranténu (B[b]F) a chryzénu (CHR). 
Pôvodné samostatné maximálne hladiny pre B[a]P zostali zachované. Legislatívne limity boli 
stanovené aj pre niektoré ďalšie potraviny dovtedy nezahrnuté v zákone [44]. 

Konkrétne pre údené ryby a údené rybacie produkty (s výnimkou údených šprotov, 
údených konzervovaných šprotov a lastúrnikov), údené mäso a údené mäsové produkty platí 
do 31. 8. 2014 limit 5 µg/kg pre B[a]P a 30 µg/kg. pre sumu 4 PAU. Od 1. 9. 2014 začne 
platiť pre B[a]P limit 2 µg/kg a pre sumu 4 PAU 12 µg/kg [44]. 
  



 
 

24 
 

Tabuľka 3 Maximálne limity pre B[a]P a sumu 4 PAU (B[a]P, CHR, B[b]F, B[a]A) [41]. 

 Potraviny Maximálne hodnoty (µg/kg) 
B[a]P Suma 4 PAU 

1 Oleje a tuky (s výnimkou kakaového masla 
a kokosového oleja) určené pre priamu ľudskú 
spotrebu alebo na použitie ako zložky potravy 

2 10 

2 Kakaové bôby a odvodené produkty 5 µg/kg tuku,  
od 1. 4. 2013 

35 µg/kg tuku,  
od 1. 4. 2013  
do 31. 3. 2015 

30 µg/kg tuku,  
od 1. 4. 2015 

3 Kokosový olej určený pre priamu ľudskú 
spotrebu alebo na použitie ako zložka potravy 

2 20 

4 Údené mäso a údené mäsové produkty 5 do 31. 8. 2014 

2 od 1. 9. 2014 

30 do  31. 8. 2014 

12 od 1. 9. 2014 
5 Svalovina údených rýb a údených rybacích 

produktov s výnimkov rybacích produktov 
uvedených v bodoch 6, 7. Maximálna hodnota 
pre údené kôrovce sa vzťahuje na svalovinu 
z končatín a abdominálnej časti. V prípade 
údených krabov a krabom príbuzných 
kôrovcov (Brachyura a Anomura) sa vzťahuje 
na svalovinu z končatín. 

5 do 31. 8. 2014 

2 od 1. 9. 2014 

30 do 31. 8. 2014 

12 od 1. 9. 2014 

6 Údené šproty a konzervované údené šproty 
(sprattus sprattus), lastúrniky (čerstvé, 
chladené alebo mrazené), tepelne ošetrené 
mäso a tepelne ošetrené mäsové produkty 
predávané konečenému spotrebiteľovi. 

5 30 

7 Lastúrniky (údené) 6 35 
8 Spracované potraviny na báze obilia a detská 

výživa pre dojčatá a malé deti 
1 1 

9 Počiatočná dojčenská výživa a následná 
dojčenská výživa vrátane počiatočného 
dojčenského mlieka a následného dojčenského 
mlieka 

1 1 

10 Dietetické potraviny na osobitné lekárske 
účely, ktoré sú výslovne určené pre dojčatá 

1 1 
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2.3 Produkcia údených mäsových výrobkov 

Údenie patrí k najstarším potravinárskym technológiám. Na ošetrenie potravín, predovšetkým 
mäsa a rýb, sa využíva už najmenej 10 000 rokov. Princípom údenia je vystavenie potraviny 
údiacemu dymu, pričom sa produkty pyrolýzy dreva obsiahnuté v dyme usádzajú na povrchu 
výrobku a následne prechádzajú aj do jeho vnútra [45]. 

V minulosti malo údenie význam najmä z hľadiska konzervácie potravín. Umožňovalo 
predĺžiť trvanlivosť potraviny jednak samotným chemickým pôsobením niektorých zložiek 
dymu s antimikrobiálnymi a antioxidačnými účinkami a jednak prostredníctvom fyzikálnych 
dejov prebiehajúcich počas údenia, ako je zvýšená teplota, pokles vodnej aktivity, prípadne 
pokles pH fermentáciou pri údení studeným dymom. Zlepšenie chuti, vzhľadu a vône 
potraviny pritom zohrávalo druhotnú úlohu [46, 47, 48]. 

S rozvojom nových technológií postupne význam údenia ako konzervačnej metódy klesal. 
Jeho úloha sa zmenila a najdôležitejším dôvodom aplikácie údiaceho dymu sa stal jeho vplyv 
na vytvorenie špecifických organoleptických vlastností produktu [46, 47, 48] Údené výrobky 
sú vo svete veľmi obľúbené, touto metódou je dnes aromatizovaných 40 až 60 % mäsových 
výrobkov a asi 15 % rýb [45]. 

Okrem zlúčenín pôsobiacich pozitívne na výsledné vlastnosti údeného produktu, dochádza 
počas produkcie údiaceho dymu aj k vzniku podmienok vhodných pre syntézu látok 
škodlivých pre ľudské zdravie. Najvýznamnejšou skupinou spomedzi nich sú jednoznačne 
PAU, ktoré sa tvoria v priebehu pyrolýzy dreva pri teplotách od 400 do 1000 °C a ich 
zdrojom je predovšetkým dekompozícia lignínu [45, 46]. 

 
2.3.1 Generácia údiaceho dymu 
Vznik dymu je výsledkom termického rozkladu (pyrolýzy) dreva a následných reakcií 
(polymerizácia, kondenzácia, redoxné reakcie) rozkladných produktov za obmedzeného 
prístupu kyslíka [46]. Priebeh pyrolýzy veľmi závisí od teploty. Pri 120 °C sa z dreva 
odparuje voda, ktorá ďalej kondenzuje. Následne sa mení farba dreva a objavuje sa jemná 
hmla štipľavého zápachu, ktorá však ešte nie je dym. Pravý dym začína vznikať až pri vyšších 
teplotách rozkladom troch základných zložiek dreva hemicelulózy, celulózy a lignínu [46]. 
Pri 180 až 300 °C sa rozkladá hemicelulóza, od 260 do 350 °C celulóza [45] Tento dym je 
po skondenzovaní čiernohnedý [46]. Pri teplotách od 300 do 500 °C dochádza k rozkladu 
lignínu a kondenzát tohto dymu je bezfarebný [46]. Oxidácia niektorých produktov 
dekompozície zložiek dreva však môže pokračovať až do 900 °C a pri veľkom nadbytku 
kyslíka aj pri 1200 °C [45]. 

Existuje niekoľko metód generácie dymu využívaných pri údení mäsa a mäsových 
produktov. Jednou z najstarších je otvorený oheň umiestnený v základoch udiarne, pričom 
vznikajúci dym prirodzene stúpa cez podlahu a údi potraviny. V rôznych modifikáciách sa 
tento spôsob údenia s interným generátorom dymu využíva aj dnes a dym sa v nich produkuje 
horením vlhkých pilín, prípadne žeravením suchých pilín alebo kúskov dreva. Teplota 
a vlhkosť v udiarni závisia od vonkajších podmienok [47]. Takéto udiarne umožňujú voľné 
prúdenie vzduchu, nie sú náročné na zariadenie ale neposkytujú dobrú kontrolu teploty alebo 
množstva dymu aplikovaného na potravinu. Ich obsluha vyžaduje veľa skúseností, inak môžu 
viesť k značnej kontaminácii údených produktov PAU [43]. 

V moderných udiarňach prebieha generácia dymu mimo údiacej komory v špeciálnych 
externých generátoroch, čo poskytuje lepšiu kontrolu kvantity a teploty produkovaného dymu. 
Prívod vzduchu do udiarne je riadený mechanicky alebo elektricky, pomocou 
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mikroprocesorového kontrolného systému sa reguluje sušenie produktu, teplota, vlhkosť 
a rozsah aplikácie dymu. Takéto usporiadanie zároveň umožňuje prečistenie dymu pomocou 
elektrostatických filtrov alebo premývaním predtým, než sa dostane do kontaktu s údenou 
potravinou. Toto prečistenie umožňuje odstránenie tuhých častíc z dymu ako sú sadze, decht, 
popol a živice, ktoré obsahujú adsorbované vysokomolekulárne PAU [43]. V externých 
generátoroch dymu sa môže dym produkovať tromi základnými spôsobmi: tlením, trením 
alebo pôsobením pary [46, 47, 48]. 

 
Generácia dymu tlením 

V súčasnosti jeden z najpoužívanejších spôsobov. K vývinu dymu dochádza prostredníctvom 
tlenia drevených pilín, ktoré padajú zo zásobníka na elektricky vyhrievanú kovovú platňu 
(Obrázok 7). Prísun vzduchu sa kontroluje tak, aby nedochádzalo k vzniku plameňa 
[46, 47, 48, 49]. Objem pilín v generátore musí byť dostatočne veľký, aby sa udržal 
kontinuálny a ustálený tok dymu [46]. Prirodzený tok zohriateho vzduchu odvádza dym cez 
potrubie do udiarne, takže nie je potrebný žiadny dodatočný prívod vzduchu [46, 48]. Popol 
zo spálených pilín sa hromadí v spodnej časti generátora. Na začiatok potrubia odvádzajúceho 
dym môže byť umiestnené zariadenie na čistenie dymu, čo je najjednoduchšie studený vodný 
sprej, ktorý vymýva z dymu nežiadúce látky. Prostredníctvom tlenia je možné získať dym 
s vysokým obsahom organoleptických zlúčenín za relatívne nízkych teplôt termického 
rozkladu od 230 do 400 °C [49]. 

 
Generácia dymu trením 

Tento spôsob produkcie dymu využíva tzv. frikčný generátor (Obrázok 8). V ňom je blok 
dreva pritláčaný oproti rýchlo rotujúcemu kovovému kruhu. Odpor medzi kolesom a drevom 
vytvára trenie, pričom sa uvoľňuje teplo, ktoré spôsobí vznietenie dreva [46, 47, 49]. V strede 
kruhu je otvor, ktorý umožňuje prísun vzduchu ochladzujúceho vznikajúci dym. Ani tu 
nedochádza k tvorbe plameňa. Na vývoj dymu stačí niekoľko sekúnd a frikčné koleso sa preto 
prevádzkuje väčšinou v prerušovanom režime. Vzniká svetlý, hustý a aromatický dym 
obsahujúci veľkú škálu žiaducich látok a iba malé množstvo dechtu. K pyrolýze dochádza za 
nízkych teplôt od 300 do 400 °C [49]. 
  

Obrázok 7 Generátor údiaceho dymu tlením: údiaci priestor (1), prívod dymu do udiarne (2), 
zásobník s pilinami (3), zdroj tepla (4), zásobník pre popol (5). [49]. 
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Generácia dymu parou 

Prehriata para o teplote približne 300 °C sa privádza do kompaktnej vrstvy pilín, čo spôsobuje 
termickú deštrukciu dreva a vznik dymu (Obrázok 9) [46, 48, 49]. Úpravou teploty pary je 
možné regulovať aj teplotu generácie dymu. Nie je potrebný žiadny odvod dymu komínom, 
pretože zvyšné dymové častice sa usádzajú v spodnej časti generátora v kondenzovanej pare, 
ktorá je následne vedená do odtoku [49]. Dym má vysoký stupeň vlhkosti a preto veľmi 
rýchlo kondenzuje na povrchu údených produktov. Jeho farba a aróma však nie sú tak 
charakteristické ako pri generácii dymu tlením [46, 48, 49]. Taktiež je možné produkovať iba 
horúci dym [49] Výhodou tohto spôsobu je nižšia spotreba dreva a menšie množstvo emisií 
do okolitého prostredia [46, 48]. 

 
  

Obrázok 8 Frikčný generátor údiaceho dymu:závažie (1), odvod dymu do udiarne (2), drevený 
hranol (3), rotujúce kovové koleso (4) [49]. 

Obrázok 9 Generátor údiaceho dymu parou: zásobník s pilinami (1), podávač pilín (2), prívod 
pary (3), kontaktná zóna pary a pilín (4), odvod dymu do udiarne (5), odtok 
kondenzovanej pary a nečistôt (6) [49]. 
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2.3.2 Zloženie údiaceho dymu 
Dym predstavuje polydisperznú sústavu kvapalných a pevných častíc s priemerom od 0,08 až 
po 0,15 µm rozptýlených v plynnej fáze tvorenej vzduchom, CO2, CO, vodnou parou, 
metánom a ďalšími plynmi. Dodnes bolo identifikovaných asi 1100 rôznych chemických 
zlúčenín obsiahnutých v údiacom dyme [45]. Konkrétne zloženie dymu a následne aj jeho 
senzorické vlastnosti závisia od podmienok údenia ako je spôsob a teplota generácie dymu, 
druh a vlhkosť použitého dreva, prístup vzduchu a čistiace procesy aplikované na 
produkovaný dym [45, 46]. 

Primárne pyrolytické produkty hemicelulózy sú alifatické karboxylové kyseliny, furány 
a deriváty furánu. Degradáciou furánov a ich derivátov sú produkované karbonylové 
zkúčeniny. Podobne aj pyrolýzou celulózy vznikajú karboxylové kyseliny a aldehydy 
[46, 47, 48]. Najvyššia produkcia kyselín je pri 300 °C, pri vyšších teplotách nastáva pokles 
ich tvorby. Karbonylové zlúčeniny sú produkované v širokom teplotnom rozmedzí 
od 200°do 600 °C [46]. 

Karboxylové kyseliny sú zodpovedné za nízke pH kvapalného dymu, spôsobujú kyslosť 
a štipľavosť dymu a prispievajú k jeho antimikrobiálnym účinkom [46, 47]. Najvýznamnejšie 
kyseliny dymu sú kyselina octová, propiónová, iso-kaprová, iso-valérová, n-kaprová, maslová 
a n-valérová [48]. 

Karbonylové zlúčeniny majú vplyv na vyfarbenie povrchu výrobku [46, 47, 48]. Patria tu 
najmä glykolaldehyd, pyruvaldehyd, glyoxal, diacetyl, furfural, metylglyoxal, formaldehyd 
a hydroxyacetón [47, 48]. Z nich najväčší podiel na vznik sfarbenia majú glykolaldehyd 
a pyruvaldehyd [47]. Karbonylové zlúčeniny sa v údených mäsových výrobkoch zúčastňujú 
reakcie veľmi podobnej Maillardovej rekacii. Po adsorpcii z dymu na povrch výrobku reagujú 
s aminoskupinami aminokyselín, čo vedie k vzniku pigmentov, ktorých farba sa pohybuje 
od žltohnedej cez hnedú až po čiernu [46, 47]. 

Termický rozklad lignínu poskytuje deriváty fenolu [46, 47, 48]. Produkujú sa od 200 do 
600 °C, pričom k poklesu ich tvorby dochádza po prekročení 500 °C [46]. Tri deriváty fenolu 
sa považujú za základné zložky arómy dymu a najviac ovplyvňujú výslednú chuť a vôňu 
údených potravín: syringol, 4-metylguajakol a guajakol. Guajakol pritom primárne zodpovedá 
za chuť a syringol za vôňu údených produktov [48]. Ďalšie, často sa vyskytujúce zlúčeniny, 
sú eugenol, iso-eugenol, fenol a krezoly [47]. Deriváty fenolu vykazujú aj antioxidačné 
účinky [46, 47, 48]. Predovšetkým polyhydroxyfenolické zlúčeniny ako pyrogalol 
a rezorcinol patria k najaktívnejším antioxidantom v údených produktoch [46]. Deriváty 
fenolu sú ďalej zodpovedné aj za antimikrobiálne a antifungicídne vlastnosti dymu 
[46, 47, 48]. Zároveň, spomedzi všetkých zložiek drevnej hmoty prispieva pyrolýza lignínu 
najväčším dielom k produkcii PAU, ktorých vznik bol ohlásený v širokom teplotnom rozsahu 
od 400 do 1000 °C [46]. 
Ďalšie zlúčeniny, ako sú terpény, mastné kyseliny, alkoholy, uhľovodíky a prchavé oleje 

môžu byť minoritnými zložkami dymu a svojím zložením prispievať k charakteristickej 
aróme dymu z rôznych druhov dreva [48]. 
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2.3.3 Tradi čné spôsoby údenia 
Údenie studeným dymom 

Údenie studeným dymom prebieha pri teplotách od 15 do 25°C , relatívnej vlhkosti 70 až 
80 % a trvá aj niekoľko dní. Relatívna vlhkosť sa môže ďalej znižovať za účelom predĺženia 
doby trvanlivosti produktu. Funkciou studeného údenia je okrem aromatizácie i znižovanie 
vodnej aktivity a ochrana potraviny pred mikrobiálnym rozkladom. Strata hmotnosti takto 
údených produktov predstavuje 15 až 20 %. Studeným dymom sa údia mäsové výrobky, ktoré 
vyžadujú len minimálnu úroveň tepelného opracovania [46]. Typicky sú to ryby, sušené 
a fermentované salámy a klobásy [46], niektoré typy slaniny a šunky, prípadne syry [47]. 
Konečné produkty majú väčšinou svetlejšiu farbu (žltú až stredne hnedú) a výraznejšiu 
a rovnomernejšiu arómu v porovnaní s potravinami údenými horúcim alebo teplým dymom 
[46]. 
 
Údenie teplým dymom 

Tento typ údenia prebieha pri teplotách od 25 do 40°C pri relatívnej vlhkosti od 75 do 85 % 
počas 4 až 48 hodín. Výsledné produkty majú vyššiu vodnú aktivitu v porovnaní 
s potravinami údenými studeným dymom a pretože ich produkcia prebieha v nebezpečnej 
teplotnej zóne z hľadiska mikrobiálnej kontaminácie, vyžadujú počas skladovania chladenie. 
Na povrchu majú výrazný dymový film ale vďaka kratšiemu času údenia nedochádza k väčšej 
penetrácii dymu dovnútra produktu [46] Medzi takto údené potraviny patria niektoré druhy 
rýb ako losos, makrela [46] ale i párky, šunky a celé kusy mäsa [45]. 
 
Údenie horúcim dymom 

Tento spôsob údenia začína pri 40 až 60°C ale môže pokračovať i pri teplotách vyšších ako 
90 až 100°C v závislosti od typu produktu a požadovanej arómy. Relatívna vlhkosť sa 
pohybuje od 60 do 85 % a čas údenia neprekračuje 4 hodiny. Vďaka krátkemu času údenia 
musia byť tieto produkty po skončení údenia chladené, prípadne ďalej varené, pretože údenie 
výrazne nepredlžuje dobu ich trvanlivosti. Typický priebeh údenia horúcim dymom zahŕňa 
osušenie povrchu produktu, začatie údenia pri 45 až 65°C a prípadné údenie pri vyšších 
teplotách. Napríklad párky sa neúdia nad teplotami od 60 do 65°C ale produkty s väčším 
priemerom ako sú šunky sa môžu údiť ďalej pri teplotách 77 až 110°C. Nakoniec nasleduje 
varenie produktu pri vnútornej teplote 60 až 74°C [46]. Údenie horúcim dymom patrí 
v súčasnosti medzi najčastejšie používané [46] a údia sa tak párky, klobásy, salámy a šunky 
[45]. 
 
2.3.4 Alternatívne spôsoby údenia 
Medzi alternatívne spôsoby údenia patrí použitie tekutých údiacich preparátov (TUP). 
Na začiatku ich produkcie prebieha taktiež pyrolýza dreva, podobná produkcii dymu tlením 
drevených pilín [46]. Avšak vznikajúci dym je vedený do kondenzačnej kolóny, kde zhora 
nadol cirkuluje voda alebo už skvapalnený dym. Kvapalina sa dostáva do kontaktu s čerstvým 
stúpajúcim dymom a dochádza k protiprúdej extrakcii zložiek dymu do vodnej fáze [47]. 

Dymové kondenzáty sa následne separujú destiláciou alebo usadzovaním. Vznikajú tri 
formy: olejovo-živicová fáza, vo vode rozpustná fáza o nízkej hustote (primárny dymový 
kondenzát) a vo vode nerozpustná dechtová fáza o vysokej hustote (primárna dechtová fáza). 
Olejovo-živicová fáza sa na produkciu TUP nepoužíva. Tekuté údiace preparáty sa vyrábajú 
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ďalším spracovávaním vo vode rozpustnej a dechtovej fáze, pričom sa odstraňujú PAU 
a ďalšie škodlivé látky a vznikajú produkty so žiadanou arómou a sfarbením [46]. 

TUP sa na potraviny aplikujú rôznymi spôsobmi. Mäsové produkty sa nimi sprejujú, 
sprchujú alebo sa do nich ponárajú, prípadne sa TUP rozprašujú do prúdu vzduchu, ktorý 
prechádza udiarňou. TUP sa môžu inkorporovať aj dovnútra výrobku vo forme emulzií 
nastrekovaných alebo zmiešavaných s potravinou počas jej výroby. Ďalej sa môžu aplikovať 
ako súčasť soliacich zmesí alebo ako roztoky v rastlinných olejoch [45, 46]. 

Použitie TUP redukuje čas potrebný na zisk žiadaných organoleptických vlastností 
produktu a umožňuje lepšie kontrolovať obsah kontaminantov ako sú aj PAU vo výslednej 
potravine [45]. Zároveň znižuje množstvo emisií do životného prostredia [47]. 
 
2.4 Faktory ovplyvňujúce obsah PAU v údených mäsových výrobkoch 

2.4.1 Technológia údenia 
Údiaci proces vedený podľa zásad správnej manufaktúrnej praxe kontaminuje potraviny len 
veľmi malými množstvami PAU [45]. Podľa zistení EFSA [41] z 1584 vzoriek údených 
mäsových produktov poskytnutých 14 členskými štátmi EÚ len 2,8 % prekročilo limit 
5 µg/kg pre B[a]P. Z 1060 vzoriek údených rýb a rybích produktov získaných z 15 štátov EÚ 
túto maximálnu hodnotu prekročilo len 2,7 %. Výsledky nemeckej štúdie [50] hodnotiacej 
obsah PAU v 113 vzorkách rôznych komerčných údených mäsových produktov preukázali, že 
koncentráciu B[a]P je možné bez ťažkostí znížiť pod 1 µg/kg. Autori zistili medián obsahu 
B[a]P 0,03 µg/kg, pričom najvyššia zistená koncentrácia B[a]P dosiahla 0,43 µg/kg. Zároveň 
určili medián koncentrácie 4 PAU 0,28 µg/kg a medián koncentrácie 15+1 EÚ prioritných 
PAU 0,64 µg/kg [50]. 

Naopak, oveľa nebezpečnejšie z hľadiska vysokej kontaminácie PAU je údenie 
za nekontrolovaných podmienok, čo je typické najmä pre domácu prípravu väčšinou silne 
zaúdených produktov [45]. Wretling et al. [51] našli vysoké hodnoty B[a]P 
od 6,6 do 36,9 µg/kg v 10 z 11 vzoriek mäsových produktov údených prostredníctvom 
tzv. „sauna“ údenia, kedy je potravina priamo vystavená horúcemu dymu z ohňa 
produkovaného spaľovaním dreva. „Sauna“ údenie má dlhú tradíciu na severe Švédska a takto 
údené produkty sú na miestnych trhoch predávané ako špeciálne delikatesy s dôrazom na ich 
tradičnú remeselnú produkciu a lokálny pôvod [51]. 

Veľmi vysoký obsah PAU je bežný i pre údiaci proces uskutočňovaný v rozvojových 
krajinách, často bez aplikácie zásad správnej manufaktúrnej praxe a oficiálnych hygienických 
kontrolných meraní [45]. Essumang et al. [52] analyzovali 180 vzoriek údených sardiniek 
získaných od obchodníkov s rybami v 12 rôznych lokalitách na pobreží Ghany počas troch 
lovných sezón. Priemerný obsah všetkých stanovovaných PAU pre rôzne lovné oblasti sa 
pohyboval od 510,59 µg/kg po 1461,79 µg/kg so strednou hodnotou 716,84 µg/kg. 
Maximálna priemerná hodnota B[a]P dosiahla 73,78 µg/kg [52]. 

Dosiaľ bolo publikovaných viacero štúdií hodnotiacich vplyv rôznych údiacich techník 
na obsah PAU v údených mäsových produktoch. Stumpe-Vīksna et al. [53] pozorovali 
hodnoty B[a]P v rybách údených horúcim dymom pohybujúce sa od 0,7 do 13,9 µg/kg 
v závislosti od typu konštrukcie komerčného údiaceho zariadenia. Varlet et al. [54] hodnotili 
vplyv troch techník generácie dymu na obsah PAU v lososoch údených studeným dymom. 
K najväčšej kontaminácii viedla technika tlenia pilín zapálených pomocou elektrickej špirály, 
frikčné vyvíjanie dymu preukázalo najnižšie hodnoty individuálnych PAU s výnimkou B[a]P, 
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kým u produkcie dymu pomocou spaľovania pilín na vyhrievaných termostatických platniach 
boli zistené nízke hodnoty B[a]P a vysoké hodnoty ostatných PAU [54]. 

Karl et Leinemann [55] analyzovali 35 vzoriek rýb údených nepriamo v priemyselných 
udiarňach s externým generátorom dymu a 27 vzoriek rýb podrobených tradičnému priamemu 
údeniu. Priemerný obsah B[a]P v rybách údených priemyselne bol 0,1 µg/kg a priemerná 
suma siedmych stanovovaných karcinogénnych PAU (B[a]A, Ch, B[b]F, B[k]F, B[a]P, 
DB[a,h]A a IP) 4,5 µg/kg. Naproti tomu hodnoty B[a]P vo vzorkách údených tradične sa 
pohybovali od 0,2 po 4,1 µg/kg s priemernou hodnotou 1,2 g/kg a priemerná koncentrácia 
sumy karcinogénnych PAU bola v tomto prípade 9 µg/kg [55]. Tieto výsledky potvrdila aj 
súčasná dánska štúdia [56] analyzujúca 180 vzoriek údených rýb z rôznych typov udiarní. 
Autori zistili celkový obsah sumy 15 SCF prioritných PAU približne dvakrát nižší v nepriamo 
údených vzorkách sleďov a makrel oproti vzorkám týchto rýb údených priamo [56]. 

Vplyv priemyselného údenia s použitím externého generátora dymu za kontrolovaných 
podmienok oproti tradičnej metóde údenia s interným generátorom za podmienok určovaných 
vonkajším prostredím na zníženie obsahu 15+1 EÚ prioritných PAU v konečnom produkte 
pozorovali aj Djinovic et al. [57] pre hovädzie (1,9 oproti 3,9 µg/kg) a bravčové šunky 
(4,2 oproti 4,9 µg/kg) údené studeným dymom a Ciecierska et al. [58] pre šunku, bravčový 
bôčik a klobásy údené horúcim dymom. 

Viacero autorov ďalej potvrdilo, že údenie studeným dymom vedie k menšej kontaminácii 
PAU. Duedahl-Olesen et al. [59] zistili trikrát nižšie priemerné koncentrácie sumy 15 SCF 
prioritných PAU aj B[a]P vo vzorkách lososov údených studeným dymom, oproti vzorkám 
podrobených horúcemu údeniu. Vyššie koncentrácie PAU v lososoch údených horúcim 
dymom potvrdili aj výsledky štúdie Varlet et al. [54], ktorí vyslovili hypotézu, že pri vyššej 
teplote spôsobí väčší obsah lipidov v kvapalnom stave zvýšenú adsorpciu PAU údeným 
produktom. Výsledky štúdie Visciano et al. [60] dokonca preukázali, že jemný údiaci proces 
s použitím studeného dymu nemusí byť vôbec zdrojom PAU, keďže autori nenašli významné 
rozdiely medzi obsahom PAU v údených (25 °C, 3 hod.) a surových vzorkách dúhového 
pstruha. 

Menšiu kontamináciu údených produktov je možné dosiahnuť aj nahradením tradičného 
údenia tekutými údiacimi preparátmi, ktoré, keďže sa produkujú z dymu podrobeného 
frakcionácii a purifikačným operáciám obsahujú len nízke hodnoty PAU [40]. 

Kritickým parametrom ovplyvňujúcim obsah PAU v údenom produkte je teplota generácie 
dymu. Duedahl-Olesen et al. [59] sledovali obsah PAU v údených pstruhoch v závislosti od 
zvyšujúcej sa teploty generácie dymu od 200 do 400 °C. S rastúcou teplotou pozorovali 
zvyšovanie obsahu PAU. Zníženie teploty generácie dymu na 200 °C však autori 
neodporúčali, pretože organoleptické vlastnosti získané pri tejto teplote boli hodnotené ako 
nepostačujúce.  

Pöhlmann et al. [60] hodnotili vplyv podmienok údenia na obsah 15+1 EÚ prioritných 
PAU a derivátov fenolu (guajakol, 4-metylguajakol, syringol, eugenol, trans-isoeugenol) vo 
frankfurtských párkoch údených horúcim dymom. Za účelom zmenšenia kontaminácie PAU 
odporúčali autori zníženie teploty generácie dymu pod 600 °C a zároveň jej udržanie nad 
500 °C, aby produkt získal žiadané organoleptické vlastnosti. Autori pozorovali, že teplotu 
generácie dymu a zároveň aj obsah PAU zvyšuje rastúca hustota dymu a otáčky ventilátora. 
Naproti tomu vlhkosť pilín použitých na produkciu dymu znižovala teplotu generácie dymu, 
avšak nebol pozorovaný jej vplyv na obsah PAU. Autori zároveň konštatovali, že pokles 
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obsahu PAU nemusí nevyhnutne zapríčiniť aj pokles obsahu organoleptických látok 
v produkte, keďže medzi týmito dvomi javmi nenašli žiadnu závislosť [60]. 
Ďalším kritickým parametrom ovplyvňujúcim obsah PAU v údených produktoch je výber 

vhodného druhu dreva. Vo všeobecnosti sa odporúča použitie tvrdého dreva namiesto 
mäkkého. Guillén et al. [61] analyzovali obsah PAU v tekutých údiacich preparátoch 
získaných z piatich druhov dreva. Dub, buk a čerešňa patriace medzi tvrdé dreviny 
produkovali menej PAU ako mäkké dreviny vínna réva a topoľ, ktorý zároveň viedol k 
najvyšším hodnotám PAU [61]. 

Stumpe-Vīksna et al. [62] sledovali vplyv rôznych druhov dreva na obsah PAU 
v produktoch údených v domácej udiarni. Zistené rozdiely v obsahu B[a]P (od 6,04 po 
35,07 µg/kg) a sumy 15 SCF prioritných PAU (od 47,94 po 470,91 µg/kg) pre jednotlivé 
druhy dreva indikovali, že výber vhodného materiálu na produkciu dymu je kritickým 
parametrom, ktorý ovplyvňuje kontamináciu PAU. Najnižší obsah PAU detekovali vo 
vzorkách údených dymom z jablone a jelše. Nasledovali javor, čerešňa, jarabina a slivka, 
ďalej osika a lieska, napriek tomu, že sa zaraďujú medzi tvrdé drevá. Najviac kontaminované 
boli vzorky údené dymom zo smrekového dreva, čo zapríčinil zrejme vysoký obsah živíc, 
ktoré sú následne pri horení zdrojom veľkého množstva sadzí. Autori pozorovali aj zvýšenie 
koncentrácie PAU pri použití kombinácie jelša a borievka namiesto samotnej jelše, čo sa 
často aplikuje kvôli zvýrazneniu arómy výrobkov [62]. Iná štúdia [59] poukázala na to, že 
zvýšenie obsahu PAU v prípade zmesi viacerých druhov dreva oproti použitiu jedného druhu 
platí zrejme všeobecne pre akékoľvek zmesi, bez ohľadu na ich zloženie. 

Výsledky štúdie Stumpe-Viksna et al. [62] taktiež preukázali, že vhodným materiálom na 
produkciu dymu je i drevné uhlie, keďže takto údené produkty obsahovali približne rovnaké 
množstvo B[a]P ako produkty údené dymom z jelše a zároveň neobsahovali dibenzopyrény. 

Obsah PAU vo výslednom produkte závisí i od doby údenia. Duedahl-Olesen et al. [59] 
pozorovali nárast sumy SCF prioritných PAU počas údenia pstruha pri teplote generácie 
dymu 200 °C po dobu 45, 90, 150, 240 minút. Roseiro et al. [63] výrazne znížili obsah PAU v 
klobásach typu Chourico grosso modifikáciou procesu tradičného údenia, keď zaradením 
operácie sušenia skrátili čas údenia produktu. 

Taktiež bolo pozorované, že obsah PAU sa môže líšiť v závislosti od umiestnenia údených 
produktov v udiarni a teda od rozsahu ich expozície údiacemu dymu [53, 63]. Roseiro et al. 
[63] zároveň pozorovali, že v údených produktoch umiestnených bližšie k zdroju údenia 
a teda podrobených vyššej teplote sa zvyšuje rýchlosť penetrácie PAU dovnútra produktu 
a dochádza rýchlo k nastoleniu rovnovážneho stavu medzi vonkajšou vrstvou a vnútrom 
produktu. 
 
2.4.2 Charakter údenej potraviny 
Referovaný obsah PAU v údených mäsových výrobkoch je taký variabilný nielen kvôli rôzne 
nastaveným parametrom údiaceho procesu ale aj z dôvodu rozdielnych vlastností jednotlivých 
údených potravín. Veľkosť povrchu potraviny, ktorý je vystavený údiacemu dymu, vzhľadom 
k jej hmotnosti, zloženie potraviny (najmä z hľadiska obsahu tuku) a konečne charakter 
a úprava povrchu potraviny sú významné faktory ovplyvňujúce kontamináciu údených 
výrobkov PAU [64, 65, 66]. 

Pöhlman et al. [64] porovnávali obsah 15+1 EÚ prioritných PAU a derivátov fenolu 
(guajakol, 4-metylguajakol, syringol, eugenol, trans-isoeugenol) vo frankfurtských párkoch 
údených horúcim dymom v závislosti od použitého typu črievka. Párky s celulózovým 
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obalom mali po jeho odstránení najnižší obsah PAU (v priemere 1,98 µg/kg 15+1 EÚ 
prioritných PAU, 0,75 µg/kg 4 PAU a 0,09 µg/kg B[a]P). Párky vyrobené s použitím ovčích 
čriev obsahovali približne štyrikrát vyššie hodnoty 15+1 EÚ prioritných PAU i 4 PAU 
a šesťkrát vyššie hodnoty B[a]P. Autori analyzovali aj samotné celulózové obaly a vypočítali, 
že celulózové obaly počas údenia zachytili 61 % 4 PAU a 77 % B[a]P. Aj obsah derivátov 
fenolu závisel na type obalu. Najviac derivátov fenolu obsahovali párky v ovčích črevách, 
párky v kolagénových a celulózových obaloch asi o polovicu menej, avšak z 99 % tieto 
zlúčeniny prechádzali cez črievko dovnútra výrobku.  

Niektoré produkty obsahujú už prirodzene dobrú bariéru proti prestupu PAU do 
vnútorných častí potraviny. Príkladom môže byť slanina [65] a ryby [59] údené spolu 
s kožou. Tieto výrobky obsahovali vo svojom vnútri značne menej PAU ako podobné vzorky, 
u ktorých bola koža pred údením odstránená [65, 59]. 

Djinovic et al. [57, 65], analyzovali vzorky hovädzej a bravčovej šunky údené za 
rovnakých podmienok a s rovnakým pomerom povrchu k hmote. Napriek tomu hovädzia 
šunka obsahovala dvakrát viac PAU ako bravčová. Podobne Santos et al. [66] zistili vyšší 
obsah PAU v krvavých klobásach oproti mäsovým klobásam o rovnakom pomere povrchu 
k hmote. Autori predpokladali, že vyšší obsah PAU zapríčinil takmer dvojnásobný obsah tuku 
v krvavých klobásach, ktorý zrejme uľahčil vstup lipofilných PAU do produktu [66]. 

Za účelom zhodnotenia vplyvu obsahu tuku na kontamináciu údených produktov PAU, 
analyzovali Pöhlmann et al. [64] obsah PAU vo frankfurtských párkoch s obsahom tuku 10, 
20, 30 a 39 %. Koncentrácia B[a]P sa pohybovala od 0,28 µg/kg v párkoch s obsahom tuku 
10 % až po 1,37 µg/kg v párkach s 39 % tuku. Obsah derivátov fenolu dôležitých pre 
organoleptické vlastnosti údených produktov však na obsahu tuku nezávisel [64]. 

 
2.4.3 Vplyv environmentálnych faktorov a následných operácií po údení 
Obsah PAU v mäsových produktoch po skončení údenia nie je konštantná hodnota. Naopak, 
môže dochádzať k jeho zmenám v závislosti od environmentálnych faktorov a ďalších 
operácií, ktorým je potravina po zaúdení podrobená [45]. 

Šimko [45] sledoval koncentráciu B[a]P v sleďovi údenom horúcim dymom a následne 
umiestnenom na vzduchu a dennom svetle pri teplote 18 °C. Počas 7 dní experimentu 
pozoroval pokles obsahu B[a]P z 0,57 µg/kg na 0,12 µg/kg. Pokles koncentrácie však nebol 
lineárny, ako je typické pre fotolytické degradácie, pretože zároveň prebiehala aj difúzia 
B[a]P dovnútra produktu, kde sa stabilizoval, chránený pred pôsobením environmentálnych 
faktorov svetla a kyslíka [45]. Obsah B[a]P bol sledovaný aj vo fermentovanej saláme počas 
jej údenia, zrenia, sušenia a skladovania. Po skončení celého procesu bol zistený pokles B[a]P 
o 40 % oproti čerstvo zaúdenej saláme. Zmeny sa udiali v procese zrenia nasledujúcom hneď 
po údení. Pri sušení a úschove už k poklesu nedošlo, keďže B[a]P migroval dovnútra salámy, 
kde bol chránený pred vonkajšími vplyvmi [67]. Pokles obsahu PAU v údených výrobkoch 
zapríčinený ich fotolytickou degradáciou však nemusí byť len pozitívnym javom, keďže 
mnohé produkty oxidácie PAU vykazujú vyššiu toxicitu ako pôvodné zlúčeniny [45]. 
Ďalšie štúdie hodnotili vplyv varenia vo vode na obsah B[a]P v klobásach a párkach. Počas 

varenia klobás došlo k zníženiu koncentrácie B[a]P z 4,8 µg/kg na 1,9 µg/kg, pričom 
maximálny pokles nastal počas prvých 20 minút varenia. Dôvodom bol prechod tuku 
obsahujúceho PAU z klobásy do vody počas varenia, čo potvrdila aj koncentrácia 7,7 µg/kg 
B[a]P zistená vo vyvarenom tuku. U párkov žiadny pokles koncentrácie B[a]P nebol 
pozorovaný, keďže sú po údení, na rozdiel od klobás, podrobené vareniu v pare, kde 
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dochádza k odstráneniu prebytočného tuku a ďalšie varenie už nemá vplyv na obsah tuku 
a teda ani B[a]P. Navyše párky predstavujú jemnú homogénnu zmes, emulzný systém, kde je 
zvyškový tuk v rovnováhe ďalšími zložkami ako sú proteíny a voda a jeho odstránenie je o to 
náročnejšie [45]. 

Stumpe-Vīksna et al. [53] hodnotili ako vplýva na obsah PAU v údených sardinkách ich 
konzervovanie v rastlinnom oleji, V konzervovaných sardinkách analyzovaných oddelene od 
oleja pozorovali pokles koncentrácie B[a]P od 73 po 95 % oproti počiatočnému obsahu tejto 
látky v čerstvo vyúdených rybách. Analýza olejovej frakcie potvrdila migráciu B[a]P z rýb do 
nálevu. Autori zhodnotili, že človek konzumujúci len sardinky prijme asi o 56 % menšiu 
dávku B[a]P ako osoba konzumujúca sardinky spolu s nálevom [53]. 

Viacero štúdií potvrdilo schopnosť PAU migrovať do plastových obalov. Šimko et al. [45] 
uskutočnili niekoľko experimentov, ktoré preukázali, že prostredníctvom sorpcie PAU 
z rastlinných olejov a kvapalných údiacich preparátov do obalov z polyetylénu 
a polyetyléntereftalátu je možné účinne a veľmi jednoducho znížiť úroveň kontaminácie 
výrobku [45]. Za účelom zhodnotenia migrácie PAU do obalových materiálov z potravín 
v tuhom skupenstve bola zatiaľ publikovaná len jedna štúdia [68]. Chen et Chen [68] 
analyzovali obsah PAU vo vzorkách kože odobratej z pečenej kačice pred zabalením a po 
24 hodinovej úschove vzorky vo vákuovom balení z LDPE. V čerstvo upečenej koži 
detekovali tri karcinogénne PAU: B[a]A, B[b]F a B[a]P o koncentráciách 143,3; 3,7 a 3,5 
ng/g. Po 24 hodinách klesol obsah jednotlivých PAU v zabalenej koži na hodnoty 130; 1,7 
a 0,9 ng/kg a tieto PAU boli detekované v použitom obalovom materiále [68]. 
 
2.5 Stanovenie PAU v údených mäsových produktoch 

2.5.1 Izolácia PAU z mäsovej matrice 
Mäso a mäsové produkty patria k problematickým matriciam, pretože obsahujú veľké 
množstvo interferujúcich zlúčenín. Navyše PAU, ako lipofilné zlúčeniny, majú tendenciu 
difundovať nielen do nepolárnych častí vzorku ale tiež dovnútra tkanivových buniek vďaka 
existujúcemu koncentračnému gradientu. Z tohto dôvodu jednoduchá extrakcia PAU 
nepolárnym rozpúšťadlom väčšinou nepostačuje na získanie dostatočne vysokej výťažnosti 
[69]. Izolácia PAU z mäsových výrobkov sa tak stáva veľmi komplikovanou a náročnou 
na čas, spotrebu rozpúšťadiel i prístrojové vybavenie[4, 70]. 

Základný postup pri izolácii PAU z mäsových matríc vo všeobecnosti obsahuje extrakciu 
lipidickej frakcie, s ktorou sú PAU asociované a následnú purifikáciu tohto extraktu 
za účelom odstránenia lipidov, prípadne ďalších koextrahovaných látok [70]. Staršie 
extrakčné postupy, najmä saponifikácia vzorky s následnou niekoľkonásobnou extrakciou 
PAU rozpúšťadlom ale aj Soxhletova extrakcia, sú dnes často nahrádzané automatizovanými 
technológiami umožňujúcimi oveľa rýchlejšiu extrakciu, menšiu spotrebu rozpúšťadla 
a v niektorých špeciálnych prípadoch aj selektívnu extrakciu bez nutnosti ďalšej purifikácie 
získaného extraktu [4, 70]. 
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Zmydeľňovanie a následná extrakcia PAU nepolárnym rozpúšťadlom 

Ako už bolo spomenuté, jednoduchá extrakcia nepolárnym rozpúšťadlom väčšinou nie je 
postačujúca pre izoláciu PAU z mäsových vzoriek. Klasické izolačné postupy preto navyše 
obsahujú úvodný krok založený na súčasnej hydrolýze mäsových proteínov a lipidov 
prostredníctvom alkoholického roztoku hydroxidu. To umožňuje prerušenie väzieb medzi 
PAU a vysokomolekulárnymi štruktúrami vzorky [69] a zároveň aj separáciu PAU od lipidov, 
keďže pri následnej extrakcii PAU do nepolárneho rozpúšťadla ostanú zmydeľnené mastné 
kyseliny vo vodnej fáze [4, 70]. 

Celý postup obsahuje niekoľko krokov. Prvým je homogenizácia vzorky [71, 72], pričom 
homogenizácia s pieskom a podobnými materiálmi sa neodporúča, keďže niektoré PAU sú 
schopné adsorbovať sa na takéto matrice [7]. Homogenizovaná vzorka je následne spolu 
s vodno-alkoholickým roztokom KOH o zložení metanol [72], prípadne etanol [71], a voda 
v pomere 9:1 zahrievaná pod refluxom [71, 72]. Čas zmydeľňovania sa pohybuje od 2 do 
4 hodín a závisí od charakteru vzorky, chudé mäso sa zmydeľňuje kratšie ako tukové 
a kolagén obsahujúce tkanivá [69]. Zo zmesi sú PAU izolované niekoľkonásobnou extrakciou 
nepolárnym rozpúšťadlom, pričom zmydeľnené mastné kyseliny ostanú vo vodnej fáze. 
Najčastejšie sa používa n-hexán [72], prípadne cyklohexán [71]. Výsledný extrakt je 
vysušený pridaním bezvodého Na2SO4 a zahustený na vákuovej rotačnej odparke [71, 72]. 
Na izoláciu PAU je možné použiť aj Soxhletov extraktor pre extrakciu tuku. Chen et al. [73] 
s jeho využitím extrahovali PAU z lyofilizovanej vzorky metanolom a zároveň, pridaním 
roztoku KOH k metanolu umožnili aj súčasné zmydeľnenie lipidov [71]. Soxhletova extrakcia 
dichlórmetánom alebo n-hexánom, často kombinovaná so zmydeľnením ako purifikačným 
krokom, je aj dnes veľmi využívaná, najmä pre extrakciu PAU z rýb, napriek jej časovej 
náročnosti a veľkej spotrebe rozpúšťadla [4]. 

Na druhej strane, použitie alkoholu môže spôsobovať interferenčné problémy vo finálnej 
analýze, pretože počas zmydeľňovania môže dochádzať i k syntéze metylesterov z mastných 
kyselín a metanolu, ktoré sa potom ťažko odstraňujú z frakcie PAU. Zároveň, vplyvom 
súčinnosti alkalických podmienok, kyslíka a svetla môžu niektoré PAU degradovať. 
Odporúča sa preto prídavok Na2S ako antioxidantu a použitie tmavého skla [69]. 

Niekedy, ak sa jedná o hydrolýzu tukového tkaniva, môžu byť do nepolárneho rozpúšťadla 
extrahované aj lipoproteíny. Ich odstránenie potom vyžaduje, ešte pred samotnou 
purifikáciou, jednokrokové alebo dvojkrokové rozdeľovanie medzi polárne a nepolárne 
rozpúšťadlo alebo vyzrážanie roztokom Na2WO4 [69]. Na konečnú purifikáciu vzorky pred 
analýzou sa používa kolónová chromatografia, pričom náplň kolóny tvorí najčastejšie Florisil, 
prípadne silikagel, alumina alebo Celite [69, 73]. Použité bolo aj prečistenie pomocou SPE 
na Isolute aminopropyl a C18 kolónkach [71]. Ďalšou možnosťou je aplikácia gélovej 
permeačnej chromatografie [69]. 

Novú metódu pre izoláciu PAU publikovali Janoszka et al. [74]. Mäsovú vzorku alkalicky 
hydrolyzovali prostredníctvom homogenizácie so studeným 1 M roztokom NaOH. Vzniknutú 
suspenziu zmiešali s kremelinou Extrelut a zmes bola umiestnená do SPE kolónky, ktorá bola 
pripojená na ďalšiu kolónku plnenú propylsulfónovou kyselinou (PRS-SPE). To umožnilo 
zachytiť dusíkaté heterocyklické kontaminanty. PAU boli eluované dichlórmetánom a 
nakoniec purifikované na kolóne s náplňou z deaktivovaného silikagelu [74]. 
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Extrakcia podporená ultrazvukom (USAE) 

Extrakcia rozpúšťadlom podporená ultrazvukom patrí medzi metódy veľmi často používané 
pri izolácii PAU z tuhých matríc. Chen et al. [73] extrahovali PAU z lyofilizovaného mäsa 
dichlórmetánom resp. n-hexánom za podpory ultrazvuku počas 30 minút, získaný extrakt 
filtrovali cez bezvodý Na2SO4 a prečistili na kolóne s Florisilom. Túto metódu porovnali 
s extrakciou PAU prostredníctvom Soxhletovej aparatúry so zahrnutým zmydeľnením vzorky 
roztokom KOH. Aj keď výťažnosti obidvoch extrakčných techník boli podobné, s použitím 
Soxhletovej extrakcie boli vo vzorke detekované niektoré PAU, ktoré pri použití ultrazvuku 
neboli zistené. Autori preto zhodnotili, že ultrazvuk nepostačuje na rozrušenie komplexov, 
aké tvoria niektoré PAU s lipidmi alebo proteínmi vzorky a preto pre mäsové matrice 
odporučili použitie saponifikačného kroku. Napriek tomu, extrakcia podporená ultrazvukom 
výrazne znižuje extrakčný čas aj spotrebu rozpúšťadla a autori ju odporučili ako vhodnú 
techniku pre extraciu PAU z rastlín a pôdy [73]. 

Viegas et al. [75] extrahovali PAU n-hexánom za podpory ultrazvuku počas 1 hodiny 
z grilovaného mäsa a rýb, získanú zmes prefiltrovali a purifikovali pomocou SPE na kolónke 
s náplňou zo silikagelu. Túto metódu porovnali s technikou obsahujúcou saponifikačný krok, 
ktorá bola opísaná Janoszka et al. [74]. Pri použití ultrazvuku kvantifikovali všetkých 15 
sledovaných PAU, kým pomocou druhej metódy len 8 zo všetkých sledovaných PAU. 
Zároveň použitie ultrazvuku poskytlo lepšiu reprodukovateľnosť a vyššie výťažnosti. Dost et 
Đdeli [76] použili pre extrakciu PAU prostredníctvom ultrazvuku toluén po dobu 45 minút 
a prefiltrovanú vzorku prečistili na kolóne so zmesou silikagelu a aluminy v pomere 1:1. 
Výťažnosť a reprodukovateľnosť metódy zhodnotili ako dostatočnú pre určenie PAU 
nachádzajúcich sa v potravinách na úrovni µg/l [76]. 
 
Extrakcia podporená mikrovlnným žiarením (MAE) 

Princíp MAE spočíva vo využití mikrovlnného žiarenia na ohrev vzorky a rozpúšťadla počas 
extrakcie. Frekvencia mikrovlnného žiarenia sa pohybuje od 0,3 do 300 GHz, čo zodpovedá 
vlnovým dĺžkam od 100 až do 1 cm [77]. 

Ohrievanie látok je založené na priamom pôsobení mikrovĺn na molekuly a ióny 
prostredníctvom ich iónovej vodivosti a orientačnej polarizácie. Ohrev preto závisí len na 
type zahrievanej látky. Konkrétne, polárne molekuly a ióny látok v kvapalnom skupenstve 
silne absorbujú mikrovlnné žiarenie a zahrievajú sa jeho pôsobením, pretože majú stály 
dipólový moment. Nepolárne rozpúšťadlá sa po aplikovaní mikrovlnného žiarenia 
nezahrievajú. Pre každú látku je zároveň optimálna iná hodnota frekvencie [77]. 

V súčasnosti sa vyrábajú buď pece, kde je mikrovlnné žiarenie náhodne rozptýlené 
po celom vnútornom priestore a vzorka je ožiarená rovnomerne alebo pece s fokusovaným 
žiarením, ktoré je zacielené na vyhradenú oblasť. Prvý typ sa väčšinou prevádzkuje 
za vysokého tlaku, zatiaľ čo ten druhý pri atmosférickom tlaku i keď môže byť použitý aj pri 
zvýšených tlakoch. Podľa toho, či systémy pracujú pri atmosférickom alebo vyššom tlaku sa 
rozdeľujú na otvorené a uzavreté [77]. 

MAE je často využívaná pre extrakciu PAU zo vzoriek pôdy, jej aplikácia na potravinové, 
konkrétne mäsové matrice, nie je príliš bežná. Purcaro et al. [78] optimalizovali MAE 
techniku pre extrakciu PAU na tradičnej talianskej údenej klobáse Pitina, ktorá bola 
prirodzene kontaminovaná. Ako extrakčné činidlo zvolili n-hexán, keďže na rozdiel od zmesi 
n-hexán:acetón poskytoval čistejší extrakt s menším obsahom koextrahovaných polárnych 
látok. Hexán je nepolárny, pôsobením mikrovĺn sa nezahrieva, preto na jeho zahriatie využili 
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tyčinku z uhlíkovej černe enkapsulovanej v sklenenom obale, ktorá silne absorbuje 
mikrovlny. Ďalšie optimalizované extrakčné podmienky zahŕňali 2 g lyofilizovaného vzorku, 
objem rozpúšťadla 20 ml, teplotu 115 °C a čas 15 minút. Keďže pre väčšinu sledovaných 
PAU neboli zistené výrazné zmeny v koncentrácii pri zmene extrakčných podmienok, autori 
usúdili, že PAU sú viazané len povrchovo na štruktúry mäsa, keďže pre ich extrakciu 
postačovali len relatívne mierne podmienky. Purifikácia bola uskutočnená pomocou SPE 
na kolóne plnenej silikagelom. Oproti extrakcii podporenej ultrazvukom preukázalo MAE 
pre väčšinu PAU výrazne lepšiu účinnosť [78]. 

Ramalhosa et al. [79] vybrali pre extrakciu PAU prostredníctvom MAE ako rozpúšťadlo 
acetonitril, ktorý sa, ako polárna látka, mikrovlnami dobre ohrieva. Zároveň, keďže je 
súčasťou mobilnej fáze v HPLC analýze, nie je po skončení extrakcie nutná výmena 
rozpúšťadla, čo redukuje straty vzorku počas jeho prípravy. Optimalizované podmienky ďalej 
obsahovali 20 minút extrakcie pri teplote 110 °C s 20 ml rozpúšťadla. Autori, na rozdiel 
od iných štúdií, zhodnotili, že okrem filtrácie extraktu už nie je potrebný ďalší purifikačný 
krok [79]. Zhang et al. [80] spojili extrakciu MAE so saponifikáciou vzorky. Vzorku najprv 
zahrievali spolu s KOH v zmesi etanolu a vody (9:1) pri teplote 60 °C a kontinuálnom 
miešaní. Zmes potom spolu s 10 ml cyklohexánu podrobili MAE (10 minút a 100 °C). 
Prostredníctvom MAE autori dosiahli vyššie výťažnosti ako pri extrakcii kvapalinou 
a extrakcii podporenej ultrazvukom. 

Ako vyplýva z uvedeného, MAE umožňuje extrakciu pri vyšších teplotách, čo urýchľuje 
transport hmoty z matrice vzorky a teda výrazne redukuje čas i spotrebu rozpúšťadla oproti 
tradičným metódam [77]. Zároveň často vykazuje lepšiu reprodukovateľnosť a vyššiu 
výťažnosť ako tradičné metódy [78, 80]. 

 
Superkriticko-fluidná extrakcia (SFE) 

SFE predstavuje zaujímavú alternatívu k rozpúšťadlovým extrakciám. Vlastnosti 
superkritickej tekutiny, ktoré sú na rozhraní plynu a kvapaliny, uľahčujú jej difúziu 
do matrice vzorky a urýchľujú extrakciu. Ako superkritická tekutina sa najčastejšie používa 
CO2. Má pomerne nízke superkritické podmienky teploty a tlaku (30,9 °C a 7,4 MPa), je 
relatívne lacný, nehorľavý, inertný, netoxický a neznečisťuje životné prostredie. Pri normálnej 
teplote a tlaku je plynný, takže po skončení extrakcie je ho možné oddeliť od extrahovaných 
látok jednoduchým znížením tlaku na atmosferický. CO2 je nepolárna zlúčenina, sama o sebe 
vhodná len pre extrakciu nepolárnych látok. Zmena polarity superkritického fluida pridaním 
polárneho modifikátora (metanol) však umožňuje jeho využitie aj pre extrakciu polárnych 
zlúčenín [81]. 

Zmenou tlaku a teploty je možné meniť vlastnosti seperkritického fluida. Zvýšenie teploty 
(pri konštantnom tlaku) znižuje hustotu superkritického fluida a teda aj jeho rozpúšťaciu silu. 
Zároveň zvyšuje tlak pár látok, ktoré sa extrahujú, čím sa zlepšuje ich tendencia prechádzať 
do plynného stavu. Avšak závažnejší parameter je extrakčný tlak, ktorého zmeny sa používajú 
na ladenie selektivity. Platí, že čím je tlak vyšší, tým je väčšia sila rozpúšťadla a menšia 
extrakčná selektivita superkritického fluida [81]. 

SFE sama o sebe nie je selektívna extrakčná technika a pri izolácii PAU vyžaduje také 
purifikačné postupy ako aj iné metódy. Avšak jej zaujímavé vylepšenie kombinujúce 
extrakciu PAU spolu s odstránením lipidov v jednom kroku priniesli Ali et Cole [82]. 
Homogenizovanú vzorku údeného mäsa pred extrakciou superkritickým CO2 zmiešali s C18 
sorbentom, ktorý následne počas extrakcie zachytil lipidy. V porovnaní s SFE bez sorbentu 
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bolo novou metódou prepustených len 11 až 17 % z pôvodného obsahu lipidov a PAU mohli 
byť kvantifikované bez ďalšieho purifikačného kroku [80]. Napriek sľubným výsledkom 
štúdie Ali et Cole [82] sa však aplikácia SFE v extrakcii PAU z tuhých potravinových matríc 
veľmi neujala [4]. 

 
Urýchlená extrakcia rozpúšťadlom (ASE) 

ASE v súčasnosti predstavuje jednu z najčastejšie využívaných metód na extrakciu PAU 
z tuhých vzoriek [5, 83]. Pomocou vysokej teploty až do 200 °C a zodpovedajúcich tlakov do 
20 MPa umožňuje výrazne urýchliť extrakciu látok z tuhých matríc kvapalnými 
rozpúšťadlami [5]. 

Túto metódu prvýkrát uviedla spoločnosť Dionex corporation v roku 1995 ako Accelerated 
Solvent Extraction Technology (ASE). V súčasnosti je známa pod rôznymi menami ale 
najčastejšie sa využívajú označenia označenia ASE (Accelerated solvent extraction) a PLE 
(Pressurized liquid extraction) [5, 83]. 

Hlavným faktorom ovplyvňujúcim selektivitu a účinnosť ASE je teplota. Napomáha 
pri rušení interakcií medzi cieľovým analytom a matricou vzorky, zároveň pomáha 
pri znižovaní aktivačnej energie potrebnej pre desorpčný proces analytu z matrice. Zvýšenie 
teploty znižuje povrchové napätie rozpúšťadla, čím sa zlepšuje zmáčanie vzorky a uľahčuje 
rozpúšťanie analytu. Zároveň dochádza k poklesu viskozity rozpúšťadla a teda k zlepšeniu 
jeho schopnosti penetrovať dovnútra matrice. To všetko poskytuje väčšiu difúznu rýchlosť, 
lepší transport hmoty molekúl cieľového analytu do rozpúšťadla a v konečnom dôsledku 
značne urýchľuje proces extrakcie. Na druhej strane, pri vysokých teplotách klesá selektivita 
extrakcie a zvyšuje sa množstvo koextrahovaných látok. Úlohou vysokých tlakov je 
predovšetkým udržať rozpúšťadlo pod jeho kritickým bodom a teda v kvapalnom stave [83]. 

ASE je plne automatizovaná extrakčná technológia. Pred plnením do nerezových 
extrakčných ciel je však nutné vzorku upraviť, konkrétne preosiatím alebo rozomletím, 
pretože menšia veľkosť častíc zlepšuje difúziu analytu do rozpúšťadla. Ak sa na extrakciu 
používajú nepolárne rozpúšťadlá, obsah vody vo vzorke môže výrazne znížiť účinnosť 
extrakcie, preto je nutné vzorku pred extrakciou vysušiť, najčastejšie zmiešaním vhodného 
vysúšadla so vzorkou. Účinnosť extrakcie môže zhoršovať i agregácia častíc vzorku, preto sa 
využíva disperzia vzorky s inertným materiálom [5, 83]. 

Pre ASE je typické statické usporiadanie, kedy sa extrakčný proces skladá z jedného alebo 
viacerých cyklov. V každom cykle je rozpúšťadlo a vzorka udržiavané pri konštantnej teplote 
a tlaku, pričom výmena rozpúšťadla prebieha medzi cyklami. Dĺžka jedného cyklu sa 
pohybuje od 5 do 15 minút. Po skončení posledného cyklu sa systém preplachuje inertným 
plynom. Použitie niekoľkých cyklov tak umožňuje dosiahnuť úplnú extrakciu, ktorá by kvôli 
limitovanému objemu rozpúšťadla nebola možná v jednom cykle [83]. 

ASE nie je selektívna extrakčná technika, takže surový extrakt je napriek dobrej 
optimalizácii celého procesu po skončení extrakcie znečistený vysokomolekulárnymi 
zložkami vzorky. Rovnako dôležitou ako samotná extrakcia sa tak stáva aj následná úprava 
surového extraktu [5, 83]. 

Na extrakciu PAU z mäsových vzoriek použili ASE prvýkrát Wang et al. v roku 1999 [6]. 
Ako vhodné extrakčné činidlo, ktoré poskytovalo dobré výťažnosti PAU a zároveň najmenšie 
množstvo koextrahovaných lipidov zvolili zmes dichlórmetánu a acetonitrilu v pomere 9:1. 
Homogenizovanú vzorku pre plnením do extrakčných ciel vysušili zmiešaním s Na2SO4 
a dispergovali so sorbentom Supelclean LC-18. Odstránenie koextrahovaných lipidov 
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z extraktu klasickou saponifikáciou zhodnotili ako nedostatočné a preto za týmto účelom 
použili kyslé ošetrenie s 9 M kyselinou sírovou a následné prečistenie oddelenej organickej 
vrstvy kolónovou chromatografiou na Florisile. Výťažnosti získané pomocou ASE boli 
porovnateľné alebo lepšie ako tie získané pomocou Soxhletovej extrakcie (pri použití 
rovnakého purifikačného postupu). Použitie ASE zároveň redukovalo spotrebu rozpúšťadla na 
20-30 ml pre jednu vzorku a extrakčný čas predstavoval len 10 až 20 minút [6]. 

Naproti tomu, Martínez et al. [84] zhodnotili práve alkalickú saponifikáciu (0,5 M KOH 
počas 4 hodín pri 80 °C alebo 6 M KOH počas 24 hodín pri pokojovej teplote) ako dostatočnú 
na prečistenie surového extraktu pri izolácii PAU z lastúrnikov. Použili však odlišné 
extrakčné rozpúšťadlo (zmes n-hexánu a dichlórmetánu v pomere 1:1). Len v niektorých 
prípadoch boli nútení následne použiť aj SPE na kolónkach s náplňou z aluminy. Martínez 
et al. [84] zároveň porovnávali ASE so Soxhletovou extrakciou a USAE. ASE poskytla 
najvyššie výťažnosti a zároveň umožnila spätne izolovať všetky sledované PAU. USAE 
poskytla podobné výsledky, aj keď s menšou opakovateľnosťou. Prekvapujúco, práve 
Soxhletova extrakcia mala najhoršie výťažnosti a opakovateľnosť [84]. 

Naopak, v podobnej štúdii sledujúcej účinnosť ASE pri extrakcii PAU z rybieho tkaniva, 
Jánská et al. [85] zhodnotili, že výsledky získané pomocou ASE nie sú príliš odlišné od tých 
dosiahnutých pomocou klasických techník USAE a Soxhletovej extrakcie. Autori ako 
extrakčné rozpúšťadlo použili zmes n-hexánu a acetónu a surový extrakt prečistili gélovou 
permeačnou chromatografiou. Napriek všeobecnému predpokladu, že na extrakciu 
hydrofóbnych látok je vhodnejšie použiť nepolárne rozpúšťadlo, pre extrakciu PAU 
z hydrofilnejších vzoriek, akými sú aj ryby, odporučili polárnejšiu zmes extrakčných činidiel 
(zmes hexánu a acetónu v pomere 1:1 oproti hexánu a acetónu v pomere 4:1), obsahujúcu aj 
s vodou miešateľné rozpúšťadlo, ktoré umožňuje lepšie zmáčanie a penetráciu rozpúšťadla 
do matrice vzorky [85]. 

Jíra et al. [7] vyvinuli metódu s využitím ASE vhodnú pre izoláciu vysokomolekulárnych 
PAU so 4 až 6 benzénovými kruhmi z údených mäsových výrobkov a kvapalných údiacich 
preparátov. Pred plnením do extrakčných ciel vzorku vysušili zmiešaním s poly(acrylic acid), 
partial sodium salt-graft-poly(ethylene oxide). Podmienky ASE boli nasledovné: 100 °C 
a 10 MPa, pričom boli vykonané 2 statické cykly, každý o dĺžke trvania 10 minút. Ako 
extrakčné činidlo použili autori n-hexán. Výhodou metódy bolo odstránenie koextrahovaných 
lipidov bez nutnosti časovo náročnej a pracnej saponifikácie. Za týmto účelom autori využili 
gelovú permeačnú chromatografiu s náplňou Bio-Beads S-X3, pričom PAU boli eluované 
zmesou cyklohexánu a etylacetátu v pomere 1:1. Polárne kontaminanty potom odstránili 
pomocou kolónovej chromatografie na silikagele [7], respektíve, v ďalších štúdiách využili 
SPE na kolónkach s rovnakou náplňou [50]. 

Ako už bolo spomenuté izolácia PAU z mäsových matríc vyžaduje po extrakcii väčšinou 
zložitý purifikačný proces na odstránenie tuku a ďalších zlúčenín, ktoré môžu interferovať 
počas finálnej analýzy. Lund et al. [86] vyvinuli novú metódu, ktorá umožnila extrakciu i 
odstránenie tuku v jednom kroku. To bolo dosiahnuté pridaním vhodného sorbentu 
zadržiavajúceho tuky priamo do extrakčnej cely. Autori testovali niekoľko sorbentov 
(silikagel, silikagel impregnovaný kyselinou sírovou, aluminu, florisil) za účelom dosiahnutia 
čo najväčšej čistoty extraktu a zároveň dostatočnej výťažnosti sledovaných PAU. Ako 
najlepší sorbent vybrali silikagel aktivovaný záhrevom pri teplote 130-140 °C počas noci. 
Postup plnenia extrakčných ciel bol nasledovný: celulózový filter, silikagel, vzorka 
homogenizovaná s poly(acrylic acid), partial sodium salt-graft-poly(ethylene oxide), Ottawa 
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sand a opäť celulózový filter. Čo sa týka množstva sorbentu, do cely pridali vždy 18 g 
silikagelu a také množstvo vzorky, aby pomer tuku a sorbentu bol 0,025. Na záver však 
zdôraznili, že toto nie je možné bezo zmeny aplikovať na všetky dostupné veľkosti 
extrakčných ciel a rôzne druhy ASE systémov, keďže účinná zádrž tuku závisí i od výšky 
vrstvy sorbentu v danom type cely a teda je nutné uskutočniť vlastnú optimalizáciu pre každý 
ASE systém [86]. 

 
2.5.2 Chromatografická identifikácia PAU  
Kvapalinová chromatografia 

Využitie HPLC v analýze PAU má niekoľko výhod. V prvom rade umožňuje dobré rozlíšenie 
jednotlivých izomérov. Pri použití kolóny s reverznou fázou môžu byť na základe retenčných 
časov stanovené molekulárne hmotnosti PAU, pričom je možné analyzovať aj zlúčeniny 
s veľkou molekulovou hmotnosťou. Nakoniec, HPLC prebieha väčšinou pri nízkych 
teplotách, takže nehrozí termická dekompozícia analytov [69]. 

Pre separáciu PAU pomocou HPLC sa dnes využívajú kolóny so špeciálne pre tento účel 
navrhnutou reverznou chemicky viazanou C18 stacionárnou fázou. Ich dĺžka sa pohybuje od 
100 do 250 mm, priemer od 3 do 4,6 mm. Náplň má častice veľkosti 3 až 5 µm [70]. 

Ako mobilná fáza sa väčšinou využíva zmes acetonitrilu a vody za izokratických 
podmienok, kde obsah rozpúšťadla predstavuje 84 [34], 80 [76], prípadne 75 % [72]. 
V prípade súčasnej analýzy väčšieho počtu PAU, napr. 15+1 EÚ prioritných PAU, je však už 
nutné použiť gradient mobilnej fáze [70]. Najčastejšie sa využíva gradient začínajúci na 50 až 
60 % acetonitrilu a lineárne klesajúci k 100 % rozpúšťadla [70, 66, 73, 75]. V prípade 
15+1 EÚ prioritných PAU je niekedy nutné použiť i zložitejší viackrokový gradient, pretože 
rozlíšenie niektorých párov píkov može byť inak dosť obtiažne. Jedná sa najmä o dvojice 
P a B[c]F, B[j]F a B[e]P, DB[a,h]A a B[g,h,i]P [70]. 

Ako mobilnú fázu je možné použiť aj zmes metanolu a vody, čo síce vedie k zníženiu ceny 
analýzy vzhľadom k nižšej cene metanolu, avšak zároveň spôsobuje aj horšie rozlíšenie píkov 
a predĺženie analýzy. Zverejnená bola alternatívnu metóda s gradientom zostaveným z troch 
rozpúšťadiel 75% metanolu (vo vode), 100% metanolu a 100% etylacetátu. Použitie 
etylacetátu pritom zlepšilo rozlíšenie DB[a,h]A a B[g,h,i]P [75]. 

Detekcia a kvantifikácia PAU môže byť uskutočňovaná pomocou UV alebo fluorescenčnej 
detekcie. UV detekcia má nižšiu selektivitu, citlivosť a prináša väčšiu možnosť interferencií, 
najmä pri analýze PAU pochádzajúcich z komplexných matríc [4]. Napriek tomu existujú i 
štúdie s využitím UV-Vis detektora pre stanovenie PAU, pričom sa využíva absorbcia UV 
svetla o vlnovej dĺžke 254 nm, ktorá vykazuje najlepšiu linearitu pre väčšinu PAU [76]. 
Využitie fluorescenčného detektora (FLD) je však oveľa bežnejšie. Vo všeobecnosti možno 
pomocou neho určiť koncentrácie najmenej 100 krát nižšie ako pri použití UV detektora [26]. 
Fluorescenčný detektor zároveň umožňuje nastaviť zmenu excitačných a emisných vlnových 
dĺžok počas analýzy, takže každá zlúčenina môže byť detekovaná pri takých vlnových 
dĺžkach, pri ktorých dáva najlepší signál, čo výrazne napomáha znížiť limit detekcie 
[4, 69, 70]. 

Fluorescenčný detektor však vykazuje nedostatok selektivity v prítomnosti alkylovaných 
PAU, ktoré sa považujú za hlavné nečistoty frakcie PAU a majú podobné fluorescenčné 
odpovede ako nesubstituované PAU [4, 69]. Ďalšou nevýhodou je nemožnosť použitia 
izotopicky značených zlúčenín pretože FLD ich nemôže odlíšiť od pôvodných PAU. Ako 
alternatíva sa využíva napr. benzo[b]chryzén alebo deuterované PAU, ktoré sú 
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chromatogaficky separovateľné [4]. Navyše, niektoré PAU neposkytujú dostatočnú 
fluorescenciu a preto sa využíva zapojenie FLD aj UV-Vis detektora v sérii. Medzi 
nefluoreskujúce alebo len slabo fluoreskujúce zlúčeniny patrí CPP a ľahké PAU naftalén, 
acenaftén, acenaftylén a fluorén [4, 70]. 

Hoci FLD je najviac používaný detektor v analýze PAU pochádzajúcich z potravinových 
vzoriek, v poslednom čase sa zvyšuje i využitie hmotnostného spektrometra, avšak zatiaľ 
najmä v analýze environmentálnych (voda, pôda) alebo biologických vzoriek. Vďaka 
nepolárnemu charakteru PAU sa ako ionizačné techniky využíva chemická ionizácia 
za atmosférického tlaku alebo fotoionizácia [4, 70]. 
 
Plynová chromatografia 

V analýze PAU sa dnes využíva prakticky výhradne plynová chromatografia s hmotnostným 
spektrometrom ako detektorom (GC-MS). Oproti HPLC-FLD má niektoré výhody, najmä čo 
sa týka rozlíšenia. Plynová chromatografia poskytuje výborné chromatografické rozlíšenie 
a hmotnostný spektrometer vysokú selektivitu a informácie o štruktúre zlúčeniny. GC-MS 
umožňuje aj stanovenie málo fluoreskujúcich PAU a rozlíšenie alkylovaných derivátov 
od nesubstituovaných zlúčenín [4]. 

Avšak kvôli niekoľkým skupinám PAU, ktoré môžu byť koeluované sa nie vždy GC-MS 
považuje za absolútnu metódu. Kritické sú najmä skupiny: (1) antracén a fenantrén, (2) CHR 
a trifenylén, (3) CPP, B[a]A a CHR, (4) B[b]F, B[j]F a B[k]F, (5) DB[a,h]P a DB[a,c]A, (6) 
DB[a,h]A a IP [4, 70]. Ich rozlíšenie závisí na charaktere stacionárnej fáze a preto je výber 
vhodnej kolóny významný faktor celej analýzy [4, 70]. 

Najviac používané kolóny pre analýzu organických kontaminantov majú stacionárnu fázu 
založenú na 5% fenyl-95% metylpolysiloxáne (HP-5, HP-5ms). Avšak ich použitie v analýze 
ťažkých PAU, najmä dibenzopyrénov, je problematické, pretože tieto látky vykazujú silné 
interakcie so stacionárnou fázou, čo vyvoláva rozširovanie píkov a zhoršenie citlivosti. Pre 
ich rozlíšenie sa preto odporúčajú skôr kolóny s polárnejšou stacionárnou fázou [4]. 

Dôležitú úlohu zohráva aj nástrek vzorky, pretože PAU majú vysoké body varu. 
Najčastejšie sa využíva priame dávkovanie bez delenia vzorky, pričom k jej vypareniu 
dochádza pred kolónou. Používa sa aj teplotne programované vyparovanie a dávkovanie na 
kolónu za studena [4, 70]. 

Ako ionizačný zdroj sa v GC-MS využíva elektrónová ionizácia. Napriek tomu, že sa jedná 
o vysokoenergetickú ionizáciu, počet produkovaných fragmentov je veľmi nízky a tvoria sa 
najmä molekulárne ióny([M–H]+ alebo [M–2H]+). Tie sú taktiež veľmi stabilné a len ťažko sa 
ďalej fragmentujú. Preto sa na zvýšenie selektivity neaplikuje tandemové zapojenie dvoch 
hmotnostných spektrometrov (MS/MS). Ako analyzátor sa používa kvadrupólový analyzátor 
pracujúci v móde monitorujúcom jeden ión (SIM). Ďalsie analyzátory ako iónová pasca alebo 
trojitý kvadrupól sa používajú len zriedkavo [4, 70]. 

 
2.5.3 Európska legislatíva 
Odber vzorku, jeho úprava a konečne aj samotná analýza sa významnou mierou podieľajú 
na spoľahlivom určení obsahu PAU v potravinách. Zároveň so zavedením maximálneho 
legislatívneho limitu pre obsah B[a]P v niektorých potravinách, boli preto stanovené aj 
všeobecné kritériá pre odber vzoriek a metódy stanovenia tejto látky. Tieto požiadavky boli 
uvedené v Nariadení Komisie (ES) č. 333/2007 [87] Po zavedení nového maximálneho 
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legislatívneho limitu aj pre sumu 4 PAU bolo toto nariadenie zmenené a doplnené 
Nariadením Komisie (ES) č. 836/2011 [88]. 

Požiadavky pre odber vzoriek sa líšia podľa typu a váhy dávky, z ktorej sa vzorka odoberá. 
Každá dávka sa pritom musí vzorkovať oddelene. Veľké dávky je nutné rozdeliť na menšie, 
presne definované časti, ktoré sa následne taktiež vzorkujú oddelene. V nariadení sa uvádza 
minimálny počet čiastkových vzoriek, ktoré je nutné odobrať z rôznych miest dávky alebo 
časti dávky. Až spojením čiastkových vzoriek a homogenizáciou výslednej vzorky sa získava 
materiál pre analýzu. Pri odbere vzoriek sa vyžaduje, pokiaľ je to možné, nepoužívať plastové 
nádoby, prípadne sa aspoň vyhnúť ich priamemu kontaktu so vzorkou [88]. 

Počas prípravy vzorky pre stanovenie PAU je dôležité zabrániť jej kontaminácii, takže 
všetky nádoby je pred použitím nutné vypláchnuť acetónom alebo hexánom vysokej čistoty. 
Všetky prístroje a zariadenia prichádzajúce so vzorkou do styku by mali byť vyrobené 
z inertných materiálov ako hliník, sklo a leštená nehrdzavejúca oceľ. Je potrebné vyhnúť sa 
plastovým matriálom, pretože môžu adsorbovať príslušné látky [88]. 

Európska Komisia nestanovila žiadnu oficiálnu metódu, ktorá by mala byť povinne 
využívaná v kontrolných laboratóriách pre stanovenie PAU. Určila len podmienky, ktoré by 
mali dané metódy spĺňať, čím sa zaručí, že všetky laboratóriá budú využívať techniky 
s porovnateľnou výkonnosťou. Odporúča sa použitie úplne validovaných metód, teda takých, 
ktoré boli validované medzilaboratórnou skúškou. Je možné využiť aj interne validované 
metódy, musia však spĺňať kritériá účinnosti dané Nariadením Komisie 836/2011 [88]. 
Zároveň sa v tomto prípade musí, pokiaľ je to možné, použiť pri validácii certifikovaný 
referenčný materál. Kritériá účinnosti zahŕňajú limt detekcie (LOD), limit kvantifikácie 
(LOQ), výťažnosť, špecifickosť, reprodukovateľnosť a opakovateľnosť (Tabuľka 4). Získané 
analytické výsledky sa musia prepočítavať na výťažnosť a uvádzať v tvare x ± U, kde x je 
výsledok a U rozšírená neistota merania s využitím faktora rozšírenia 2, ktorý vedie k úrovni 
spoľahlivosti približne 95 % [88]. 

 
Tabuľka 4 Kritériá účinnosti pre metódy analýzy polycyklických aromatických uhľovodíkov. 

Uplatňujú sa na B[a]P, B[a]A, B[b]F a CHR [88]. 

Parameter Kritérium 
Použiteľnosť Potraviny špecifikované v Nariadení (ES) č. 

1881/2006 
Špecifickosť Bez matricových alebo spektrálnych 

interferencií, overenie pozitívnej detekcie 
Opakovateľnosť (RSDr) HORRAT menej ako 2 
Reprodukovateľnosť (RSDR) HORRAT menej ako 2 
Výťažnosť 50-120 % 
LOD ≤ 0,3 µg/kg pre každú zo 4 látok 
LOQ ≤ 0,9 µg/kg pre každú zo 4 látok 
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3 CIELE PRÁCE 

1. Zvládnuť moderné izolačné techniky pre stanovenie polycyklických aromatických 
uhľovodíkov 

2. Experimentálne overiť účinnosť prístroja Accelerated solvent extraction v stopovej 
analýze 

3. Študovať vplyv použitých rozpúšťadiel na účinnosť extrakcie 
4. Študovať vplyv extrakcie na chromatografickú účinnosť separácie jednotlivých 

zlúčenín 
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

4.1 Prístroje a zariadenia 

• Predvážky KERN 440-45N (Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen, Nemecko) 
• Analytické váhy KERN 770/GS/GJ (Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen, Nemecko) 
• Ultrazvukový kúpeľ Kraintek 5 (Kraintek s.r.o., Podhájska, Slovenská republika) 
• Nožový mlyn GRINDOMIX (Retsch GmbH, Haan, Nemecko) 
• Dionex ASE 350 (Dionex, Sunnyvale, Kalifornia, USA) 
• Vákuová rotačná odparka Hei-VAP Precision (Heidolph Instruments GmbH & Co., 

Schwabach, Nemecko) 
• HPLC zostava (Shimadzu, Kjóto, Japonsko) pozostávajúca z pumpy LC-20AD, 

autosamplera SCL-20A, degassera DGU-20A5, termostatu kolón CTO-20A,  
CBM-20A, detektora s diódovým poľom PDA SPD-M20A a fluorescenčného 
detektora RF-10AXL 

• Analytická separácia bola uskutočnená na chromatografickej kolóne Zorbax Eclipse 
XDB-C18 (100 mm x 4,6 mm, 1,8 µm) spojenej s predkolónou Zorbax Eclipse PAH 
(12,5 mm x 4,6 mm x 5 µm) (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA) 

 
4.2 Chemikálie 

• Metanol pre HPLC (Merck, Darmstadt, Nemecko) 
• Acetonitril pre HPLC (Merck, Darmstadt, Nemecko) 
• N-hexán, p.a. (Merck, Darmstadt, Nemecko; Sigma Aldrich, Mníchov, Nemecko) 
• Dichlórmetán, p.a. (Sigma Aldrich, Mníchov, Nemecko) 
• Acetón, p.a. (Sigma Aldrich, Mníchov, Nemecko) 
• Silikagel 40, p.a. (Merck, Darmstadt, Nemecko) 
• Florisil, 100-200 (Merck, Darmstadt, Nemecko) 
• Oxid hlinitý 90, aktívny, neutrálny, stupeň aktivity 1 (Merck, Darmstadt, Nemecko) 
• Poly(acrylic acid), partial sodium salt-graft-poly(ethylene oxide), p.a. (Sigma Aldrich, 

Mníchov, Nemecko), v tuhom stave 
• Benzo[a]antracén, p.a. (Supelco, Bellefonte, PA, USA), v tuhom stave 
• Chryzén, p.a. (Supelco, Bellefonte, PA, USA), v tuhom stave 
• Benzo[b]fluorantén, p.a. (Supelco, Bellefonte, PA, USA), v tuhom stave 
• Benzo[a]pyrén, p.a. (Supelco, Bellefonte, PA, USA), v tuhom stave 
• Referenčný testovací materiál FAPAS, ref. č. T0652QC-Smoked Meat Product 

 
4.3 Príprava roztokov PAU  

4.3.1 Príprava roztokov B[a]P 
Na analytických váhach bolo odvážených 0,01 g tuhého B[a]P. Navážené množstvo bolo 
kvantitatívne prevedené do odmernej banky o objeme 100 ml a doplnené metanolom 
po rysku, čím vznikol zásobný roztok o obsahu B[a]P 100 µg/ml. Z tohto roztoku bolo 
odobratých 10 µl a prevedených do odmernej banky o objeme 10 ml, čím vznikol pracovný 
roztok o obsahu B[a]P 0,1 µg/ml. Z pracovného roztoku bolo odobratých 10; 50; 100; 500; 
1000 a 1500 µl do odmerných baniek o objeme 10 ml, čím vznikli kalibračné roztoky 
o obsahu 0,1; 0,5; 1; 5; 10 a 15 ng/ml B[a]P. 
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Pracovný roztok B[a]P bol zároveň použitý na obohatenie vzoriek klobásy požadovaným 
množstvom tejto látky pri optimalizácii a validácii metódy a na prípravu zodpovedajúceho 
štandardného roztoku o rovnakom množstve tejto zlúčeniny ako obohatené vzorky. 
 
4.3.2 Príprava zmesných roztokov 4 PAU (B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P) 
Na analytických váhach bolo odvážených 0,01 g pre každý zo štyroch sledovaných PAU 
(B[a]A, CHR, B[a]P, B[b]F). Navážené PAU boli kvantitatívne prevedené do odmerných 
baniek o objeme 100 ml a doplnené acetonitrilom po značku, čím boli získané zásobné 
roztoky jednotlivých PAU, každý o obsahu danej látky 100 µg/ml. Zo zásobných roztokov 
bolo odobratých po 10 µl, prevedených do odmernej banky o objeme 10 ml a doplnených 
acetonitrilom po rysku. Tak bol získaný zmesný pracovný roztok o obsahu 0,1 µg/ml každej 
zo štyroch sledovaných látok. Z pracovného roztoku bolo odobratých 10; 50; 100; 500; 1000 
a 1500 µl do odmerných baniek o objeme 10 ml, čím vznikli zmesné kalibračné roztoky 
obsahujúce 0,1; 0,5; 1; 5; 10 a 15 ng/ml každej zo štyroch látok. 

Zmesný pracovný roztok 4 PAU bol zároveň použitý na obohatenie vzoriek klobásy 
požadovaným množstvom týchto látok pri optimalizácii a validácii metódy a na prípravu 
zodpovedajúceho štandardného roztoku o rovnakom množstve týchto látok ako obohatené 
vzorky. 

 
4.4 Izolácia PAU z údených mäsových produktov 

4.4.1 Úprava vzorky a plnenie extrakčnej cely pre ASE 
Vzorka údeného mäsového produktu (Údená klobása, výrobca Ladislav Orbán mäso-údeniny, 
zakúpená v predajni L.O., Saratovská 6/c, Bratislava) bola homogenizovaná v nožovom 
mixéri. Analyzovaná časť vzorky bola následne zmiešaná s ekvivalentným množstvom 
poly(acrylic acid), partial sodium salt-graft-poly(ethylene oxide). Na dno nerezovej 
extrakčnej cely bol umiestnený celulózový filter. Ďalej bol do cely navážený sorbent 
za účelom zachytenia vyextrahovaného tuku. Na vrstvu sorbentu bola kvantitatívne prevedená 
vopred pripravená vzorka. Na záver bol do cely umiestnený ďalší celulózový filter a cela bola 
uzavretá (Obrázok 10). 

S cieľom dosiahnuť čo najlepšie zachytenie tuku tak, aby už nebolo potrebné ďalšie 
prečistenie získaného extraktu (napr. gélovou chromatografiou a SPE) a zároveň, aby sa 
dosiahla vysoká výťažnosť PAU, bolo optimalizovaných niekoľko faktorov. Najdôležitejší 
bol výber vhodného sorbentu, pričom boli hodnotené tri: neutrálny oxid hlinitý, florisil 
a silikagel. Zároveň bolo optimalizované množstvo sorbentu a tomu zodpovedajúce množstvo 
vzorky. Taktiež sa sledoval aj vplyv rôznych spôsobov aktivácie vybraných sorbentov na ich 
účinnosť. 

Za účelom zjednodušenia a urýchlenia analýzy bola pri optimalizácii metódy vzorka 
údenej klobásy obohatená len roztokom jedného PAU a to B[a]P ako najčastejšie sledovanej 
zlúčeniny v potravinách, pre ktorú je zároveň ako jedinú stanovený aj samostatný legislatívny 
limit. 

Výsledné optimalizované podmienky (podrobne diskutované v bode 5.1) aplikované 
následne pri validácii metódy a stanovení obsahu PAU v reálnych vzorkách sú: 1 g 
homogenizovanej vzorky, 1 g poly(acrylic acid), partial sodium salt-graft-poly(ethylene 
oxide) a 10 g silikagelu aktivovaného v sušiarni pri 140 °C počas 18 hodín. 
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Obrázok 10 Schéma plnenia extrakčnej cely pre ASE.  

4.4.2 Urýchlená extrakcia rozpúšťadlom (ASE) 
Po naplnení a uzavretí bola extrakčná cela vložená do prístroja ASE a vzorka bola podrobená 
extrakcii. Extrakcia prebiehala pri teplote 100 °C a zodpovedajúcom tlaku 10 MPa. Purge 
time, čo znamená čas trvania preplachu cely, bol nastavený na 120 sekúnd a flush volume, 
teda objem, ktorým je preplachovaná cela po skončení extrakčného cyklu, vyjadrený 
v percentách jej objemu, bol nastavený na 60 %. Dĺžka jedného statického extrakčného cyklu 
bola zvolená 10 minút. Vzhľadom na použitie sorbentu na zachytenie tuku počas extrakcie sa 
ukázala nevyhnutná optimalizácia počtu extrakčných cyklov. V rámci optimalizácie 
podmienok ASE bola taktiež pozornosť venovaná dvom rozpúšťadlám nepolárnemu  
n-hexánu, a polárnejšej zmesi dvoch rozpúšťadiel dichlórmetánu a acetonitrilu v pomere 
90:10. 

Výsledné optimalizované podmienky ASE (podrobne diskutované v bode 5.1) aplikované 
neskôr pri validácii metódy a stanovení PAU v reálnych vzorkách) sú: teplota 100 °C, tlak 
10 MPa, purge time 120 sekúnd, flush volume 60 %, extrakcia n-hexánom, 3 statické 
extrakčné cykly, avšak každý vykonaný samostatne. 

Po skončení extrakcie bol extrakt kvantitatívne prevedený do odparovacej banky 
a odparený dosucha na rotačnej vákuovej odparke. Následne bol rozpustený v 1 ml mobilnej 
fázy použitej pri chromatografickej analýze, konkrétne, pri stanovení samotného B[a]P 
v metanole a pri stanovení 4 PAU v acetonitrile. 
 
4.5 HPLC-FLD analýza PAU 

4.5.1 Analýza B[a]P 
Chromatografická separácia samotného B[a]P bola uskutočnená izokratickou elúciou 
metanolom. Prietok mobilnej fázy bol nastavený na 0,7 ml/min a teplota kolóny na 35 °C. 
Na detekciu bol použitý fluorescenčný detektor pracujúci pri excitačnej vlnovej dĺžke 300 nm 
a emisnej vlnovej dĺžke 410 nm. 
 
4.5.2  Analýza 4 PAU (B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P) 
Metóda pre súčasné stanovenie 4 PAU vyžadovala určitú optimalizáciu chromatografických 
podmienok, aby sa dosiahlo jednak dostatočné rozlíšenie všetkých štyroch látok a vysoká 
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citlivosť metódy aj pre analýzu veľmi malých koncentrácií a zároveň, aby analýza bola čo 
najrýchlejšia. 

V prvom rade boli testované rôzne mobilné fázy, pričom v každom prípade bola separácia 
PAU dosiahnutá izokratickou elúciou. Testované mobilné fázy boli: metanol, zmes 
acetonitrilu a vody v pomere 84:16 a 70:30, zmes metanolu a vody v pomere 70:30. Zároveň 
boli hľadané vhodné vlnové dĺžky excitácie a emisie pre všetky 4 PAU, aby sa dosiahla čo 
najväčšia citlivosť metódy. 

Výsledné optimalizované podmienky (podrobne diskutované v bode 5.2) sú: elúcia zmesou 
acetonitrilu a vody v pomere 70:30 pri prietoku 1,2 ml/min a teplote kolóny 35 °C. Zvolené 
vlnové dĺžky sú 275 (ex.) – 385 (em.) nm pre B[a]A a CHR, 256 (ex.) – 446 (em.) nm pre 
B[b]F a 260 (ex.) – 410 (em.) nm pre B[a]P. 
 
4.6 Validácia metód pre stanovenie B[a]P a 4 PAU (B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P) 

Keďže v čase zahájenia práce bol stanovený legislatívny limit len pre B[a]P (Nariadenie 
Komisie (ES) č. 1881/2006 [40]), optimalizovaná metóda pre stanovenie PAU v údených 
mäsových produktoch bola validovaná najprv len pre túto látku. Neskôr, keď začalo platiť 
Nariadenie Komisie (EÚ) č. 835/2011 [44] ustanovujúce legislatívny limit aj pre sumu 4 PAU 
(B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P), bola vypracovaná validácia metódy pre spoločnú analýzu týchto 
štyroch látok. 

Postup validácie vychádzal z internej smernice (SM 7.02-06) Skúšobného laboratória VÚP 
[89], ktorá bola zostavená podľa normy ISO/IEC 17025:2005 [90]. Zároveň bola validácia 
vykonaná tak, aby spĺňala aj požiadavky Nariadenia (ES) č. 333/2007 [87] (metóda pre 
stanovenie B[a]P) a Nariadenia Komisie (EÚ) č. 836/2011 [88] (metóda pre stanovenie 
4 PAU). 

Validačné experimenty boli uskutočňované za optimalizovaných podmienok uvedených 
vyššie v bodoch 4.4 a 4.5. Pre každé stanovenie bol na požadovaný obsah sledovaných PAU 
obohatený 1 g vzorky údenej klobásy formou prídavku pracovného roztoku B[a]P, prípadne 
zmesného pracovného roztoku 4 PAU (postup prípravy v bode 4.3). Pre každú sériu stanovení 
bol premeraný aj štandardný roztok obsahujúci rovnaké množstvo B[a]P alebo 4 PAU, ako 
obohatená vzorka, pripravený odobratím zodpovedajúceho objemu pracovného roztoku do 
vialky a doplnením metanolom, respektíve acetonitrilom, na objem 1 ml. Taktiež bola vždy 
analyzovaná aj vzorka údenej klobásy bez prídavku pracovného roztoku za účelom 
zhodnotenia jej prirodzenej kontaminácie PAU. 

Validované parametre metódy sú nasledovné: 
1. Selektivita metódy 
2. Linearita metódy 
3. Limit detekcie a limit kvantifikácie 
4. Zhodnosť metódy vyjadrená ako opakovateľnosť 
5. Zhodnosť metódy vyjadrená ako reprodukovateľnosť 
6. Správnosť metódy vyjadrená ako výťažnosť 
7. Robustnosť metódy 
 
4.6.1 Selektivita metódy 
Selektivita je schopnosť analytickej metódy rozlíšiť stanovovaný analyt od ostatných zložiek 
prítomných vo vzorke. Jedná sa v podstate o overenie identity analytu a toho, či nameraný 
signál zodpovedá čistému analytu [89]. 
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Pri overovaní tohto validačného parametra bola najskôr uskutočnená analýza štandardného 
roztoku B[a]P alebo 4 PAU, aby sa identifikovali retenčné časy jednotlivých analytov. 
Následne bola niekoľkokrát analyzovaná vzorka údenej klobásy bez prídavku i s prídavkom 
sledovaných látok, aby sa zistilo, či v čase, kedy sa očakáva elúcia týchto látok nedochádza 
k interferenciám s inými zložkami vzorky. Zároveň boli analyzované aj použité rozpúšťadlá 
hexán a metanol, respektíve acetonitril, či nie sú kontaminované PAU. 
 
4.6.2 Linearita metódy 
Linearita je schopnosť metódy získať výsledok, ktorý je proporcionálny množstvu analytu 
(konformný k lineárnej regresii), overuje sa prostredníctvom zostrojenia kalibračnej čiary 
[89]. 

Na konštrukciu kalibračných kriviek bolo použitých 6 roztokov o obsahu 0,1 až 15 ng/ml 
B[a]P, respektíve 6 zmesných roztokov 4 PAU o obsahu 0,1 až 15 ng/ml pre každú látku 
(postup prípravy roztokov je uvedený v bode 4.3). Pomocou lineárnej regresie v programe 
Excel boli zistené rovnice kalibračných závislostí a ich regresné koeficienty. 
 
4.6.3 Limit detekcie a limit kvantifikácie 
Limit detekcie je najnižší obsah analytu, ktorý je pri danej hladine spoľahlivosti ešte 
detekovateľný. Limit stanovenia je najnižší obsah analytu, ktorý môže byť stanovený 
s prijateľnou hodnotou presnosti [89]. 

LOD a LOQ boli vypočítané pomocou programu LC-Solution (Shimadzu, Kjóto, 
Japonsko) z pomeru signál/šum, konkrétne LOD ako trojnásobok šumu základnej línie a LOQ 
ako desaťnásobok šumu základnej línie. 
 
4.6.4 Zhodnosť metódy vyjadrená ako opakovateľnosť 
Zhodnosť metódy vyjadruje tesnosť zhody medzi nezávislými výsledkami skúšok získanými 
pri vopred špecifikovaných podmienkach. Podmienky opakovateľnosti sú podmienky, kedy sa 
výsledok získa analýzou tej istej vzorky, na tom istom prístroji, tým istým pracovníkom 
v krátkom časovom intervale [89]. 

Opakovateľnosť metódy bola overená pri troch rôznych množstvách sledovaných analytov 
pridaných vo forme presného objemu pracovného roztoku danej látky (B[a]P) alebo látok 
(4 PAU) k 1 g vzorky údenej klobásy. Postup prípravy roztokov je uvedený v bode 4.3. 
V prípade overovania opakovateľnosti metódy pre stanovenie B[a]P boli pridané množstvá 
zvolené tak, aby výsledný obsah B[a]P vo vzorke predstavoval 0,4; 5 a 10 µg/kg. Pri 
overovaní opakovateľnosti metódy pre súčasné stanovenie 4 PAU boli pridané množstvá 
zvolené tak, aby výsledný obsah každej z týchto látok vo vzorke bol 0,5; 5 a 10 µg/kg. Pre 
každú koncentračnú hladinu bolo uskutočnených 6 paralelných stanovení. Príprava vzorky, 
extrakcia a finálna analýza PAU bola uskutočnená za optimalizovaných podmienok podľa 
postupu uvedeného vyššie. Namerané výsledky boli štatisticky vyhodnotené. 

Keďže sa jednalo o počet paralelných meraní (n) menší ako 10, smerodajná odchýka 
pre opakovateľnosť (sr), bola vypočítaná z rozpätia súboru R podľa vzťahu: 

�� = � ∙ �	�89� 
kde k je tabelovaný koeficient (Tabuľka 5) a R rozpätie súboru, ktoré sa vypočíta z rozdielu 
maximálnej a minimálnej hodnoty merania: 

� = �
�� − �
��	�89� 
Relatívna smerodajná odchýlka pre opakovateľnosť (RSDr) bola počítaná podľa vzťahu: 
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RSD��%� = ��
�̅ ∙ 100	[89] 

kde sr je smerodajná odchýlka pre opakovateľnosť a �̅ aritmetický priemer zo všetkých 
uskutočnených meraní. 

Horratovo kritérium pre opakovateľnosť (HORRATr) je bezrozmerné číslo, ktoré bolo 
počítané podľa vzťahu: 

HORRAT� = RSD��%�
PRSD��%� =

RSD�
2��̅(10$%)�$',)*'* 	�91� 

kde RSDr je relatívna smerodajná odchýlka pre opakovateľnosť a �̅ je aritmetický priemer 
zo všetkých uskutočnených meraní. Koncentrácia alebo množstvo sa musia do vzťahu 
pre výpočet zadávať v bezrozmernom tvare (jednotka/jednotka), čo v rovnici zohľadnuje 
výraz �̅ ∙ 10$%. V našom prípade, keďže sa obsah B[a]P pohyboval v µg/kg, respektíve v 
ng/g, bolo ako číslo k zvolené 9, aby obsah B[a]P zadávaný do vzťahu bol v kg/kg (ng/g). 
 
Tabuľka 5 Koeficienty k pre výpočet smerodajnej odchýlky z rozpätia súboru R pre počet 

meraní n [89]. 

n k n k 
2 0,8862 7 0,3698 
3 0,5908 8 0,3512 
4 0,4857 9 0,3367 
5 0,4299 10 0,3249 
6 0,3946   

 
4.6.5 Zhodnosť metódy vyjadrená ako reprodukovateľnosť 
Reprodukovateľnosť vyjadruje tesnosť zhody medzi nezávislými výsledkami skúšok 
získanými analýzou tej istej vzorky na inom prístroji, iným pracovníkom, v inom laboratóriu 
v určitom časovom úseku [89]. 

Reprodukovateľnosť metódy bola overená pri jednom množstve sledovaných analytov 
pridaných formou presného objemu pracovného roztoku danej látky (B[a]P) alebo látok 
(4 PAU) k 1 g vzorky údenej klobásy tak, aby výsledný obsah každej látky vo vzorke bol na 
úrovni 5 µg/kg. Postup prípravy pracovných roztokov je uvedený v bode 4.3. Uskutočnených 
bolo vždy 6 stanovení, z ktorých tri boli vykonané jednou osobou a ďalšie tri inou osobou 
v inom čase. Príprava vzorky, extrakcia a finálna analýza PAU bola uskutočnená za 
optimalizovaných podmienok podľa postupu uvedeného vyššie.  

Namerané výsledky boli štatisticky vyhodnotené. Smerodajná odchýlka pre 
reprodukovateľnosť (sR), relatívna smerodajná odchýlka pre reprodukovateľnosť (RSDR) 
a Horratovo kritérium pre reprodukovateľnosť (HORRATR) boli počítané podľa rovnakých 
vzťahov, ako sú uvedené v bode 4.6.4 pre výpočet opakovateľnosti. Na zhodnotenie, či je 
medzi výsledkami získanými v podienkach reprodukovateľnosti štatisticky významný rozdiel 
bola využitá jednofaktorová analýza rozptylu ANOVA v programe Excel. 

 
4.6.6 Správnosť metódy vyjadrená ako výťažnosť 
Správnosť metódy je tesnosť zhody medzi priemernou hodnotou a prijatou referenčnou 
hodnotou. Priemernou hodnotou môže byť výsledok opakovaných meraní (správnosť) alebo 
jednoduchý výsledok (presnosť) [89]. 
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Správnosť metódy bola vyjadrená ako výťažnosť a vypočítaná z údajov nameraných 
v rámci hodnotenia opakovateľnosti metódy podľa vzťahu: 

+ýť.ž01�ť	�%� = 23) −3'
3š

5 ∙ 100	�89� 
kde m0 je množstvo sledovaného analytu vo vzorke bez prídavku, m1 je množstvo analytu vo 
vzorke s prídavkom a mš je množstvo analytu v štandardnom roztoku. 

Počas validácie metódy pre stanovenie 4 PAU bola navyše výťažnosť metódy pre tri látky 
(B[a]A, CHR a B[a]P) overená analýzou štandardného referenčného materiálu FAPAS (ref. č. 
T0652QC-Smoked Meat Product). Tento referenčný materiál bol zhomogenizovaný 
a podrobený rovnakým operáciám ako iné vzorky údenej klobásy, pričom bolo uskutočnených 
6 paralelných stanovení. 
 
4.6.7 Robustnosť metódy 
Robustnosť je mierou citlivosti a stability metódy voči zmenám, pričom sa sleduje závislosť 
analytického signálu na malých zmenách parametrov charakterizujúcich analytický postup, 
napr. zmena čistoty činidiel, prístroja, personálu a pod., prípadne môžu nastať aj mierne 
zmeny v príprave vzoriek [89]. 

Robustnosť metódy bola overená pri jednom množstve sledovaných analytov pridaných 
formou presného objemu pracovného roztoku danej látky (B[a]P) alebo látok (4 PAU) k 1 g 
vzorky údenej klobásy tak, aby výsledný obsah každej látky vo vzorke bol 5 µg/kg. Postup 
prípravy pracovných roztokov je uvedený v bode 4.3.  

Vždy boli uskutočnené tri paralelné merania za nezmenených podmienok a tri merania 
za zmenených podmienok. Pri overovaní robustnosti metódy pre stanovenie B[a]P boli 
zmenené nasledovné podmienky: iný pracovník, extrakčné rozpúšťadlo (iný výrobca), 
detektor (iný prístroj). Pre validáciu metódy pre stanovenie 4 PAU boli zmenené nasledovné 
podmienky: iný pracovník, teplota extrakcie (101 °C), čas statického extrakčného cyklu 
(11 minút). 

Pomocou jednofaktorovej analýzy ANOVA v programe Excel boli získané údaje 
porovnané s údajmi získanými za bežných nezmených podmienok, či rozdiely medzi nimi nie 
sú štatisticky významné. 
 
4.7 Stanovenie 4 PAU (B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P) v reálnych vzorkách 

Optimalizovaná a validovaná metóda pre stanovenie 4 PAU (B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P) bola 
použitá pre stanovenie týchto látok v 12 vzorkách (Tabuľka 6) rôznych druhov údených 
klobás, pochádzajúcich od 8 slovenských výrobcov. Všetky vzorky boli pred analýzou 
skladované pri teplote 5 °C zabalené do hliníkovej fólie. Pri analýze každej vzorky boli 
uskutočnené tri paralelné stanovenia.  
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Tabuľka 6 Zoznam analyzovaných vzoriek údených klobás. 

Číslo 
vzorky 

Názov produktu Výrobca 

1 Laborecká klobása Mecom Group s.r.o., Humenné 
2 Maďarská klobása Púchovský mäsový priemysel a.s., Púchov 
3 Púchovská čabajka Púchovský mäsový priemysel a.s., Púchov 
4 Brezovická klobása Mäsovýroba Peter Jendrášek, Trstená 
5 Chalupárska klobása Orbán Ladislav, mäso-údeniny, Bratislava 
6 Gombasecká klobása Tauris Nitria s.r.o., Mojmírovce 
7 Domáca klobása Súkromná výroba 
8 Domáca klobása Mäsovýroba Štefan Knižka s.r.o., Hranovnica 
9 Csobai klobása Mäsovýroba Štefan Knižka s.r.o., Hranovnica 
10 Cigáro klobása Mäsovýroba Štefan Knižka s.r.o., Hranovnica 
11 Chorízo klobása Mäsovýroba Štefan Knižka s.r.o., Hranovnica 
12 Lahôdková klobása Arpád Bognár-mäso, údeniny, Nový Život 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSIA 

5.1 Optimalizácia podmienok ASE 

V teoretickej časti diplomovej práce boli podrobne diskutované možnosti extrakcie PAU 
z mäsových matríc. Z uvedeného prehľadu vyplýva, že prakticky všetky v súčasnosti 
používané extrakčné techniky vyžadujú po ukončení extrakcie často veľmi časovo náročnú 
i pracnú purifikáciu získaného extraktu od koextrahovaných lipidov. 

Aj ASE, napriek jej nesporným výhodám, akými je úspora času i rozpúšťadla, je v podstate 
neselektívna technika a vyžaduje prečistenie extraktu, ktoré môže niekedy trvať i dlhšie ako 
samotná extrakcia. V súčasnosti je najčastejšie používaným postupom purifikácia extraktu 
gélovou chromatografiou a v prípade vzoriek s vysokým obsahom tuku, medzi ktoré údené 
klobásy jednoznačne patria, aj na SPE kolónkach. Túto metódu opísal a validoval pre PAU so 
4 až 6 benzénovými kruhmi Jíra et al. [7]. 

Naším cieľom bolo eliminovať spomínaný purifikačný proces pomocou pridania sorbentu 
schopného viazať koextrahované tuky priamo do extrakčnej cely. Získaný extrakt, zbavený 
nečistôt už počas extrakcie, by tak mohol byť prakticky okamžite podrobený HPLC analýze. 
Björklund et al. [92] takýmto spôsobom selektívne extrahovali PCBs z tkaniva rýb. Podľa 
dostupnej literatúry bola dosiaľ uskutočnená len jedna štúdia [86], ktorej autori rovnaký 
princíp využili pri izolácii PAU zo vzoriek rýb. Na extrakciu PAU z údených mäsových 
produktov, konkrétne údených klobás, zatiaľ takýto postup nebol aplikovaný. 

Kľúčový bol samozrejme výber vhodného sorbentu. Látok so schopnosťou viazať tuky síce 
existuje viacero, avšak rovnako doležité je, aby použitie sorbentu neovplyvnilo aj výťažnosť 
PAU. Na začiatku boli preto zvolené tri sorbenty: silikagel, florisil a neutrálny oxid hlinitý. 

Počas úvodných experimentov bol hľadaný najvhodnejší spôsob aktivácie týchto 
sorbentov, pričom ako najúčinnejší z hľadiska schopnosti zachytiť tuk bol vyhodnotený 
postup spočívajúci v zahrievaní sorbentu pri teplote 140 °C po dobu 18 hodín. Deaktivované 
sorbenty neboli schopné vôbec zabrániť koextrakcii tuku, sorbenty aktivované kratší čas pri 
140 °C (1 až 10 hodín) taktiež neboli dostatočne účinné, rovnako ako aktivácia kratší čas 
(15 minút až 1 hodina) pri 350 °C. Prítomnosť lipidov v extrakte bolo možné zhodnotiť 
vizuálne. Ich väčšie množstvo signalizovala jeho žltá až oranžová farba. Takéto sfarbenie, 
pozorované i pri klasickej ASE bez sorbentu v cele (Obrázok 11), bolo spôsobené 
karotenoidnými farbivami červenej papriky, pridávanej do údených výrobkov ako 
ochucovadlo, rozpustnými v tukoch. Menšie množstvo koextrahovaných lipidov bolo jasne 
badateľné po odparení extraktu v podobe bielych vločiek na stenách odparovacej banky. 
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Obrázok 11 Extrakt vzorky údenej klobásy po ASE so sorbentom viažúcim tuk v extrakčnej 

cele (1) a po ASE bez sorbentu v extrakčnej cele pred purifikáciou gélovou 
chromatografiou (2). 

Po nájdení vhodného spôsobu aktivácie bola schopnosť jednotlivých sorbentov zadržať tuk 
sledovaná pri troch rôznych pomeroch množstva sorbentu a vzorky. Konkrétne, na jeden gram 
homogenizovanej vzorky údenej klobásy obohatenej pracovným roztokom B[a]P bolo 
navážených 5, 10 a 15 g každého sorbentu. Navážky boli takto zvolené vzhľadom k určitej 
limitácii objemom dostupných extrakčných ciel (33 ml). Všetky sorbenty boli aktivované 
vyššie uvedeným postupom. Úvodné podmienky ASE boli zvolené podľa publikácie Jíra et al. 
[7], teda rovnaké ako pri extrakcii PAU bez prídavku silikagelu do cely. Konkrétne: teplota 
100 °C, tlak 10 MPa, extrakcia n-hexánom, flush volume 60 %, purge time 120 sekúnd, 
statický cyklus 10 minút uskutočnený dvakrát. 

Navážka 5 g na jeden gram vzorky sa preukázala ako nedostatočná v prípade všetkých 
troch sledovaných sorbentov. Neutrálny oxid hlinitý nedokázal ani pri vyšších navážkach 
(10 a 15 g) dostatočne adsorbovať tuky, čo sa prejavilo po odparení extraktu bielymi 
vločkami tuhých lipidov na dne odparovacej banky, prípadne boli pozorované nečistoty 
v chromatografickom zázname. Preto bol z ďalšieho hodnotenia vylúčený, aj keď existujú 
údaje, že prídavok tejto látky do extrakčnej cely dokáže taktiež účinne zadržať tuky počas 
ASE [86, 92]. 

Florisil aj silikagel boli schopné pri navážkach 10 i 15 g dostatočne adsorbovať tuk, takže 
získaný extrakt mohol byť analyzovaný. Avšak výťažnosť B[a]P bola veľmi nízka (Obrázok 
12). Bolo zrejmé, že sorbenty majú schopnosť viazať aj PAU a zvolené ASE pomienky neboli 
dostatočné na uvoľnenie B[a]P z tejto väby. Zaujímavé bolo, že neplatilo, ako by sa dalo 
očakávať, že väčšie množstvo sorbentu poskytne nižšiu výťažnost B[a]P. Tento predpoklad sa 
potvrdil u silikagelu, kde navážka 10 g poskytla výťažnosť 54 % na rozdiel od výťažnosti 
37 % u väčšej navážky. U florisilu bola naopak účinnejšia navážka 15 g, keďže poskytla 
vyššiu výťažnosť (26 % oproti 5 % u navážky 10 g). Veľmi nízku výťažnosť florisilu pri 
extrakcii PAU so 4 až 6 benzénovými kruhmi, medzi ktoré patrí aj B[a]P, zistili aj Lund et al. 
[86]. Napriek neuspokojivým výsledkom bol však aj florisil zahrnutý do ďalších 
experimentov. 
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Obrázok 12 Vplyv typu a množstva sorbentu na výťažnosť B[a]P. ASE podmienky: teplota 

100 °C, tlak 10 MPa, extrakcia n-hexánom, flush volume 60 %, purge time 
120 sekúnd, statický cyklus 10 minút uskutočnený dvakrát. (Chromatografické 
záznamy: príloha 1A-B) 

 
Ďalšie experimenty vychádzali z predpokladu, že B[a]P je po ukončení extrakcie s dvomi 

extrakčnými cyklami stále v cele viazaný na sorbent. Preto bol zvolený extrakčný program 
s jedným 10 minútovým extrakčným cyklom, ktorý bol pri extrakcii každej vzorky opakovaný 
trikrát. Prakticky sa jednalo o tri za sebou nasledujúce extrakcie vzorky za rovnakých 
podmienok a s rovnakým množstvom použitého rozpúšťadla. Extrakt z každého cyklu bol 
zozbieraný a analyzovaný oddelene, aby sa zistilo, či tretí extrakčný cyklus nezvýši výťažnosť 
B[a]P. Takýmto spôsobom bola uskutočnená extrakcia so silikagelom (10 g) aj s florisilom 
(15 g) v extrakčnej cele (Obrázok 13). Prekvapujúco, po sčítaní obsahu B[a]P nameraného 
v troch extraktoch získaných pri použití silikagelu v extrakčnej cele bola vzhľadom ku 
pridanému štandardnému roztoku tejto látky zistená výťažnosť 110 % (klobása bez prídavku 
štandardu nebola analyzovaná). Florisil, aj napriek trom extrakčným cyklom, preukázal 
nedostatočnú výťažnosť a preto bol vylúčený z ďalších experimentov. 

Ako najvhodnejší sorbent pre zadržanie tuku počas ASE zvolili silikagel aj Lund et al. 
[86], zatiaľ čo Björklund et al. [92] vyhodnotili ako najúčinnejší sorbent silikagel 
impregnovaný kyselinou sírovou. Lund et al. [86] ďalej uvádzajú ako najlepší pomer tuku 
a sorbentu hodnotu 0,025 – s tým, že do cely vždy navážili 18 g silikagelu. Keďže obsah tuku 
v údených klobásach podrobených analýze pri optimalizácii metódy nebol stanovovaný, nie je 
možné určiť presne pomer zachyteného tuku a silikagelu a porovnať ho vzhľadom k údaju 
uvedenému vo vyššie spomínanej štúdii. Ak však vezmeme do úvahy údaje výrobcu o obsahu 
tuku v analyzovaných klobásach (max. 50 %), možno stanoviť približný pomer tuku 
a silikagelu na hodnotu 0,05. Na zadržanie rovnakého množstva tuku by teda stačilo 
polovičné množstvo silikagelu ako uvádzajú Lund et al. [86]. Autori tejto štúdie však  použili 
iný typ ASE s čím súvisia aj iné rozmery extrakčných ciel. Konkrétne sa jednalo o systém 
ASE 300 a 100 ml cely, kým my sme mali k dispozícii menšie 33 ml cely a systém ASE 350. 
Schopnosť sorbentu zadržať tuk totiž závisí aj na výške chromatografického stĺpca, ktorý 
sorbent v danej cele vytvorí a to úzko súvisí s rozmermi extrakčnej cely.  
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Obrázok 13 Vplyv typu sorbentu v extrakčnej cele na výťažnosť B[a]P v priebehu troch 

samostatných extrakčných cyklov. ASE podmienky: teplota 100 °C, tlak 
10 MPa, extrakcia n-hexánom, flush volume 60 %, purge time 120 sekúnd, 
statický cyklus o dĺžke 10 minút uskutočnený trikrát. (Chromatografické 
záznamy: príloha 2A-B) 

 
Použitie troch extrakčných cyklov bolo teda v prípade silikagelu vzhľadom na výťažnosť 

B[a]P veľmi úspešné. Avšak takáto trojnásobná extrakcia vzorky už znamenala aj vyššiu 
spotrebu rozpúšťadla i dlhší čas. Z toho dôvodu bol v prístroji nastavený program, ktorý mal 
uskutočniť jednu extrakciu avšak s tromi statickými extrakčnými cyklami, teda tri ASE cykly 
boli uskutočnené spolu. 

Pri použití tohto programu sa síce výrazne znížila spotreba rozpúšťadla, avšak 
prekvapujúco výťažnosť nedosiahla ani 50 % (Obrázok 14). Pri usporiadaní s pôvodným 
vyššie uvedeným extrakčným programom bola výťažnosť opäť o niečo vyššia než 100 % 
(Obrázok 14), čo sa neskôr potvrdilo i v ďalších opakovaných stanoveniach a následne aj pri 
obohatení klobásy roztokom B[a]P na oveľa nižší obsah tejto látky (0,4; 5 a 10 µg/kg, viď 
validáciu metódy, bod 5.3.4). 

Príčinou nízkej výťažnosti pri použití extrakčného programu s tromi statickými cyklami 
môže byť fakt, že množstvo použitého rozpúšťadla nie je rovnaké v každom z troch cyklov 
ale automaticky sa upravuje tak, aby bolo v prvom cykle aplikované väčšie množstvo ako 
v zostávajúcich dvoch. Tento nižší objem však zrejme nie je dostatočný na elúciu B[a]P 
viazaného vo vrstve silikagelu. Pri pôvodnom programe je vzorka extrahovaná trikrát 
za úplne rovnakých podmienok, teda aj s rovnakým množstvom rozpúšťadla v každom cykle, 
čo umožní kompletnú elúciu B[a]P. 

Okrem n-hexánu bolo na záver otestované aj polárnejšie extrakčné rozpúšťadlo, konkrétne 
zmes dichlórmetánu a acetonitrilu v pomere 90:10. Wang et al. [6] dosiahli pri použití tejto 
zmesi vyššie výťažnosti PAU ako pri extrakcii n-hexánom. V našom prípade však vyššia 
polarita rozpúšťadla spôsobila oslabenie schopnosti silikagelu zadržať tuk a získaný extrakt 
kvôli koextrahovaným lipidom nebolo možné analyzovať. Využitie polárnejšej zmesi 
rozpúšťadiel teda v prípade prídavku sorbentu do extrakčnej cely nie je príliš vhodné, 
prípadne je nutná dôsledná optimalizácia zloženia tejto zmesi. 
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Obrázok 14 Vplyv usporiadania troch extrakčných cyklov na výťažnosť B[a]P. 

(Chromatografický záznam príloha 3) 

Porovnaním chromatografických záznamov vzorky podrobenej klasickému extrakčnému 
postupu, teda neselektívnej ASE, a následnému odstráneniu tukov gélovou chromatografiou, 
a  vzorky extrahovanej novou metódou s prídavkom silikagelu do extrakčnej cely je zrejmé, 
že gélová chromatografia neposkytuje tak čistý extrakt ako nová optimalizovaná metóda 
(Obrázok 15). Na zázname po gélovej chromatografii je viditeľný veľký nerozdelený pík 
hneď v úvode analýzy. Pre stanovenie B[a]P by takéto prečistenie extraktu bolo postačujúce, 
avšak v prípade identifikácie aj ďalších PAU by možno mohlo dôjsť k matricovým 
interferenciám a bolo by potrebné aj ďalšie prečistenie na SPE kolónkach. V zázname vzorky 
extrahovanej novou metódou takéto nečistoty prakticky nie sú. 

 
Obrázok 15 Chromatogramy vzorky údenej klobásy obohatenej roztokom B[a]P na obsah 

5 µg/kg po ASE a gélovej chromatografii a po ASE so silikagelom v extrakčnej 
cele. Izokratická elúcia metanolom pri prietoku 0,7 ml/min a teplote 35 °C. 
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5.2 Optimalizácia HPLC-FLD analýzy 

Pri stanovení B[a]P nebola potrebná väčšia optimalizácia chromatografických podmienok, 
keďže sa jednalo len o jedinú zlúčeninu a celá analýza prebehla počas 10 minút. Pridaním 
ďalších troch látok vznikol problém pri separácii B[a]A a CHR, keďže pri použití čistého 
metanolu, tak ako pri stanovení B[a]P, tieto dve látky neboli dostatočne rozdelené, aj keď 
veľkou výhodou zostal krátky čas analýzy a stabilita retenčných časov. Použitie zmesi 
metanolu s vodou nebolo vôbec úspešné, keďže aj malý prídavok vody predĺžil neúnosne čas 
analýzy. Z tohto dôvodu bola otestovaná zmes acetonitrilu s vodou. Pomer 84:16, ktorý 
uvádzajú Farhadian et al. [34] predĺžil čas analýzy oproti metanolu takmer dvojnásobne ale 
rozdelenie spomínaných látok výraznejšie nezlepšil. Ako najefektívnejší z hľadiska  separácie 
látok i doby analýzy bol vyhodnotený pomer 70:30. Väčší obsah vody v mobilnej fáze už len 
zbytočne predlžoval dobu analýzy bez vplyvu na rozdelenie B[a]A a CHR. Nevýhodou 
použitia zmesi acetonitrilu s vodou oproti použitiu metanolu boli výrazné posuny retenčných 
časov v priebehu dní. Tento problém sa nepodarilo odstrániť, takže kalibračné závislosti boli 
zostrojované priebežne, väčšinou pre jednu alebo dve série meraní.  

Doležité pre citlivosť metódy bolo vhodné nastavenie vlnových dĺžok fluorescenčného 
detektora. Použitie jednej vlnovej dĺžky, pri ktorej by všetky štyri látky poskytovali 
dostatočne veľký signál sa ukázalo ako nereálne, preto bol zvolený program, v rámci ktorého 
sa vlnové dĺžky menili v priebehu analýzy tak, aby každá látka bola detekovaná pri takých 
vlnových dĺžkach, kedy poskytuje najlepší signál (Obrázok 16). Pri voľbe vhodných vlnových 
dĺžok boli použité informácie z dostupnej literatúry [73] a UV-Vis skenovanie spektra. 
Konečné vlnové dĺžky boli zvolené nasledovne 275 (ex.) – 385 (em.) pre B[a]A a CHR, 256 
(ex.) – 446 (em.) pre B[b]F a 260 (ex.) – 410 (em.) pre B[a]P. Vzhľadom k posunom 
retenčných časov a zároveň z dôvodu výmeny kolóny a predkolóny musel byť časový 
program vlnových dĺžok, ktorý bol použitý pri validácii metódy, konkrétne 0 – 10 minút 
B[a]A a CHR, 10 – 15 minút B[b]F, 15 – 20 minút B[a]P,  pri analýze reálnych vzoriek 
zmenený na 0 – 12,5 minút B[a]A a CHR, 12,5 – 17,5 min B[b]F a 17,5 – 22 minút B[a]P.  

 
Obrázok 16 Vplyv nastavenia vlnových dĺžok fluorescenčného detektora na intenzitu signálu 

4 PAU. Izokratická elúcia zmesou acetonitrilu a vody v pomere 70:30, prietok 
1,2  ml/min, teplota kolóny 35 °C.  
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5.3 Validácia metódy pre stanovenie B[a]P v údených mäsových výrobkoch 

5.3.1 Selektivita a linearita metódy, limit detekcie a limit kvantifikácie 
Analýzou štandardného roztoku B[a]P a následne vzorky údenej klobásy bez i s prídavkom 
roztoku tejto látky sa potvrdilo, že v čase, kedy je očakávaná elúcia B[a]P nedochádza 
k žiadnym interferenciám. Metóda je teda špecifická tak, ako to vyžaduje Nariadenie (ES) 
 č. 333/2007 [87]. Chromatografické záznamy obsahu vzorky bez prídavku B[a]P a vzorky 
obohatenej pracovným roztokom na obsah danej látky 5 µg/kg sú uvedené v prílohe 5A-B. 
Zodpovedajúci štandardný roztok je uvedený v prílohe 4A.  

Linearita metódy bola overená pomocou kalibračnej krivky, na ktorej konštrukciu bolo 
použitých šesť roztokov s obsahom B[a]P od 0,1 po 15 ng/ml. Tento rozsah zároveň 
predstavoval pracovné rozpätie metódy. Z údajov kalibračnej závislosti (Tabuľka 7) 
vypočítaný regresný koeficient je vyšší ako 0,99, takže medzi množstvom B[a]P vo vzorke 
a signálom fluorescenčného detektora je jednoznačne lineárna závislosť. Linearita metódy je 
zrejmá aj vizuálne, z grafického znázornenia kalibračnej závislosti (Obrázok 16). 

Limit detekcie (LOD) metódy bol stanovený na 0,1 µg/kg a limit kvantifikácie (LOQ) 
na 0,2 µg/kg (Tabuľka 7). Validovaná metóda teda spĺňa požiadavku európskej legislatívy 
[87], podľa ktorej hodnoty LOD a LOQ nemôžu prekročiť 0,3 a 0,9 µg/kg. Podobné hodnoty 
LOD a LOQ pre B[a]P uvádzajú aj Santos et al. [66] v štúdii hodnotiacej obsah PAU 
v tradičných portugalských mäsových výrobkoch a tiež švédska štúdia [51] sledujúca obsah 
PAU v údených rybách. Dost et Đdeli [76] zistili vyššie hodnoty, 0,46 µg/kg pre LOD 
a 1,54 µg/kg pre LOQ. Dôvodom môže byť použitá UV-Vis detekcia, ktorá je menej citlivá 
ako fluorescenčný detektor. V nemeckej štúdii [7, 50] boli uverejnené rádovo nižšie hodnoty, 
0,003 µg/kg pre LOD a 0,03 µg/kg pre LOQ, autori však analyzovali PAU pomocou GC-MS, 
ktorá vo všeobecnosti umožňuje dosiahnutie nižších hodnôt LOD a LOQ. 
 
Tabuľka 7 Kalibrácia metódy pre stanovenie B[a]P. 

Číslo analýzy Množstvo B[a]P [ng] Signál [mV·s] 
1 0,1 22789 
2 0,5 52172 
3 1 80615 
4 5 380129 
5 10 762565 
6 15 1146911 

Regresný koeficient R2 0,99986 
Limit detekcie (LOD) [µg/kg] 0,1 
Limit kvantifikácie (LOQ) [µg/kg] 0,2 
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Obrázok 17 B[a]P: kalibračná závislosť. 

5.3.2 Zhodnosť metódy vyjadrená ako opakovateľnosť 
Zhodnosť metódy za podmienok opakovateľnosti bola overená pri troch rôznych množstvách 
B[a]P pridaného formou roztoku k 1 g vzorky údenej klobásy (Tabuľka 8) tak, aby výsledný 
obsah B[a]P vo vzorke zodpovedal 0,4; 5 a 10 µg/kg. Najvyššia hodnota relatívnej 
smerodajnej odchýlky (RSDr), 15,1 %, bola vypočítaná pre najmenší prídavok tejto látky ku 
vzorke (priemerné množstvo B[a]P 0,41±0,06 ng). Avšak podľa smernice Skúšobného 
laboratória VÚP [89], pri analýze vzoriek s obsahom cieľového analytu pod 1 µg/kg postačuje 
RSDr nižšia ako 35 %, čo bolo splnené. Hodnoty RSDr vypočítané pre ďalšie prídavky 
roztoku sledovanej látky (priemerné množstvo B[a]P 4,3±0,4 a 9,3±0,4 ng), konkrétne 8,7 
a 3,9 % taktiež spĺňajú požiadavky smernice Skúšobného laboratória VÚP, keďže pri analýze 
vzoriek s obsahom analytu pod 10 µg/kg musí byť RSDr nižšia ako 30 %. 

Vypočítané hodnoty RSDr súhlasia i s hodnotami uvádzanými Jira et al. [7, 50], ktorí 
validovali metódu s klasickým využitím ASE ako neselektívnej extrakčnej techniky 
nasledovanej prečistením extraktu gélovou chromatografiou a na SPE kolónkach a končiacu 
GC-MS identifikáciou. Pre väčšinu analyzovaných PAU, zahŕňajúcich aj B[a]P, pridaných ku 
vzorke na úroveň legislatívneho limitu 5 µg/kg zistili RSDr pod 10 %. V dánskej štúdii [59] sa 
stanovené hodnoty RSDr pohybovali v rozmedzí od 6 po 17 % u vzoriek obohatených 
prídavkom PAU na obsah 0,5; 2 a 5 µg/kg. 

Nariadenie Komisie (EÚ) č. 333/2007 [87] požaduje, aby bola opakovateľnosť metódy 
vyjadrená pomocou Horratovho kritéria (HORRATr), pričom jeho hodnota musí byť menšia 
ako 2, aby mohla byť metóda použitá pre stanovenie PAU. Preto boli RSDr prepočítané na 
toto kritérium, ktoré v našom prípade dosiahlo pre jednotlivé množstvá  B[a]P pridané ku 
vzorke (0,41±0,06, 4,3±0,4 a 9,3±0,4 ng) hodnoty 0,3; 0,2 a 0,1, takže validovaná metóda aj 
v tomto ohľade spĺňa požiadavky EÚ. 
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Tabuľka 8 Výsledky testovania opakovateľnosti a výťažnosti metódy pre stanovenie B[a]P. 

Číslo 
analýzy 

Množstvo 
B[a]P v 
štand. 

roztoku 
[ng] 

Vypočítané 
množstvo 
B[a]P z 

nameraných 
údajov 
 [ng] 

 

Množstvo 
B[a]P v 
štand. 

roztoku 
[ng] 

Vypočítané 
množstvo 
B[a]P z 

nameraných 
údajov 
 [ng] 

 

Množstvo 
B[a]P v 
štand. 

roztoku 
[ng] 

Vypočítané 
množstvo 
B[a]P z 

nameraných 
údajov 
 [ng] 

 
1 

0,40 

0,47 

5,00 

3,97 

10,01 

9,41 

2 0,41 3,88 8,86 

3 0,48 4,13 8,87 

4 0,32 4,83 9,50 

5 0,44 4,61 9,56 

6 0,35 4,57 9,78 

Priemer 
[ng] 

- 
0,41±0,06 - 4,3±0,4 - 9,3±0,4 

RSDr [%] - 15,1 - 8,7 - 3,9 

HORRAT r - 0,31 - 0,24 - 0,12 

Výťažnosť 
[%] 

- 
103±16 

- 
87±7 

- 
93±4 

 
5.3.3 Zhodnosť metódy vyjadrená ako reprodukovateľnosť 
Reprodukovateľnosť metódy bola overená pri jednom množstve B[a]P pridanom k 1 g vzorky 
údenej klobásy tak, aby zodpovedajúci obsah tejto láky bol na úrovni legislatívneho limitu 
5 µg/kg. Tri analýzy boli uskutočnené jednou osobou a ďalšie tri analýzy druhou osobou 
v inom čase (Tabuľka 9). Vypočítaná hodnota relatívnej smerodajnej odchýlky 9,2 % spĺňa 
požiadavky Skúšobného laboratória VÚP [89], podľa ktorej pre vzorky s obsahom analytu 
pod 10 µg/kg musí byť RSDR menšia ako 45 %. Metóda spĺňa aj požiadavky EÚ [87] , keďže 
vypočítaná hodnota Horratovho kritéria pre reprodukovateľnosť (HORRATR) je menšia  
ako 2. Nakoniec i jednofaktorová analýza rozptylu preukázala, že medzi údajmi nameranými 
rôznymi osobami a v inom čase nie je štatisticky významný rozdiel.  
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Tabuľka 9 Výsledky testovania reprodukovateľnosti metódy pre stanovenie B[a]P. Pracovník 
A: analýza č. 1-3, pracovník B: analýza č. 4-6. 

Číslo analýzy 
Množstvo B[a]P v štandardnom 

roztoku [ng] 
Vypočítané množstvo  B[a]P 
z nameraných údajov [ng] 

1A 
5,00 

4,83 

2A 4,61 

3A 4,57 

4B 
5,07 

5,46 

5B 4,34 

6B 5,17 

Priemer [ng] - 4,8±0,4 

RSDR [%] - 9,2 

HORRAT R - 0,26 
 

5.3.4 Správnosť metódy vyjadrená ako výťažnosť 
Výťažnosť metódy bola vypočítaná z údajov nameraných pri testovaní opakovateľnosti 
(Tabuľka 8). Podľa smernice Skúšobného laboratória VÚP [89] môže byť metóda validovaná, 
ak dosahuje výťažnosť medzi 50 a 120 % pre obsah sledovaného analytu pod 1 µg/kg 
a výťažnosť medzi 70 až 110 % pre obsah analytu od 1 po 10 µg/kg.  Podľa legislatívy EÚ 
[87] je metóda vhodná pre stanovenie PAU, ak preukáže výťažnosť od 50 do 120 %. Nami 
zistené výťažnosti (pre priemerné množstvo B[a]P 0,41±0,06; 4,3±0,4 a 9,3±0,4 ng pridané 
k 1 g vzorky) predstavujú hodnoty 103±16, 87±7 a 93±4 %, takže metóda spĺňa stanovené 
podmienky.  

Vypočítané hodnoty výťažnosti sú podobné a i lepšie ako hodnoty zistené viacerými 
autormi pre metódu využívajúcu extrakciu ASE a následné prečistenie pomocou gélovej 
chromatografie a SPE alebo iným spôsobom. Lund et al. [86] uvádzajú dosiahnutú výťažnosť 
86±6 % (pre obsah B[a]P vo vzorke 3 µg/kg) a Wang et al. 77±6 % [83] (pre obsah B[a]P vo 
vzorke1 µg/kg). Podľa dánskej štúdie [59] sa výťažnosti tejto látky pridanej na úroveň 0,5; 2 
a 5 µg/kg ku vzorke údenej ryby pohybovali v rozmedzí od 80 po 120 %. 
 
5.3.5 Robustnosť metódy 
Robustnosť metódy bola hodnotená pri troch zmenených podmienkach (Tabuľka 10), 
konkrétne sa jednalo o zmenu detektora, zmenu výrobcu extrakčného rozpúšťadla a zmenu 
pracovníka. RSDr a výťažnosti vypočítané z údajov nameraných pri zmenených podmienkach 
spĺňali požiadavky uvedené v smernici Skúšobného laboratória VÚP [89] aj v Nariadení (ES) 
333/2007 [87]. Zároveň neboli významne odlišné od hodnôt získaných za nezmenených 
podmienok. Nakoniec aj jednofaktorová analýza rozptylu potvrdila, že medzi údajmi 
nameranými za zvolených podmienok robustnosti nie je štatisticky významný rozdiel.  
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Tabuľka 10 Výsledky testovania robustnosti metódy pre stanovenie B[a]P : a-zmena 
detektora, b-zmena výrobcu rozpúšťadla, c-zmena pracovníka. 

Číslo analýzy 
Množstvo B[a]P pri normálnych 

podmienkach [ng] 
Množstvo B[a]P pri zmenených 

podmienkach [ng] 
1a 4,70 4,81 

2a 4,81 4,82 

3a 4,71 4,73 

Priemer [ng] 4,74±0,05 4,79±0,06 

RSDr [%] 1,4 1,1 

Výťažnosť [%] 85±1 86±1 

1b 4,83 4,57 

2b 4,61 4,83 

3b 4,57 4,61 

Priemer [ng] 4,7±0,2 4,7±0,2 

RSDr [%] 3,3 3,3 

Výťažnosť [%] 84±3 84±3 

1c 5,16 4,57 

2c 5,46 5,16 

3c 4,83 4,71 

Priemer [ng] 5,2±0,4 4,8±0,4 

RSDr [%] 1,4 7,2 

Výťažnosť [%] 85±6 87±7 
 
 
5.4 Validácia metódy pre stanovenie 4 PAU (B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P) 

5.4.1 Selektivita a linearita metódy, limit detekcie a limit kvantifikácie 
Analýzou zmesného štandardného roztoku 4 PAU a následne vzorky údenej klobásy bez 
i s prídavkom zmesného roztoku sa potvrdilo, že v čase, kedy je očakávaná elúcia týchto látok 
nedochádza k žiadnym interferenciám. Metóda je teda špecifická tak, ako to vyžaduje 
Nariadenie Komisie EÚ č. 836/2011 [88]. Chromatografické záznamy vzorky bez prídavku 
4 PAU a vzorky s prídavkom týchto látok na obsah každej z nich 5 µg/kg sú uvedené 
v prílohe 6A-B. Chromatografický záznam zodpovedajúceho štandardného roztoku je 
v prílohe 4B. 

Linearita metódy bola overená pomocou kalibračných kriviek, na ktorých konštrukciu bolo 
použitých šesť zmesných roztokov s obsahom od 0,1 po 15 ng/ml pre každú jednu zlúčeninu. 
Tento rozsah zároveň predstavoval pracovné rozpätie metódy. Z údajov kalibračnej závislosti 
(Tabuľka 11) vypočítané regresné koeficienty boli vyššie ako 0,99, takže medzi množstvom 
každej zo štyroch sledovaných látok vo vzorke a signálom fluorescenčného detektora je 
jednoznačne lineárna závislosť. Linearita metódy je zrejmá aj vizuálne, z grafického 
znázornenia kalibračných závislostí (Obrázok 17 až 20).   

Limit detekcie (LOD) metódy bol stanovený na 0,1 µg/kg s výnimkou CHR 
(0,2 µg/kg). Limit kvantifikácie (LOQ) pre B[a]P a B[b]F bol stanovený na 0,3 µg/kg, pre 
B[a]A a CHR 0,4 µg/kg. Validovaná metóda teda spĺňa požiadavku európskej legislatívy 
[88], podľa ktorej hodnoty LOD a LOQ nemôžu prekročiť 0,3 a 0,9 µg/kg. Nízke limity LOD 
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a LOQ u B[b]F boli trochu prekvapením, pretože počas optimalizácie HPLC-FLD analýzy 
práve táto zlúčenina spôsobovala najväčšie problémy, keďže poskytovala najslabší signál. 
V porovnaní s uvedenými hodnotami Santos et al. [66] uvádzajú pre túto látku LOD 
0,2 µg/kg a LOQ 0,6 µg/kg, detekovali ju však pri iných vlnových dĺžkach (260 (ex.) – 
430 (em.) nm). Medzi nami zistenými hodnotami LOD a LOQ u zvyšných troch zlúčenín 
a hodnotami, ktoré sú uvedené vo vyššie spomenutej štúdii už nie sú významnejšie rozdiely. 
Nami zistené LOD a LOQ sú tiež v súlade s údajmi uvedenými v štúdii Wretling et al. [51], 
ktorí sledovali obsah PAU v švédskych údených produktoch. V nemeckej štúdii [7,50] ako už 
bolo spomínané v bode 5.3.1 boli dosiahnuté rádovo nižšie hodnoty a to pre všetky štyri nami 
sledované látky zrejme vďaka použitiu GC-MS detekcie. UV-Vis detekcia použitá Dost 
et Đdeli [76] naopak viedla k vyšším hodnotám ako sú nami zistené.  
 
Tabuľka 11 Kalibrácia metódy pre stanovenie 4 PAU: B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P. 

Analyt B[ a]A CHR B[ b]F B[a]P 
Číslo 

analýzy 
Množstvo 

[ng] 
Signál [mV·s] Signál [mV·s] Signál [mV·s] Signál [mV·s] 

1 0,1 5789 3554 2111 3114 

2 0,5 23242 13941 11323 29347 

3 1 46839 26379 23541 61997 

4 5 244862 134517 113942 302508 

5 10 483990 271824 230416 607973 

6 15 725128 400498 345390 913848 

Regresný koeficient R2 0,99997 0,99988 0,99998 0,99999 

Limit detekcie [µg/kg] 0,1 0,2 0,1 0,1 

Limit kvantifikácie [µg/kg] 0,4 0,4 0,3 0,3 
 

 
Obrázok 18 B[a] A: kalibračná závislosť 

y = 48 383,91x + 153,09
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Obrázok 19 CHR: kalibračná závislosť 

 
Obrázok 20 B[b] F: kalibračná závislosť. 
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Obrázok 21 B[a] P: kalibračná závislosť. 

5.4.2 Zhodnosť metódy vyjadrená ako opakovateľnosť 
Zhodnosť metódy za podmienok opakovateľnosti bola overená pri troch rôznych množstvách 
každého zo štyroch PAU pridaných formou zmesného roztoku k 1 g vzorky údenej klobásy 
(Tabuľka 12 a 13) tak, aby výsledný obsah každej z týchto látok vo vzorke zodpovedal 0,5; 5 
a 10 µg/kg. Vypočítané relatívne smerodajné odchýlky nepresiahli 21 %. Najvyššie hodnoty 
RSDr, 20,1 a 19,2 %, boli zistené pre B[a]A a CHR pri najmenšom prídavku týchto látok ku 
vzorke (priemerné vypočítané množstvo je 0,51±0,09 ng pre B[a]A a 0,47±0,09 ng pre CHR). 
Dôvodom relatívne vysokých odchýliek pre tieto dve látky môže byť aj skutočnosť, že ich 
obsah vo vzorke bol pri najmenšom prídavku, na rozdiel od B[b]F a B[a]P, tesne nad limitom 
kvantifikácie. Najnižšia hodnota RSDr, 3,4 %, bola zistená pre B[b]F pri prídavku na obsah 
5 µg/kg (priemerné vypočítané množstvo 4,3±0,2 ng). Grafické porovnanie dosiahnutých 
hodnôt RSDr pri rôznom obsahu 4 PAU vo vzorke je na obrázku 22.  

Podľa smernice Skúšobného laboratória VÚP [89] pri analýze vzoriek s obsahom 
cieľového analytu pod 1 µg/kg postačuje RSDr nižšia ako 35 % a pri analýze vzoriek 
s obsahom analytu pod 10 µg/kg RSDr nižšia ako 30 %. Je teda zrejmé, že validovaná metóda 
veľmi dobre spĺňa tieto podmienky.  

Vypočítané hodnoty RSDr, s výnimkou B[a]A, súhlasia i s hodnotami uvádzanými Jira et 
al. [7], ktorí validovali metódu s klasickým využitím ASE ako neselektívnej extrakčnej 
techniky nasledovanej prečistením extraktu gélovou chromatografiou a SPE a končiacu  
GC-MS identifikáciou. Pre väčšinu analyzovaných PAU, pridaných ku vzorke na úroveň 
legislatívneho limitu 5 µg/kg, zistili RSDr pod 10 %. V našom prípade sa z tohto intervalu 
vymyká B[a]A, ktorý pri prídavku na rovnaký obsah dosiahol o niečo vyššiu hodnotu RSDr, 
konkrétne 10,76 %. V dánskej štúdii [59] sa zistené RSDr pre prídavok stanovovaných PAU, 
zahŕňajúcich aj nami sledované látky, ku vzorke na úroveň 0,5; 2 a 5 µg/kg pohybovali od 6 
po 17 %. Autori však dosiahli oveľa nižšie hodnoty LOQ ako my, čo, ako už bolo vyššie 
spomenuté, môže byť v našom prípade dôvodom vyšších odchýliek u B[a]A a CHR pri 
prídavku týchto látok na úroveň 0,5 µg/kg.  
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Nariadenie Komisie (EÚ) č. 836/2011 [88] požaduje, aby bola opakovateľnosť metódy 
vyjadrená pomocou Horratovho kritéria (HORRATr), pričom jeho hodnota musí byť menšia 
ako 2, aby mohla byť metóda použitá pre stanovenie PAU. Preto boli RSDr prepočítané na 
toto kritérium. Maximálna zistená hodnota tohto kritéria bola 0,4 (B[a]A), takže validovaná 
metóda aj v tomto ohľade spĺňa požiadavky EÚ. Grafické porovnanie dosiahnutých hodnôt 
Horratovho kritéria pri rôznom obsahu 4 PAU vo vzorke údenej klobásy je na obrázku 23.  

 
 
Obrázok 22 Hodnoty RSDr zistené pre 4 PAU pri rôznom obsahu týchto látok vo vzorke 

údenej klobásy (počet meraní n=6). 

 
 
Obrázok 23 Hodnoty Horratovho kritéria zistené pre 4 PAU pri rôznom obsahu týchto látok 

vo vzorke údenej klobásy (počet meraní n=6). 
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Tabuľka 12 Výsledky testovania opakovateľnosti a výťažnosti metódy pre stanovenie 4 PAU: 
B[a] A, CHR. 

 Množstvo B[a]A  [ng] 

Číslo 
analýzy 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 
 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 
 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 
 

1 

0,52 

0,62 

5,19 

3,69 

10,98 

9,82 

2 0,59 3,62 8,00 

3 0,35 3,81 8,05 

4 0,46 3,90 9,56 

5 0,52 3,53 9,40 

6 0,54 4,58 8,35 

Priemer 
[ng] 

- 
0,51±0,09 - 3,9±0,4 - 8,9±0,7 

RSDr [%] - 20,1 - 10,8 - 8,1 

HORRAT r - 0,40 - 0,29 - 0,25 

Výťažnosť 
[%] 

- 
99±20 

- 
74±7 

- 
81±7 

 Množstvo CHR [ng] 

Číslo 
analýzy 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 
 

1 

0,49 

0,56 

4,93 

4,94 

8,76 

8,40 

2 0,33 4,94 7,65 

3 0,52 5,08 7,61 

4 0,50 5,12 8,21 

5 0,47 4,74 7,67 

6 0,48 5,47 6,84 

Priemer 
[ng] 

 
0,47±0,09 - 5,1±0,3 - 7,7±0,6 

RSDr [%] - 19,2 - 5,7 - 8,0 

HORRAT r - 0,38 - 0,16 - 0,24 

Výťažnosť 
[%] 

- 
98±19 

- 
102±5 

- 
88±6 
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Tabuľka 13 Výsledky testovania opakovateľnosti a výťažnosti metódy pre stanovenie 4 PAU: 
B[b]F , B[a]P. 

 Množstvo B[b]F  [ng] 

Číslo 
analýzy 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 
 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 
 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 

1 

0,46 

0,43 

5,09 

4,30 

10,13 

9,67 

2 0,51 4,42 9,30 

3 0,43 4,37 9,42 

4 0,51 4,10 9,15 

5 0,55 4,05 9,39 

6 0,55 4,29 8,55 

Priemer 
[ng] 

- 
0,50±0,05 - 4,3±0,2 - 9,3±0,4 

RSDr  
[%] 

- 
10,3 

- 
3,4 

- 
4,8 

HORRAT r - 0,2 - 0,09 - 0,15 

Výťažnosť 
[%] 

- 
108±11 

- 
84±3 

- 
91±4 

 Množstvo B[a]P [ng] 

Číslo 
analýzy 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 
 

v štand. 
roztoku 

 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 
 

v štand. 
roztoku 

vypočítané z  
nameraných 

údajov 
 

1 

0,47 

0,55 

4,54 

4,01 

10,19 

9,54 

2 0,44 4,32 9,43 

3 0,50 4,49 9,74 

4 0,51 4,34 8,81 

5 0,57 4,01 8,35 

6 0,51 3,50 8,62 

Priemer 
[ng] 

- 
0,51±0,05 - 4,1±0,4 - 9,1±0,6 

RSDr  
[%] 

- 
9,5 

- 
9,5 

- 
6,0 

HORRAT r - 0,19 - 0,26 - 0,19 

Výťažnosť 
[%] 

- 
109±11 

- 
91±8 

- 
89±6 
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5.4.3 Zhodnosť metódy vyjadrená ako reprodukovateľnosť 
Reprodukovateľnosť metódy bola overená pri množstve každej zo štyroch sledovaných PAU 
pridanom formou zmesného pracovného roztoku týchto látok k 1 g vzorky údenej klobásy tak, 
aby výsledný obsah každej z látok zodpovedal 5 µg/kg. Tri analýzy boli uskutočnené jednou 
osobou a ďalšie tri analýzy druhou osobou v inom čase (Tabuľka 16). Vypočítané hodnoty 
relatívnych smerodajných odchýliek sú v rozpätí od 4,4 % (B[a]A)   po 11,6 % (B[a]P) a teda 
veľmi dobre spĺňajú požiadavku Skúšobného laboratória VÚP [89], podľa ktorej pre vzorky 
s obsahom analytu pod 10 µg/kg musí byť RSDR menšia ako 45 %. Zároveň sú splnené aj 
požiadavky európskej legislatívy [88], keďže vypočítaná hodnota Horratovho kritéria pre 
reprodukovateľnosť (HORRATR) je u každej zo štyroch látok menšia ako 2. Konkrétne boli 
zistené hodnoty tohto kritéria od 0,12 (B[b]F) do 0,3 (B[a]P). Nakoniec i jednofaktorová 
analýza rozptylu preukázala, že medzi údajmi nameranými rôznymi osobami a v inom čase 
nie je štatisticky významný rozdiel.  
 
Tabuľka 14 Výsledky testovania reprodukovateľnosti metódy pre stanovenie 4 PAU: B[a]A, 

CHR, B[b]F, B[a]P. Pracovník A: analýza č. 1-3, pracovník B: analýza č. 4-6. 

 Množstvo B[a]A [ng] Množstvo CHR [ng] 

Číslo analýzy 
v štandardnom 

roztoku  

vypočítané 
z nameraných 

údajov 

v štandardnom 
roztoku 

vypočítané 
z nameraných 

údajov  
1A 

5,21 

5,65 

5,45 

7,56 

2A 5,11 6,65 

3A 5,10 6,29 

4B 
5,04 

5,23 

4,95 

6,38 

5B 5,06 5,89 

6B 5,24 6,30 

Priemer [ng] - 5,2±0,2 - 6,5±0,7 

RSDR [%] - 4,4 - 10,1 

HORRAT R - 0,13 - 0,30 

 Množstvo B[b]F [ng] Množstvo B[a]P [ng] 

Číslo analýzy 
v štandardnom 

roztoku 

vypočítané 
z nameraných 

údajov  

v štandardnom 
roztoku 

vypočítané 
z nameraných 

údajov  
1A 

5,15 

3,84 

5,27 

5,12 

2A 4,17 4,01 

3A 4,21 3,86 

4B 
5,31 

3,88 

5,11 

4,19 

5B 4,21 4,260 

6B 4,31 4,258 

Priemer [ng] - 4,1±0,2 - 4,3±0,5 

RSDR [%] - 4,5 - 11,6 

HORRAT R - 0,12 - 0,32 
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5.4.4 Správnosť metódy vyjadrená ako výťažnosť 
Výťažnosť metódy bola vypočítaná z údajov nameraných pri testovaní opakovateľnosti 

(Tabuľka 12 a 13). Zistené hodnoty výťažnosti sú v rozpätí od 74 po 109 %. Najnižšia 
výťažnosť 74±7 % bola zistená pre B[a]A pri prídavku na obsah 5 µg/kg (priemerné 
vypočítané množstvo B[a]A vo vzorke 3,9±0,4 ng). Najvyššia výťažnosť 109±11 % bola 
zistená u B[a]P pri najmenšom prídavku na úroveň 0,5 µg/kg (priemerné vypočítané 
množstvo B[a]P vo vzorke 0,51±0,05 ng). Vo všeobecnosti práve pre tento najmenší prídavok 
boli zistené najvyššie výťažnosti, avšak zároveň aj s najväčšími odchýlkami. Grafické 
porovnanie hodnôt výťažností 4 PAU zistených pre rôzny obsah týchto látok vo vzorke 
údenej klobásy predstavuje obrázok 24. 

Podľa smernice Skúšobného laboratória VÚP [89] môže byť metóda validovaná, ak 
dosahuje výťažnosť medzi 50 a 120 % pre obsah sledovaného analytu pod 1 µg/kg 
a výťažnosť medzi 70 až 110 % pre obsah analytu od 1 po 10 µg/kg.  Tu nastáva problém 
s  B[a]A, pretože dolná hranica rozpätia výťažnosti zistenej pre prídavok na obsah 5 µg/kg 
(74±7 %) zasahuje pod stanovený rozsah. Ostatné tri látky spĺňajú tieto tieto podmienky pri 
všetkých troch prídavkoch. Avšak podľa legislatívy EÚ [88] je metóda vhodná pre stanovenie 
PAU, ak preukáže výťažnosť od 50 do 120 % a túto požiadavku spĺňa aj B[a]A.  

Vypočítané hodnoty nie sú príliš odlišné od výsledkov nemeckej štúdie [7, 50] 
využívajúcej pre extrakciu PAU ASE s následným prečistením extraktu gélovou 
chromatografiou a SPE. Výnimkou je B[a]A, kde autori spomínanej štúdie pri prídavku na 
rovnaký obsah (5 µg/kg) zistili vyššiu výťažnosť (90 %) a CHR, kde uvádzajú naopak menšiu 
výťažnosť, 86 %, oproti nami zistenej 102±5 % výťažnosti. Wang et al. [83] taktiež použili 
ASE a naopak uvádzajú nižšie výťažnosti pre všetky nami sledované PAU, konkrétne pod 
85 %. Pre purifikáciu extraktu však použili i rozdeľovanie so zriedeným roztokom kyseliny 
sírovej, čo môže viesť k strate analytov a tým aj k nižším výťažnostiam. 

 
Obrázok 24 Hodnoty výťažnosti 4 PAU zistené pre rôzny obsah týchto látok vo vzorke údenej 
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Správnosť metódy bola overená aj testom výťažnosti za použitia referenčného testovacieho 
materiálu (FAPAS, ref. č. T0652QC-Smoked Meat Product). Poskytnutý testovací materiál 
obsahoval len tri látky zo štyroch nami stanovovaných, u ktorých bol uvedený ich referenčný 
obsah v danom materiále. Konkrétne sa jednalo o látky  B[a]A, CHR a  B[a]P. Obsah B[b]F 
nebol v tomto materiále deklarovaný, napriek tomu bola táto látka kvantifikovaná. 
U zostávajúcich troch látok boli nami zistené hodnoty v povolenom intervale (Tabuľka 15). 
Validovaná metóda je teda schopná poskytnúť správne a presné výsledky. Chromatografický 
záznam referenčného materiálu je v prílohe 7. 

 
Tabuľka 15 Výsledky testovania správnosti metódy s využitím referenčného testovacieho 

materiálu (FAPAS, ref. č. T0652QC-Smoked Meat Product). 

Analyt 
Referenčný obsah 
analytu vo vzorke  

[µg/kg] 

Povolený interval  
[µg/kg] 

Priemerná vypočítaná 
hodnota obsahu analytu 
z  nameraných údajov 

 [µg/kg] 
B[a]A  3,26 1,83-4,70 4,0±0,5 

CHR 2,69 1,51-3,88 3,2±0,2 

B[b]F - - 0,36±0,08 

B[a]P 0,54 0,30-0,78 0,45±0,04 
 
5.4.5 Robustnosť metódy 
Robustnosť metódy bola hodnotená pri troch zmenených podmienkach (Tabuľka 16), 
konkrétne sa jednalo o zmenu teploty extrakcie na 101°C oproti pôvodným 100 °C, zmenu 
dĺžky extrakčného cyklu z 10 na 11 minút a zmenu osoby vykonávajúcej analýzu. RSDr 
a výťažnosti vypočítané z údajov nameraných pri zvolených zmenených podmienkach spĺňali 
požiadavky uvedené v smernici Skúšobného laboratória VÚP [89] aj v Nariadení Komisie EÚ 
836/2011 [88]. Zároveň neboli významne odlišné od hodnôt získaných za nezmenených 
podmienok. Nakoniec aj jednofaktorová analýza rozptylu potvrdila, že medzi údajmi 
nameranými za zvolených podmienok robustnosti nie je štatisticky významný rozdiel.  
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Tabuľka 16 Výsledky testovania robustnosti metódy pre stanovenie 4 PAU: B[a]A, CHR, 
B[b]F, B[a]P. a-zmena teploty extrakcie na 101 °C, b-zmena dĺžky extrakčného 
cyklu  na 11 minút, c-zmena pracovníka. 

 Množstvo B[a]A [ng] Množstvo CHR[ng]  
Číslo analýzy Normálne podm. Zmenené podm. Normálne podm. Zmenené podm.  

1a 4,50 4,84 5,62 6,95 

2a 4,62 4,76 5,67 5,95 

3a 4,70 4,72 5,75 5,93 

Priemer [ng] 4,6±0,1 4,77±0,07 5,68±0,08 6,3±0,6 

RSDr [%] 2,6 1,5 1,4 9,5 

Výťažnosť [%] 80±2 83±1 98±1 109±10 

1b 3,69 3,59 4,94 4,76 

2b 3,62 3,66 4,94 4,80 

3b 3,81 3,74 5,08 4,86 

Priemer [ng] 3,7±0,1 3,7±0,2 4,98±0,08 4,8±0,1 

RSDr [%] 3,1 4,9 1,7 3,0 

Výťažnosť [%] 71±2 71±3 101±2 97±3 

1c 4,50 4,50 5,62 5,48 

2c 4,62 4,54 5,67 5,49 

3c 4,70 4,23 5,75 5,11 

Priemer [ng] 4,61±0,05 4,4±0,2 5,68±0,08 5,36±0,2 

RSDr [%] 1,0 4,1 1,4 4,2 

Výťažnosť [%] 80±1 77±3 98±1 93±4 

 Množstvo B[b]F [ng] Množstvo B[a]P [ng] 
Číslo analýzy Normálne podm. Zmenené podm. Normálne podm. Zmenené podm.  

1a 3,63 4,29 4,10 4,51 

2a 3,98 4,23 4,24 4,37 

3a 4,04 4,39 4,37 4,44 

Priemer [ng] 3,9±0,2 4,79±0,06 4,2±0,2 4,44±0,08 

RSDr [%] 6,3 2,2 3,7 1,9 

Výťažnosť [%] 77±5 86±2 78±3 82±2 

1b 4,37 4,32 4,32 4,05 

2b 4,10 4,24 4,49 4,03 

3b 4,05 4,16 4,34 4,53 

Priemer [ng] 4,2±0,2 4,2±0,2 4,4±0,1 4,2±0,6 

RSDr [%] 4,5 4,7 2,3 15,2 

Výťažnosť [%] 82±4 83±4 97±2 93±14 

1c 3,63 3,72 4,10 4,24 

2c 3,98 3,71 4,24 4,45 

3c 4,04 4,20 4,37 4,34 

Priemer [ng] 3,9±0,2 3,9±0,3 4,2±0,2 4,32±0,06 

RSDr [%] 6,3 7,5 3,7 1,5 

Výťažnosť [%] 77±5 77±6 78±3 80±1 
 



73 
 

5.5 Stanovenie 4 PAU (B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P) v reálnych vzorkách 

Prostedníctvom validovanej metódy bol stanovený obsah 4 PAU v dvanástich vzorkách 
rôznych druhov údených klobás získaných od 8 slovenských výrobcov (Tabuľka 17, Obrázok 
27).  

B[a]A nebolo možné kvantifikovať v jednej vzorke. V ostatných vzorkách bol jeho obsah 
v rozmedzí od 0,41±0,03 do 14±1 µg/kg s priemernou hodnotou 3,8 µg/kg. CHR bol ako 
jediná zlúčenina spomedzi štyroch sledovaných PAU kvantifikovaný vo všetkých 
analyzovaných produktoch a jeho zistený obsah bol v rozpätí od 1,3±0,2 do 8,9±0,8 µg/kg 
s priemernou hodnotou 3,2 µg/kg. CHR a B[a]A boli zároveň látky s najväčším 
percentuálnym zastúpením vo všetkých vzorkách s výnimkou vzorky č. 2. (Obrázok 25).  
B[b]F nebol detekovaný v jednej vzorke a v štyroch vzorkách nebol kvantifikovaný. 
V ďalších siedmych vzorkách bol jeho obsah v rozpätí od 0,35±0,02 do 3,8±0,8 µg/kg 
s priemernou hodnotou 1,8 µg/kg. Zo štyroch sledovaných PAU bol najmenej zastúpenou 
zlúčeninou vo všetkých analyzovaných výrobkoch (Obrázok 25). B[a]P taktiež nebol 
detekovaný v jednej a kvantifikovaný v štyroch vzorkách. V zostávajúcich siedmych 
produktoch bol jeho obsah v rozmedzí od 1,2±0,3 do 33±5 µg/kg s priemernou hodnotou 
6,9 µg/kg. Priemerná hodnota je nad legislatívnym limitom, avšak predovšetkým kvôli vzorke 
č. 2 s extrémne vysokým obsahom tejto látky. Vypočítané sumy 4 PAU boli v rozpätí od 
1,72±0,04 po 40±5 µg/kg s priemernou hodnotou 11,9 µg/kg. 
 

 
Obrázok 25 Percentuálne zastúpenie 4 sledovaných PAU v dvanástich analyzovaných 

vzorkách údených klobás (počet paralelných meraní n=3). 

Vcelku prekvapujúce bolo zistenie, že spomedzi dvanástich výrobkov, čo je relatívne malý 
súbor, až dva produkty (vzorka č. 2 a 9) prekročili aktuálny legislatívny limit pre samotný  
B[a]P (5 µg/kg) aj pre sumu sledovaných štyroch látok (30 µg/kg) (Obrázok 26). Najväčší 
obsah sumy 4 PAU 40±5 µg/kg bol zistený vo vzorke č. 2, pričom k prekročeniu limitu pre 
sumu týchto látok viedol u tohto produktu práve extrémne vysoký obsah B[a]P, konkrétne 
33±5 µg/kg. V súčasných európskych štúdiách sledujúcich úroveň kontaminácie údených 
produktov PAU sú podobne vysoké hodnoty B[a]P ohlasované len zriedkavo. Obsah B[a]P  
36,9 µg/kg stanovili Wretling et al. [51] v šunke podrobenej tradičnému švédskemu „sauna“ 
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údeniu nad priamym ohňom, ktorý je produkovaný horením drevených hranolov. Rovnako 
vysoké alebo vyššie hodnoty ako pre B[a]P  však vo vzorke tejto šunky zistili aj pre ďalšie tri 
nami sledované PAU. V prípade nami analyzovanej vzorky to tak nebolo. Existuje teda dôvod 
domnievať sa, že tento výsledok bol spôsobený chybou v analýze, avšak jedná sa o priemernú 
hodnotu získanú z troch paralelných meraní a smerodajné odchýlky, rovnako ako aj z nich 
počítané hodnoty RSDr, sú dostatočne nízke a to pre všetky štyri látky, takže možno vylúčiť 
napríklad nedostatočné zhomogenizovanie vzorky. Preto nebola táto vzorka vylúčená 
z celkového hodnotenia aj keď by možno bolo vhodné analyzovať ešte niekoľko rovnakých 
produktov pre potvrdenie nameraných údajov. 

 
Obrázok 26 Porovnanie obsahu sumy 4 PAU a B[a]P  v dvanástich analyzovaných vzorkách 

údených klobások (počet paralelných meraní n=3, chybové úsečky sú uvedené 
ako smerodajné odchýlky). 

V ďalšej vzorke (č. 9), kde bol prekročený legislatívny limit, bol zistený obsah B[a]P  
5,3±0,1 µg/kg a celkový obsah 4 PAU 32±3 µg/kg. Od rovnakého výrobcu boli zakúpené ešte 
tri iné produkty (č. 8, 10, 11), ktoré už legislatívne limity spĺňajú. Avšak zistené hodnoty 
PAU v týchto troch vzorkách, konkrétne napríklad pre B[a]P hodnoty 2,1±0,3; 1,8±0,1 a 
3,1±0,2 µg/kg a pre sumu 4 PAU hodnoty 15±1; 14,0±0,5 a 21,8±0,6 sú aj tak relatívne 
vysoké v porovnaní s obsahom týchto látok zisteným v ostatných nami analyzovaných 
vzorkách a tiež v porovnaní s údajmi, ktoré boli referované v iných európskych štúdiách. 
Napríklad Santos et al. [66] stanovili obsah B[a]P v tradičných údených portugalských 
klobáskach neprekračujúci 1 µg/kg a celkový obsah 4 PAU pod 7 µg/kg. Wretling et al. [51] 
uvádzajú obsah B[a]P v údených klobáskach pod limitom kvantifikácie 0,3 µg/kg. Nemecká 
štúdia [50], ktorej autori analyzovali 113 vzoriek údených mäsových výrobkov, uvádza 
maximálny zistený obsah B[a]P 0,43 µg/kg. K dispozícii nie sú údaje o spôsobe údenia 
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analyzovaných produktov ale vzhľadom na namerané údaje je možné domnievať sa, že 
technologický proces údenia nebol u týchto štyroch vzoriek dostatočne zvládnutý z hľadiska 
zabránenia kontaminácie údených výrobkov PAU. Tento fakt je ešte zrejmejší vzhľadom 
k tomu, že od 1. 9. 2014 začne platiť nový legislatívny limit 2 µg/kg pre obsah B[a]P 
a 12 µg/kg pre celkový obsah 4 PAU v údených mäsových výrobkoch. Jeden alebo druhý 
limit, by prekročila každá zo spomínaných štyroch vzoriek.  

Zvyšné analyzované vzorky (č. 1, 3, 4, 5, 6, 7, 12) spĺňajú aj nižšie legislatívne limity 
platné od 1. 9. 2014. Obsah PAU v týchto vzorkách je zároveň v súlade s údajmi v iných 
štúdiách [50, 51, 66], ktoré analyzovali obsah týchto látok v údených mäsových produktoch. 
Spomedzi týchto vzoriek je nutné spomenúť vzorku č. 7, ktorá predstavuje klasickú domácu 
klobásu, bola totiž vyrobená len pre osobnú spotrebu výrobcu. Vzhľadom k tomu bol u tejto 
vzorky očakávaný vyšší obsah PAU, výsledky však ukázali opak, práve táto vzorka bola 
jednou z najmenej kontaminovaných, B[b]F tu nebol detekovaný a B[a]P nebolo možné 
kvantifikovať.  

 
Obrázok 27 Obsah PAU v dvanástich analyzovaných vzorkách údených klobások (počet 

meraní n=3, chybové úsečky sú uvedené ako smerodajné odchýlky). 

Súbor dvanástich vzoriek je príliš malý na to, aby bolo možné vysloviť všeobecný záver 
ohľadom úrovne kontaminácie údených produktov PAU v rámci Slovenskej republiky. Avšak 
na daných vzorkách bola otestovaná nová metóda aj na trochu odlišných matriciach a 
potvrdila sa jej schopnosť stanoviť i malé množstvá daných štyroch látok s dostatočne nízkou 
chybou merania.  

Výsledky stanovenia 4 PAU v niekoľkých analyzovaných vzorkách však naznačujú, že 
obsah týchto látok v údených mäsových produktoch môže dosiahnuť vysoké hodnoty aj 
napriek platným legislatívnym opatreniam. Kontaminácia údených potravín PAU je teda stále 
závažným problémom a jej úroveň je potrebné ďalej sledovať.  
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Tabuľka 17 Obsah 4 PAU v dvanástich analyzovaných vzorkách údených klobások 

Č. Názov vzorky 
B[a]A 
[µg/kg] 

CHR 
[µg/kg] 

B[b]F 
[µg/kg] 

B[a]P 
[µg/kg] 

SUMA 
4 PAU 
[µg/kg] 

1 
Laborecká klobása 
Mecom Group 
s.r.o.  

0,6±0,1 1,8±0,2 0,9±0,2 1,9±0,2 5,3±0,6 

2 
Maďarská klobása 
Púchovský mäsový 
priemysel a.s. 

2,3±0,1 2,1±0,1 2,3±0,2 33±5 40±5 

3 
Púchovská čabajka 
Púchovský mäsový 
priemysel a.s. 

0,8±0,1 1,8±0,1 
≥LOD 
≤LOQ 

≥LOD 
≤LOQ 

2,6±0,2 

4 
Brezovická klobása 
Mäsovýroba  
Peter Jendrášek 

0,73±0,05 1,50±0,03 
≥LOD 
≤LOQ 

≥LOD 
≤LOQ 

2,22±0,04 

5 
Chalupárska 
klobása  
Ladislav Orbán 

0,41±0,03 1,31±0,07 
≥LOD 
≤LOQ 

≥LOD 
≤LOQ 

1,72±0,04 

6 
Gombasecká 
klobása 
Tauris Nitria s.r.o. 

≥LOD 
≤LOQ 

1,67±0,08 
≥LOD 

    ≤LOQ 
1,2±0,3 2,9±0,4 

7 
Domáca klobása 
Súkromná výroba 

0,46±0,03 1,3±0,2 n.d. 
≥LOD 
≤LOQ 

1,8±0,2 

8 
Domáca klobása 
Mäsovýroba 
Štefan Knižka s.r.o. 

6,7±0,7 4,5±0,5 1,4±0,2 2,1±0,3 15±1 

9 
Csobai klobása  
Mäsovýroba  
Štefan Knižka s.r.o. 

14±1 8,9±0,8 3,8±0,8 5,3±0,1 32±3 

10 
Cigáro klobása 
Mäsovýroba  
Štefan Knižka s.r.o. 

5,4±0,1 5,3±0,2 1,55±0,08 1,8±0,1 14,0±0,5 

11 
Chorízo klobása 
Mäsovýroba  
Štefan Knižka s.r.o. 

9,8±0,5 6,29±0,03 2,6±0,1 3,1±0,2 21,8±0,6 

12 
Lahôdková klobása 
Arpád Bognár 

0,60±0,01 2,0±0,4 0,35±0,02 n.d. 3,0±0,4 

Maximálna hodnota 14±1 8,9±0,8 3,8±0,8 33±5 40±5 
Minimálna hodnota 0,4 (LOQ) 1,3±0,2 0,1 (LOD) 0,1 (LOD) 1,72±0,04 
Priemerná hodnota 
(len vzorky s obsahom 
vyšším ako LOQ) 

3,8 3,2 1,8 6,9 11,9 
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6 ZÁVER 

Cieľom predloženej diplomovej práce bolo vyvinúť zjednodušenú metódu izolácie 
a stanovenia PAU v údených mäsových výrobkoch. V úvode experimentálnej časti práce bola 
preto vypracovaná nová metóda využívajúca ASE ako selektívnu extrakčnú techniku. Jej 
princípom je umiestnenie vhodného sorbentu zachytávajúceho tuk počas extrakcie priamo do 
extrakčnej cely. Pri klasických postupoch extrakcie nepolárnym rozpúšťadlom je tuk 
koextrahovaný spolu s PAU a získaný extrakt vyžaduje často veľmi náročnú purifikáciu 
najčastejšie metódami GPC a SPE. Použitý sorbent by mal tento proces dodatočného 
prečisťovania úplne eliminovať. 

Ako sorbent poskytujúci dostatočné zachytenie tuku a zároveň najlepšiu výťažnosť PAU 
bol vyhodnotený silikagel aktivovaný pri teplote 140 °C počas 18 hodín pridaný do cely 
v pomere 10 g na 1 g vzorky údeného produktu. Avšak pri extrakčnom programe 
obsahujúcom dva extrakčné cykly, tak ako ho opísali a validovali Jíra et al. [7] pre PAU so 4 
až 6 benzénovými kruhmi nebolo možné získať dostatočnú výťažnost ani s použitím 
silikagelu. Preto musel byť optimalizovaný aj tento parameter a zvolený bol program s 
jedným extrakčným cyklom opakovaný trikrát. Ostatné parametre ostali nezmenené tak, ako 
ich uvádzajú Jira et al. [7], teda teplota 100 °C, tlak 10 MPa, purge time 120 sekúnd, flush 
volume 60 %, dĺžka jedného statického cyklu 10 minút. Vzorky boli extrahované n-hexánom, 
pretože polárnejšia zmes rozpúšťadiel (dichlórmetán s acetonitrilom v pomere 90:10) viedla 
k oslabeniu schopnosti sorbentu viazať tuk a znečisteniu výsledného extraktu.  

Na rozdiel od dosiaľ popísaných postupov izolácie PAU z mäsových produktov 
prostredníctvom ASE [6, 7], vyžadujúcich po skončení extrakcie purifikáciu extraktu 
najčastejšie GPC a SPE [7], prípadne rozdeľovaním so zriedenou kyselinou sírovou 
a následne kolónovou chromatografiou na florisile, umožnilo pridanie silikagelu do 
extrakčnej cely získať extrakt, ktorý je dostatočne čistý pre okamžitú 
HPLC-FLD analýzu. Chromatografické záznamy preukázali, že takto získaný extrakt 
obsahuje menej nečistôt ako extrakt získaný po prečistení gélovou chromatografiou.  

Navrhnutý postup navyše viedol k ďalšiemu zníženiu spotreby rozpúšťadiel  a chemikálií 
potrebných pri purifikácii extraktu. Zároveň sa výrazne skrátil čas celej analýzy, znížil sa 
počet jednotlivých operácií pri príprave vzorky a teda aj možnosť väčších strát PAU pred ich 
finálnou analýzou.  

Vyššie popísaná metóda bola v ďalšej časti práce validovaná najprv len pre stanovenie  
B[a]P, ktorého obsah v potravinách sa sleduje najčastejšie, a pre ktorý je, ako pre jediný 
PAU, stanovený aj samostatný legislatívny limit [40, 44]. Následne bola metóda validovaná 
pre stanovenie 4 PAU (B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P), pre ktorých sumu bol stanovený 
legislatívny limit novým Nariadením Komisie (EÚ) č. 835/2011 [44]. Výsledky validačných 
experimentov preukázali, že obidve metódy sú vhodné pre stanovenie PAU v údených 
mäsových produktoch, keďže splnili všetky požiadavky, ktoré kladie na metódy používané 
pre úradnú kontrolu PAU v potravinách Nariadenie Komisie (ES) č. 333/2007 [87], respektíve 
aktuálne Nariadenie Komisie (EÚ) č. 836/2011 [88]. 

Prostredníctvom validovanej metódy bol stanovený obsah 4 PAU (B[a]A, CHR, B[b]F, 
B[a]P) v dvanástich vzorkách údených klobások pochádzajúcich od ôsmych slovenských 
výrobcov. Dve z analyzovaných vzoriek prekročili maximálny limit pre obsah B[a]P aj pre 
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celkový obsah 4 PAU stanovený Nariadením Komisie (EÚ) č. 835/2011. Znížený legislatívny 
limit, ktorý má začať platiť od 1. 9. 2014 by prekročili ďalšie tri vzorky. Nutné je však 
podotknúť, že štyri z vyššie spomínaných vzoriek sú od rovnakého výrobcu.  

Malý súbor analyzovaných vzoriek samozrejme neumožňuje vysloviť jednoznačný záver 
ohľadne úrovne kontaminácie údených mäsových produktov PAU v rámci Slovenskej 
republiky. Avšak dané vzorky dobre poslúžili pre ďalšie otestovanie novej metódy a potvrdili 
jej schopnosť stanoviť i stopový obsah PAU s dostatočne nízkou chybou merania.  

Výsledky stanovenia 4 PAU v niekoľkých analyzovaných výrobkoch zároveň naznačujú, 
že obsah týchto látok v údených mäsových produktoch môže dosiahnuť vysoké hodnoty aj 
napriek platným legislatívnym opatreniam. Kontaminácia údených potravín PAU je teda stále 
závažným problémom a jej úroveň je potrebné ďalej sledovať, rovnako ako aj ďalšie možnosti 
eliminácie PAU z potravín.  
  



79 
 

7 LITERATÚRA 

[1] GUILLÉN, M.D. a P. SOPELANA. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Diverse Foods. 
D'MELLO, J.P.F. Food Safety: Contaminants and Toxins. Wallingford: CABI Publishing, 
2003, pp. 175-198. ISBN 0-85199-607-8. 

[2] IARC Monographs on the evaluation of carcinogenic risks to humans: Volume 92. Some 
non-heterocyclic polycyclic aromatic hydrocarbons and some related exposures. Lyon, 
France: IARC, 2010. 

[3] DABESTANI, R. a I.N. IVANOV. A compilation of physical, spectroscopic and 
photophysical properties of polycyclic aromatic hydrocarbons. Photochemistry and 
Photobiology. 1999, vol. 70, no. 1, pp. 10-34. 

[4] PLAZA-BOLAÑOS, P., A.G. FRENICH a J.L.M. VIDAL. Polycyclic aromatic 
hydrocarbons in food and beverages. Analytical methods and trends. Journal of 
Chromatography A. 2010, vol. 1217, no. 41, pp. 6303-6326. 

[5] CARABIAS-MARTÍNEZ, R., R. RODRÍGUEZ-GONZALO, P. REVILLA-RUIZ a J. 
HERNÁNDEZ-MÉNDEZ. Pressurized liquid extraction in the analysis of food and 
biological samples. Journal of Chromatography A. 2005, vol. 1089, pp. 1-17. 

[6] WANG, G., A.S. LEE, M. LEWIS, B. KAMATH a R.K. ARCHER. Accelerated solvent 
extraction and gas chromatography/mass spectrometry for determination of polycyclic 
aromatic hydrocarbons in smoked food samples. Journal of Agricultural and Food 
Chemistry. 1999, vol. 47, pp. 1062-1066. 

[7] JIRA, W. A GC/MS method for the determination of carcinogenic polycycylic aromatic 
hydrocarbons (PAH) in smoked meat products and liquid smokes. European Food 
Research and Technology.2004, vol. 218, pp. 208-212. 

[8] MOSS, G.P. Nomenclature of fused and bridged fused ring systems. Pure and Applied 
Chemistry. IUPAC, 1998, vol. 70, no. 1, pp. 143-216. 

 [9] Polycyklické aromatické uhlovodíky [online]. Integrovaný registr znečišťování. 2006. 
[cit. 23.01. 2013] Dostupné z: http://www.irz.cz/node/86. 

[10] FRANKOVSKÁ, J., I. SLANINKA a J. KORDÍK.  Atlas sanačných metód 
environmentálnych záťaží. Bratislava: Štátny geologický ústav Dionýza Štúra, 2010. 
ISBN 978-80-89343-39-3. 

 [11] SROGI, K. Monitoring of environmental exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons: 
a review. Environmental Chemistry Letters. 2007, vol. 5, no. 4, pp. 169-195. 

[12] SKUPIŃSKA, K., I. MISIEWICZ a T. KASPRZYCKA-GUTTMAN. Polycyclic 
aromatic hydrocarbons: physicochemical properties, environmental appearance and impact 
on living organisms. Acta Poloniae Pharmaceutica. 2004, vol. 61, no. 3, pp. 233-240. 

[13] SLAVINSKAYA, N.A. a P. FRANK. A modelling study of aromatic soot precursors 
formation in laminar methane and ethene flames. Combustion and Flame. 2009, vol. 156, 
no. 9, pp. 1705-1722. 



 
 

80 
 

[14] MC GRATH, T., R. SHARMA a M. HAJALIGOL. An experimental investigation into 
the formation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) from pyrolysis of biomass 
materials. Fuel. 2001, vol. 80, pp. 1787-1797. 

[15] BRITT, P.F., A.C. BUCHANAN, III, M.K. KIDDER a C.V. OWENS, Jr. Influence of 
steroid structure on the pyrolytic formation of polycyclic aromatic hydrocarbons. Journal 
of Analytical and Applied Pyrolysis. 2003, vol. 66, pp. 71-95. 

[16] BRITT, P.F., A.C. BUCHANAN, C.V. OWENS a J.T. SKEEN. Does glucose enhance 
the formation of nitrogen containing polycyclic aromatic compounds and polycyclic 
aromatic hydrocarbons in the pyrolysis of proline?. Fuel. 2004, vol. 83, no. 11-12, pp. 
1417-1432. 

 [17] WESTER, P.W., J.J.A. MULLER, W. SLOB, G.R. MOHN, P.M. DORTANT a E.D. 
KROESE. Carcinogenic activity of benzo[a]pyrene in a 2 year oral study in Wistar 
rats. Food and Chemical Toxicology. 2012, vol. 50, no. 3-4, pp. 927-935. 

[18] SINHA, R. Dietary benzo[a]pyrene intake and risk of colorectal adenoma. Cancer 
Epidemiology Biomarkers. 2005, vol. 14, no. 8, pp. 2030-2034. 

[19] ANDERSON, K.E. Dietary intake of heterocyclic amines and benzo[a]pyrene: 
associations with pancreatic cancer. Cancer Epidemiology Biomarkers. 2005, vol. 14, no. 
9, pp. 2261-2265. 

[20] PALACKAL, N.T., PENNING T.M., BURCZYNSKY M.E. a R.G. HARVEY. 
Metabolic activation of polycyclic aromatic hydrocarbon trans-dihydrodiols by 
ubiquitously expressed aldehyde reductase (AKR1A1). Chemico-Biological Interactions. 
2001, vol. 130-132, pp. 815-824. 

[21] VAN GREVENYNGHE, J., L. SPARFEL, M. LE VEE, D. GILOT, B. DRENOU, R. 
FAUCHET a O. FARDEL. Cytochrome P450-dependent toxicity of environmental 
polycyclic aromatic hydrocarbons towards human macrophages. Biochemical and 
Biophysical Research Communications. 2004, vol. 317, no. 3, pp. 708-716. 

[22] KIPOPOULOU, A.M., E. MANOLI a C. SAMARA. Bioconcentration of polycyclic 
aromatic hydrocarbons in vegetables grown in an industrial area. Environmental 
Pollution. 1999, vol. 106, pp. 369-380. 

[23] KHILLARE, P.S., D.S. JYETHI a S. SARKAR. Health risk assessment of polycyclic 
aromatic hydrocarbons and heavy metals via dietary intake of vegetables grown in the 
vicinity of thermal power plants. Food and Chemical Toxicology. 2012, vol. 50, no. 5, 
pp. 1642-1652 

[24] ROJO CAMARGO, M.C. a M.C.F. TOLEDO. Polycyclic aromatic hydrocarbons in 
Brazilian vegetables and fruits. Food Control. 2003, vol. 14, 49-53. 

[25] MARTORELL, I., G. PERELLÓ, R. MARTÍ-CÍD, V. CASTELL, J.M. LLOBET a J.L. 
DOMINGO. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in foods and estimated PAH 
intake by the population of Catalonia, Spain: Temporal trend. Environment International. 
2010, vol. 36, no. 5, pp. 424-432. 

[26] STOLYHWO, A. a Z.E. SIKORSKI. Polycyclic aromatic hydrocarbons in smoked fish - 
a critical review. Food Chemistry. 2005, vol. 91, no. 2, pp. 303-311. 



81 
 

[27] NACCARI, C., M. CRISTANI, F. GIOFRÈ, M. FERRANTE, L. SIRACUSA a D. 
TROMBETTA. PAHs concentration in heat-treated milk samples. Food Research 
International. 2011, vol. 44, no. 3, pp. 716-724. 

[28] TEIXEIRA, V.H., S. CASAL, M. BEATRIZ a P.P. OLIVEIRA. PAHs content in 
sunflower, soybean and virgin olive oils: Evaluation in commercial samples and during 
refining process. Food Chemistry. 2007, vol. 104, pp. 106-112. 

[29] CIECIERSKA, M. a M.W. OBIEDZIŃSKI. Polycyclic aromatic hydrocarbons in 
vegetable oils from unconventional sources.Food Control. 2013, vol. 30, no. 2, pp. 556-
562. 

[30] KAZEROUNI, N., R. SINHA, H. CHE-HAN, A. GREENBERG a N. ROTHMAN. 
Analysis of 200 items for benzo[a]pyrene and estimation of its intake in an 
epidemiologic study. Food and Chemical Toxicology. 2001, vol. 39, pp. 423-436. 

[31] LIN, D., Y. TU a L. ZHU. Concentrations and health risk of polycyclic aromatic 
hydrocarbons in tea.Food and Chemical Toxicology. 2005, vol. 43, pp. 41-48. 

[32] ORECCHIO, S., V.P. CIOTTI a L. CULOTTA. Polycyclic aromatic hydrocarbons 
(PAHs) in coffee brew samples: Analytical method by GC-MS, profile, levels and 
sources. Food and Chemical Toxicology. 2009, vol. 47, no. 4, pp. 819-826. 

[33] CHUNG, S.Y., R.R. YETTELLA, J.S. KIM, K. KWON, M.C. KIM a D.B. MIN. Effects 
of grilling and roasting on the levels of polycyclic aromatic hydrocarbons in beef and 
pork. Food Chemistry. 2011, vol. 129, no. 4, pp. 1420-1426. 

[34] FARHADIAN, A., S. JINAP, F. ABAS a Z.I. SAKAR. Determination of polycyclic 
aromatic hydrocarbons in grilled meat. Food Control. 2010, vol. 21, no. 5, pp. 606-610. 

[35] FARHADIAN, A., S. JINAP, A. FARIDAH a I.S.M. ZAIDUL. Effects of marinating on 
the formation of polycyclic aromatic hydrocarbons (benzo[a]pyrene, 
benzo[b]fluoranthene and fluoranthene) in grilled beef meat. Food Control. 2012, vol. 
28, no. 2, pp. 420-425. 

[36] FARHADIAN, A., S. JINAP, H.N. HANIFAH a I.S. ZAIDUL. Effects of meat 
preheating and wrapping on the levels of polycyclic aromatic hydrocarbons in charcoal-
grilled meat. Food Chemistry. 2011, vol. 124, no. 1, pp. 141-146. 

[37] JANOSZKA, B. HPLC-fluorescence analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons 
(PAHs) in pork meat and its gravy fried without additives and in the presence of onion 
and garlic. Food Chemistry. 2011, vol. 126, no. 3, pp. 1344-1353. 

[38] Opinion of the Scientific Committee on Food on the risks to human health of Polycyclic 
Aromatic Hydrocarbons in food. Scientific Committee on Food, 2002. 

[39] Summary and conclusions of the sixty-fourth meeting of the Joint FAO/WHO Expert 
Committee on food additives (JECFA). JECFA, 2005. 

[40] Nariadenie Komisie (ES) č. 1881/2006, ktorým sa ustanovujú maximálne hodnoty obsahu 
niektorých kontaminantov v potravinách. 

[41] Odporúčanie Komisie zo 4. Februára 2005 o ďalšom vyšetrovaní hodnôt obsahu 
polycyklických aromatických uhľovodíkov (PAU) v určitých potravinách. 



 
 

82 
 

[42] Findings of the EFSA Data Collection on Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Food: A 
report from the Unit of Data Collection and Exposure on a Request from the European 
Commission. EFSA, 2008. 

[43] Scientific Opinion of the Panel on Contaminants in the Food Chain on a request from the 
European Commission on Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Food. The EFSA 
Journal. 2008, vol. 724, pp. 1-114. 

[44] Nariadenie Komisie (EÚ) č. 835/2011 z 19. augusta 2011, ktorým sa mení a dopĺňa 
nariadenie (ES) č. 1881/2006, pokiaľ ide o maximálne hladiny polycyklických 
aromatických uhľovodíkov v potravinách. 

[45] ŠIMKO. P. Factors affecting elimination of polycyclic aromatic hydrocarbons from 
smoked meat foods and liquid smoke flavorings. Molecular Nutrition and Food 
Research. 2005, vol. 49, pp. 637-647. 

[46] HERRING, J.L a B.S. SMITH. Meat Smoking Technology. HUI, Y.H. Handbook of 
Meat and Meat Processing. CRC Press, 2012, pp. 547-555. ISBN 978-1-4398-3683-5. 

[47] ROZUM, J.J. Smoke Flavor. TARTÉ, R. , Ingredients in Meat Products: Properties, 
Functionality and Applications. Springer, 2009, pp. 211-226. ISBN 978-0-387-71327-4. 

[48] ELLIS, D.F. Meat Smoking Technology. HUI, Y.H. Meat Science and Applications. 
CRC Press, 2001, pp. 509-520. ISBN 0-8247-0548-3. 

[49] HEINZ, G. a P. HAUTZINGER Meat processing technology: for small-to medium-scale 
producers. Bangkok: FAO, 2007. ISBN 978-974-7946-99-4. 

[50] JIRA, W. Polycyclic aromatic hydrocarbons in German smoked meat 
products. European Food Research and Technology. 2010, vol. 230, no. 3, pp. 447-455. 

[51] WRETLING, S., A. ERIKSSON, G.A. ESKHULT a B. LARSSON. Polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAHs) in Swedish smoked meat and fish. Journal of Food Composition 
and Analysis. 2010, vol. 23, no. 3, pp. 264-272. 

[52] ESSUMANG, D.K., D.K. DODOO a J.K. ADJEI. Polycyclic aromatic hydrocarbon 
(PAH) contamination in smoke-cured fish products. Journal of Food Composition and 
Analysis. 2012, vol. 27, no. 2, pp. 128-138. 

[53] STUMPE-VĪKSNA, I., A. MOROZOVS, V. BARTKEVIČS a A. KUKĀRE. Levels of 
BaP in fish, smoked according to different procedures. LLU Rasti. 2008, vol. 315, no. 21, 
pp. 24-29. 

[54] VARLET, V., T. SEROT, F. MONTEAU, B.L. BIZEC a C. PROST. Determination of 
PAH profiles by GC-MS/MS in salmon processed by four cold-smoking 
techniques. Food Additives and Contaminants. 2007, vol. 24, no. 7, pp. 744-757. 

[55] KARL, H. a M. LEINEMANN. Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in 
smoked fishery products from different smoking kilns. Zeitschrift für Lebensmittel- 
Untersuchung und -Forschung. 1996, vol. 202, no. 6, pp. 458-464. 

[56] DUEDAHL-OLESEN, L., J.H. CHRISTENSEN, A. HØJGÅRD, K. GRANBY a M. 
TIMM-HEINRICH. Influence of smoking parameters on the concentration of polycyclic 
aromatic hydrocarbons (PAHs) in Danish smoked fish. Food Additives. 2010, vol. 27, no. 
9, pp. 1294-1305. 



83 
 

[57] DJINOVIC, J., A. POPOVIC a W. JIRA. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in 
traditional and industrial smoked beef and pork ham from Serbia. European Food 
Research and Technology. 2008, vol. 227, no. 4, pp. 1191-1198. 

[58] CIECIERSKA, M. a M. OBIEDZIŃSKI. Influence of smoking process on polycyclic 
aromatic hydrocarbons content in meat products. Acta Scientiarum Polonorum. 2007, 
vol. 4, no. 6, pp. 17-28. 

[59] VISCIANO, P., M. PERUGINI, F. CONTE a M. AMORENA. Polycyclic aromatic 
hydrocarbons in farmed rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) processed by traditional 
flue gas smoking and by liquid smoke flavourings. Food and Chemical Toxicology. 
2008, vol. 46, no. 5, pp. 1409-1413. 

[60] PÖHLMANN, M., A. HITZEL, F. SCHWÄGELE, K. SPEER a W. JIRA. Contents of 
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) and phenolic substances in Frankfurter-type 
sausages depending on smoking conditions using glow smoke. Meat Science. 2012, vol. 
90, no. 1, pp. 176-184. 

[61] GUILLÉN, M.D., P. SOPELANA a M.A. PARTEARROYO. Polycyclic aromatic 
hydrocarbons in liquid smoke flavorings obtained from different types of wood. Effect of 
storage in polyethylene flasks on their concentrations. Journal of Agricultural and Food 
Chemistry. 2000, vol. 48, pp. 5083-5087. 

[62] STUMPE-VĪKSNA, I., V. BARTKEVIČS, A. KUKĀRE a A. MOROZOVS. Polycyclic 
aromatic hydrocarbons in meat smoked with different types of wood. Food Chemistry. 
2008, vol. 110, no. 3, pp. 794-797. 

[63] ROSEIRO, L.C., A. GOMES a C. SANTOS. Influence of processing in the prevalence of 
polycyclic aromatic hydrocarbons in a Portuguese traditional meat product. Food and 
Chemical Toxicology. 2011, vol. 49, no. 6, pp.1340-1345. 

[64] PÖHLMANN, M., A. HITZEL, F. SCHWÄGELE, K. SPEER a W. JIRA. Polycyclic 
aromatic hydrocarbons (PAH) and phenolic substances in smoked Frankfurter-type 
sausages depending on type of casing and fat content. Food Control. 2013, vol. 31, no. 1, 
pp. 136-144. 

[65] DJINOVIC, J., A. POPOVIC a W. JIRA. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in 
different types of smoked meat products from Serbia. Meat Science. 2008, vol. 80, no. 2, 
pp.449-456. 

[66] SANTOS, C., A. GOMES a L.C. ROSEIRO. Polycyclic aromatic hydrocarbons 
incidence in Portuguese traditional smoked meat products. Food and Chemical 
Toxicology. 2011, vol. 49, no. 9, pp. 2343-2347. 

[67] ŠIMKO, P., J. KAROVIČOVÁ a M. KUBINCOVÁ. Changes in benzo[a]pyrene content 
in fermented salami. Zeitschrift für Lebensmittel- Untersuchung und –Forschung. 1991, 
vol. 193, pp. 538-540. 

[68] CHEN, J., S. CHEN a L.C. ROSEIRO. Removal of polycyclic aromatic hydrocarbons by 
low density polyethylene from liquid model and roasted meat. Food Chemistry. 2005, 
vol. 90, no. 3, pp. 461-469. 



 
 

84 
 

[69] ŠIMKO, P. Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in smoked meat products 
and smoke flavouring food additives. Journal of Chromatography B. 2002, vol. 770, pp. 
3-18. 

[70] PURCARO, G., S. MORET a L. S. CONTE. Overview on polycyclic aromatic 
hydrocarbons: Occurrence, legislation and innovative determination in foods. Talanta. 
2012, pp. 2-13. 

[71] MOTTIER, P. V. PARISOD a R.J. TURESKY. Quantitative determination of polycyclic 
aromatic hydrocarbons in barbecued meat sausages by gas chromatography coupled to 
mass spectrometry. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2000, vol. 48, pp. 1160-
1166. 

[72] AYGÜN, S.F. a F. KABADAYI. Determination of benzo[a]pyrene in charcoal grilled 
meat samples by HPLC with fluorescence detection. International Journal of Food 
Sciences and Nutrition. 2005, vol. 56, no. 8, pp. 581-585.  

[73] CHEN, B.H., C.Y. WANG a C.P. CHIU. Evaluation of analysis of polycyclic aromatic 
hydrocarbons in meat products by liquid chromatography. Journal of Agricultural and 
Food Chemistry. 1996, vol. 44, pp. 2244-2251.  

[74] JANOSZKA, B., L. WARZECHA, U. BLASZCZYK a D. BODZEK. Organic 
compounds formed in thermally treated high-protein food. Part 1: polycycylic aromatic 
hydrocarbons. Acta Chromatographica. 2004, no. 14, pp. 115-128. 

[75] VIEGAS, O., P. NOVO, O. PINHO a I.M.P.L.V.O. FERREIRA. A comparison of the 
extraction procedures and quantification methods for the chromatographic determination 
of polycyclic aromatic hydrocarbons in charcoal grilled meat and fish. Talanta. 2012, 
vol. 88, pp. 677-683.  

[76] DOST, K., C. ĐDELI. Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in edible oils 
and barbecued food by HPLC/UV-Vis detection. Food Chemistry. 2012, vol. 133, no. 1, 
pp. 193-199. 

[77] HALKO, R. a M. HUTTA. Extrakcia podporená mikrovlnným žiarením a jej využitie pri 
analýze pevných vzoriek. Chemické Listy. 2007, vol. 101, pp. 649-656. 

[78] PURCARO, G., S. MORET a L.S. CONTE. Optimisation of microwave assisted 
extraction (MAE) for polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) determination in smoked 
meat. Meat Science. 2009, vol. 81, no. 1, pp. 275-280. 

[79] RAMALHOSA, M. J., P. PAÍGA, S. MORAIS, A.M.M. SOUSA, M.P. GONÇALVES, 
C. DELERUE-MATOS a M.B.P.P. OLIVEIRA. Analysis of polycyclic aromatic 
hydrocarbons in fish: Optimisation and validation of microwave-assisted 
extraction. Food Chemistry. 2012, vol. 135, no. 1, pp. 234-242. 

[80] ZHANG, H., M. XUE a Z. DAI. Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in 
aquatic products by HPLC-fluorescence. 

[81] REVERCHON, R. a I. DE MARCO. Supercritical fluid extraction and fractionation of 
natural mater. Journal of Supercritical Fluids. 2006, vol. 38, pp.146-166. 



85 
 

[82] ALI, Y. a R.B. COLE. SFE-plus-C18 lipid cleanup and selective extraction method for 
GC/MS quantitation of polycyclic aromatic hydrocarbons in smoked meat. Journal of 
Agricultural and Food Chemistry. 2001, vol. 49, pp. 4192-4198. 

[83] MUSTAFA, A. a CH. TURNER. Pressurized liquid extraction as a green approach in 
food and herbal plants extraction: A review. Analytica Chimica Acta. 2011, vol. 703, pp. 
8-18. 

 [84] MARTINEZ, E. M., GROS, S. LACORTE a D. BARCELÓ. Simplified procedures for 
the analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons in water, sediments and mussels. 
Journal of Chromatography A. 2004, vol. 1047, no. 2, pp. 181-188.  

[85] JÁNSKÁ, M., M. TOMANIOVÁ, J. HAHŠLOVÁ a V. KOCOUREK. Appraisal of 
classic and novel extraction procedure efficiencies for the isolation of polyccylic 
aromatic hydrocarbons and their derivatives from biotic matrices. Analytica Chimica 
Acta. 2004, vol. 520, pp. 93-103.  

[86] LUND, M., L. DUEDAHL-OLESEN a J.H. CHRISTENSEN. Extraction of polycyclic 
aromatic hydrocarbons from smoked fish using pressurized liquid extraction with 
integrated fat removal. Talanta. 2009, vol. 79, pp. 10-15.  

[87] Nariadenie (ES) č. 333/2007, ktorým sa stanovujú metódy odberu vzoriek a metódy 
analýzy na úradnú kontrolu hodnôt olova, kadmia, ortuti, anorganického cínu, 3-MCPD 
a benzo(a)pyrénu v potravinách. 

[88] Nariadenie Komisie (EÚ) č. 836/2011z 19. augusta 2011, ktorým sa mení a dopĺňa 
nariadenie (ES) č. 333/2007, ktorým sa stanovujú metódy odberu vzoriek a metódy 
analýzy na úradnú kontrolu hodnôt olova, kadmia, ortuti, anorganického cínu, 3-MCPD 
a benzo(a)pyrénu v potravinách. 

[89] Validácia metód. SM 7.02-06. Bratislava: Skúšobné laboratórium VÚP, 2009. 

[90] ISO/IEC 17025:2005. Všeobecné požiadavky na kompetentnosť skúšobných 
a kalibračných laboratórií. 

[91] MC CLURE, F.D. a J-K. LEE. Computation of HORRAT values. Journal of AOAC 
International. 2003, vol. 86, no. 5, pp. 1056-1058. 

[92] BJÖRKLUND, E., A. MÜLLER a C. von HOLST. Comparison of fat retainers in 
accelerated solvent extraction for the selective extraction of PCBs from fat-containing 
samples. Analytical Chemistry. 2001, vol. 73, no. 16, pp. 4050-4053. 

  



 
 

86 
 

8 ZOZNAM SKRATIEK 

PAU Polycyklické aromatické uhľovodíky 
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry (Medzinárodná únia 

čistej a aplikovanej chémie) 
Kow Oktanol/voda rozdeľovací koeficient 
IARC  International Agency for Research on Cancer (Medzinárodná agentúra pre 

výskum rakoviny) 
SCF Scientific Committee on Food (Vedecký výbor pre potraviny) 
JECFA Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (Spoločný výbor 

expertov FAO/WHO pre potravinárske prídavné látky) 
EFSA European Food Safety Authority (Európsky úrad pre bezpečnosť potravín) 
LDPE Low-density polyethylene (polyetylén o nízkej hustote) 
TUP Tekutý údiaci preparát 
SPE Solid-phase extraction (Extrakcia tuhou fázou) 
USAE Ultrasound assisted extraction (Extrakcia podporená ultrazvukom) 
MAE Microwave assisted extraction (Extrakcia podporená mikrovlnným 

žiarením) 
ASE Accelerated solvent extraction (Urýchlená extrakcia rozpúšťadlom) 
SFE Supercritical fluid extraction (Extrakcia superkritickýcm fluidom) 
HPLC High-performance liquid chromatography (Vysoko účinná kvapalinová 

chromatografia) 
FLD Fluorescenčný detektor 
GC-MS Gas chromatography/mass spectrometry (Plynová chromatografia 

s hmotnostným detektorom) 
SIM Selected ion monitoring 
LOD Limit of detection (limit detekcie) 
LOQ Limit of quantification (limit kvantifikácie) 
RSD Relative standart deviation (Relatívna štandartná odchýlka) 
B[a]A Benz[a]antracén 
B[b]F Benzo[b]fluorantén 
B[j]F Benzo[j]fluorantén 
B[k]F Benzo[k]fluorantén 
B[a]P Benzo[a]pyrén 
CHR Chryzén 
DB[a,h]A Dibenz[a,h]antracén 
DB[a,e]P Dibenzo[a,e]pyrén 
DB[a,h]P Dibenzo[a,h]pyrén 
DB[a,i]P Dibenzo[a,i]pyrén 
DB[a,l]P Dibenzo[a,l]pyrén 
IP Indeno[1,2,3-c,d]pyrén 
MCH 5-metylchryzén 
B[g,h,i]P Benzo[g,h,i]perylén 
CPP Cyklopenta[c,d]pyrén 
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9 ZOZNAM PRÍLOH 

1. Chromatografické záznamy vzorky údenej klobásy obohatenej B[a]P na obsah tejto látky 
50 µg/kg po ASE s 10 a 15 g silikagelu (1A) a 10 a 15 g florisilu (1 B) v extrakčnej cele. 

2. Chromatografické záznamy vzorky údenej klobásy obohatenej B[a]P na obsah tejto látky 
50 µg/kg po ASE so silikagelom (2A) a florisilom (2B) v extrakčnej cele po aplikácii 
programu s jedným extrakčným cyklom opakovaným trikrát. 

3. Chromatografické záznamy vzorky údenej klobásy obohatenej B[a]P na obsah tejto látky 
50 µg/kg po ASE so silikagelom (10 g) v extrakčnej cele a aplikácii programu s jedným 
extrakčným cyklom opakovaným trikrát a programu s tromi extrakčnými cyklami. 

4. Chromatografické záznamy štandardného roztoku B[a]P o obsahu tejto látky 5 µg/l (4A) 
a štandardného zmesného roztoku 4 PAU o obsahu každej z týchto látok 5 µg/l (4B). 

5. Chromatografické záznamy vzorky údenej klobásy bez prídavku B[a]P (5A) a vzorky 
s prídavkom tejto látky na obsah 5 µg/kg (5B). 

6. Chromatografické záznamy vzorky údenej klobásy bez prídavku 4 PAU (5A) a vzorky 
s prídavkom každej z týchto látok na obsah 5 µg/kg (5B). 

7. Chromatografický záznam referenčného materiálu FAPAS, ref. č. T0652QC-Smoked 
Meat Product. 
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Príloha 1 
 

 
Príloha 1A Chromatografické záznamy vzorky údenej klobásy obohatenej B[a]P na 

obsah tejto látky 50 µg/kg po ASE so silikagelom (10 a 15 g) v extrakčnej cele. 
Kontrola: štandardný roztok B[a]P (50 µg/l). Podmienky ASE: 100 °C, 10 MPa,  
n-hexán, purge time 120 s, flush volume 60%, 2 extrakčné cykly.  

 
Príloha 1B Chromatografické záznamy vzorky údenej klobásy obohatenej B[a]P na obsah 

tejto látky50 µg/kg po ASE s florisilom (10 a 15 g) v extrakčnej cele. Kontrola: 
štandardný roztok B[a]P (50 µg/l). Podmienky ASE: 100 °C, 10 MPa, n-hexán, 
purge time 120 s, flush volume 60 %, 2 extrakčné cykly.  
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Príloha 2 
 

 
Príloha 2A Chromatografické záznamy vzorky údenej klobásy obohatenej B[a]P na obsah 

50 µg/kg po ASE so silikagelom (10 g) v extrakčnej cele. Kontrola: štandardný 
roztok B[a]P (50 µg/l). Podmienky ASE: 100 °C, 10 MPa, n-hexán, purge time 
120 s, flush volume 60 %, program s 1 cyklom opakovaný trikrát. Extrakt 
z každého cyklu bol zozbieraný a analyzovaný samostatne. 

 
Príloha 2B Chromatografické záznamy vzorky údenej klobásy obohatenej B[a]P na obsah  

50 µg/kg po ASE s florisilom (15 g) v extrakčnej cele. Kontrola: štandardný roztok 
B[a]P (50 µg/l). Podmienky ASE: 100 °C, 10 MPa, n-hexán, purge time 120 s, 
flush volume 60 %, program s 1 cyklom opakovaný trikrát. Extrakt z každého cyklu 
bol zozbieraný a analyzovaný samostatne. 
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Príloha 3 

 
Príloha 3 Chromatografické záznamy vzorky údenej klobásy obohatenej B[a]P na obsah tejto 

látky 50 µg/kg po ASE so silikagelom (10 g) v extrakčnej cele. Kontrola: 
štandardný roztok B[a]P (50 µg/l). Podmienky ASE: 100 °C, 10 MPa, n-hexán, 
purge time 120 s, flush volume 60 %, program s 1 cyklom opakovaný trikrát 
a program s tromi cyklami. 
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Príloha 4 
 

 
Príloha 4A Chromatografický záznam roztoku B[a]P o obsahu tejto látky 5 µg/l. Izokratická 

elúcia metanolom, prietok 0,7  ml/min, teplota kolóny 35 °C.  

 
Príloha 4B Chromatografický záznam zmesného roztoku 4 PAU s obsahom tejto látky 5 µg/l. 

Izokratická elúcia zmesou acetonitrilu a vody v pomere 70:30, prietok 
1,2  ml/min, teplota kolóny 35 °C.  
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Príloha 5 

 
Príloha 5A Chromatografický záznam vzorky údenej klobásy bez prídavku B[a]P. Izokratická 

elúcia metanolom, prietok 0,7 ml/min, teplota kolóny 35 °C.  

 
Príloha 5B Chromatografický záznam vzorky údenej klobásy obohatenej B[a]P na obsah 

5 µg/kg. Izokratická elúcia metanolom, prietok 0,7  ml/min, teplota kolóny 35 °C.  
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Príloha 6 
 

 
Príloha 6A Chromatografický záznam vzorky údenej klobásy bez prídavku 4 PAU. Izokratická 

elúcia zmesou acetonitrilu a vody v pomere 70:30, prietok 1,2 ml/min, teplota 
kolóny 35 °C. 

 
Príloha 6B Chromatografický záznam vzorky údenej klobásy obohatenej 4 PAU na obsah 

každej z týchto látok 5 µg/kg. Izokratická elúcia zmesou acetonitrilu a vody 
v pomere 70:30, prietok 1,2 ml/min, teplota kolóny 35 °C. 
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Príloha 7 

 
Príloha 7 Chromatografický záznam referenčného testovacieho materiálu FAPAS ref.č. 

T0652QC-Smoked Meat Product. Izokratická elúcia zmesou acetonitrilu a vody 
v pomere 70:30, prietok 1,2  ml/min, teplota kolóny 35 °C.  

 


