


2.2 Polycyklické aromatické uh’ovodiky v potravinach

2.2.1 Kontamincia zo zZivotného prostredia

Zeleninu, ovocie a obiloviny mézu kontaminév@AU z pody alebo vzduchu. Kée prijem
latok rastlinami je zaloZeny na rozpustnosti vo ejottansport lipofilnych zkenin do ich
vnatornych casti je vémi obmedzeny. Preto sa PAU koncentruji najma n&oxggh
povrchoch rastlin prostrednictvom adsorpcie. Ickecpod hibSie je pomaly a zavisi
od fyzikalno-chemickych vlastnosti konkrétnychédiin [22]. Na urovie kontaminacie PAU
v rastlinach vplyva aj charakter danej plodiny &std produkcie [22, 23, 24].

Kipopoulou et al. [22] sledovali obsah PAU v rdéznych druhov zelenivykoreioch
aj listoch rastlin zistili prevahu nizkomolekulaohyzli&enin fenantrénu, fluorénu, naftalénu
a pyrénu daka ich vésej hydrofilite a prchavosti. Karcinogénne PAU tedovali 1,4 az
2,5 % z celkového obsahu sledovanychiehin. Najviac PAU obsahovala listova zelenina
(Salat) s vEkym povrchom umaiujacim lepSi prijem kontaminantov z atmosféry, \Kjso
obsah PAU bol zisteny aj v karech mrkvy \@aka vé&kému mnoZstvu olejovych kandlikov
umoziujucich vyssi prijem nepolarnych latok [22].

Extrémne hodnoty PAU zistili Khillaret al [23] v zelenine pestovanej v blizkosti troch
tepelnych uhtnych elektrarni. Celotmé koncentracie sumy 16 EPA PAU v zelenine
pestovanej v smere vetra od elektrarni sa pohybodal11ug/kg az po 84@g/kg, priom
predstavovali hodnoty 1,5 az 140 krat vySSie akaistené vo vzorkach zeleniny pestovanej
v zavetri. Karcinogénne PAU tvorili 0,4 az 50 %. diklade vyp&tu priemerného denného
prijmu autori zhodnotili, Ze konzumacia zeleningakymto obsahom PAU méZe vyznamne
prispie’ k vzniku rakoviny [23].

Rojo-Camargoet Toledo [24] hodnotili obsah 10 vybranych PAU v kogkych druhoch
zeleniny a ovocia z oblasti v okoli ruSnych ciest @dieka. Zelenina, nezavisle od miesta
pestovania, obsahovala viac PAU (od 4,83 po 1dgi8g) ako ovocie
(od 3,77 po 4,0ng/kg). Zarové vzorky zeleniny z blizkosti ciest preukazali dwgobné
a vysSSie koncentracie PAU ako tie z vidieckych stild24]. Oproti tomu, koncentracie
15+1 EU PAU v ovoci a zelenine v Spanielskej st[b] zameranej na zhodnotenie denného
prijimu PAU z réznych druhov potravin predstavovatiane nizSie hodnoty, 1,220/kg
pre zeleninu a 0,81g/kg pre ovocie [25].

Ryby moézu by kontaminované PAU zo zdistenych vod. Obsah PAU v ich svalovine
v8ak v&Sinou nedosahuje vyznamné hodnoty a koncentracialPB[v mase ryb
z neznéistenych mori je ¢asto pod limitom detekcie. Ddvodom je schophayb
metabolizovd PAU a vylwova’ ich z organizmu. Naopak, méakkySe ako lasturnikystaice
tuto schopnasnemaju a vo svojom tele dokazu, v zavislosti @Vstzneistenia okolitého
prostredia, akumulovavelké mnozstva PAU. Priemerny obsahaP| v méakkySoch je
vo vSeobecnosti nizSi ako 1Q/kg, avSak vzorky zo silne ztistenych vod mdZzu obsahava
az 215ug/kg tejto latky [26].

Obsah PAU v mase jatoych zvierat spésobeny ich akumulaciou z potrawykevych
tkanivach nema \@inou véky vyznam z liadiska expozici€udi PAU, keZe zvierata su
schopné z vikkej casti tieto zldeniny metabolizovaa ako hydroxylované derivaty vylova
z organizmu [27]. \Waka svojej lipofilite vS8ak mézu IByPAU vylucované i do mlieka a tak
kontaminovd Siroké spektrum mliaych vyrobkov. Naccaet al.[27] stanovili vo vzorkach
neoSetreného mlieka sumu vybranych PAU na 5483 s najvdSim zastupenim
nizkomolekularnych zkenin fenantrénu, antracénu a pyrénu. Tepelné osetnalieka
pasterizaciou a UHT nasledne spdsobilo mierny héefie koncentracie. \alSej studii [25]
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sledujtcej obsah 15+1 EU PAU v réznych potravinfoha v mlieku zistena ova nizsia
hodnota (0,471g/kg). sumy tychto latok. Pritom miiee produkty zathajluce syry, jogurty
a puding mali po masovych vyrobkoch a olejoch dretiajvy$Sie hodnoty sumy PAU
(7,57ug/kg), ¢o indikuje vznik a inkorporacid’alSich PAU do tychto produktov v procese
ich vyroby [25].

2.2.2 Kontaminacia v priebehu technologického procesu

Jednym z najvyznamnejSich prispieVatek prijmu PAU prostrednictvom stravy su rastlinné
tuky a oleje. Vysoky obsah PAU je dbsledkom procsgfienia semien olejnatych rastlin,
pocas ktoreho sa mbézu dottalo kontaktu so spalinami horenia, pripadne pauZiti
kontaminovanych rozpéiadiel na extrakciu oleja. MenSi vyznam ma kontagiamaastlin
PAU z atmosféry [28, 29].Vo vSeobecnosti rastliroléje obsahuju v&i podiel 'ahkych
PAU s 2 az 4 kruhmi. Zastupeniazkych zl@enin, ktoré zatihaju aj karcinogény sa
v priemere pohybuje okolo 8 % z celkového obsahl F28].

Teixeira et al. [28] detekovali celkovy obsah 15 vybranych PAU afimovanom
slne&nicovom oleji medzi 8,78 a9,4®ykg avrafinovanom sojovom oleji medzi
9,31 a 10,8ig/kg. Dvojnasobne vysSie hodnoty nasli v nerafimmrma panenskom olivovom
oleji (18,02 a 26,3ng/kg). Vysoké hodnoty PAU v nerafinovanych olejo¢h,su prevazne
oleje lisované za studena, potvrdiladailSia Studia [29] hodnotiaca obsah 19 vybranych PAU
v olejoch ziskanych z netradiych zdrojov. Najvyssi celkovy obsah PAU, 23dg3kg, mal
(23,41ug/kg), bol zisteny v makovom oleji [29].

Patas rafingného procesu bol zisteny pokles celkového obsahu BA2, 87 a 82 %
pre singnicovy, séjovy a olivovy olej, ptom 'ahké PAU poklesli o 71, 88 a 85 %arke
PAU o0 79, 49 a 33 %. K zniZeniu doSla:ps neutralizacie a najma dezodorizécie, ktora mala
vplyv predovSetkym ndahké PAU. Na odstranenigazkych PAU najtinnejSie pdsobilo
bielenie s pouzitim aktivneho uhlia [28].

Oleje atuky mo6zZu prispievak expozicii PAU priamo, ako prisady na varenie
a ochucovadla. AvSakasto ma vé&i vyznam ich nepriamy¢inok, ak su inkorporované do
d’alSich potravin, najméa cerealnych produktov, sukiem kol&ov. Prave cerealie, napriek
prevazne nizkemu obsahu PAU mdZu vyznamne prispleeapozicii PAU zo stravy, k&e
st konzumované vo Vkych mnoZstvach. Stadia Kazerouet al. [30] dokonca skupinu
potravin obsahujicu chlieb, $eo, suSienky, cestoviny a itajkové ceredlie
oznailaza najvésSich prispievatov k celkovému prijmu EJP (takmer 30 %).

SuSiaci proces mbéze prispi@j ku kontaminécii inych potravin, naprikladju alebo
suseného ovocia. Liet al. [31] zistili obsah PAU v suSenyctajovych listkoch réznych
druhov od 323 po 880@y/kg, prEom najnizSie hodnoty patrili zelenému a najvysSie
ciernemu ¢aju aromatizovanému v priebehu suSenia dymom epifléas 10 az
120 minutového luhovanigiernehoc¢aju bolo do napoja uvaenych 3,03 az 7,69 % PAU
obsiahnutych v listkoch, @om vo vyluhu boli zastupené prevazne rozpustnégigé PAU.
Prechod PAU do roztoku v pripadaju navySe tahiuje vysSi obsah esencialnych olejov,
ktoré zlepSuju ich rozpustnbso vode [31].

Dalsim moznym zdrojom PAU si praZzené potraviny. chniajviac konzumovanou je
kava, kde prazenie predstavuje vyznamny techndtgdicok umoziujuci vyvoj farby, aromy
a chuti. Pri teplotdch nad 220 °C bolo v kavovyechdzh pozorovany vznik fenantrénu,
antracénu a benzajpntracénu a nad 260 °C vznik pyrénu a chryzény. [RBnzumuje sa
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vS8ak napoj pripravovany luhovanim k&vovydn,zZkde vzliiadom na mall rozpustnb®AU
vo vode nie je predpokladana vysoka koncentracibl,R@& potvrdila Stadia Orecchiet al
[32], ktori nasli celkovy obsah 28 sledovanych P¥aJvzorkach napoja od 0,52 do L/l
a karcinogénnych PAU od 0,008 do 0,afl.

Po olejoch a tukoch su Zddiska kontaminacie PAU najviac sledovanou poti@vin
masové vyrobky, podrobené takej tepelnej Upraveiagpoktorej dochadza k priamemu
kontaktu potraviny s planiem alebo dymom. Typickym prikladom takejto Uprawy |j
grilovanie, kedy dochadza ku kontaminacii potraviRAU hnel’ niekd’kymi cestami.
Pri vysokych teplotach vznikaju PAU priamo v poirev v procese pyrolyzy jej zlozZiek.
Zarovei sa na povrchu potraviny usadzuju PAU produkovait@pnedokonalého sfmvania
paliva pouzitého ako zdroj tepla na Upravu méas&oNigc prebieha syntéza PAU i v procese
pyrolyzy vytaveného tuku kvapkajuceho na horacogtiepla [33, 34, 35].

Kazerouniet al [30] hodnotili obsah Bf]JP v 200 potravinovych poloZzkéach, ¢om
masové vzorky boli ziskané z reStauracii a fastidogch reazcov. NajvyssSi obsah 8P
zistili v grilovanych steakoch (4,86/kg), grilovanych kutatach (4,57g/kg) a
hamburgeroch (1,529/kg).

Obmedz kontaminaciu masa umidje nahradenie grilovania §nim v peci
zabraiujucej priamemu kontaktu zdroja tepla s masom. @hetnal. [33] detekovali obsah
7 vybranych PAU v pgenom bragovom mase zriae nizsi (0,03ug/kg pri p€eni na plyne
a 0,06 pug/kg na drevnom uhli), ako v grilovanom mase (1@3d&g), kel'ze konStrukcia
pece zabranila priamemu kontaktu splodin horeni@som a pyrolyze vytaveného tuku [33].
Podobne, Farhadiagt al. [34] zistili najnizSi obsah 3 sledovanych PAU vsa&rilovanom
v plynovej alebo elektrickej peci, teda na nepriamzdroji tepla, oproti masu, ktoré bolo pri
grilovani v priamom kontakte s plarm.

Farhadiaret al. [35, 36] uverejnili niekbko d’alSich Studii zameranych na zhodnotenie
moznosti znizenia PAU v grilovanom mase, v ktoryglbedovali obsah troch ziéanin
benzof]pyrénu, benzdjlfluoranténu afluorénu. Predvarenie masa v paresbal
v mikrovinnej rare, pripadne zabalenie masa do wbbd materidlu viedli k tomu, Ze
karcinogénne PAU benzapyrén a benzdj]fluorantén neboli vo vzorkach vobec detekované
a v obsahu fluorénu nastal pokles 0 41 az 81 % [35]

Na obsah PAU v grilovanych produktoch ma vplyv EjZzenie marinddy. Antioxidané
Ucinky cibule a cesnaku v marinade viedli k pokleshUPtakmer o polovicu oproti masu
grilovanému bez marinady. Cesnak a tédbmarové obsahuju vEa organickych sirnych latok
inhibujucich Maillardovu reakciu, ktora méze prispkych teplotach vigsi k syntéze PAU
[36]. Podobny efekt bol pozorovany aj v inej 5t(J8ir], kde pridanie cibule spbésobilo pokles
celkového obsahu PAU v ggnom mése o 60 % a pridanie cesnaku o 54 %. PBldesaz
070 % bol zisteny pri pouziti kyslej marinady sabom citrbnového sirupu, zrejme
vplyvom nizSieho pH, ktoré taktiez zabtge Maillardovej reakcii [36]. Naopak, jedly olej
ako ingrediencia marinddy vyrazne zvysil obsah H3a4).

Okrem grilovania je udenid¢alSou Upravou mésa a masovych vyrobkov, ktora mazwy
vplyv na ich kontaminaciu PAU. K&e cidom tejto prace je stanavPAU prave v udenych
masovych vyrobkoch, obsah PAU a faktory ovplyjice kontaminaciu takychto vyrobkov
budu podrobne diskutované samostatd@hich kapitolach.
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2.2.3 Eurdpska legislativa
PAU sa v potravinach nevyskytuja individualne alezlzitych zmesiach. Za c¢élom
zjednoduSenia analyzy sa pretéagouziva B[a]P ako indikator ich celkového obsahu[38].

V roku 2002 vypracoval Vedecky vybor pre potravif§CF — Scientific Committee on
Food) na zaklade poziadavky Eurdpskej Komisie htehie zdravotnych rizik spojenych
s prijmom PAU z potravin [38]. Z 33 hodnotenych ¢eldin oznail 15 ako potencialne
genotoxické a karcinogénne predi a BR]JP uznal ako indikator pritomnosti &idku
karcinogénnych PAU v potravinach. ZaraveSak odportil d’alSie analyzy s clem
zozbier& informéacie o celkovom profile PAU v potravinach tyfgioné na prehodnotenie
vhodnosti pouzivania BJP ako markera. Maximalny denny prijemaBp z potravin stanovil
na 420 ng na osobg je hodnota asi 0 5 az 6 radov nizSia ako denmyd&toré indukovali
vznik nadorov u experimentov na zvieratach [38].

V roku 2005 vypracoval hodnotenie rizik spojenychprfimom PAU z potravin aj
Spolany vybor expertov FAO/WHO pre potravinarske pridaviatky (JECFA — Joint
FAO/WHO Expert Comittee on Food Additive) [39]. JEL uznal 13 PAU ako jashe
genotoxickych a karcinogénnych, gom tieto zl&eniny sa zhodovali s tymi, ktoré uviedol
SCF. Navyse odpotil sledova obsah benza]fluorénu [39]. PAU, ktoré odpotil sledova
v potravinach SCF aj JECFA tvoria spolu zoznam 1BWlprioritnych PAU (Tabtka 2).

Tabu’ka 2 Zoznam 15+1 EU prioritnych PAU [42].

Nazov \ Chemicka Struktdra \ Skratka

SCF/JECFA prioritné PAU

Benzop]antracén OOO Bla]A
Benzop]fluorantén Oé“c B[b]F
Benzof]fluorantén %“b B[j]F
BenzoK]fluorantén OO“b B[K]F
Benzog]pyrén OO“O B[a]P

Chryzén OO‘O CHR
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Tabu’ka 2 Zoznam 15+1 EU prioritnych PAU (pokfavanie) [42].

Nazov \ Chemicka Struktura \ Skratka

SCF/JECFA prioritné PAU

()
Dibenzop,hlantracén OOO DB[a,h]A
®
s
Dibenzop,€e]pyrén OO‘ DB[a,e]P
J
Dibenzop,h]pyrén OO DB[a,h]P
()
Dibenzop,i]pyrén ‘O DB[a,i]P

Dibenzop,|]pyrén DB[a,l]P

Indeno[1,2,3ed|pyrén

5-Metylchryzén MCH

(e}
I
X

SCF prioritné PAU

Benzop,h,ilperylén O,O‘] B[g,h,i]P

Cyklopentag,d]pyrén O‘“‘ CPP
JEFCA prioritné PAU

Benzof]fluorén 0.0‘ B[c]FL
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V navaznosti na zistenia SCF iJECFA boli stanovenéximalne hodnoty BjJP
v urgitych skupinach potravin Nariadenim Komisie (ES)1881/2006 [40]. Konkrétne
pre udené ryby, tdené maso a masové vyrobky bt tienit stanoveny na hg/kg [40].

AvSak kvoli pochybnostiam dhdom spravnosti vyberu 8P ako vSeobecného indikatora
celkovej kontaminacie potravin PAU vydala Europst@misia Odpordanie 2005/108/EC
[41], v ktorom Ziadaglenské Staty EU o monitorovanie hodnotaf| i dalSich PAU
(predovdetkym 15+1 EU prioritnych PAU) v potravihaavedenych v nariadeni Komisie
(ES) ¢. 1881/2006 i WalSich potravinach, u ktorych je predpoklad zvy®enébsahu tychto
kontaminantov. Komisia zaroie poZiadala EurOpsky Urad pre begpest’ potravin
(EFSA — European Food Safety Authority) aby zhotlnatformacie o vyskyte PAU
v potravinach ziskané&enskych Statov EU [41].

Data boli ziskané zo 1dlenskych Statov a zéhali 9714 vzoriek, ktoré boli roztriedené
do jednotlivych skupin pdd Codex Alimentarius. Ziskané Udaje ukazali, Zekamei
kontaminacia potravin BJP v EU je relativne nizka s viac ako polovicou lefkov
pod limitom detekcie. Len 36 potravinovych kategéalebo 13,4 % vzoriek vykazalo
koncentraciu BfjP nad 1lug/kg a z nich 219 vzoriek (2,3 %) presiahlo hodnd@ug/kg.

Z toho predstavovalo 84 vzoriek konzervované rylepa morské plody, 43 rastlinné oleje
(4 kakaové maslo), 31 maso, 22 kavudad 18 potravinové dopinky 12 huby a koreniny
a 9 musle [42].

Pouzitie BR]P ako indikatora celkovej kontaminacie potravinlPga podia zisteni EFSA
ukadzalo ako pochybné. Zo vzoriek testovanych naomros vSetkych 15 PAU
odpor&anych SCF 33 % ukazalo hodnoty pre jeden alebo RRd nad limitom detekcie,
zatid’ ¢o B[a]P bol pod limitom detekcie. Vysledky sa samozre|fi podla potravinovych
kategorii a rozinych PAU [42].

Vedeckd skupina pre kontaminanty v potravinovoriazei pdsobiaca v ramci EFSA
prijala 9. 6. 2008 k PAU v potravinach stanovisk&torom dospela k nazoru, zedpp nie je
vhodnym markerom vyskytu PAU v potravinach a Ze/nafinejSimi indikatormi PAU by bol
systém Styroch Specifickych latok (4 PAU) alebo gsimSpecifickych latok (8 PAU), @iom
tento systém by v porovnani so systémom Styrodk ldepriniesol vyznamu pridana hodnotu
[43].

Na zaklade tychto zisteni &do s @&innog'ou od 1.9.2012 platinové Nariadenie
Komisie (EU)¢. 835/2011 [44], ktoré zmenilo a doplnilo Nariade(ES)¢. 1881/2006. Boli
zavedené maximalne hladiny (Tdka 3) pre sumu Styroch latok (4 PAU): bergpfrénu
(B[a]P), benzaoflantracénu (BfJA), benzoplfluoranténu (Bp]F) a chryzénu (CHR).
Pbévodné samostatné maximalne hladiny p@mBEostali zachované. Legislativne limity boli
stanovené aj pre niektod@lSie potraviny dovtedy nezahrnuté v zakone [44].

Konkrétne pre udené ryby a udené rybacie produktywynimkou udenych Sprotov,
udenych konzervovanych Sprotov a lasturnikov), éderiso a tdené masove produkty plati
do 31. 8. 2014 Ilimit mg/kg pre BR]P a 30ug/kg. pre sumu 4 PAU. Od 1. 9. 2014&za
platit’ pre B]P limit 2 ug/kg a pre sumu 4 PAU 1iy/kg [44].
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Tabu’ka 3 Maximalne limity pre B[a]P a sumu 4 PAU (B[a]P, &1B[b]F, B[a]A) [41].

Gcely, ktoré su vyslovne tené pre ddjata

Potraviny Maximalne hodnoty (ug/kg)
B[a]P Suma ¢ PAU
1 | Oleje a tuky (s vynimkou kakaového masla 2 10
a kokosoveého oleja) &ené pre priamiiudsku
spotrebu alebo na pouzitie ako zlozky potrayy
2 | Kakaové boby a odvodené produkty udikg tuku, 35 ug/kg tuku,
od 1. 4. 2013 od 1. 4. 2013
do 31. 3. 2015
30 ng/kg tuku,
od 1. 4. 2015
3 | Kokosovy olej wteny pre priamiudsku 2 20
spotrebu alebo na pouzitie ako zlozka potrayy
4 | Udené maso a dené masové produkty 5do 3114.280 do 31. 8. 2014
20d1.9.2014| 12 0d1.9. 2014
5 | Svalovina udenych ryb a udenych rybacich | 5 do 31. 8. 2014 30 do 31. 8. 2014
produktov s vynimkov rybacich produktov
uvedenych v bodoch 6, 7. Maximélna hodnagta2 od 1. 9. 2014| 12 od 1. 9. 2014
pre udené kérovce satighuje na svalovinu
z kortatin a abdominalnepsti. V pripade
udenych krabov a krabom pribuznych
kérovcov BrachyuraaAnomurg sa vzahuje
na svalovinu z katatin.
6 | Udené 3proty a konzervované tdené 3proty 5 30
(sprattus sprattus lasturniky ferstve,
chladené alebo mrazené), tepelne oSetrené
maso a tepelne oSetrené masove produkty
predavané korienému spotrebifevi.
7 | Lastarniky (4dené) 6 35
8 | Spracované potraviny na baze obilia a detska 1 1
vyZiva pre dojata a malé deti
9 | Paiatotna dofenska vyziva a nasledna 1 1
dojcenska vyziva vratane piatocného
dojcenského mlieka a naslednéehodojskeho
mlieka
10 | Dietetické potraviny na osobitné lekarske 1 1
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2.3 Produkcia udenych méasovych vyrobkov

Udenie patri k najstar$im potravinarskym technd@ldgiNa o3etrenie potravin, predovietkym
masa a ryb, sa vyuziva uz najmenej 10 000 rokauciiom udenia je vystavenie potraviny
Gdiacemu dymu, pfom sa produkty pyrolyzy dreva obsiahnuté v dymelzagl na povrchu
vyrobku a nasledne prechadzaju aj do jeho vnuth [4

V minulosti malo Udenie vyznam najma balliska konzervacie potravin. Unim¥alo
predzZit trvanlivog’ potraviny jednak samotnym chemickym pésobenim toigkh zloZiek
dymu s antimikrobialnymi a antioxidaymi ¢inkami a jednak prostrednictvom fyzikalnych
dejov prebiehajucich gas udenia, ako je zvySena teplota, pokles vodrigjigk pripadne
pokles pH fermentéciou pri Udeni studenym dymonepZénie chuti, vdladu a vbne
potraviny pritom zohravalo druhotnua Glohu [46, 438].

S rozvojom novych technolégii postupne vyznam lalekio konzervenej metddy klesal.
Jeho uloha sa zmenila a najdélezitejSim dévodomkégé Uudiaceho dymu sa stal jeho vplyv
na vytvorenie 3pecifickych organoleptickych vlastiigroduktu [46, 47, 48] Udené vyrobky
su vo svete viani ob’'dbené, touto metddou je dnes aromatizovanych 480& masovych
vyrobkov a asi 15 % ryb [45].

Okrem zl&enin pbsobiacich pozitivne na vysledné vliastna#iného produktu, dochadza
pocas produkcie udiaceho dymu aj kvzniku podmienolodvtych pre syntézu latok
Skodlivych preludské zdravie. NajvyznamnejSou skupinou spomeddh Bl jednozrime
PAU, ktoré sa tvoria v priebehu pyrolyzy dreva pgplotach od 400 do 1000 °C aich
zdrojom je predovSetkym dekompozicia ligninu [46}, 4

2.3.1 Generacia udiaceho dymu

Vznik dymu je vysledkom termického rozkladu (pymfy dreva a naslednych reakcii
(polymerizacia, kondenzacia, redoxné reakcie) wmupkjch produktov za obmedzeného
pristupu kyslika [46]. Priebeh pyrolyzy lmei zavisi od teploty. Pri 120 °C sa z dreva
odparuje voda, ktord&’alej kondenzuje. Nasledne sa meni farba dreva avojg sa jemna
hmla Stifavého zapachu, ktora vSak este nie je dym. Pranyzliyjina vznika az pri vySSich
teplotach rozkladom troch zakladnych zloziek dréemniceluldzy, celulozy a ligninu [46].
Pri 180 az 300 °C sa rozklada hemiceluléza, od @@50 °C celuléza [45] Tento dym je
po skondenzovantiernohnedy [46]. Pri teplotdch od 300 do 500 °Chdmiza k rozkladu
ligninu a kondenzat tohto dymu je bezfarebny [46)xidacia niektorych produktov
dekompozicie zloziek dreva vSak moéze po&xa’ aZz do 900 °C a pri Veom nadbytku
kyslika aj pri 1200 °C [45].

Existuje niekdko metdod generacie dymu vyuZivanych pri ddeni masadsovych
produktov. Jednou z najstarSich je otvorenynobmiestneny v zakladoch udiarne, ¢orm
vznikajuci dym prirodzene stapa cez podlahu a tadrgviny. V rdznych modifikaciach sa
tento spbsob Udenia s internym generatorom dymaivgaj dnes a dym sa v nich produkuje
horenim vlhkych pilin, pripadne Zeravenim suchydlin palebo kuskov dreva. Teplota
a vlhkos’ v udiarni zavisia od vonkajSich podmienok [47]ké® udiarne umaiuju vané
prudenie vzduchu, nie su néng na zariadenie ale neposkytuju dobra kontroliotg@mlebo
mnoZstva dymu aplikovaného na potravinu. Ich oleshy¥aduje vEa skisenosti, inak mozu
vies’ k zna&nej kontaminacii udenych produktov PAU [43].

V modernych udiarach prebieha generacia dymu mimo Udiacej komorgegiglnych
externych generatoroctip poskytuje lepsSiu kontrolu kvantity a teploty ppdvaného dymu.
Privod vzduchu do wudiarne je riadeny mechanicky baleelektricky, pomocou
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mikroprocesorového kontrolného systému sa regudwjgenie produktu, teplota, vihkos
a rozsah aplikacie dymu. Takéto usporiadanie zéroweoziuje preistenie dymu pomocou
elektrostatickych filtrov alebo premyvanim predtynez sa dostane do kontaktu s udenou
potravinou. Toto préstenie umo#uje odstranenie tuhyatastic z dymu ako su sadze, decht,
popol a Zivice, ktoré obsahuju adsorbované vysokekotarne PAU [43]. V externych
generatoroch dymu sa moéze dym produkotrami zakladnymi spb6sobmi: tlenim, trenim
alebo pdsobenim pary [46, 47, 48].

Generacia dymu tlenim

V sikasnosti jeden z najpouzivanejSich spésobov. K wdiymu dochadza prostrednictvom
tlenia drevenych pilin, ktoré padaju zo zasobnikaetektricky vyhrievanu kovovu plat
(Obrazok 7). Prisun vzduchu sa kontroluje tak, ai®dochadzalo k vzniku plarfe
[46, 47, 48, 49]. Objem pilin v generatore musit’ byostaténe veéky, aby sa udrzal
kontinualny a ustaleny tok dymu [46]. Prirodzenk ohriateho vzduchu odvadza dym cez
potrubie do udiarne, takze nie je potrebny Ziadoglat@ny privod vzduchu [46, 48]. Popol
zo spalenych pilin sa hromadi v spodtesti generatora. Na &atok potrubia odvadzajuceho
dym moZe by umiestnené zariadenie tiatenie dymugo je najjednoduchsie studeny vodny
sprej, ktory vymyva z dymu neziaduce latky. Prastietvom tlenia je mozné zigkaym

s vysokym obsahom organoleptickych ¢dain za relativne nizkych teplét termického
rozkladu od 230 do 400 °C [49].

0
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Obrazok 7Generator udiaceho dymu tlenim: udiaci priestby, privod dymu do udiarne),
zasobnik s pilinami3), zdroj tepla 4), zasobnik pre popob). [49].

Generéacia dymu trenim

Tento spbésob produkcie dymu vyuziva tzv. dnik generator (Obrazok 8). 8om je blok
dreva pritl&ny oproti rychlo rotujicemu kovovému kruhu. Odpuedzi kolesom a drevom
vytvara trenie, ptiom sa uvénuje teplo, ktoré spdsobi vznietenie dreva [46,440]1, V strede
kruhu je otvor, ktory umatuje prisun vzduchu ochladzujuceho vznikajaci dymmi Au
nedochadza k tvorbe plaf® Na vyvoj dymu std niekd’ko sekind a frikné koleso sa preto
prevadzkuje vé&inou v prerusovanom rezime. Vznika svetly, hustgramaticky dym
obsahujuci vEku Skalu Ziaducich latok a iba malé mnozstvo decktpyrolyze dochadza za
nizkych teplét od 300 do 400 °C [49].

26



Obrazok 8Frikcny generator Udiaceho dymu:zavazig odvod dymu do udiarn@)( dreveny
hranol @), rotujice kovové kolesd)([49].

Generacia dymu parou

Prehriata para o teplote priblizne 300 °C sa pdaadb kompaktnej vrstvy piligp spdsobuje
termick( deStrukciu dreva a vznik dymu (Obrazok[4, 48, 49]. Upravou teploty pary je
mozné reguloviaaj teplotu generacie dymu. Nie je potrebny Ziaddyod dymu kominom,
pretoze zvySné dymowveastice sa usadzaju v spodiagti generatora v kondenzovanej pare,
ktora je nasledne vedena do odtoku [49]. Dym méaokysstupé vihkosti a preto vimi
rychlo kondenzuje na povrchu udenych produktov.oJ&rba a aroma vSak nie su tak
charakteristické ako pri generacii dymu tlenim [48, 49]. TaktieZ je mozné produkaviba
hordci dym [49] Vyhodou tohto spdsobu je niZzSiategma dreva a menSie mnozstvo emisii
do okolitého prostredia [46, 48].

3

|- O

Obrazok 9Generator udiaceho dymu parou: zasobnik s pilindipodava pilin (2), privod
pary 3), kontaktna zéna pary a pilid), odvod dymu do udiarn&)( odtok
kondenzovanej pary a ¢ist6t (6) [49].
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2.3.2 Zlozenie udiaceho dymu

Dym predstavuje polydisperznu sustavu kvapalnypkwaychc¢astic s priemerom od 0,08 az
po 0,15um rozptylenych v plynnej faze tvorenej vzduchom, ,CQO, vodnou parou,
metanom ad’alSimi plynmi. Dodnes bolo identifikovanych asi 0186znych chemickych
zltéenin obsiahnutych v adiacom dyme [45]. KonkrétngZehie dymu a nasledne aj jeho
senzorické vlastnosti zavisia od podmienok Udeki@ ja sposob a teplota generacie dymu,
druh avlhko§ pouzitého dreva, pristup vzduchu d@stiace procesy aplikované na
produkovany dym [45, 46].

Primérne pyrolytické produkty hemicelulézy su alifké karboxylové kyseliny, furany
a derivaty furanu. Degradaciou furanov aich déovasu produkované karbonylové
zkkeniny. Podobne aj pyrolyzou celulézy vznikaju katlové kyseliny a aldehydy
[46, 47, 48]. NajvysSia produkcia kyselin je priO3, pri vysSich teplotach nastava pokles
ich tvorby. Karbonylové zkeniny su produkované v Sirokom teplothom rozmedzi
od 200°do 600 °C [46].

Karboxylové kyseliny su zodpovedné za nizke pH klagho dymu, spdsobuju kystos
a Stilavos’ dymu a prispievaju k jeho antimikrobialnynditkom [46, 47]. NajvyznamnejSie
kyseliny dymu su kyselina octova, propionoi&m-kaprova,so-valérova,n-kaprova, maslova
an-valérova [48].

Karbonylové zldeniny maju vplyv na vyfarbenie povrchu vyrobku [46, 48]. Patria tu
najméa glykolaldehyd, pyruvaldehyd, glyoxal, diadefurfural, metylglyoxal, formaldehyd
a hydroxyacetén [47, 48]. Z nich na§&k podiel na vznik sfarbenia maju glykolaldehyd
a pyruvaldehyd [47]. Karbonylové ziéniny sa v udenych mésovych vyrobkockashuju
reakcie vémi podobnej Maillardovej rekacii. Po adsorpcii 2y na povrch vyrobku reaguju
s aminoskupinami aminokyseligp vedie k vzniku pigmentov, ktorych farba sa pohgbu
od Zltohnedej cez hnedu az giernu [46, 47].

Termicky rozklad ligninu poskytuje derivaty fendi6, 47, 48]. Produkuju sa od 200 do
600 °C, préom k poklesu ich tvorby dochadza po pree 500 °C [46]. Tri derivaty fenolu
sa povazuju za zakladné zlozky aromy dymu a najesgayviiuju vyslednu chti a véiu
udenych potravin: syringol, 4-metylguajakol a gajaGuajakol pritom primarne zodpoveda
za chud a syringol za vu udenych produktov [48DalSie,¢asto sa vyskytujlce zténiny,
su eugenol,so-eugenol, fenol a krezoly [47]. Derivaty fenolu wagiju aj antioxidené
acinky [46, 47, 48]. PredovSetkym polyhydroxyfenokck zlieniny ako pyrogalol
arezorcinol patria k najaktivnejSim antioxidantomidenych produktoch [46]. Derivaty
fenolu su d’alej zodpovedné aj za antimikrobialne a antifurdgiei vlastnosti dymu
[46, 47, 48]. Zarovie, spomedzi vSetkych zlozZiek drevnej hmoty prispigyeolyza ligninu
najvasim dielom k produkcii PAU, ktorych vznik bol ohésy v Sirokom teplothom rozsahu
od 400 do 1000 °C [46].

DalSie zl&eniny, ako su terpény, mastné kyseliny, alkohohfouodiky a prchavé oleje
moézu by minoritnymi zloZzkami dymu a svojim zloZenim priepét k charakteristickej
arome dymu z réznych druhov dreva [48].
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2.3.3 Tradiéné spbésoby udenia

Udenie studenym dymom

Udenie studenym dymom prebieha pri teplotach odld®5°C , relativnej vihkosti 70 az
80 % a trva aj niekitko dni. Relativna vihka'ssa mozelalej znizovd za &elom predzenia
doby trvanlivosti produktu. Funkciou studeného adge okrem aromatizacie i znizovanie
vodnej aktivity a ochrana potraviny pred mikrobiain rozkladom. Strata hmotnosti takto
udenych produktov predstavuje 15 az 20 %. Studeshymom sa Udia masové vyrobky, ktoré
vyZzaduju len minimalnu Urowetepelného opracovania [46]. Typicky sU to rybySengé
a fermentované salamy a klobasy [46], niektoré tgf@aniny a Sunky, pripadne syry [47].
Konetné produkty maju u&inou svetlejSiu farbu (ZItd az stredne hnedl) eaznyejSiu
a rovnomernejSiu aromu v porovnani s potravinamengichi hordcim alebo teplym dymom
[46].

Udenie teplym dymom

Tento typ Udenia prebieha pri teplotach od 25 dtC46ri relativnej vihkosti od 75 do 85 %
potas 4 az 48 hodin. Vysledné produkty maju vySSiu nuwodaktivitu v porovnani
s potravinami udenymi studenym dymom a pretoze pddukcia prebieha v nebezipej
teplotnej zone zlladiska mikrobialnej kontaminacie, vyZzadujikas skladovania chladenie.
Na povrchu maju vyrazny dymovy film ald’aka kratSiem@asu udenia nedochadza K$éj
penetracii dymu dovnutra produktu [46] Medzi takiené potraviny patria niektoré druhy
ryb ako losos, makrela [46] ale i parky, Sunky & ¢gisy masa [45].

Udenie hordGcim dymom

Tento spbsob Udenia&aa pri 40 aZz 60°C ale mbze pokwaa’ i pri teplotach vysSich ako
90 az 100°C v zavislosti od typu produktu a poZamey aromy. Relativha vihktssa
pohybuje od 60 do 85 %c¢as udenia neprekfaje 4 hodiny. \Waka kratkemuwasu Udenia
musia by tieto produkty po skafeni udenia chladené€, pripadtialej varené, pretoze udenie
vyrazne nepredlZuje dobu ich trvanlivosti. Typigigiebeh Gdenia horicim dymom zah
osusSenie povrchu produktu, ¢adéie Udenia pri 45 az 65°C a pripadné udenie psSich
teplotach. Napriklad parky sa neudia nad teplotachi6O do 65°C ale produkty sa&m
priemerom ako su Sunky sa mozutldalej pri teplotach 77 az 110°C. Nakoniec nasleduje
varenie produktu pri vnatornej teplote 60 az 74°4B][ Udenie horicim dymom patri
v slttasnosti medzi naastejSie pouzivané [46] a Udia sa tak parky, kipbsalamy a Sunky
[45].

2.3.4 Alternativne spbsoby udenia
Medzi alternativne spbsoby uUdenia patri pouzitieutyech Gdiacich preparatov (TUP).
Na za&iatku ich produkcie prebieha taktieZz pyrolyza drepadobna produkcii dymu tlenim
drevenych pilin [46]. AvSak vznikajuci dym je vededo kondenzénej koldny, kde zhora
nadol cirkuluje voda alebo uz skvapalneny dym. Kalisga sa dostava do kontaktdesstvym
stapajucim dymom a dochadza k protiprudej extraoiziek dymu do vodnej faze [47].
Dymové kondenzaty sa nasledne separuju destiléaieloo usadzovanim. Vznikaju tri
formy: olejovo-Zivicova faza, vo vode rozpustnaaaz nizkej hustote (primarny dymovy
kondenzat) a vo vode nerozpustna dechtova fazaakey hustote (primarna dechtova faza).
Olejovo-Zivicova faza sa na produkciu TUP nepouzivekuté udiace preparaty sa vyrabaju
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dals§im spracovavanim vo vode rozpustnej a dechttdmg, préom sa odstiguju PAU
ad’alSie Skodliveé latky a vznikaju produkty so Ziadammoémou a sfarbenim [46].

TUP sa na potraviny aplikuja r6znymi spdsobmi. Mésgrodukty sa nimi sprejujd,
sprchuju alebo sa do nich ponaraju, pripadne sa fd2prasuju do prudu vzduchu, ktory
prechadza udiaou. TUP sa mdZu inkorporotvaaj dovnutra vyrobku vo forme emulzii
nastrekovanych alebo zmieSavanych s potravingajej vyroby.Dalej sa mdzu aplikova
ako sw@ag’ soliacich zmesi alebo ako roztoky v rastlinnyajagh [45, 46].

Pouzitie TUP redukujetas potrebny na zisk ziadanych organoleptickych tresti
produktu a umaiuje lepSie kontrolowaobsah kontaminantov ako su aj PAU vo vyslednej
potravine [45]. Zarovie zniZzuje mnozstvo emisii do Zivotného prostredig.[4

2.4 Faktory ovplyviiujuce obsah PAU v udenych méasovych vyrobkoch

2.4.1 Technoldgia udenia

Udiaci proces vedeny ptia zasad spravnej manufaktirnej praxe kontaminujeyiay len
vel'mi malymi mnozstvami PAU [45]. Péd zisteni EFSA [41] z 1584 vzoriek udenych
masovych produktov poskytnutych I#enskymi Statmi EU len 2,8 % prekit limit

5 ug/kg pre BR]P. Z 1060 vzoriek tdenych ryb a rybich produktéskanych z 15 Statov EU
tuto maximalnu hodnotu prekfito len 2,7 %. Vysledky nemeckej Studie [50] hodacej
obsah PAU v 113 vzorkach réznych kogrgrch udenych masovych produktov preukazali, ze
koncentraciu B]P je mozné beZazkosti znizi pod 1ug/kg. Autori zistili median obsahu
B[a]P 0,03ug/kg, prcom najvysSia zistena koncentraciaaf] dosiahla 0,43g9/kg. Zarové
urcili median koncentracie 4 PAU 0,28/kg a median koncentracie 15+1 EU prioritnych
PAU 0,64ug/kg [50].

Naopak, ovEa nebezpiejSie z fiadiska vysokej kontaminicie PAU je udenie
za nekontrolovanych podmienoko je typické najma pre domacu pripravudiaou silne
zaudenych produktov [45]. Wretlinget al. [51] nasli vysoké hodnoty BJP
od 6,6 do 36,%.9/kg v 10 z 11 vzoriek masovych produktov udenydosfrednictvom
tzv. ,sauna“ Udenia, kedy je potravina priamo vyst@ hordcemu dymu z
produkovaného spiavanim dreva. ,Sauna“ idenie ma dlha tradiciu veseSvédska a takto
adené produkty su na miestnych trhoch predavan&péoialne delikatesy s dérazom na ich
tradicnu remeselnu produkciu a lokalny pévod [51].

Velmi vysoky obsah PAU je bezny i pre uUdiaci procekut®novany v rozvojovych
krajinach,casto bez aplikacie zasad spravnej manufakturngppaeoficialnych hygienickych
kontrolnych merani [45]. Essumarg al. [52] analyzovali 180 vzoriek udenych sardiniek
ziskanych od obchodnikov s rybami v 12 réznych litkeh na pobrezi Ghany pas troch
lovnych sezén. Priemerny obsah vsetkych stanovahamAU pre rézne lovné oblasti sa
pohyboval od 510,58g/kg po 1461,79g9/kg so strednou hodnotou 7168%kg.
Maximalna priemernéa hodnotad@P dosiahla 73,78g/kg [52].

Dosid’ bolo publikovanych viacero Studii hodnotiacich yplrdznych udiacich technik
na obsah PAU v udenych méasovych produktoch. Stuvikena et al. [53] pozorovali
hodnoty BR]P v rybach udenych horidcim dymom pohybujuce saOgt do 13,9ug/kg
v zavislosti od typu konStrukcie kondeého Udiaceho zariadenia. Varédtal. [54] hodnotili
vplyv troch technik generacie dymu na obsah PAWdsesoch udenych studenym dymom.
K najv&sej kontaminacii viedla technika tlenia pilin zagdlch pomocou elektrickej Spiraly,
frik¢né vyvijanie dymu preukazalo najnizSie hodnotyvidiialnych PAU s vynimkou B{P,
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kym u produkcie dymu pomocou $paania pilin na vyhrievanych termostatickych plati
boli zistené nizke hodnoty BJP a vysoké hodnoty ostatnych PAU [54].

Karl et Leinemann [55] analyzovali 35 vzoriek ryb Udenywpriamo v priemyselnych
udiamach s externym generatorom dymu a 27 vzoriek rylsgimenych tra¢ghému priamemu
adeniu. Priemerny obsah &P v rybach udenych priemyselne bol Qglkg a priemerna
suma siedmych stanovovanych karcinogennych PAWAB[Ch, B[b]F, BI[KF, B[a]P,
DB[a,hA a IP) 4,5ug/kg. Naproti tomu hodnoty BJP vo vzorkach Udenych tragie sa
pohybovali od 0,2 po 4,4g/kg s priemernou hodnotou 1,2 g/kg a priemernac&otracia
sumy karcinogénnych PAU bola v tomto pripadeg&kg [55]. Tieto vysledky potvrdila aj
sitasna danska Studia [56] analyzujuca 180 vzoriekyate ryb z r6znych typov udiarni.
Autori zistili celkovy obsah sumy 15 SCF priorittyBAU priblizne dvakrat nizsi v nepriamo
udenych vzorkach si®v a makrel oproti vzorkam tychto ryb udenych pria56].

Vplyv priemyselného Gdenia s pouzitim externéhoegé&tora dymu za kontrolovanych
podmienok oproti tradnej metdde Udenia s internym generatorom za podrkiagovanych
vonkajsim prostredim na zniZenie obsahu 15+1 Ebriprych PAU v kongnom produkte
pozorovali aj Djinovicet al. [57] pre hovadzie (1,9 oproti 3;@/kg) a bra¥ové Sunky
(4,2 oproti 4,9ug/kg) udené studenym dymom a Ciecierskaal. [58] pre Sunku, brawovy
bacik a klobasy udené hordacim dymom.

Viacero autorow’alej potvrdilo, Ze udenie studenym dymom vedie k&eg kontaminacii
PAU. Duedahl-Oleseet al. [59] zistili trikrat nizSie priemerné koncentragemy 15 SCF
prioritnych PAU aj BR]P vo vzorkach lososov Uudenych studenym dymom, topemrkam
podrobenych horicemu udeniu. VysSie koncentracid) RAososoch udenych hordcim
dymom potvrdili aj vysledky Stadie Varlet al. [54], ktori vyslovili hypotézu, Ze pri vyS3ej
teplote spbsobi ¥&i obsah lipidov v kvapalnom stave zvySenu adsorpbhAU Udenym
produktom. Vysledky Studie Visciaret al. [60] dokonca preukéazali, Ze jemny uddiaci proces
s pouzitim studeného dymu nemusf b@bec zdrojom PAU, ke autori nenasli vyznamné
rozdiely medzi obsahom PAU v udenych (25 °C, 3 hadsurovych vzorkach duhového
pstruha.

MenSiu kontaminaciu udenych produktov je mozné atosi’ aj nahradenim traghého
Gdenia tekutymi udiacimi preparatmi, ktoré,dke sa produkuji z dymu podrobeného
frakciondcii a purifikénym operaciam obsahuju len nizke hodnoty PAU [40].

Kritickym parametrom ovplytujicim obsah PAU v idenom produkte je teplota gacier
dymu. Duedahl-Oleseat al. [59] sledovali obsah PAU v udenych pstruhoch visdésti od
zvysujucej sa teploty generacie dymu od 200 do °@00S rastucou teplotou pozorovali
zvySovanie obsahu PAU. Znizenie teploty generacienud na 200 °C vSak autori
neodpordali, pretoZe organoleptické vlastnosti ziskanétgjto teplote boli hodnotené ako
nepostaujuce.

Pohlmannet al. [60] hodnotili vplyv podmienok tdenia na obsah 1%#) prioritnych
PAU a derivatov fenolu (guajakol, 4-metylguajaksyringol, eugenol, trans-isoeugenol) vo
frankfurtskych parkoch udenych horidcim dymom. Zalom zmenSenia kontaminacie PAU
odpor&ali autori zniZzenie teploty generacie dymu pod B8D0a zarov# jej udrzanie nad
500 °C, aby produkt ziskal Ziadané organolepticleétmosti. Autori pozorovali, Ze teplotu
generacie dymu a zaravej obsah PAU zvySuje rastica hustota dymu &gtaentilatora.
Naproti tomu vihkos pilin pouzitych na produkciu dymu zniZovala teplgeneracie dymu,
avSak nebol pozorovany jej vplyv na obsah PAU. Aurdrover konStatovali, Ze pokles
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obsahu PAU nemusi nevyhnutne zéipif aj pokles obsahu organoleptickych latok
v produkte, ké'Ze medzi tymito dvomi javmi nenasli Ziadnu zavisIfg0].

Dalsim kritickym parametrom ovplywijtcim obsah PAU v Gdenych produktoch je vyber
vhodného druhu dreva. Vo vSeobecnosti sa odjponoouzitie tvrdého dreva namiesto
makkého. Guillénet al. [61] analyzovali obsah PAU v tekutych udiacich pgaetoch
ziskanych z piatich druhov dreva. Dub, bukiese®ia patriace medzi tvrdé dreviny
produkovali menej PAU ako mé&kké dreviny vinna révtopd, ktory zarové viedol k
najvyssim hodnotam PAU [61].

Stumpe-\iksna et al. [62] sledovali vplyv réznych druhov dreva na obsRAU
v produktoch udenych v doméacej udiarni. Zistenédmgy v obsahu Bi|P (od 6,04 po
35,07ug/kg) a sumy 15 SCF prioritnych PAU (od 47,94 p®21ug/kg) pre jednotlivé
druhy dreva indikovali, Zze vyber vhodného materiéla produkciu dymu je Kkritickym
parametrom, ktory ovplyuje kontaminiciu PAU. NajnizSi obsah PAU detekowadi
vzorkach udenych dymom z jablone a jelSe. Naslddga@or, ceredia, jarabina a slivka,
d’alej osika a lieska, napriek tomu, Ze sa #aja medzi tvrdé dreva. Najviac kontaminované
boli vzorky udené dymom zo smrekového dres@,zapréinil zrejme vysoky obsah Zivic,
ktoré su nasledne pri horeni zdrojontké&ho mnoZstva sadzi. Autori pozorovali aj zvySenie
koncentracie PAU pri pouziti kombinacie jelSa aiddta namiesto samotnej jels& sa
¢asto aplikuje kvoli zvyrazneniu arémy vyrobkov [62j& Studia [59] poukézala na to, Ze
zvySenie obsahu PAU v pripade zmesi viacerych drulmeva oproti pouzitiu jedného druhu
plati zrejme vSeobecne pre akBkek zmesi, bez dladu na ich zloZenie.

Vysledky Studie Stumpe-Viksret al. [62] taktieZz preukazali, Ze vhodnym materialom na
produkciu dymu je i drevné uhlie, &2e takto Udené produkty obsahovali priblizne roénak
mnoZzstvo B[a]P ako produkty udené dymom z jelSérawa neobsahovali dibenzopyrény.

Obsah PAU vo vyslednom produkte zavisi i od dobgnial Duedahl-Oleseet al. [59]
pozorovali narast sumy SCF prioritnych PAU¢a®s udenia pstruha pri teplote generacie
dymu 200 °C po dobu 45, 90, 150, 240 minut. Rossiia. [63] vyrazne zniZili obsah PAU v
klobasach typuChourico grossomodifikaciou procesu traghého udenia, k& zaradenim
operacie suSenia skratitas udenia produktu.

TaktieZ bolo pozorované, Ze obsah PAU sa mézeMigavislosti od umiestnenia udenych
produktov v udiarni a teda od rozsahu ich expoaicicemu dymu [53, 63]. Roseiat al
[63] zaroven pozorovali, Ze v udenych produktoch umiestnenytbSie k zdroju Udenia
a teda podrobenych vysSej teplote sa zvySuje rgthienetracie PAU dovnutra produktu
a dochadza rychlo k nastoleniu rovnovazneho staedzmvonkajSou vrstvou a vnatrom
produktu.

2.4.2 Charakter udenej potraviny
Referovany obsah PAU v udenych masovych vyrobkedhky variabilny nielen kvoli rozne
nastavenym parametrom udiaceho procesu ale ajadddwzdielnych viastnosti jednotlivych
udenych potravin. Mi&og’ povrchu potraviny, ktory je vystaveny udiacemu dywezHadom
k jej hmotnosti, zlozenie potraviny (najméa latdiska obsahu tuku) a kaime charakter
a Uprava povrchu potraviny su vyznamné faktory ywljice kontaminaciu Gdenych
vyrobkov PAU [64, 65, 66].

Pohlmanet al. [64] porovnavali obsah 15+1 EU prioritnych PAU exigatov fenolu
(guajakol, 4-metylguajakol, syringol, eugentnsisoeugenol) vo frankfurtskych parkoch
adenych hordcim dymom v zavislosti od pouzitéhoutypievka. Parky s celul6zovym
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obalom mali po jeho odstraneni najnizsi obsah PAUpiiemere 1,98g/kg 15+1 EU
prioritnych PAU, 0,75.g/kg 4 PAU a 0,0%1g/kg B[a]P). Parky vyrobené s pouzitim &eh
ériev obsahovali priblizne Styrikrat vy3Sie hodnotp+1 EU prioritnych PAU i4 PAU
a Seskrat vysSie hodnoty BJP. Autori analyzovali aj samotné celulézové obalyypdaitali,
Ze celulézové obaly gas udenia zachytili 61 % 4 PAU a 77 %ap}. Aj obsah derivatov
fenolu zavisel na type obalu. Najviac derivatovdlenobsahovali parky v @ich ¢revach,
parky v kolagénovych a celulézovych obaloch asioloyicu menej, avSak z 99 % tieto
zluceniny prechadzali cezievko dovnutra vyrobku.

Niektoré produkty obsahuju uz prirodzene dobra édvariproti prestupu PAU do
vnatornych ¢asti potraviny. Prikladom mdoZe thyslanina [65] aryby [59] udené spolu
s kozou. Tieto vyrobky obsahovali vo svojom vnatie&itne menej PAU ako podobné vzorky,
u ktorych bola koza pred udenim odstranena [65, 59]

Djinovic et al. [57, 65], analyzovali vzorky hovadzej ab¥avej Sunky adené za
rovnakych podmienok a s rovnakym pomerom povrcthmbte. Napriek tomu hovadzia
Sunka obsahovala dvakrat viac PAU ako boaé. Podobne Santed al. [66] zistili vySSi
obsah PAU v krvavych klobasach oproti masovym kéalo@d o rovhakom pomere povrchu
k hmote. Autori predpokladali, Ze vy3Si obsah PAdgrEinil takmer dvojnasobny obsah tuku
v krvavych klobasach, ktory zrejméakgil vstup lipofilnych PAU do produktu [66].

Za &elom zhodnotenia vplyvu obsahu tuku na kontamindmanych produktov PAU,
analyzovali P6himanet al [64] obsah PAU vo frankfurtskych parkoch s obsahaku 10,
20, 30 a 39 %. Koncentraciad@P sa pohybovala od 0,28/kg v parkoch s obsahom tuku
10% az po 1,3Whg/kg v parkach s 39 % tuku. Obsah derivatov fenddlezitych pre
organoleptické vlastnosti udenych produktov vSaklmsahu tuku nezavisel [64].

2.4.3 Vplyv environmentalnych faktorov a naslednych opera&ii po udeni

Obsah PAU v masovych produktoch po st@mi Gdenia nie je konStantna hodnota. Naopak,
moéze dochadzak jeho zmenadm v zavislosti od environmentalnycktdeov a d’alSich
operacii, ktorym je potravina po zaudeni podrojéba

Simko [45] sledoval koncentraciu &P v slefovi tdenom horticim dymom a nasledne
umiestnenom na vzduchu adennom svetle pri tepl®&8C. Pdas 7 dni experimentu
pozoroval pokles obsahu &P z 0,57ug/kg na 0,121g/kg. Pokles koncentracie vSak nebol
linearny, ako je typické pre fotolytické degradagmeeetoze zarove prebiehala aj difuzia
B[a]P dovnutra produktu, kde sa stabilizoval, chranprgd pésobenim environmentalnych
faktorov svetla a kyslika [45]. Obsahd®P bol sledovany aj vo fermentovanej salameéaso
jej udenia, zrenia, suSenia a skladovania. Pocghorcelého procesu bol zisteny pokleg]B[

0 40 % oprotierstvo zaudenej salame. Zmeny sa udiali v proceseaznasledujucom hde
po Udeni. Pri suSeni a Uschove uz k poklesu nedkgfde Bfa]P migroval dovnutra salamy,
kde bol chraneny pred vonkajSimi vplyvmi [67]. Reklobsahu PAU v udenych vyrobkoch
zaprtineny ich fotolytickou degradaciou vSak nemust’ Ibgn pozitivnym javom, k&Zze
mnohé produkty oxidacie PAU vykazuju vysSiu toxiciiko pévodné ziteniny [45].

Dal3ie tudie hodnotili vplyv varenia vo vode naaib8[a]P v klobasach a parkach. f2s
varenia klobas doSlo k znizeniu koncentraciea|B[ z 4,8ug/kg na 1,9g/kg, pricom
maximalny pokles nastal pas prvych 20 minut varenia. Dévodom bol prechodutuk
obsahujuceho PAU z klobasy do vodyas vareniago potvrdila aj koncentracia 7p0/kg
B[a]P zistend vo vyvarenom tuku. U parkov Ziadny psklkoncentracie BfP nebol
pozorovany, k&Ze su po udeni, na rozdiel od klobas, podrobenénuarv pare, kde
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dochadza k odstraneniu prebyného tuku adalSie varenie uz nema vplyv na obsah tuku
a teda ani BjJP. NavySe parky predstavuju jemnu homogénnu zeresjzny systém, kde je
zvySkovy tuk v rovnovahéalSimi zloZkami ako su proteiny a voda a jeho @astnie je o to
nara:nejsie [45].

Stumpe-\iksnaet al. [53] hodnotili ako vplyva na obsah PAU v tdenyehdénkach ich
konzervovanie v rastlinnom oleji, V konzervovanygdrdinkach analyzovanych oddelene od
oleja pozorovali pokles koncentracieaff od 73 po 95 % oproti Bmtocnému obsahu tejto
latky v ¢erstvo vyudenych rybach. Analyza olejovej frakoiévpdila migraciu Ba|P z ryb do
nalevu. Autori zhodnotili, Z&lovek konzumujuci len sardinky prijme asi 0 56 % n¥ie
davku BR]P ako osoba konzumujuca sardinky spolu s nale\&gh [

Viacero $tudii potvrdilo schopno$AU migrova do plastovych obalov. Simket al.[45]
uskut@nili niekol’ko experimentov, ktoré preukazali, Ze prostredwoittvsorpcie PAU
zrastlinnych olejov a kvapalnych ddiacich prepavatdo obalov z polyetylénu
a polyetyléntereftalatu je mozn&iine a vémi jednoducho zniZi Urover kontaminacie
vyrobku [45]. Za delom zhodnotenia migracie PAU do obalovych matevia potravin
v tuhom skupenstve bola zdtigpublikovana len jedna Studia [68]. Chen Chen [68]
analyzovali obsah PAU vo vzorkach koZe odobrategienej k&ice pred zabalenim a po
24 hodinovej uschove vzorky vo vakuovom baleni ZED Vcerstvo upéenej koZi
detekovali tri karcinogénne PAU: 8, B[b]F a B[a]P o koncentraciach 143,3; 3,7 a 3,5
ng/g. Po 24 hodinach klesol obsah jednotlivych PAkAbalenej kozi na hodnoty 130; 1,7
a 0,9 ng/kg a tieto PAU boli detekované v pouZzitdmalovom materiale [68].

2.5 Stanovenie PAU v udenych masovych produktoch

2.5.1 Izolacia PAU z masovej matrice

Maso a masoveé produkty patria k problematickym imiain, pretoZze obsahuju ke

mnoZstvo interferujucich zt@nin. NavySe PAU, ako lipofilné zléniny, maju tendenciu
difundova’ nielen do nepolarnyctasti vzorku ale tiez dovnutra tkanivovych buniekaka

existujucemu koncenttaému gradientu. Ztohto dévodu jednoducha extrakeidaU

nepolarnym rozpd&dlom v&Sinou nepostalje na ziskanie dostatme vysokej v§aznosti

[69]. Izolacia PAU z masovych vyrobkov sa tak stasgimi komplikovanou a natmou

nacas, spotrebu rozpt&diel i pristrojové vybavenie[4, 70].

Z&kladny postup pri izolacii PAU z masovych matréc vSeobecnosti obsahuje extrakciu
lipidickej frakcie, s ktorou su PAU asociované alednu purifikaciu tohto extraktu
za &elom odstranenia lipidov, pripadnéalSich koextrahovanych latok [70]. StarSie
extrakkné postupy, najma saponifikacia vzorky s naslednmkd’konasobnou extrakciou
PAU rozpugadlom ale aj Soxhletova extrakcia, su diasto nahrddzané automatizovanymi
technolégiami umaiujacimi ovd’a rychlejSiu extrakciu, mensSiu spotrebu rozjaaka
a v niektorych Specialnych pripadoch aj selektientrakciu bez nutnostalSej purifikicie
ziskaného extraktu [4, 70].
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Zmydd’riovanie a nasledna extrakcia PAU nepolarnym rozpéadiom

Ako uz bolo spomenuté, jednoducha extrakcia nepgtarrozpusadlom va&Sinou nie je
posta&ujuca pre izolaciu PAU z masovych vzoriek. Klasickélatné postupy preto navyse
obsahuju uvodny krok zaloZeny nacasnej hydrolyze masovych proteinov a lipidov
prostrednictvom alkoholického roztoku hydroxidu. TimoZiuje preruSenie vazieb medzi
PAU a vysokomolekularnymi StruktGrami vzorky [69%@rove aj separaciu PAU od lipidov,
kedZe pri naslednej extrakcii PAU do nepolarneho régadia ostand zmydaené mastné
kyseliny vo vodnej faze [4, 70].

Cely postup obsahuje nielka krokov. Prvym je homogenizacia vzorky [71, 7@jicom
homogenizacia s pieskom a podobnymi materialmi exadporda, kel'Zze niektoré PAU su
schopné adsorbovasa na takéto matrice [7]. Homogenizovana vzorkagsledne spolu
s vodno-alkoholickym roztokom KOH o zloZzeni metafit], pripadne etanol [71], a voda
v pomere 9:1 zahrievana pod refluxom [71, s zmyd#iovania sa pohybuje od 2 do
4 hodin a zavisi od charakteru vzorky, chudé masazmydénuje kratSie ako tukové
a kolagén obsahujuce tkaniva [69]. Zo zmesi su PA&lbvané niektkonasobnou extrakciou
nepolarnym rozpd®dlom, preom zmydé&nené mastné kyseliny ostanl vo vodnej faze.
NajcastejSie sa pouziva-hexan [72], pripadne cyklohexan [71]. Vysledny rakt je
vysuSeny pridanim bezvodého 488, a zahusteny na vakuovej rémaj odparke [71, 72].
Na izolaciu PAU je mozné pouzaj Soxhletov extraktor pre extrakciu tuku. Cletral. [73]

s jeho vyuzitim extrahovali PAU z lyofilizovanej stky metanolom a zaroxg pridanim
roztoku KOH k metanolu umoznili aj &asné zmyd@nenie lipidov [71]. Soxhletova extrakcia
dichlormetanom alebo-hexanom,¢asto kombinovana so zmylahenim ako purifikénym
krokom, je aj dnes V¥eni vyuzZivana, najma pre extrakciu PAU z ryb, ndprjej casovej
nara:nosti a vékej spotrebe rozptiadla [4].

Na druhej strane, pouzitie alkoholu méze spbésobavierferertné problémy vo finalnej
analyze, pretoze gas zmydénovania méze dochadza k syntéze metylesterov z mastnych
kyselin a metanolu, ktoré sa potafazko odstrauju z frakcie PAU. Zarovg vplyvom
s&innosti alkalickych podmienok, kyslika a svetla mdéhiektoré PAU degradova
Odportta sa preto pridavok Ma ako antioxidantu a pouzitie tmavého skla [69].

Niekedy, ak sa jedn& o hydrolyzu tukového tkanimézu by do nepolarneho rozpiedla
extrahované aj lipoproteiny. Ich odstranenie potayrzaduje, eSte pred samotnou
purifikaciou, jednokrokové alebo dvojkrokové rofdeanie medzi polarne a nepolarne
rozpu¥adlo alebo vyzrazanie roztokom N@O, [69]. Na konénu purifikaciu vzorky pred
analyzou sa pouZiva kolénova chromatografiaigon naph kolény tvori nagastejSie Florisil,
pripadne silikagel, alumina alebo Celite [69, Bduzité bolo aj pkestenie pomocou SPE
na Isolute aminopropyl a;€ kolénkach [71]. DalSou moZna®u je aplikacia gélovej
perme&nej chromatografie [69].

Novu metddu pre izolaciu PAU publikovali Janosekal. [74]. Masova vzorku alkalicky
hydrolyzovali prostrednictvom homogenizacie so siyan 1 M roztokom NaOH. Vzniknutd
suspenziu zmieSali s kremelinou Extrelut a zmea batiestnend do SPE koldnky, ktora bola
pripojena nad’alSiu kolonku plnenud propylsulfénovou kyselinou 8PE). To umoznilo
zachytt’ dusikaté heterocyklické kontaminanty. PAU boli cslané dichlormetanom a
nakoniec purifikované na koléne s naml z deaktivovaného silikagelu [74].
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Extrakcia podporend ultrazvukom (USAE)

Extrakcia rozpug&dlom podporena ultrazvukom patri medzi metédimigtasto pouzivané
pri izolacii PAU z tuhych matric. Cheet al. [73] extrahovali PAU z lyofilizovaného masa
dichlormetanom resm-hexanom za podpory ultrazvuku gas 30 minat, ziskany extrakt
filtrovali cez bezvody Nz&0O, a preistili na kolone s Florisilom. Tuto metédu porovinal
s extrakciou PAU prostrednictvom Soxhletovej apagaso zahrnutym zmydieenim vzorky
roztokom KOH. Aj ke’ vytaznosti obidvoch extrgkych technik boli podobné, s pouzitim
Soxhletovej extrakcie boli vo vzorke detekovanétueé PAU, ktoré pri pouZiti ultrazvuku
neboli zistené. Autori preto zhodnotili, Ze ultrakvnepostéuje na rozruSenie komplexov,
aké tvoria niektoré PAU s lipidmi alebo proteinmaovky a preto pre masové matrice
odporuili pouzitie saponifikéného kroku. Napriek tomu, extrakcia podporena mtnom
vyrazne znizuje extra&ky ¢as aj spotrebu rozptedla a autori ju odpotili ako vhodnu
techniku pre extraciu PAU z rastlin a pody [73].

Viegaset al. [75] extrahovali PAUNn-hexanom za podpory ultrazvuku gas 1 hodiny
z grilovaného masa a ryb, ziskanu zmes prefilticvalurifikovali pomocou SPE na kolonke
s naphou zo silikagelu. Tuto metdédu porovnali s technikdasahujicou saponifikay krok,
ktora bola opisana Janoszkh al. [74]. Pri pouziti ultrazvuku kvantifikovali vSetkiz 15
sledovanych PAU, kym pomocou druhej metddy len 8vZetkych sledovanych PAU.
Zarove pouzitie ultrazvuku poskytlo lepSiu reprodukovates’ a vysSie vyaznosti. Doset
Ideli [76] pouzili pre extrakciu PAU prostrednictvonttrazvuku toluén po dobu 45 minut
a prefiltrovanu vzorku pegstili na kolébne so zmesou silikagelu a aluminyomere 1:1.
Vytaznos a reprodukovatimos’ metddy zhodnotili ako dostatol pre ukenie PAU
nachadzajucich sa v potravinach na urqgil [76].

Extrakcia podporena mikrovinnym Ziarenim (MAE)

Princip MAE spdiva vo vyuZiti mikrovinného Ziarenia na ohrev vapekrozpusadla p@&as
extrakcie. Frekvencia mikrovinného Ziarenia sa iy od 0,3 do 300 GHzZp zodpoveda
vinovym dZkam od 100 az do 1 cm [77].

Ohrievanie latok je zaloZzené na priamom poésoberkravin na molekuly a i6ny
prostrednictvom ich i6bnovej vodivosti a oriefriaj polarizacie. Ohrev preto zavisi len na
type zahrievanej latky. Konkrétne, polarne molekalipny latok v kvapalnom skupenstve
silne absorbuju mikrovinné Ziarenie a zahrievajujedao pésobenim, pretoZze maju staly
dipélovy moment. Nepolarne rozp@lla sa po aplikovani mikrovinného Ziarenia
nezahrievaju. Pre kazdu latku je zanbeptimalna ina hodnota frekvencie [77].

V siasnosti sa vyrabaju Bupece, kde je mikrovinné Ziarenie nahodne rozp&len
po celom vnutornom priestore a vzorka je oZiaremaomerne alebo pece s fokusovanym
Ziarenim, ktoré je zacielené na vyhradenu abld®rvy typ sa vé&inou prevadzkuje
za vysokého tlaku, zafi&o ten druhy pri atmosférickom tlaku i®kendze by pouzity aj pri
zvySenych tlakoch. Pdid toho,¢i systémy pracujua pri atmosférickom alebo vySSaahitlsa
rozdé’uju na otvorené a uzavreté [77].

MAE je ¢asto vyuZivana pre extrakciu PAU zo vzoriek pddyaplikacia na potravinové,
konkrétne masové matrice, nie je priliS bezna. &oret al. [78] optimalizovali MAE
techniku pre extrakciu PAU na tradej talianskej Udenej klobase Pitina, ktora bola
prirodzene kontaminovana. Ako extéak cinidlo zvolili n-hexan, ké’ze na rozdiel od zmesi
n-hexan:aceton poskytovaistejSi extrakt s menSim obsahom koextrahovanydhrmpgch
latok. Hexan je nepolarny, pdsobenim mikrosa nezahrieva, preto na jeho zahriatie vyuzili
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ty¢inku z uhlikovej cerne enkapsulovanej v sklenenom obale, ktora s#tsorbuje

mikroviny. DalSie optimalizované extraké podmienky zatiali 2 g lyofilizovaného vzorku,

objem rozpugadla 20 ml, teplotu 115 °C &s 15 minat. Ké&ze pre véSinu sledovanych
PAU neboli zistené vyrazné zmeny v koncentraciizonene extraklnych podmienok, autori
usudili, Ze PAU su viazané len povrchovo na Stnyktthdsa, kéZe pre ich extrakciu
post&ovali len relativne mierne podmienky. Purifikaciald uskuténena pomocou SPE
na koléne plnenej silikagelom. Oproti extrakcii podenej ultrazvukom preukazalo MAE
pre v&Sinu PAU vyrazne lepSiu¢innog’ [78].

Ramalhosaet al. [79] vybrali pre extrakciu PAU prostrednictvom MAdko rozpugadlo
acetonitril, ktory sa, ako polarna latka, mikrovimadobre ohrieva. Zarovie kedze je
sitag’ou mobilnej faze v HPLC analyze, nie je po slemi extrakcie nutna vymena
rozpu§adla,co redukuje straty vzorku pas jeho pripravy. Optimalizované podmienkale]
obsahovali 20 minat extrakcie pri teplote 110 °@0aml rozpusadla. Autori, na rozdiel
od inych Studii, zhodnotili, Ze okrem filtracie e#ttu uz nie je potrebngalSi purifikany
krok [79]. Zhanget al.[80] spoijili extrakciu MAE so saponifikaciou vzorkyzorku najprv
zahrievali spolu s KOH v zmesi etanolu avody (9dt) teplote 60 °C a kontinualnom
mieSani. Zmes potom spolu s 10 ml cyklohexanu puoliirdlAE (10 minat a 100 °C).
Prostrednictvom MAE autori dosiahli vySSie tagnosti ako pri extrakcii kvapalinou
a extrakcii podporenej ultrazvukom.

Ako vyplyva z uvedeného, MAE umidje extrakciu pri vysSich teplotactn urychHuje
transport hmoty z matrice vzorky a teda vyraznaikege cas i spotrebu rozpé&dla oproti
tradcnym metédam [77]. Zarowe casto vykazuje lepSiu reprodukoviies a vysSiu
vytaznos ako tradéné metody [78, 80].

Superkriticko-fluidna extrakcia (SFE)

SFE predstavuje zaujimavu alternativu k rofpdbovym  extrakciam. Vlastnosti
superkritickej tekutiny, ktoré su na rozhrani plyrmukvapaliny, Giahéuju jej difuziu
do matrice vzorky a urydhlja extrakciu. Ako superkriticka tekutina sa dagjtejSie pouziva
CO,. Ma pomerne nizke superkritické podmienky teplatylaku (30,9 °C a 7,4 MPa), je
relativne lacny, nehdavy, inertny, netoxicky a nezéistuje Zivotné prostredie. Pri normalnej
teplote a tlaku je plynny, takZe po skeni extrakcie je ho mozné oddetid extrahovanych
latok jednoduchym znizenim tlaku na atmosferick§, & nepolarna zkienina, sama o sebe
vhodna len pre extrakciu nepolarnych latok. Zmeolanty superkritického fluida pridanim
polarneho modifikatora (metanol) vS8ak umoge jeho vyuZitie aj pre extrakciu polarnych
zltcenin [81].

Zmenou tlaku a teploty je mozné menlastnosti seperkritického fluida. ZvySenie teplot
(pri konstantnom tlaku) zniZuje hustotu superkkidico fluida a teda aj jeho rozpasiu silu.
Zarovehr zvysuje tlak par latok, ktoré sa extrahujim sa zlepSuje ich tendencia prechddza
do plynného stavu. AvSak zavaznejSi parametertjal&xy tlak, ktorého zmeny sa pouzivaju
na ladenie selektivity. Plati, Zzém je tlak vyssi, tym je Wia sila rozpUi%dla a menSia
extrakina selektivita superkritického fluida [81].

SFE sama o sebe nie je selektivna extraktechnika a pri izolacii PAU vyZaduje také
purifikatné postupy ako aj iné metody. AvSak jej zaujimawgepSenie kombinujuce
extrakciu PAU spolu s odstranenim lipidov v jedndamoku priniesli Ali et Cole [82].
Homogenizovanu vzorku udeného mésa pred extralsuiperkritickym CQ zmieSali s Gg
sorbentom, ktory nésledne qas extrakcie zachytil lipidy. V porovnani s SFE lsezbentu
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bolo novou metédou prepustenych len 11 az 17 %vaqriého obsahu lipidov a PAU mohli
byt kvantifikované bezd’alSieho purifikéného kroku [80]. Napriek 'sbnym vysledkom
Studie Aliet Cole [82] sa v8ak aplikacia SFE v extrakcii PAtukaych potravinovych matric
vel'mi neujala [4].

Urychlena extrakcia rozpiadiom (ASE)

ASE v sasnosti predstavuje jednu z tagtejSie vyuzivanych metdd na extrakciu PAU
z tuhych vzoriek [5, 83]. Pomocou vysokej teplokydm 200 °C a zodpovedajucich tlakov do
20 MPa umoiuje vyrazne urychfi extrakciu latok ztuhych matric kvapalnymi
rozpu¥adlami [5].

Tato metddu prvykrat uviedla spélwog’ Dionex corporation v roku 1995 ako Accelerated
Solvent Extraction Technology (ASE). V&snosti je zndma pod r6znymi menami ale
nagastejSie sa vyuZzivaju ozfenia oznéenia ASE (Accelerated solvent extraction) a PLE
(Pressurized liquid extraction) [5, 83].

Hlavnym faktorom ovplyiujucim selektivitu a &innog ASE je teplota. Napomaha
priruSeni interakcii medzi dievym analytom a matricou vzorky, zaragvepomaha
pri znizovani aktivénej energie potrebnej pre desémp proces analytu z matrice. ZvySenie
teploty zniZzuje povrchové napétie rozpadla, ¢cim sa zlepSuje zndanie vzorky a lahtuje
rozpu¥anie analytu. Zarowedochadza k poklesu viskozity rozgadla ateda k zlepSeniu
jeho schopnosti penetravalovnutra matrice. To vSetko poskytujec$@ difGznu rychlos,
lepSi transport hmoty molekul ¢mvého analytu do rozptédla a v konénom dosledku
znane urychiuje proces extrakcie. Na druhej strane, pri vysbkigplotach klesa selektivita
extrakcie azvySuje sa mnozstvo koextrahovanycloklatJlohou vysokych tlakov je
predovSetkym udrZarozpu$adlo pod jeho kritickym bodom a teda v kvapalnoavst[83].

ASE je plne automatizovana exttad technolégia. Pred plnenim do nerezovych
extralkénych ciel je vS8ak nutné vzorku upréyikonkrétne preosiatim alebo rozomletim,
pretoZze menSia Vkos' castic zlepSuje difuziu analytu do rozpadla. Ak sa na extrakciu
pouZzivaju nepolarne rozptigdla, obsah vody vo vzorke mdZe vyrazne Zrnikiinnog’
extrakcie, preto je nutné vzorku pred extrakciosudf, nagastejSie zmieSanim vhodného
vystSadla so vzorkou.dhnog extrakcie mdze zhorSowa agregaciaastic vzorku, preto sa
vyuZziva disperzia vzorky s inertnym materialom§g3].

Pre ASE je typické statické usporiadanie, kedyxdeakeny proces sklada z jedného alebo
viacerych cyklov. V kazdom cykle je rozp@asgllo a vzorka udrziavané pri konStantnej teplote
atlaku, préom vymena rozpd®dla prebieha medzi cyklami.{fxa jedného cyklu sa
pohybuje od 5 do 15 minut. Po skeni posledného cyklu sa systém preplachuje inertnym
plynom. PouZzitie niekikych cyklov tak umoiuje dosiahntl Gpinu extrakciu, ktora by kvoli
limitovanému objemu rozp6iddla nebola mozna v jednom cykle [83].

ASE nie je selektivna extrakd technika, takZze surovy extrakt je napriek dobrej
optimalizacii celého procesu po skeni extrakcie znasteny vysokomolekularnymi
zlozkami vzorky. Rovnako doélezitou ako samotna akdia sa tak stava aj nasledna Uprava
surového extraktu [5, 83].

Na extrakciu PAU z masovych vzoriek pouzili ASE ykrat Wanget al. v roku 1999 [6].
Ako vhodné extraéné cinidlo, ktoré poskytovalo dobré vgznosti PAU a zarovenajmensie
mnoZstvo koextrahovanych lipidov zvolili zmes dinmhetanu a acetonitrilu v pomere 9:1.
Homogenizovanu vzorku pre plnenim do extralch ciel vysuSili zmieSanim s p&gO,

a dispergovali so sorbentom Supelclean LC-18. @defrie koextrahovanych lipidov
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z extraktu klasickou saponifikaciou zhodnotili akedostaténé a preto za tymtocélom
pouzili kyslé oSetrenie s 9 M kyselinou sirovouaaladné préstenie oddelenej organickej
vrstvy kolénovou chromatografiou na Florisile. tf&¢Znosti ziskané pomocou ASE boli
porovnaténé alebo lepSie ako tie ziskané pomocou Soxhletexgéjakcie (pri pouZziti
rovnakého purifikéného postupu). PouZitie ASE zardavedukovalo spotrebu rozpiasila na
20-30 ml pre jednu vzorku a exttady cas predstavoval len 10 az 20 minut [6].

Naproti tomu, Martinezt al. [84] zhodnotili prave alkalicki saponifikaciu (Qyb KOH
pocas 4 hodin pri 80 °C alebo 6 M KOHdas 24 hodin pri pokojovej teplote) ako dostato
na preistenie surového extraktu pri izolacii PAU z lasikov. PouZzili vSak odliSné
extrakkné rozpusgadlo (zmesn-hexanu a dichlérmetanu v pomere 1:1). Len v nigkio
pripadoch boli nuteni nasledne pauai SPE na koldnkach s népl z aluminy. Martinez
et al [84] zarové porovnavali ASE so Soxhletovou extrakciou a USAESE poskytla
najvyssSie vyaznosti a zarowe umoznila spatne izolovavSetky sledované PAU. USAE
poskytla podobné vysledky, aj ®es menSou opakovdtog’ou. Prekvapujuco, prave
Soxhletova extrakcia mala najhorSig’a&gnosti a opakovateog’ [84].

Naopak, v podobnej studii sledujucejinnos’ ASE pri extrakcii PAU z rybieho tkaniva,
Janskéet al. [85] zhodnatili, Ze vysledky ziskané pomocou ASE& su prilis odliSné od tych
dosiahnutych pomocou Kklasickych technik USAE a Sxgkej extrakcie. Autori ako
extrakené rozpugadlo pouzili zmes-hexanu a acetdénu a surovy extraktémii gélovou
permeg&nou chromatografiou. Napriek vSeobecnému predpaklade na extrakciu
hydrofébnych latok je vhodnejSie potizinepolarne rozpdiadlo, pre extrakciu PAU
z hydrofilnejSich vzoriek, akymi su aj ryby, odpéitupolarnejSiu zmes extrakych ¢inidiel
(zmes hexanu a aceténu v pomere 1:1 oproti hexauetanu v pomere 4:1), obsahujicu aj
s vodou mieSat@é rozpusgadlo, ktoré umoiuje lepSie zmé&nie a penetraciu rozpiala
do matrice vzorky [85].

Jiraet al. [7] vyvinuli metédu s vyuzitim ASE vhodnu pre iaolu vysokomolekularnych
PAU so 4 aZz 6 benzénovymi kruhmi z idenych masowjecbbkov a kvapalnych udiacich
preparatov. Pred plnenim do exitakch ciel vzorku vysusili zmieSanim s poly(acrydicid),
partial sodium salgraft-poly(ethylene oxide). Podmienky ASE boli nasled&vri00 °C
a 10 MPa, ptiom boli vykonané 2 statické cykly, kazdy ikke trvania 10 minGt. Ako
extrakéné ¢inidlo pouZzili autorin-hexan. Vyhodou metddy bolo odstranenie koextrahgeta
lipidov bez nutnostéasovo narénej a pracnej saponifikacie. Za tymtdelom autori vyuZzili
gelovu perme&u chromatografiu s namu Bio-Beads S-X3, pfom PAU boli eluované
zmesou cyklohexanu a etylacetatu v pomere 1:1.rfol&ontaminanty potom odstranili
pomocou kolénovej chromatografie na silikagele féspektive, WalSich Stadiach vyuZili
SPE na kolonkach s rovnakou négi [50].

Ako uz bolo spomenuté izolacia PAU z masovych matyZaduje po extrakcii ¥&inou
zlozity purifikatny proces na odstranenie tukul@asich zl@enin, ktoré mézu interferova
pocas finalnej analyzy. Lunét al. [86] vyvinuli novi metddu, ktora umoznila extraldi
odstranenie tuku vjednom kroku. To bolo dosiahnptédanim vhodného sorbentu
zadrziavajuceho tuky priamo do extéakj cely. Autori testovali niekio sorbentov
(silikagel, silikagel impregnovany kyselinou sirov@luminu, florisil) za delom dosiahnutia
¢o najva@sej cistoty extraktu a zarowe dostaténej vyraznosti sledovanych PAU. Ako
najlepsi sorbent vybrali silikagel aktivovany zalmen pri teplote 130-140 °C pas noci.
Postup plnenia extrgkych ciel bol nasledovny: celulézovy filter, silge, vzorka
homogenizovana s poly(acrylic acid), partial sodisait-graft-poly(ethylene oxide), Ottawa
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sand a opd celul6zovy filter. Co sa tyka mnoZstva sorbentu, do cely pridali vzéyg1l
silikagelu ataké mnozstvo vzorky, aby pomer tuksodbentu bol 0,025. Na zaver vSak
zdéraznili, Ze toto nie je mozné bezo zmeny apkkKowna vSetky dostupné Heosti
extrakenych ciel a rézne druhy ASE systémovdke &inna zadrz tuku zavisi i od vysky
vrstvy sorbentu v danom type cely a teda je nusiéit@nit’ vlastni optimalizaciu pre kazdy
ASE systém [86].

2.5.2 Chromatograficka identifikacia PAU
Kvapalinova chromatografia

Vyuzitie HPLC v analyze PAU ma niekko vyhod. V prvom rade umagje dobré rozliSenie
jednotlivych izomérov. Pri pouZziti kolony s reveoznfazou mézu kiyna zéklade reténych
¢asov stanovené molekularne hmotnosti PAU¢gm je mozné analyzovaaj zlieniny
s vekou molekulovou hmotna@su. Nakoniec, HPLC prebieha &&nou pri nizkych
teplotach, takze nehrozi termicka dekompoziciayamal69].

Pre separaciu PAU pomocou HPLC sa dnes vyuzivdjinkaso Specialne pre tentgel
navrhnutou reverznou chemicky viazanow €tacionarnou fazou. Ichizka sa pohybuje od
100 do 250 mm, priemer od 3 do 4,6 mm. Mapkcastice vékosti 3 az qum [70].

Ako mobilna faza sa v&inou vyuziva zmes acetonitrilu avody za izokigtih
podmienok, kde obsah rozpaslla predstavuje 84 [34], 80 [76], pripadne 75 %2].[7
V pripade séasnej analyzy wiieho pétu PAU, napr. 15+1 EU prioritnych PAU, je v3ak uz
nutné pouzi gradient mobilnej faze [70]. N&gstejSie sa vyuziva gradientiajuci na 50 az
60 % acetonitrilu alinearne klesajuci k 100 % m&pdla [70, 66, 73, 75]. V pripade
15+1 EU prioritnych PAU je niekedy nutné patizizlozitejsi viackrokovy gradient, pretoze
rozliSenie niektorych péarov pikov moZetbyak dos obtiaZzne. Jedna sa najméa o dvojice
P a BEJF, B[j]F a B[e]P, DB[a,h]A a B[g,hi]P [70].

Ako mobilnu fazu je mozné pouzaj zmes metanolu a vod§o sice vedie k zniZzeniu ceny
analyzy vzliiadom k niZzSej cene metanolu, avSak zatamdsobuje aj horSie rozliSenie pikov
a predzenie analyzy. Zverejnena bola alternativnu megdaadientom zostavenym z troch
rozpu¥adiel 75% metanolu (vo vode), 100% metanolu a 108&dacetatu. PouZzitie
etylacetatu pritom zlepSilo rozliSenie BEj|A a B[g,h,i]P [75].

Detekcia a kvantifikacia PAU moéze thyskut@novana pomocou UV alebo fluoresc¢an)
detekcie. UV detekcia m& nizSiu selektivitu, citk a prindSa u&iu moznos interferencii,
najma pri analyze PAU pochadzajucich z komplexnydtric [4]. Napriek tomu existuju i
Studie s vyuzitim UV-Vis detektora pre stanovenf&UP pricom sa vyuziva absorbcia UV
svetla o vinovej tkke 254 nm, ktora vykazuje najlepSiu linearitu méSinu PAU [76].
VyuZzitie fluorescetiného detektora (FLD) je vSak diaebeZznejSie. Vo vSeobecnosti mozno
pomocou neho dit’ koncentracie najmenej 100 krat nizSie ako pri goud/ detektora [26].
Fluorescetiny detektor zaroweumoziuje nastawi zmenu exciténych a emisnych vinovych
dizok patas analyzy, takze kazda génina moze by detekovana pri takych vinovych
dizkach, pri ktorych dava najlepsi signé&lp vyrazne napoméaha zniZiimit detekcie
[4, 69, 70].

Fluorescetiny detektor vSak vykazuje nedostatok selektivifgritomnosti alkylovanych
PAU, ktoré sa povazuju za hlavnécistoty frakcie PAU a maju podobné fluoresced
odpovede ako nesubstituované PAU [4, 6DRISou nevyhodou je nemoZmopouZitia
izotopicky zng&enych zl@enin pretoze FLD ich nemdze odfi$id povodnych PAU. Ako
alternativa sa vyuZiva napr. berldohryzén alebo deuterované PAU, ktoré su
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chromatogaficky separovdite [4]. NavySe, niektoré PAU neposkytuju dostato
fluorescenciu apreto sa vyuziva zapojenie FLD aj-\Us detektora v sérii. Medzi
nefluoreskujuce alebo len slabo fluoreskujuceiainy patri CPP Bahké PAU naftalén,
acenaftén, acenaftylén a fluorén [4, 70].

Hoci FLD je najviac pouZivany detektor v analyzelPpochédzajucich z potravinovych
vzoriek, v poslednontase sa zvysSuje i vyuzitie hmotnostného spektromeivaak zatig
najma v analyze environmentalnych (voda, po6da) aaléologickych vzoriek. Waka
nepolarnemu charakteru PAU sa ako io&i#a techniky vyuziva chemicka ionizacia
za atmosférického tlaku alebo fotoionizacia [4,.70]

Plynové chromatografia

V analyze PAU sa dnes vyuZiva prakticky vyhradnam@va chromatografia s hmotnostnym
spektrometrom ako detektorom (GC-MS). Oproti HPLUFANa niektoré vyhody, najméo
sa tyka rozliSenia. Plynova chromatografia poskytyborné chromatografické rozliSenie
a hmotnostny spektrometer vysoku selektivitu armfacie o Struktare zé@niny. GC-MS
umoZiuje aj stanovenie malo fluoreskujucich PAU a ramiié alkylovanych derivatov
od nesubstituovanych ziénin [4].

AvSak kvoli niekdkym skupinam PAU, ktoré mézu Hkoeluované sa nie vzdy GC-MS
povazuje za absolutnu metddu. Kritické su najmdpsku (1) antracén a fenantrén, (2) CHR
a trifenylén, (3) CPP, BJA a CHR, (4) Bp]F, BJ[j]F a BK]F, (5) DB[a,h]P a DBf,c]A, (6)
DB[a,h]A a IP [4, 70]. Ich rozliSenie zavisi na charaktstacionarnej faze a preto je vyber
vhodnej koldny vyznamny faktor celej analyzy [4].70

Najviac pouzivané koldny pre analyzu organickychtiminantov maju stacionarnu fazu
zaloZzenu na 5% fenyl-95% metylpolysiloxane (HP-B-5ms). AvSak ich pouzitie v analyze
tazkych PAU, najma dibenzopyrénov, je problematigk@toze tieto latky vykazuju silné
interakcie so stacionarnou fazaig vyvolava rozSirovanie pikov a zhorSenie citlivogtre
ich rozliSenie sa preto odp@aju skor kolony s polarnejSou stacionarnou fazgu [4

Déleziti ulohu zohrava aj nastrek vzorky, pretoZARUPmaju vysoké body varu.
NajcastejSie sa vyuziva priame davkovanie bez delemky, prcom K jej vypareniu
dochadza pred kolonou. PouZiva sa aj teplotne anogvané vyparovanie a davkovanie na
kolonu za studena [4, 70].

Ako ionizainy zdroj sa v GC-MS vyuZiva elektronova ionizadiapriek tomu, Ze sa jedna
0 vysokoenergeticku ionizaciu, ¢t produkovanych fragmentov jelwei nizky a tvoria sa
najma molekularne iény([M—Hlalebo [M—2H]). Tie s taktieZ viami stabilné a leazko sa
d’alej fragmentuju. Preto sa na zvySenie selektimigaplikuje tandemové zapojenie dvoch
hmotnostnych spektrometrov (MS/MS). Ako analyz&arpouZziva kvadrupolovy analyzator
pracujlci v méde monitorujcom jeden ion (SINDalsie analyzatory ako i6nova pasca alebo
trojity kvadrupdl sa pouzivaju len zriedkavo [4].70

2.5.3 Eurdpska legislativa

Odber vzorku, jeho Uprava a ka@ne aj samotna analyza sa vyznamnou mierou pajdie
na spdiahlivom ugeni obsahu PAU v potravindch. Zaréiveo zavedenim maximalneho
legislativneho limitu pre obsah &P v niektorych potravinach, boli preto stanovené a
vSeobecné kritéria pre odber vzoriek a metddy stama tejto latky. Tieto pozZiadavky boli
uvedené v Nariadeni Komisie (ES) 333/2007 [87] Po zavedeni nového maximalneho
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legislativneho limitu aj pre sumu 4 PAU bolo totariadenie zmenené a doplnené
Nariadenim Komisie (ES). 836/2011 [88].

PoZiadavky pre odber vzoriek sa liSia fotypu a vahy davky, z ktorej sa vzorka odobera.
Kazda davka sa pritom musi vzorkévaddelene. VEké davky je nutné rozdeélina mensie,
presne definované&asti, ktoré sa nasledne taktiezZ vzorkuju oddel®heariadeni sa uvadza
minimalny paet ¢iastkovych vzoriek, ktoré je nutné odobrardznych miest davky alebo
casti davky. AZ spojenimiiastkovych vzoriek a homogenizaciou vyslednej vy®séa ziskava
material pre analyzu. Pri odbere vzoriek sa vyZzadopkid je to mozné, nepouzivglastové
nadoby, pripadne sa aspoyhnlt’ ich priamemu kontaktu so vzorkou [88].

Patas pripravy vzorky pre stanovenie PAU je dolezadrant' jej kontaminacii, takze
vSetky nadoby je pred pouzitim nutné vyplaahageténom alebo hexanom vysokgstoty.
VSetky pristroje a zariadenia prichadzajuce so kaordo styku by mali k¥ vyrobené
z inertnych materialov ako hlinik, sklo a leSterghmizavejuca ode Je potrebné vyhiiisa
plastovym matrialom, pretoZze m6zu adsorligwaslusné latky [88].

Eurdpska Komisia nestanovila Ziadnu oficidlnu matoétor4d by mala ki povinne
vyuzivana v kontrolnych laboratériach pre stanogdPAU. Ugila len podmienky, ktoré by
mali dané metody $par, ¢im sa zardi, Zze v3etky laboratéria budd vyuZzivaechniky
s porovnaténou vykonnosou. Odporda sa pouZitie Uplne validovanych metdd, teda takych
ktoré boli validované medzilaboratérnou skuskou.nd@né vyu#i aj interne validované
metédy, musia vdak &m@t' kritéria (Einnosti dané Nariadenim Komisie 836/2011 [88].
Zarover sa vtomto pripade musi, pokige to mozné, poufipri validacii certifikovany
referedny materal. Kritéria &innosti zafnaja limt detekcie (LOD), limit kvantifikacie
(LOQ), vyraznos, Specifickos, reprodukovatinog’ a opakovatinog’ (Tabuka 4). Ziskané
analytické vysledky sa musia préjftava’ na vifaznos a uvadza v tvarex+ U, kdex je
vysledok a U rozSirena neistota merania s vyuZiéiktora rozSirenia 2, ktory vedie k Grovni
spd’ahlivosti priblizne 95 % [88].

Tabu’ka 4 Kritéria ucinnosti pre metody analyzy polycyklickych aromatitkutiovodikov.
Uplatiiuju sa na B[a]P, B[a]A, B[b]F a CHR [88].

Parameter Kritérium

Pouziténog’ Potraviny Specifikované v Nariadeni (ES)
1881/2006

Specifickos Bez matricovych alebo spektralnych
interferencii, overenie pozitivnej detekcie

Opakovaténog’ (RSD) HORRAT menej ako 2

Reprodukovatnos’ (RSDy) HORRAT menej ako 2

Vytaznos 50-120 %

LOD < 0,3ug/kg pre kazdu zo 4 latok

LOQ < 0,9ug/kg pre kazdu zo 4 latok
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3 CIELE PRACE

1. zZvlddnu’ moderné izolené techniky pre stanovenie polycyklickych aromatatk
uhrovodikov

2. Experimentalne ovefi (cinnog’ pristroja Accelerated solvent extraction v stopove

analyze

Studova vplyv pouzitych rozpigadiel na dinnog” extrakcie

4. Studova vplyv extrakcie na chromatografickigionog’ separacie jednotlivych
zltcenin

w
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pristroje a zariadenia

4.2

Predvazky KERN 440-45N (Gottl. Kern & Sohn GmbH]iBgen, Nemecko)
Analytické vahy KERN 770/GS/GJ (Gottl. Kern & SombH, Balingen, Nemecko)
Ultrazvukovy kupé& Kraintek 5 (Kraintek s.r.o., Podhajska, Slovens@ublika)

Nozovy mlyn GRINDOMIX (Retsch GmbH, Haan, Nemecko)

Dionex ASE 350 (Dionex, Sunnyvale, Kalifornia, USA)

Véakuova rotdna odparka Hei-VAP Precision (Heidolph Instrume@isibH & Co.,
Schwabach, Nemecko)

HPLC zostava (Shimadzu, Kjoto, Japonsko) pozosi@eajz pumpy LC-20AD,
autosamplera SCL-20A, degassera DGU-20A5, termostidlon CTO-20A,
CBM-20A, detektora s diédovym pom PDA SPD-M20A a fluorescéného
detektora RF-10AXL

Analyticka separacia bola uskdt®na na chromatografickej koldbne Zorbax Eclipse
XDB-C18 (100 mm x 4,6 mm, 1,8mn) spojenej s predkolonou Zorbax Eclipse PAH
(12,5 mm x 4,6 mm x 5 um) (Agilent Technologiesnt@sClara, Kalifornia, USA)

Chemikalie

Metanol pre HPLC (Merck, Darmstadt, Nemecko)

Acetonitril pre HPLC (Merck, Darmstadt, Nemecko)

N-hexan, p.a. (Merck, Darmstadt, Nemecko; SigmaiéiigiMnichov, Nemecko)
Dichlérmetén, p.a. (Sigma Aldrich, Mnichov, Nemecko

Aceton, p.a. (Sigma Aldrich, Mnichov, Nemecko)

Silikagel 40, p.a. (Merck, Darmstadt, Nemecko)

Florisil, 100-200 (Merck, Darmstadt, Nemecko)

Oxid hlinity 90, aktivny, neutralny, stupaktivity 1 (Merck, Darmstadt, Nemecko)
Poly(acrylic acid), partial sodium sataft-poly(ethylene oxide), p.a. (Sigma Aldrich,
Mnichov, Nemecko), v tuhom stave

Benzop]antracén, p.a. (Supelco, Bellefonte, PA, USAWkam stave

Chryzén, p.a. (Supelco, Bellefonte, PA, USA), vamhstave

Benzop]fluorantén, p.a. (Supelco, Bellefonte, PA, USAjuliom stave
Benzop]pyrén, p.a. (Supelco, Bellefonte, PA, USA), v tohstave

Refererny testovaci material FAPAS, reéf. T0652QC-Smoked Meat Product

4.3 Priprava roztokov PAU

4.3.1 Priprava roztokov B[a]P

Na analytickych vahach bolo odvaZzenych 0,01 g tahBfa]P. Navazené mnoZstvo bolo
kvantitativne prevedené do odmernej banky o objeb®® ml a doplnené metanolom
po rysku, ¢im vznikol zasobny roztok o obsahuafp 100ug/ml. Z tohto roztoku bolo
odobratych 1Qu a prevedenych do odmernej banky o objeme 1Qimi, vznikol pracovny
roztok o obsahu BJP 0,1ug/ml. Z pracovného roztoku bolo odobratych 10; 500; 500;
1000 a 150@ do odmernych baniek o objeme 10 ndim vznikli kalibrané roztoky
o0 obsahu 0,1; 0,5; 1; 5; 10 a 15 ng/maJB!.
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Pracovny roztok Bi]JP bol zarové pouZzity na obohatenie vzoriek klobasy poZzadovanym
mnoZzstvom tejto latky pri optimalizacii a validaceiietédy a na pripravu zodpovedajuceho
Standardného roztoku o rovnakom mnoZstve tejtéeriiny ako obohatené vzorky.

4.3.2 Priprava zmesnych roztokov 4 PAU (BfJA, CHR, B[b]F, B[a]P)

Na analytickych vahach bolo odvazenych 0,01 g medi zo Styroch sledovanych PAU
(B[a]A, CHR, BJ[a]P, B[b]F). Navazené PAU boli kvantitativne prevedené dmernych
baniek o objeme 100 ml a doplnené acetonitrilom zpatku, ¢im boli ziskané zasobné
roztoky jednotlivych PAU, kazdy o obsahu danej yalOOug/ml. Zo zasobnych roztokov
bolo odobratych po 1fl, prevedenych do odmernej banky o objeme 10 mbprenych
acetonitrilom po rysku. Tak bol ziskany zmesny pvaxy roztok o obsahu Oulg/ml kazdej
zo Styroch sledovanych latok. Z pracovného rozto&lo odobratych 10; 50; 100; 500; 1000
a 1500 pl do odmernych baniek o objeme 10&m) vznikli zmesné kalibkaé roztoky
obsahujuce 0,1; 0,5; 1; 5; 10 a 15 ng/ml kazddjtgmch latok.

Zmesny pracovny roztok 4 PAU bol zardaveouzity na obohatenie vzoriek klobasy
poZzadovanym mnozstvom tychto latok pri optimalizé&cialidacii metdédy a na pripravu
zodpovedajuceho Standardného roztoku o rovnakomzsivem tychto latok ako obohatené
vzorky.

4.4 |zolacia PAU z udenych masovych produktov

4.4.1 Uprava vzorky a plnenie extrakénej cely pre ASE

Vzorka tdeného masového produktu (Udena klobasabey Ladislav Orban maso-udeniny,
zakupena v predajni L.O., Saratovska 6/c, Bratslavola homogenizovana v noZzovom
mixéri. Analyzovandcas’ vzorky bola nésledne zmieSana s ekvivalentnym stromn
poly(acrylic acid), partial sodium sajraft-poly(ethylene oxide). Na dno nerezovej
extrakénej cely bol umiestneny celul6zovy filtebalej bol do cely navaZeny sorbent
za (telom zachytenia vyextrahovaného tuku. Na vrstvbeaiu bola kvantitativne prevedena
vopred pripravena vzorka. Na zaver bol do cely stnienyd’alSi celul6zovy filter a cela bola
uzavreta (Obrazok 10).

S ciom dosiahntl ¢o najlepSie zachytenie tuku tak, aby uz nebolo ghoié d’alSie
predistenie ziskaného extraktu (napr. gélovou chromafeoy a SPE) a zaroie aby sa
dosiahla vysoka waznos PAU, bolo optimalizovanych niekko faktorov. NajdélezitejSi
bol vyber vhodného sorbentu, gwm boli hodnotené tri: neutralny oxid hlinity, flsi
a silikagel. Zarove bolo optimalizované mnoZstvo sorbentu a tomu zedgajluce mnoZzstvo
vzorky. TaktieZz sa sledoval aj vplyv r6znych spasobktivacie vybranych sorbentov na ich
acinnog’.

Za &elom zjednoduSenia a urychlenia analyzy bola priinggdizacii metédy vzorka
udenej klobasy obohatené len roztokom jedného PAWB{a]P ako najastejSie sledovanej
zltceniny v potravinach, pre ktoru je zardvako jedinu stanoveny aj samostatny legislativny
limit.

Vysledné optimalizované podmienky (podrobne diskat@ v bode 5.1) aplikované
nasledne pri validacii metdédy a stanoveni obsahuJ PArealnych vzorkach sa: 1g
homogenizovanej vzorky, 1 g poly(acrylic acid), t@dr sodium salgraft-poly(ethylene
oxide) a 10 g silikagelu aktivovaného v suSiarmilgO °C p&as 18 hodin.

45



extrakcia

——— celulozovy filter

—— vzorka (1g) + poly(acrylic acid),
partial sodium salt-grafi-poly(ethylene oxide) (1 g)

silikagel (10 g)

——— celulozovy filter

Obrazok 10Schéma plnenia extrakej cely pre ASE.

4.4.2 Urychlena extrakcia rozpu®adlom (ASE)

Po naplneni a uzavreti bola ext¥a& cela vioZzena do pristroja ASE a vzorka bola goeina
extrakcii. Extrakcia prebiehala pri teplote 100 &Zodpovedajuacom tlaku 10 MPa. Purge
time, co znamen&as trvania preplachu cely, bol nastaveny na 120rskka flush volume,
teda objem, ktorym je preplachovana cela po &konh extrakného cyklu, vyjadreny
v percentach jej objemu, bol nastaveny na 60 #k&jedného statického extraiého cyklu
bola zvolena 10 minat. VZadom na pouzitie sorbentu na zachytenie tukiapextrakcie sa
ukazala nevyhnutnd optimalizacia ¢po extraknych cyklov. Vramci optimalizicie
podmienok ASE bola taktiez pozormiossenovana dvom rozpt&dlam nepolarnemu
n-hexanu, a polarnejSej zmesi dvoch rozpdiel dichlormetanu a acetonitrilu v pomere
90:10.

Vysledné optimalizované podmienky ASE (podrobnéutisvané v bode 5.1) aplikované
neskor pri validacii metddy a stanoveni PAU v rganvzorkach) su: teplota 100 °C, tlak
10 MPa, purge time 120 sekund, flush volume 60 %rakcia n-hexanom, 3 statické
extrakené cykly, avSak kazdy vykonany samostatne.

Po skoweni extrakcie bol extrakt kvantitativne prevedeng ddparovacej banky
a odpareny dosucha na rirtaj vakuovej odparke. Nasledne bol rozpusteny V inobilnej
fazy pouzitej pri chromatografickej analyze, kortkeg pri stanoveni samotného af
v metanole a pri stanoveni 4 PAU v acetonitrile.

4.5 HPLC-FLD analyza PAU

4.5.1 Analyza B[a]P

Chromatograficka separacia samotnéhoa]B[ bola uskuténend izokratickou ellciou
metanolom. Prietok mobilnej fazy bol nastaveny nardl/min a teplota kolény na 35 °C.
Na detekciu bol pouzity fluorescémy detektor pracujlci pri excitaej vinovej dzke 300 nm
a emisnej vinovejidke 410 nm.

4.5.2 Analyza 4 PAU (BRJA, CHR, B[b]F, B[a]P)

Metdda pre stasné stanovenie 4 PAU vyZadovalgitiir optimaliziciu chromatografickych
podmienok, aby sa dosiahlo jednak dosta¢orozliSenie vSetkych Styroch latok a vysoka
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citlivost metédy aj pre analyzu i malych koncentracii a zaraveaby analyza bol&o
najrychlejSia.

V prvom rade boli testované rdzne mobilné fazy¢qn v kazdom pripade bola separacia
PAU dosiahnuta izokratickou ellciou. Testované nmgbifazy boli: metanol, zmes
acetonitrilu a vody v pomere 84:16 a 70:30, zmetan@u a vody v pomere 70:30. Zardve
boli hradané vhodné vinovéliky excitacie a emisie pre vietky 4 PAU, aby sadatids o
najv&sia citlivog’ metody.

Vysledné optimalizované podmienky (podrobne diskate v bode 5.2) su: ellcia zmesou
acetonitrilu a vody v pomere 70:30 pri prietoku hPmin a teplote kolény 35 °C. Zvolené
vinové dzky st 275 (ex.) — 385 (em.) nm preaBf a CHR, 256 (ex.) — 446 (em.) nm pre
B[b]F a 260 (ex.) — 410 (em.) nm preafp.

4.6 Validacia metdd pre stanovenie B4|P a 4 PAU (Bf]A, CHR, B[b]F, B[a]P)

KedZe vcase zahdjenia prace bol stanoveny legislativnyt llem pre BR]P (Nariadenie
Komisie (ES)¢. 1881/2006 [40]), optimalizovana metdéda pre stengy PAU v udenych
masovych produktoch bola validovana najprv len tate latku. Neskor, k& z&alo plati’
Nariadenie Komisie (EU). 835/2011 [44] ustanovujlce legislativny limitpag sumu 4 PAU
(B[a]A, CHR, BJb]JF, B[a]P), bola vypracovana validacia metddy pre spalbanalyzu tychto
Styroch latok.

Postup validacie vychadzal z internej smernice (B02-06) Skusobného laboratéria VUP
[89], ktora bola zostavena pkanormy ISO/IEC 17025:2005 [90]. Zaravéola validacia
vykonana tak, aby $imala aj poZiadavky Nariadenia (ES) 333/2007 [87] (metéda pre
stanovenie Bf]JP) a Nariadenia Komisie (EUj. 836/2011 [88] (metdda pre stanovenie
4 PAU).

Validatné experimenty boli uskutdované za optimalizovanych podmienok uvedenych
vySSie v bodoch 4.4 a 4.5. Pre kazdé stanoveni@d@oZadovany obsah sledovanych PAU
obohateny 1 g vzorky udenej klobasy formou pridapkacovného roztoku BJP, pripadne
zmesného pracovného roztoku 4 PAU (postup pripvawyde 4.3). Pre kazdu sériu stanoveni
bol premerany aj Standardny roztok obsahujuci rkgnanozstvo BfJP alebo 4 PAU, ako
obohatena vzorka, pripraveny odobratim zodpovedajicobjemu pracovného roztoku do
vialky a doplnenim metanolom, respektive acetdaitrj na objem 1 ml. Taktiez bola vzdy
analyzovana aj vzorka udenej klobasy bez pridavkacqvného roztoku za ¢élom
zhodnotenia jej prirodzenej kontaminacie PAU.

Validované parametre metody su nasledovné:
. Selektivita metody
. Linearita metédy
. Limit detekcie a limit kvantifikacie
. Zhodnos metddy vyjadrena ako opakovates’
. Zhodnos metddy vyjadrena ako reprodukovates’
. Spravnos metddy vyjadrena ako vgznos
. Robustnasmetody

~NOo ok, WN PR

4.6.1 Selektivita metody

Selektivita je schopn@sanalytickej metddy rozliSistanovovany analyt od ostatnych zloZiek
pritomnych vo vzorke. Jedna sa v podstate o overgl@ntity analytu a tohaii namerany
signal zodpoveddistému analytu [89].
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Pri overovani tohto valid@ého parametra bola najskor uskiena analyza Standardného
roztoku BR]P alebo 4 PAU, aby sa identifikovali rete®@ casy jednotlivych analytov.
Nasledne bola nielkgokrat analyzovana vzorka Udenej klobasy bez pkigas pridavkom
sledovanych latok, aby sa zistili,v case, kedy sadakava ellcia tychto latok nedochadza
k interferenciam s inymi zlozkami vzorky. Zardvboli analyzované aj pouZzité rozpasla
hexan a metanol, respektive acetonitiihie su kontaminované PAU.

4.6.2 Linearita metody

Linearita je schopnosmetddy ziska vysledok, ktory je proporcionalny mnoZzstvu analytu
(konformny k linearnej regresii), overuje sa predtrictvom zostrojenia kalib¥aej ciary
[89].

Na konstrukciu kalibrénych kriviek bolo pouzitych 6 roztokov o obsahu @215 ng/ml
B[a]P, respektive 6 zmesnych roztokov 4 PAU o obsafiuad 15 ng/ml pre kazdua latku
(postup pripravy roztokov je uvedeny v bode 4.3)mBcou linearnej regresie v programe
Excel boli zistené rovnice kalibfaych zavislosti a ich regresné koeficienty.

4.6.3 Limit detekcie a limit kvantifikacie
detekovatbny. Limit stanovenia je najnizSi obsah analytu, rktandZze by stanoveny
s prijaténou hodnotou presnosti [89].

LOD alLOQ boli vypgitané pomocou programu LC-Solution (Shimadzu, Kjéto
Japonsko) z pomeru signal/Sum, konkrétne LOD aijadsobok Sumu zakladnej linie a LOQ
ako desénasobok Sumu z&kladnej linie.

4.6.4 Zhodnost’ metddy vyjadrena ako opakovaténost’

Zhodnos metody vyjadruje tesnészhody medzi nezavislymi vysledkami skusok ziskanym
pri vopred Specifikovanych podmienkach. Podmienggkovaténosti si podmienky, kedy sa
vysledok ziska analyzou tej istej vzorky, na tortons pristroji, tym istym pracovnikom
v kratkoméasovom intervale [89].

Opakovaténog’ metody bola overena pri troch réznych mnozstvdetiovanych analytov
pridanych vo forme presného objemu pracovného koztianej latky (Bf]JP) alebo latok
(4 PAU) k 1 g vzorky udenej klobasy. Postup prigrawztokov je uvedeny v bode 4.3.
V pripade overovania opakovétesti metddy pre stanovenie &P boli pridané mnoZstva
zvolené tak, aby vysledny obsahaP} vo vzorke predstavoval 0,4; 5 a 10 pg/kg. Pri
overovani opakovafaosti metédy pre siasné stanovenie 4 PAU boli pridané mnozstva
zvolené tak, aby vysledny obsah kazdej z tychtokl&o vzorke bol 0,5; 5 a 10 pg/kg. Pre
kazdu koncentkau hladinu bolo uskutmenych 6 paralelnych stanoveni. Priprava vzorky,
extrakcia a finalna analyza PAU bola uskm@ena za optimalizovanych podmienok ped
postupu uvedeného vysSie. Namerané vysledky lais8tky vyhodnotené.

KedZe sa jednalo o get paralelnych meraniny mensi ako 10, smerodajna odchyka
pre opakovatod’ (s), bola vyp@itana z rozpatia suboRipod’a va'ahu:

s, = k- R [89]
kde k je tabelovany koeficient (Tabka 5) aR rozpatie suboru, ktoré sa vyfita z rozdielu
maximalnej a minimalnej hodnoty merania:
R = Xmax — Xmin [89]
Relativha smerodajna odchylka pre opakdiraie’ (RSD) bola p@itana podla vza'ahu:
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RSD,[%] = - 100 [89]

kde s je smerodajna odchylka pre opakovVatst’ ax aritmeticky priemer zo vSetkych
uskut@nenych merani.

Horratovo kritérium pre opakovdteos’ (HORRAT,) je bezrozmerné&islo, ktoré bolo
pocitané podla vza'ahu:
RSD,[%] RSD,
PRSD,[%]  2[x(10~k)]-01505 [
kde RSD je relativna smerodajna odchylka pre opakdivaig’ a X je aritmeticky priemer
zo vSetkych uskutmenych merani. Koncentracia alebo mnozstvo sa mdsiavz’ahu
pre vyp@et zadavé v bezrozmernom tvare (jednotka/jednotk&)y, v rovnici zoladnuje
vyraz ¥ - 107%. V naSom pripade, K&e sa obsah BJP pohyboval v ug/kg, respektive v
ng/g, bolo aka@islok zvolené 9, aby obsah 8P zadavany do ¥ahu bol v kg/kg (ng/g).

HORRAT, =

91]

Tabw’ka 5Koeficienty k pre vyp@t smerodajnej odchylky z rozpatia suboru R pr@&po
merani 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 Zhodnost’ metddy vyjadrena ako reprodukovaté@nost’

Reprodukovaténos’ vyjadruje tesnas zhody medzi nezavislymi vysledkami skusok
ziskanymi analyzou tej istej vzorky na inom prigtrimym pracovnikom, v inom laboratoriu
v uréitom ¢asovom useku [89].

Reprodukovatéino®” metdédy bola overena pri jednom mnoZstve sledovargmalytov
pridanych formou presného objemu pracovného roztkoe) latky (Bf]P) alebo latok
(4 PAU) k 1 g vzorky udenej klobasy tak, aby vysigabsah kazdej latky vo vzorke bol na
arovni 5pg/kg. Postup pripravy pracovnych roztokov je uvedemode 4.3. Uskutmenych
bolo vZzdy 6 stanoveni, z ktorych tri boli vykonajeéinou osobou dalSie tri inou osobou
vinom case. Priprava vzorky, extrakcia afindlna analyzslJ Pbola uskutdnena za
optimalizovanych podmienok pta postupu uvedeného vyssie.

Namerané vysledky boli Statisticky vyhodnotené. &majna odchylka pre
reprodukovatinos’ (sg), relativha smerodajnd odchylka pre reprodukdvets® (RSDk)

a Horratovo kritérium pre reprodukovites” (HORRATR) boli patitané podla rovnakych
vzt'ahov, ako su uvedené v bode 4.6.4 pre vgpompakovattnosti. Na zhodnotenigii je
medzi vysledkami ziskanymi v podienkach reprodukelivensti Statisticky vyznamny rozdiel
bola vyuZita jednofaktorové analyza rozptylu ANOVArograme Excel.

4.6.6 Spravnos’ metddy vyjadrena ako vyaznog’

Spravnos metddy je tesna’'szhody medzi priemernou hodnotou a prijatou refémen
hodnotou. Priemernou hodnotou méze’ bysledok opakovanych merani (sprawjoaslebo
jednoduchy vysledok (presntg89].
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Spravnos metddy bola vyjadrena ako tagZno$ a vypaitana z udajov nameranych
v ramci hodnotenia opakovditesti metody pokh vz'ahu:

m; —m
Vytaznost [%] = [%] -100 [89]
S

kde my je mnoZstvo sledovaného analytu vo vzorke bezagkig m, je mnozstvo analytu vo
vzorke s pridavkom ax je mnozstvo analytu v Standardnom roztoku.

Patas validacie metddy pre stanovenie 4 PAU bola ravyBaznos metddy pre tri latky
(B[a]A, CHR a BJg]P) overena analyzou Standardného refarého materialu FAPAS (ref.
T0652QC-Smoked Meat Product). Tento reférgn materidl bol zhomogenizovany
a podrobeny rovnakym operaciam ako iné vzorky Uddobasy, préom bolo uskuténenych
6 paralelnych stanoveni.

4.6.7 Robustno®’ metddy

Robustnos je mierou citlivosti a stability metdédy ¥ozmenam, ptiom sa sleduje zavislts
analytického signalu na malych zmenach parametharakterizujucich analyticky postup,
napr. zmen&istoty cinidiel, pristroja, personalu a pod., pripadne mo&astd aj mierne

zmeny v priprave vzoriek [89].

Robustnog metédy bola overena pri jednom mnozstve sledovarlytov pridanych
formou presného objemu pracovného roztoku danky I@[a]P) alebo latok (4 PAU) k1 g
vzorky udenej klobasy tak, aby vysledny obsah kplatky vo vzorke bol Jug/kg. Postup
pripravy pracovnych roztokov je uvedeny v bode 4.3.

Vzdy boli uskuténené tri paralelné merania za nezmenenych podmiartakmerania
za zmenenych podmienok. Pri overovani robustnosidédy pre stanovenie P boli
zmenené nasledovné podmienky: iny pracovnik, edt@krozpugadlo (iny vyrobca),
detektor (iny pristroj). Pre validaciu metédy ptarmvenie 4 PAU boli zmenené nasledovné
podmienky: iny pracovnik, teplota extrakcie (10J),°Cas statického extrgkého cyklu
(11 minut).

Pomocou jednofaktorovej analyzy ANOVA v programe célx boli ziskané udaje
porovnané s udajmi ziskanymi za beznych nezmengdmienok ci rozdiely medzi nimi nie
su Statisticky vyznamné.

4.7 Stanovenie 4 PAU (B§JA, CHR, B[b]F, B[a]P) v reélnych vzorkéch

Optimalizovana a validovana metéda pre stanove®ad (B[a]A, CHR, B[b]F, B[a]P) bola
pouzita pre stanovenie tychto latok v 12 vzorkd€hb{’ka 6) r6znych druhov udenych
klobas, pochadzajucich od 8 slovenskych vyrobcosetky vzorky boli pred analyzou
skladované pri teplote 5 °C zabalené do hlinikoiégdie. Pri analyze kazdej vzorky boli
uskut@nené tri paralelné stanovenia.
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Tabw’ka 6 Zoznam analyzovanych vzoriek udenych klobas.

Cislo Nazov produktu Vyrobca

vzorky
1 Laborecka klobasa Mecom Group s.r.0., Humenné
2 Mad’arska klobdsa Puchovsky masovy priemysel a.s.,d®ich
3 Pudchovsk&abajka Puachovsky méasovy priemysel a.s., Pachov
4 Brezovicka klobasa Masovyroba Peter JendrasSekeast
5 Chalupérska klobasa Orban Ladislav, maso-udeniratjdava
6 Gombasecka klobasa Tauris Nitria s.r.o., Mojmirovce
7 Doméaca klobasa Sukromna vyroba
8 Domaca klobasa Masovyroba Stefan Knizka s.r.o.néimica
9 Csobai klobasa Masovyroba Stefan KniZka s.r.o.nblvaica
10 Cigaro klobasa Masovyroba Stefan KniZka s.r.o.ndvaica
11 Chorizo klobasa Masovyroba Stefan Knizka s.r.oandvnica
12 Lahb6dkova klobasa Arpéad Bognar-méso, tdeniny, Ne&vgt
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Optimalizacia podmienok ASE

V teoretickej ¢asti diplomovej prace boli podrobne diskutované mosi extrakcie PAU
z masovych matric. Z uvedeného giedu vyplyva, Ze prakticky vSetky vd&snosti
pouzivané extraké techniky vyZzaduju po ukoéeni extrakcietasto vémi ¢asovo narénu
I pracnu purifikaciu ziskaného extraktu od koextrzdmych lipidov.

Aj ASE, napriek jej nespornym vyhodam, akymi je diggzasu i rozpuadla, je v podstate
neselektivna technika a vyZaduje qistenie extraktu, ktoré méze niekedy thiadlhSie ako
samotna extrakcia. V &asnosti je napstejSie pouzivanym postupom purifikcia extraktu
gélovou chromatografiou a v pripade vzoriek s vysolobsahom tuku, medzi ktoré udené
klobasy jednozn@me patria, aj na SPE koldnkach. Tuto metédu opisalidoval pre PAU so
4 az 6 benzénovymi kruhmi Jieaal [7].

Nasim ci€éom bolo eliminovd spominany purifikény proces pomocou pridania sorbentu
schopného viazakoextrahované tuky priamo do extéakj cely. Ziskany extrakt, zbaveny
nesistdt uz pdas extrakcie, by tak mohol Hyprakticky okamzite podrobeny HPLC analyze.
Bjorklund et al. [92] takymto sp6sobom selektivne extrahovali P@Bkaniva ryb. Pokh
dostupnej literatiry bola dosiauskut@nena len jedna Stadia [86], ktorej autori rovnaky
princip vyuzili pri izolacii PAU zo vzoriek ryb. Naxtrakciu PAU z udenych masovych
produktov, konkrétne udenych klobéas, ziatekyto postup nebol aplikovany.

KTacovy bol samozrejme vyber vhodného sorbentu. Labogchopnodou viaza tuky sice
existuje viacero, avSak rovnako dolezité je, abyzitee sorbentu neovplyvnilo aj ¥§Znos
PAU. Na zdiatku boli preto zvolené tri sorbenty: silikagegrfsil a neutralny oxid hlinity.

Patas Uvodnych experimentov boll'ddany najvhodnejSi spbésob aktivacie tychto
sorbentov, ptiom ako najdinnejSi z fadiska schopnosti zachytituk bol vyhodnoteny
postup spéivajuci v zahrievani sorbentu pri teplote 140 °Cdadu 18 hodin. Deaktivované
sorbenty neboli schopné vobec zabfdtoextrakcii tuku, sorbenty aktivované kratsis pri
140 °C (1 aZ 10 hodin) taktiez neboli dosta® &inné, rovnako ako aktivacia krat&as
(15 minat az 1 hodina) pri 350 °C. Pritomtidgpidov v extrakte bolo mozné zhodnoti
vizudlne. Ich v&Sie mnoZstvo signalizovala jeho ZIta aZz oranZovhafaTakéto sfarbenie,
pozorované ipri klasickej ASE bez sorbentu v cé@brazok 11), bolo spbsobené
karotenoidnymi farbivami cervenej papriky, priddvanej do udenych vyrobkov ako
ochucovadlo, rozpustnymi v tukoch. MenSie mnozdteextrahovanych lipidov bolo jasne
badat&né po odpareni extraktu v podobe bielychiidk na stenach odparovacej banky.
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Obrazok 11Extrakt vzorky udenej klobasy po ASE so sorbenia#ueim tuk v extrakej
cele () a po ASE bez sorbentu v exthaéj cele pred purifikaciou gélovou
chromatografiou 2).

Po najdeni vhodného spdsobu aktivacie bola schégedsotlivych sorbentov zadrzauk
sledovana pri troch r6znych pomeroch mnozstva siubee vzorky. Konkrétne, na jeden gram
homogenizovanej vzorky udenej klobasy obohatengicgmym roztokom BfJP bolo
navazenych 5, 10 a 15 g kazdého sorbentu. Navadkydkto zvolené vziadom Kk uéitej
limitacii objemom dostupnych extrakych ciel (33 ml). VSetky sorbenty boli aktivované
vy3Sie uvedenym postupom. Uvodné podmienky ASEzwaliené poth publikacie Jirat al.
[7], teda rovnaké ako pri extrakcii PAU bez pridawilikagelu do cely. Konkrétne: teplota
100 °C, tlak 10 MPa, extrakcia-hexanom, flush volume 60 %, purge time 120 sekdnd,
staticky cyklus 10 minut uskutneny dvakrat.

Navéazka 5 g na jeden gram vzorky sa preukazalanakiostatdnd v pripade vSetkych
troch sledovanych sorbentov. Neutralny oxid hlinitgdokazal ani pri vysSich navazkach
(10 a 15 g) dostatme adsorboua tuky, ¢o sa prejavilo po odpareni extraktu bielymi
vlockami tuhych lipidov na dne odparovacej banky, piiga boli pozorované fistoty
v chromatografickom zazname. Preto balatSieho hodnotenia vydény, aj ke existuju
Udaje, Ze pridavok tejto latky do extéalkj cely dokaze taktiezcinne zadrzé tuky paas
ASE [86, 92].

Florisil aj silikagel boli schopné pri navazkachillb g dostaténe adsorbowatuk, takze
ziskany extrakt mohol yanalyzovany. AvSak waznos B[a]P bola vé&mi nizka (Obrazok
12). Bolo zrejmé, Ze sorbenty maju schopnagaza’ aj PAU a zvolené ASE pomienky neboli
dostaténé na uvbnenie BR]P z tejto vaby. Zaujimavé bolo, Ze neplatilo, dko sa dalo
ocakava, Ze v&Sie mnozstvo sorbentu poskytne nizSitiaZnost B]P. Tento predpoklad sa
potvrdil u silikagelu, kde navazka 10 g poskytl&'aZnos 54 % na rozdiel od wWaznosti
37 % u v@&Sej navazky. U florisilu bola naopakiinnejSia navazka 15 g, &&e poskytla
vySSiu vyaznos (26 % oproti 5% u navazky 10 g). Kei nizku vyraznos florisilu pri
extrakcii PAU so 4 az 6 benzénovymi kruhmi, medoré& patri aj B]P, zistili aj Lundet al.
[86]. Napriek neuspokojivym vysledkom bol vSak dprikil zahrnuty do d’alSich
experimentov.
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Obrazok 12 Vplyv typu a mnozstva sorbentu naainog B[a]P. ASE podmienky: teplota
100 °C, tlak 10 MPa, extrakcia n-hexanom, flushur@@ 60 %, purge time
120 sekund, staticky cyklus 10 minat uséoeoy dvakrat. (Chromatograficke
zaznamy: priloha 1A-B)

Dal3ie experimenty vychadzali z predpokladu, Za]B[je po ukotieni extrakcie s dvomi
extralkénymi cyklami stale v cele viazany na sorbent. Piaib zvoleny extrakny program
s jednym 10 minutovym extrakym cyklom, ktory bol pri extrakcii kazdej vzorkypakovany
trikrat. Prakticky sa jednalo o tri za sebou nasjéce extrakcie vzorky za rovnakych
podmienok a s rovnakym mnozstvom pouzitého rotgmlla. Extrakt z kazdého cyklu bol
zozbierany a analyzovany oddelene, aby sa zigtitoeti extrakny cyklus nezvysi viaznos
B[a]P. Takymto sp6sobom bola uskémena extrakcia so silikagelom (10 g) aj s florisilo
(15 g) v extraknej cele (Obrdzok 13). Prekvapujuco, ptani obsahu B|P nameraného
v troch extraktoch ziskanych pri pouziti silikagehextraknej cele bola vzZtadom ku
pridanému Standardnému roztoku tejto latky zistefi@znos 110 % (klobasa bez pridavku
Standardu nebola analyzovana). Florisil, aj naptiekn extraknym cyklom, preukazal
nedostatdnu vytaznos a preto bol vylgeny zd’alSich experimentov.

Ako najvhodnejSi sorbent pre zadrzanie tukdasoASE zvolili silikagel aj Luncet al.
[86], zatid ¢o Bjorklund et al. [92] vyhodnotili ako najéinnejSi sorbent silikagel
impregnovany kyselinou sirovou. Lured al. [86] d’alej uvadzaju ako najlepSi pomer tuku
a sorbentu hodnotu 0,025 — s tym, Ze do cely vaaxili 18 g silikagelu. Ké&Ze obsah tuku
v udenych klobasach podrobenych analyze pri opto@ei metddy nebol stanovovany, nie je
mozné ukit' presne pomer zachyteného tuku a silikagelu a pafokio vziradom k Udaju
uvedenému vo vysSie spominanej Studii. Ak vSak \emendo Uvahy udaje vyrobcu o obsahu
tuku v analyzovanych klobasach (max.50 %), mozZmanavt’ priblizny pomer tuku
a silikagelu na hodnotu 0,05. Na zadrZzanie rovnakémozstva tuku by teda sii@
polovicné mnoZstvo silikagelu ako uvadzaju Lustdal [86]. Autori tejto Studie vSak pouZili
iny typ ASE s¢im suvisia aj iné rozmery extrékych ciel. Konkrétne sa jednalo o systém
ASE 300 a 100 ml cely, kym my sme mali k dispoziicénSie 33 ml cely a systém ASE 350.
Schopnos sorbentu zadr¥atuk totiz zavisi aj na vysSke chromatografickéhipe, ktory
sorbent v danej cele vytvori a to Uzko suvisi smeani extraknej cely.
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Obrazok 13 Vplyv typu sorbentu v extrakej cele na wwaznog B[a]P v priebehu troch
samostatnych extrékych cyklov. ASE podmienky: teplota 100 °C, tlak
10 MPa, extrakcia n-hexanom, flush volume 60 %.,geutime 120 sekund,
staticky cyklus oftke 10 minGt uskutbeny trikrat. (Chromatografické
zaznamy: priloha 2A-B)

PouZzitie troch extralaych cyklov bolo teda v pripade silikagelu Yadom na v§aznos
B[a]P ve’'mi UspeSné. AvSak takato trojnasobna extrakciakyzoZ znamenala aj vySSiu
spotrebu rozpd®dla i dIhSicas. Z toho dévodu bol v pristroji nastaveny progritary mal
uskut@nit’ jednu extrakciu avSak s tromi statickymi extmagmi cyklami, teda tri ASE cykly
boli uskut@nené spolu.

Pri pouziti tohto programu sa sice vyrazne zni&lgotreba rozpdadla, avSak
prekvapujuco vyaznos nedosiahla ani 50 % (Obrazok 14). Pri usporiadapdévodnym
vySSie uvedenym extrakym programom bola Waznos op& o nigo vySSia nez 100 %
(Obrazok 14)¢o sa neskor potvrdilo i #alSich opakovanych stanoveniach a nasledne aj pri
obohateni klobasy roztokom &P na ovéa nizsi obsah tejto latky (0,4; 5 a 10 pg/kgl vi
validaciu metody, bod 5.3.4).

Pricinou nizkej v¥aznosti pri pouZiti extrakého programu s tromi statickymi cyklami
moZze by fakt, Ze mnoZstvo pouzitého rozgadla nie je rovnaké v kazdom z troch cyklov
ale automaticky sa upravuje tak, aby bolo v prvorkles aplikované vé&ie mnoZzstvo ako
v zostavajucich dvoch. Tento niZSi objem vSak zeejnie je dostatmy na ellciu B§|P
viazaného vo vrstve silikagelu. Pri pévodnom proggaje vzorka extrahovana trikréat
za uplne rovnakych podmienok, teda aj s rovnakyrnzastvom rozpudla v kazdom cykle,
¢o umozni kompletnu eltciu BJP.

Okremn-hexanu bolo na zaver otestované aj polarnejSrakéxie rozpusadlo, konkrétne
zmes dichlormetanu a acetonitrilu v pomere 90:1@ny\ét al. [6] dosiahli pri pouZziti tejto
zmesi vysSie wyaznosti PAU ako pri extrakcin-hexanom. V naSom pripade vSak vySSia
polarita rozpugadla spbsobila oslabenie schopnosti silikageluzagduk a ziskany extrakt
kvoli koextrahovanym lipidom nebolo moZné analyzbvd/yuZzitie polarnejSej zmesi
rozpu¥adiel teda v pripade pridavku sorbentu do extrak cely nie je prilis vhodné,
pripadne je nutna désledna optimalizacia zloZesjia zmesi.
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Obrazok 14 Vplyv usporiadania troch extrakych cyklov na wvi@aznog B[a]P.
(Chromatograficky zdznam priloha 3)

Porovnanim chromatografickych zdznamov vzorky pbednej klasickému extréakému
postupu, teda neselektivnej ASE, a naslednémuamdstiu tukov gélovou chromatografiou,
a vzorky extrahovanej novou metddou s pridavkdikagjelu do extraénej cely je zrejmé,
Ze gélova chromatografia neposkytuje takty extrakt ako nova optimalizovana metoda
(Obrazok 15). Na zazname po gélovej chromatogjafividite’'ny ve’ky nerozdeleny pik
hned’ v Gvode analyzy. Pre stanovenieaf§] by takéto pré&stenie extraktu bolo postajuce,
avSak v pripade identifikacie ajalSich PAU by moZzno mohlo d@jsk matricovym
interferenciam a bolo by potrebnédaglSie preistenie na SPE koldnkach. V zazname vzorky
extrahovanej novou metdédou takét@intoty prakticky nie su.

— ASE + gélova chromatografia

— ASE so silikagelom v
extrakénej cele

IEAMEMECECES SN S S S S S e T g
= = = A A= = ~m

Obrazok 15Chromatogramy vzorky udenej klobasy obohatengpkom B[a]P na obsah
5 ug/kg po ASE a gélovej chromatografii a po ASEibkagelom v extraknej
cele. 1zokraticka eltcia metanolom pri prietoku Bi7min a teplote 35 °C.
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5.2 Optimalizacia HPLC-FLD analyzy

Pri stanoveni Bf]JP nebola potrebna wdia optimalizacia chromatografickych podmienok,
kedZe sa jednalo len o jedint ZEninu a celd analyza prebehla¢cg® 10 minat. Pridanim
d'alSich troch latok vznikol problém pri separaciia{f a CHR, kel'Zze pri pouZziti¢istého
metanolu, tak ako pri stanovenid@p, tieto dve latky neboli dostatioe rozdelené, aj ke
vel'kou vyhodou zostal kratkgas analyzy a stabilita ret&mych c¢asov. Pouzitie zmesi
metanolu s vodou nebolo vébec GspednéZkeaj maly pridavok vody pré&dl netinosneas
analyzy. Ztohto dbévodu bola otestovanad zmes aitgtons vodou. Pomer 84:16, ktory
uvadzaju Farhadiagt al. [34] predzil ¢as analyzy oproti metanolu takmer dvojnasobne ale
rozdelenie spominanych latok vyraznejSie nezlep&ib najefektivnejSi zlladiska separacie
latok i doby analyzy bol vyhodnoteny pomer 70:3@¢&1 obsah vody v mobilnej faze uz len
zbytatne predlZzoval dobu analyzy bez vplyvu na rozdeldBja]A a CHR. Nevyhodou
pouzitia zmesi acetonitrilu s vodou oproti pouZitietanolu boli vyrazné posuny retesch
¢asov Vv priebehu dni. Tento problém sa nepodarigirant’, takze kalibrané zavislosti boli
zostrojované priebezne, d&inou pre jednu alebo dve série merani.

Dolezité pre citlivo§ metody bolo vhodné nastavenie vinovydiok fluorescetného
detektora. PouZitie jednej vinovejiz#ty, pri ktorej by v3etky Styri latky poskytovali
dostaténe ve&’ky signal sa ukazalo ako nerealne, preto bol zyofgogram, v ramci ktorého
sa vinové #ky menili v priebehu analyzy tak, aby kazda latkda detekovana pri takych
vinovych dzkach, kedy poskytuje najlepsi signal (Obrazok P@)va’be vhodnych vinovych
dizok boli pouzité informéacie z dostupnej literat(f§3] a UV-Vis skenovanie spektra.
Konesné vinové dky boli zvolené nasledovne 275 (ex.) — 385 (ere)BlaJA a CHR, 256
(ex.)—446 (em.) pre BJF a260 (ex.)—410 (em.) pre &P. VzhWadom k posunom
retertnych casov a zarove z déovodu vymeny kolony a predkolony muselt byasovy
program vinovych ok, ktory bol pouZity pri validacii metédy, konkné 0 — 10 minGt
B[a]A a CHR, 10— 15 minut BjF, 15— 20 minut BfjP, pri analyze reélnych vzoriek
zmeneny na 0 — 12,5 minut&pA a CHR, 12,5 -17,5 min BJF a 17,5 — 22 minut BjP.

6 (ex.) —446 (em.)
0 (ex.) — 385 (em.)
60 (ex.) — 430 (em.)

B[a]A -

£0000 { 5
7

2
""" 2

- |" CHR B[a]P

|

Obréazok 16Vplyv nastavenia vinovychzk fluoresceimého detektora na intenzitu signalu
4 PAU. lzokraticka elacia zmesou acetonitrilu aywodpomere 70:30, prietok
1,2 ml/min, teplota kolony 35 °C.
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5.3 Validacia metddy pre stanovenie BjJP v idenych masovych vyrobkoch

5.3.1 Selektivita a linearita metody, limit detekcie a Imit kvantifikacie

Analyzou Standardného roztokudBP a nasledne vzorky udenej klobasy bez i s pridiawvk
roztoku tejto latky sa potvrdilo, Ze ¢ase, kedy je &kavand ellcia BJP nedochadza
k Ziadnym interferenciam. Metdda je teda Specifithi4 ako to vyzaduje Nariadenie (ES)
¢. 333/2007 [87]. Chromatografické zaznamy obsahorkyz bez pridavku Bf|P a vzorky
obohatenej pracovnym roztokom na obsah danej latlky/kg su uvedené v prilohe 5A-B.
Zodpovedajuci Standardny roztok je uvedeny v pdldA.

Linearita metddy bola overena pomocou kalkibieg krivky, na ktorej konstrukciu bolo
pouzitych Se$ roztokov s obsahom B[P od 0,1 po 15ng/ml. Tento rozsah zarove
predstavoval pracovné rozpatie metddy. Z udajovibkainej zavislosti (Tabika 7)
vypacitany regresny koeficient je vyssi ako 0,99, takilzi mnozstvom Bf|P vo vzorke
a signalom fluoresceéného detektora je jednozmee linearna zavislds Linearita metody je
zrejma aj vizuélne, z grafického znazornenia katibej zavislosti (Obrazok 16).

Limit detekcie (LOD) metddy bol stanoveny na Qglkg a limit kvantifikacie (LOQ)
na 0,2 pg/kg (Tadka 7). Validovana metdda tedalisp poZiadavku eurdpskej legislativy
[87], pod’a ktorej hodnoty LOD a LOQ nem6zu preitd0,3 a 0,ug/kg. Podobné hodnoty
LOD a LOQ pre BaJP uvadzaju aj Santost al. [66] v Studii hodnotiacej obsah PAU
v tradicnych portugalskych masovych vyrobkoch a tiez Svadskidia [51] sledujuca obsah
PAU v Gdenych rybach. Dosttideli [76] zistili vy38ie hodnoty, 0,46g/kg pre LOD
a 1,54ug/kg pre LOQ. Dévodom mdze bypouzitd UV-Vis detekcia, ktora je menej citliva
ako fluorescetny detektor. V nemeckej studii [7, 50] boli uverejie radovo niZSie hodnoty,
0,003ug/kg pre LOD a 0,039/kg pre LOQ, autori vSak analyzovali PAU pomocoD-MS,
ktora vo vSeobecnosti umiifie dosiahnutie nizSich hodnét LOD a LOQ.

Tabw’ka 7 Kalibracia metddy pre stanovenie B[a]P.

Cislo analyzy Mnozstvo B@]P [ng] Signal [mV-s]

1 0,1 22789

2 0,5 52172

3 1 80615

4 5 380129

5 10 762565

6 15 1146911
Regresny koeficient B 0,99986
Limit detekcie (LOD) [pg/kg] 0,1
Limit kvantifikacie (LOQ) [ug/kg] 0,2

58



1400000 B[a]P: kalibra ¢na zavislos’

1200000 -

1000000+

800000 A

600000 -

Intenzita signalu [mV- s]

400000 A y = 75533x + 9723,9

R2 =0,99986
200000 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
MnoZstvo B[a]P [ng]

Obrazok 17B[a]P: kalibracna zavislos

5.3.2 Zhodnos’ metddy vyjadrena ako opakovaténost’

Zhodnos metddy za podmienok opakovitesti bola overend pri troch r6znych mnozstvach
B[a]P pridaného formou roztoku k 1 g vzorky Udenejodsy (Tabika 8) tak, aby vysledny
obsah Bf]P vo vzorke zodpovedal 0,4; 5 a L@y/kg. NajvySSia hodnota relativnej
smerodajnej odchylky (RSP 15,1 %, bola vyp&tand pre najmensi pridavok tejto latky ku
vzorke (priemerné mnozstvo &P 0,41+0,06 ng AvSak podla smernice SkuSobného
laboratoria VUP [89], pri analyze vzoriek s obsahtigtiového analytu pod 1 pg/kg posige
RSD nizSia ako 35 %g¢o bolo splnené. Hodnoty R$SDvypatitané prefalSie pridavky
roztoku sledovanej latky (priemerné mnozstva]B[ 4,3+0,4 a 9,3+0,4 ng), konkrétne 8,7
a 3,9 % taktiez dpaju poziadavky smernice Skusobného laboratdria \Ké®Pze pri analyze
vzoriek s obsahom analytu pod d§fkg musi by RSD nizSia ako 30 %.

Vypocitané hodnoty RSDsuhlasia i s hodnotami uvadzanymi Jatal. [7, 50], ktori
validovali metodu s klasickym vyuzZitim ASE ako nlek&vnej extraknej techniky
nasledovanej ptgstenim extraktu gélovou chromatografiou a na SBBrikach a kogiacu
GC-MS identifikaciou. Pre W&inu analyzovanych PAU, zatajucich aj BR]P, pridanych ku
vzorke na urove legislativneho limitu 5 pg/kg zistili RS[Pod 10 %. V danskej stadii [59] sa
stanovené hodnoty R$pohybovali vrozmedzi od 6 po 17 % u vzoriek obehgth
pridavkom PAU na obsah 0,5; 2 a 5 pg/kg.

Nariadenie Komisie (EU}¥. 333/2007 [87] pozaduje, aby bola opakoiats’ metody
vyjadrena pomocou Horratovho kritéria (HORRATpricom jeho hodnota musi tynensSia
ako 2, aby mohla hymetdda pouzita pre stanovenie PAU. Preto boli R8Bp@itané na
toto kritérium, ktoré v naSom pripade dosiahlo j@notlivé mnozstva BJP pridané ku
vzorke (0,41+0,06, 4,3+0,4 a 9,3%0,4 ng) hodnoB; 0,2 a 0,1, takZe validovana metéda aj
v tomto olfade sfia poziadavky EU.
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Tabw’ka 8 Vysledky testovania opakovétesti a vyaznosti metddy pre stanovenie B[a]P.

Vypocéitané

Vypo¢éitané

Vypocéitané

MnoZstvo | mnoZstvo | MnoZstvo| mnozstvo | MnoZstvo| mnoZstvo
Eislo B[a]P v Bl[a]P z B[a]P v B[a]P z Bl[a]P v Bl[a]P z
, Stand. | nameranych| S&tand. | nameranych| Stand. | nameranych
analyzy .y . o
roztoku Gdajov roztoku Gdajov roztoku Gdajov
[ng] [ng] [ng] [ng] [ng] [ng]
1 0,47 3,97 9,41
2 0,41 3,88 8,86
3 0,48 4,13 8,87
0,40 5,00 10,01
4 0,32 4,83 9,50
5 0,44 4,61 9,56
6 0,35 4,57 9,78
Priemer ] 0,41+0,06 i 4,30,4 - 9,30,4
[ng]
RSD, [%] - 15,1 - 8,7 - 3,9
HORRAT, - 0,31 - 0,24 - 0,12
Vytaznod ] 103£16 ) 8747 ] 93+4
[%]

5.3.3 Zhodnos’ metddy vyjadrena ako reprodukovaté@nost’
Reprodukovatinog’ metddy bola overena pri jednom mnoZzstvea]B[pridanom k 1 g vzorky

udenej klobasy tak, aby zodpovedajuci obsah t&ky bol na drovni legislativneho limitu
5 ug/kg. Tri analyzy boli uskutoaené jednou osoboudalSie tri analyzy druhou osobou

v inom &ase (Tablka 9). Vypa@itana hodnota relativnej smerodajnej odchylky 9,8ha

poziadavky SkuSobného laboratoria VUP [89], limodtorej pre vzorky s obsahom analytu

pod 10ug/kg musi by RSD; mensia ako 45 %. Metddaisp aj poziadavky EU [87] , ki&e
vypcitana hodnota Horratovho kritéria pre reprodukdirmig® (HORRATR) je menSia

ako 2. Nakoniec i jednofaktorova analyza rozptyleukazala, Ze medzi tdajmi nameranymi

r6znymi osobami a v inoase nie je Statisticky vyznamny rozdiel.
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Tabw’ka 9 Vysledky testovania reprodukovitesti metddy pre stanovenig¢af. Pracovnik
A: analyzac. 1-3, pracovnik B: analyza 4-6.

‘. , MnoZstvo B[a]P v Standardnom Vypo¢éitané mnozstvo B§]P
Cislo analyzy s
roztoku [ng] Z hameranych Udajov [ng]
1A 4,83
2A 5,00 4,61
3A 4,57
4B 5,46
5B 5,07 4,34
6B 5,17
Priemer [ng] - 4,8+0,4
RSDx [%] - 9,2
HORRAT g - 0,26

5.3.4 Spravnog’ metddy vyjadrena ako vtaznogd’

Vytaznos metody bola vypg&itana z udajov nameranych pri testovani opakdvati
(Tabuka 8). Potla smernice Skasobného laboratoria VUP [89] mdZengtoda validovana,
ak dosahuje Waznos medzi 50 a 120 % pre obsah sledovaného analytu lppd/kg

a vytaznos medzi 70 az 110 % pre obsah analytu od 1 po 1KgugPoda legislativy EU
[87] je metdda vhodna pre stanovenie PAU, ak preekdtaznos od 50 do 120 %. Nami
zistené vyaznosti (pre priemerné mnozstvoaB? 0,41+0,06; 4,3+0,4 a 9,3+0,4 ng pridané
k 1 g vzorky) predstavuji hodnoty 103+16, 87+7 a®%, takze metdda Bm stanovené
podmienky.

Vypocitané hodnoty waznosti su podobné ailepSie ako hodnoty zistela€erymi
autormi pre metddu vyuzivajucu extrakciu ASE aedsé preistenie pomocou gélovej
chromatografie a SPE alebo inym sp6sobom. Letral [86] uvadzaju dosiahnutlu vgZnos
8616 % (pre obsah BJP vo vzorke 3 pg/kg) a Wareg al. 776 % [83] (pre obsah BJP vo
vzorkel pg/kg). Pdi danskej Studie [59] sa igZnosti tejto latky pridanej na urave,5; 2
a 5 pug/kg ku vzorke udenej ryby pohybovali v rozaiemtl 80 po 120 %.

5.3.5 Robustnog’ metédy

Robustnog metody bola hodnotena pri troch zmenenych podnaiemk(Tabilika 10),
konkrétne sa jednalo o zmenu detektora, zmenu ey@xtrakného rozpigadla a zmenu
pracovnika. RSPpa vytaznosti vypeéitané z udajov nameranych pri zmenenych podmienkach
spinali poziadavky uvedené v smernici Skusobného laboeaVUP [89] aj v Nariadeni (ES)
333/2007 [87]. Zarowue neboli vyznamne odliSné od hodndét ziskanych zameeenych
podmienok. Nakoniec aj jednofaktorovad analyza rgmptpotvrdila, Ze medzi udajmi
nameranymi za zvolenych podmienok robustnostieni&atisticky vyznamny rozdiel.
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Tabw’ka 10Vysledky testovania robustnosti metody pre stanievga]P: a-zmena
detektora, b-zmena vyrobcu rozggda, c-zmena pracovnika.

Cislo analyzy Mnozstvo Bla]P pri normalnych MnozZstvo B[a]P pri zmenenych
podmienkach [ng] podmienkach [ng]
la 4,70 4,81
2a 4,81 4,82
3a 4,71 4,73
Priemer [ng] 4,74+0,05 4,79+0,06
RSD; [%] 14 1,1
Vytaznog’ [%] 851 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
RSD [%] 3,3 3,3
Vytaznod’ [%] 84+3 8413
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
RSD; [%] 14 7,2
Vytaznog [%] 856 8717

5.4 Validacia metddy pre stanovenie 4 PAU (BjJA, CHR, B[b]F, B[a]P)

5.4.1 Selektivita a linearita metody, limit detekcie a Imit kvantifikacie

Analyzou zmesného Standardného roztoku 4 PAU adidsl vzorky udenej klobasy bez
i s pridavkom zmesného roztoku sa potvrdilo, Zase, kedy je &akavana ellcia tychto latok
nedochadza k Ziadnym interferenciam. Metdda je tépecificka tak, ako to vyZaduje
Nariadenie Komisie EW. 836/2011 [88]. Chromatografické zaznamy vzorky peidavku

4 PAU avzorky s pridavkom tychto latok na obsalideq z nich 5 ug/kg su uvedené
v prilohe 6A-B. Chromatograficky zdznam zodpovedejio Standardného roztoku je
v prilohe 4B.

Linearita metddy bola overena pomocou kakibgaech kriviek, na ktorych konsStrukciu bolo
pouzitych Seszmesnych roztokov s obsahom od 0,1 po 15 ng/mkakzdu jednu zkeninu.
Tento rozsah zaroviepredstavoval pracovné rozpatie metody. Z udajdoiegnej zavislosti
(Tabu’ka 11) vypaitané regresné koeficienty boli vysSie ako 0,9Rzeamedzi mnozstvom
kazdej zo Styroch sledovanych latok vo vzorke ad@ign fluoresceiného detektora je
jednoznéne linedrna zavislos Linearita metdédy je zrejm& aj vizuélne, z gradck
znazornenia kalibtaych zavislosti (Obrazok 17 az 20).

Limit detekcie (LOD) metody bol stanoveny na Qglkg s vynimkou CHR
(0,2 ug/kg). Limit kvantifikacie (LOQ) pre BiJP a Bp]F bol stanoveny na 0,3 pg/kg, pre
B[a]A a CHR 0,4 pg/kg. Validovana metdda teddnappoZiadavku eurdpskej legislativy
[88], pod’a ktorej hodnoty LOD a LOQ nem6zu preéitb0,3 a 0,ug/kg. Nizke limity LOD

62



a LOQ u Bp]F boli trochu prekvapenim, pretoZzedas optimalizacie HPLC-FLD analyzy
prave tato zl@enina spbésobovala nap&ie problémy, ké&Zze poskytovala najslabsSi signal.
V porovnani s uvedenymi hodnotami Santets al. [66] uvadzaju pre tato latku LOD
0,2 ug/kg a LOQ 0,6 pg/kg, detekovali ju vdak mrydh vinovych dfkach (260 (ex.) —
430 (em.) nm). Medzi nami zistenymi hodnotami LOL@Q u zvySnych troch zlgnin

a hodnotami, ktoré su uvedené vo vySSie spomestitdji uz nie si vyznamnejSie rozdiely.
Nami zistené LOD a LOQ su tiez v sulade s Udajrad@nymi v Studii Wretlinget al. [51],
ktori sledovali obsah PAU v Svédskych udenych pktatth. V nemeckej studii [7,50] ako uz
bolo spominané v bode 5.3.1 boli dosiahnuté rasiX&ie hodnoty a to pre vSetky Styri nami
sledované latky zrejmediaka pouzitiu GC-MS detekcie. UV-Vis detekcia poaziost

etideli [76] naopak viedla k vy$$im hodnotam ako siirzstené.

Tabw’ka 11Kalibracia metody pre stanovenie 4 PAU: B[a]A, CHEfb]F, B[a]P.

Analyt B[alA CHR B[ b]F B[a]P
Cislo Mnozstvo | Signal [mV-s] | Signal [mV-s] | Signal [mV\+s] | Signal [mV-s]
analyzy [ng]
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
Regresny koeficient B 0,99997 0,99988 0,99998 0,99999
Limit detekcie [pg/kg] 0,1 0,2 0,1 0,1
Limit kvantifikacie [pug/kg] 0,4 0,4 0,3 0,3
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600000 -

500000

400000 -

300000 A

Intenzita signalu [mV- s]

200000

100000 -

B[a]A: kalibra ¢na zavislog’

y =48 383,91x + 153,09
R2=0,99997

4 6

8 10

MnozZstvo Bla]A [ng]

Obrazok 18B[a] A: kalibracna zavislos
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450000 CHR: kalibra &na zavislos’
400000 A

350000
300000
250000
200000
150000 -
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100000 - y =26 789,424x + 694,55

2 =
£0000 | R2 = 0,99988

0 2 4 6 8 10 12 14 16
MnoZstvo CHR [ng]

Obrazok 19CHR: kalibra®na zavislos

400000 4 B[b]F: kalibra ¢n& zavislos’
350000

300000 A

250000

200000 -

150000 -

Intenzita signalu [mV- s]

100000 y =23 030,08x - 171,24

50000 - R2 = 0,99998

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16
MnoZzstvo B[b]F [ng]

Obréazok 20B[b] F: kalibracha zavislos
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1000000+ B[a]P: kalibra ¢na zavislos’
900000 -

800000 A
700000 -
600000 -
500000 -
400000 A

300000 A

200000 - y =60 981,21x - 1 369,87
R2 =0,99999

Intenzita signalu [mV- s]

100000 -

O T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

MnoZstvo B[a]P [ng]

Obrazok 21B[a] P: kalibracna zavislos

5.4.2 Zhodnos’ metddy vyjadrena ako opakovaténost’

Zhodnos metddy za podmienok opakovitesti bola overend pri troch r6znych mnozstvach
kazdého zo Styroch PAU pridanych formou zmesnélatokal k 1 g vzorky udenej klobasy
(Tabu'ka 12 a 13) tak, aby vysledny obsah kazdej z tyldtak vo vzorke zodpovedal 0,5; 5
a 10ug/kg. Vypaitané relativne smerodajné odchylky nepresiah®#2NajvysSie hodnoty
RSD, 20,1 a 19,2 %, boli zistené preaph a CHR pri najmenSom pridavku tychto latok ku
vzorke (priemerné vypdtané mnoZzstvo je 0,51+0,09 ng preap a 0,47+0,09 ng pre CHR).
Dévodom relativne vysokych odchyliek pre tieto datky moze by aj skut@nog’, Ze ich
obsah vo vzorke bol pri najmenSom pridavku, naisdzitl Bb]F a B[a]P, tesne nad limitom
kvantifikacie. NajnizSia hodnota R{B,4 %, bola zistena pre BF pri pridavku na obsah
5 ug/kg (priemerné vypttané mnozstvo 4,3+0,2 ng). Grafické porovnanieiatositych
hodnoét RSP pri rtoznom obsahu 4 PAU vo vzorke je na obrazku 22

Pod’a smernice Sku3obného laboratéria VUP [89] pri yaealvzoriek s obsahom
cielového analytu pod 1 pg/kg postige RSD nizSia ako 35 % a pri analyze vzoriek
s obsahom analytu pod 16/kg RSD niZSia ako 30 %. Je teda zrejmé, Ze validovanédaet
vel'mi dobre spia tieto podmienky.

Vypocitané hodnoty RSPs vynimkou BfJA, suhlasia i s hodnotami uvadzanymi Jéta
al. [7], ktori validovali metédu s klasickym vyuZzitilASE ako neselektivnej extréke)
techniky nasledovanej pfistenim extraktu gélovou chromatografiou a SPE r&ikecu
GC-MS identifikaciou. Pre w&inu analyzovanych PAU, pridanych ku vzorke na @iiov
legislativneho limitu 5 pg/kg, zistili RSpod 10 %. V naSom pripade sa z tohto intervalu
vymyka B[a]A, ktory pri pridavku na rovnaky obsah dosiahaiie¢o vysSiu hodnotu RSD
konkrétne 10,76 %. V danskej Studii [59] sa zist®8D pre pridavok stanovovanych PAU,
zahnajacich aj nami sledované latky, ku vzorke na Uio®gb; 2 a 5 pug/kg pohybovali od 6
po 17 %. Autori vSak dosiahli oV@ nizSie hodnoty LOQ ako myp, ako uz bolo vysSie
spomenuté, moze Byv naSom pripade dévodom vySSich odchyliek @a]8[a CHR pri
pridavku tychto latok na Groue,5 pg/kg.
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Nariadenie Komisie (EU}. 836/2011 [88] poZaduje, aby bola opakobats’ metddy
vyjadrena pomocou Horratovho kritéria (HORRATpricom jeho hodnota musi Bbynensia
ako 2, aby mohla hymetdda pouzita pre stanovenie PAU. Preto boli R@Bpaitané na
toto kritérium. Maximalna zistena hodnota tohtadain bola 0,4 (Bi]A), takze validovana
metdda aj v tomto dlade spia poZiadavky EU. Grafické porovnanie dosiahnutyoldndt
Horratovho kritéria pri roznom obsahu 4 PAU vo \kmoddenej klobasy je na obrazku 23.

25

20 -

15
T ® 0,5 pg/kg
ay m5 ug/kg
0 10 -
14 =10 ng/kg

Bla]A CHR B[b]F B[a]P

Obrazok 22Hodnoty RSPzistené pre 4 PAU pri rdznom obsahu tychto latokvzorke
udenej klobasy (p@t merani n=6).

0,5

0,4 -

0,3 -
® 0,5 pg/kg
m5 ug/kg

=10 ng/kg

0,2 -

Horratovo kritérium

0,1 -

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

Obrazok 23Hodnoty Horratovho kritéria zistené pre 4 PAU piznom obsahu tychto latok
vo vzorke Udenej klobasy ¢m merani n=6).
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Tabw’ka 12Vysledky testovania opakovétesti a vyaznosti metody pre stanovenie 4 PAU:
Bla] A, CHR.

MnozZstvo Bfa]A [ng]

vypoditané z

vypoditané z

vypoditané z

Cislo v Stand. | nameranych | v Stand. | nameranych | v Stand. | nameranych
analyzy roztoku Gdajov roztoku Gdajov roztoku Gdajov
1 0,62 3,69 9,82
2 0,59 3,62 8,00
3 0,35 3,81 8,05
2 51 1
4 0.5 0,46 19 3,90 0,98 9,56
5 0,52 3,53 9,40
6 0,54 4,58 8,35
Priemer ] 0,510,09 i 3,940,4 i 8,040,7
[ng]
RSD [%] - 20,1 - 10,8 - 8,1
HORRAT, - 0,40 - 0,29 - 0,25
Vytaznod ] 99420 ] 74+7 ] 8147
[%]
MnoZstvo CHR [ng]
vypoditané z vypoditané z vypotitane z
Cislo v Stand. ypot , v Stand. ypot 3 v 8tand. | nameranych
, nameranych nameranych .
analyzy roztoku - roztoku - roztoku udajov
Gdajov Gdajov
1 0,56 4,94 8,40
2 0,33 4,94 7,65
3 0,52 5,08 7,61
4 0.49 0,50 4,93 512 8,76 8,21
5 0,47 4,74 7,67
6 0,48 5,47 6,84
Priemer 0,4740,09 . 5,1£0,3 i 7,740,6
[ng]
RSD [%] - 19,2 - 5,7 - 8,0
HORRAT, - 0,38 - 0,16 - 0,24
Vytaznod ] 98+19 ) 10245 ] 88+6
[%]
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Tabw’ka 13Vysledky testovania opakovétesti a vyaznosti metody pre stanovenie 4 PAU:
B[b]F, B[a]P.

MnozZstvo B]F [ng]

vypoditané z

vypoditané z

vypokitané z

Cislo v Stand. | nameranych | v Stand. | nameranych | v Stand. ,
. o - nameranych
analyzy roztoku Gdajov roztoku Gdajov roztoku L
udajov
1 0,43 4,30 9,67
2 0,51 4,42 9,30
3 0,43 4,37 9,42
4 5 10,1
4 0,46 0,51 /09 4,10 0.13 9,15
5 0,55 4,05 9,39
6 0,55 4,29 8,55
Priemer ] 0,50+0,05 i 4,310,2 i 9,310,4
[ng]
RSD - - -
10,3 3,4 4,8
[%]
HORRAT, - 0,2 - 0,09 - 0,15
Vyraznod ] 10811 ) 84+3 ] 9144
[%]
MnozZstvo Bla]P [ng]
vypoditané z . vypoditané z vypoditané z
.. . , v Stand. , < ,
Cislo v Stand. | nameranych nameranych | v Stand. | nameranych
. - roztoku o -
analyzy roztoku Gdajov Gdajov roztoku Gdajov
1 0,55 4,01 9,54
2 0,44 4,32 9,43
3 0,50 4,49 9,74
47 4,54 10,19
4 0. 0,51 o 434 0 8,81
5 0,57 4,01 8,35
6 0,51 3,50 8,62
Priemer ] 0,510,05 i 4,120,4 i 9,1£0,6
[ng]
RSD - - -
9,5 9,5 6,0
[%]
HORRAT, - 0,19 - 0,26 - 0,19
Vytaznod ] 10911 ) 9148 ] 8916
[%]
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5.4.3 Zhodnos’ metddy vyjadrena ako reprodukovat@nost’

Reprodukovaténos’ metddy bola overena pri mnozstve kazdej zo Stysdbetiovanych PAU
pridanom formou zmesného pracovného roztoku tyléttk k 1 g vzorky adenej klobasy tak,
aby vysledny obsah kazdej z latok zodpovedal 5gugrki analyzy boli uskui@nené jednou
osobou af’alSie tri analyzy druhou osobou v inafase (Tablka 16). Vyp@itané hodnoty
relativnych smerodajnych odchyliek su v rozpatideti % B[a]A) po 11,6 % B[a]P) a teda
velmi dobre spiaju poziadavku Skasobného laboratéria VUP [89],’poktorej pre vzorky
s obsahom analytu pod 19/kg musi by RSD;: menSia ako 45 %. Zarovesu splnené aj
poziadavky eurdépskej legislativy [88], &Ee vyp@&itana hodnota Horratovho kritéria pre
reprodukovattnos’ (HORRATR) je u kazdej zo Styroch latok menSia ako 2. Kotrigéooli
zistené hodnoty tohto kritéria od 0,1B[lf{]JF) do 0,3 (Ba]P). Nakoniec i jednofaktorova
analyza rozptylu preukazala, Ze medzi udajmi nanyena roznymi osobami a v inorfase
nie je Statisticky vyznamny rozdiel.

Tabw’ka 14 Vysledky testovania reprodukovétesti metddy pre stanovenie 4 PAU: B[a]A,
CHR, B[b]F, B[a]P. Pracovnik A: analyza 1-3, pracovnik B: analyza 4-6.

MnozZstvo Bla]A [ng] MnoZstvo CHR [ng]

v . v Standardnom vyp0c|tan,e v Standardnom vyp0c|tanfa
Cislo analyzy z nameranych z nameranych
roztoku . roztoku L
Udajov Gdajov
1A 5,65 7,56
2A 521 511 5,45 6,65
3A 5,10 6,29
4B 5,23 6,38
5B 5,04 5,06 4,95 5,89
6B 5,24 6,30
Priemer [ng] - 5,240,2 - 6,5+0,7
RSDk [%0] - 4,4 - 10,1
HORRAT g - 0,13 - 0,30

MnoZstvo BJbJF [ng]

MnozZstvo B[a]P [ng]

. , v Standardnom vypoéltanfa v Standardnom vypoéltanfe
Cislo analyzy Z hameranych Z nameranych
roztoku L roztoku L
udajov udajov
1A 3,84 5,12
2A 5,15 4,17 5,27 4,01
3A 4,21 3,86
4B 3,88 4,19
5B 531 4,21 511 4,260
6B 4,31 4,258
Priemer [ng] - 4,1+0,2 - 4,3+0,5
RSDr [%] - 4,5 - 11,6
HORRAT g - 0,12 - 0,32
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5.4.4 Spravnog’ metddy vyjadrena ako vyaznog’

Vytaznos metoddy bola vypéitana z idajov nameranych pri testovani opakdvati
(Tabuka 12 a 13). Zistené hodnoty t@aZnosti su v rozpati od 74 po 109 %. NajnizSia
vytaznos 74+7 % bola zistena pre &R pri pridavku na obsah 5 pg/kg (priemerné
vypaocitané mnozstvo B{JA vo vzorke 3,9+0,%g). NajvysSia v§aznos 109+11 % bola
zistend u Bf]P pri najmenSom pridavku na Uradved,5 pg/kg (priemerné vygaané
mnozstvo BRJP vo vzorke 0,51+0,05 ng). Vo vSeobecnosti praeetpnto najmensi pridavok
boli zistené najvysSSie ¥@znosti, avSak zarokeaj s najvasSimi odchylkami. Grafické
porovnanie hodnbt aznosti 4 PAU zistenych pre rézny obsah tychtoklato vzorke
udenej klobasy predstavuje obrazok 24.

Pod’a smernice Skusobného laboratoria VUP [89] moze imetdda validovana, ak
dosahuje vgaznos medzi 50 a 120 % pre obsah sledovaného analytu padi/kg
a vyraznos medzi 70 az 110 % pre obsah analytu od 1 po 1kguglTu nastava problém
s BI[aJA, pretoze dolna hranica rozpatiat@ynosti zistenej pre pridavok na obsah 5 pg/kg
(74+7 %) zasahuje pod stanoveny rozsah. Ostatrdéthsi sgnaji tieto tieto podmienky pri
vSetkych troch pridavkoch. Aviak dedegislativy EU [88] je metdda vhodna pre stan@ven
PAU, ak preukaze waznos od 50 do 120 % a tito poziadavkuispaj Bl]A.

Vypocitané hodnoty nie su priliS odliSné od vysledkovmaekej Studie [7, 50]
vyuzivajucej pre extrakciu PAU ASE s naslednym cgtenim extraktu gélovou
chromatografiou a SPE. Vynimkou je d\, kde autori spominanej Stadie pri pridavku na
rovnaky obsah (5 pg/kg) zistili vysSiutaZznos (90 %) a CHR, kde uvadzaju naopak mensiu
vytaznos, 86 %, oproti nami zistenej 10215 %t@agnosti. Wanget al. [83] taktieZz pouzili
ASE a naopak uvadzaju nizSietaynosti pre vSetky nami sledované PAU, konkrétng po
85 %. Pre purifikaciu extraktu vSak pouzili i rofdeanie so zriedenym roztokom kyseliny

~ v

sirovej,¢éo mOZe vies k strate analytov a tym aj k nizSimt@aZnostiam.
140

120

100

80 - m 0.5 nuglkg
m S pgkg

10 pgfkg

60 -

Vytaznog’ [%]

Bla]A CHR B[b]F B[a]P

Obrazok 24Hodnoty vyaznosti 4 PAU zistené pre r6zny obsah tychto latokzorke Gdenej
klobasy (pdet merani n=6)
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Spravnos metddy bola overend aj testomagnosti za pouzitia referémého testovacieho
materialu (FAPAS, ref¢. T0652QC-Smoked Meat Product). Poskytnuty testowzaterial
obsahoval len tri latky zo Styroch nami stanovowdmyu ktorych bol uvedeny ich refergry
obsah v danom materiale. Konkrétne sa jednaloky I&[a]A, CHR a Bp]P. Obsah Bj|F
nebol vtomto materiale deklarovany, napriek tomalabtato latka kvantifikovana.

U zostavajucich troch latok boli nami zistené hdgnopovolenom intervale (Talka 15).
Validovana metdda je teda schopnd poskyispravne a presné vysledky. Chromatograficky
zadznam refer@mého materialu je v prilohe 7.

Tabw’ka 15Vysledky testovania spravnosti metédy s vyuzéferer’ného testovacieho
materialu (FAPAS, ret. T0652QC-Smoked Meat Product).

_ Priemerna vypctitana
Referenény obsah L.
Povoleny interval hodnota obsahu analytu

Analyt analytu vo vzorke L

lug/kg] [no/kg] Z nameranych udajov

[bg/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 Robustnog’ metédy

Robustnog metddy bola hodnotena pri troch zmenenych podnaiemk(Tabilika 16),
konkrétne sa jednalo o zmenu teploty extrakcie @B Q@ oproti pévodnym 100 °C, zmenu
dizky extrakného cyklu z 10 na 11 minGt a zmenu osoby vykonegj analyzu. RSD
a vytaznosti vypéitané z tdajov nameranych pri zvolenych zmenenychmienkach sjali
poziadavky uvedené v smernici Skisobného laboeatddP [89] aj v Nariadeni Komisie EU
836/2011 [88]. Zarowue neboli vyznamne odliSné od hodndét ziskanych zameeenych
podmienok. Nakoniec aj jednofaktorovad analyza rgmptpotvrdila, Ze medzi udajmi
nameranymi za zvolenych podmienok robustnostieni&atisticky vyznamny rozdiel.
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Tabw’ka 16 Vysledky testovania robustnosti metody pre starievePAU: B[a]A, CHR,
B[b]F, B[a]P. a-zmena teploty extrakcie na 101 =zmena £ky extrakného

cyklu na 11 minudt, c-zmena pracovnika.

MnoZstvo BJaJA [ng] MnoZstvo CHR[ng]
Cislo analyzy Normalne podm. Zmenené podm.| Normélne podm,| Zmenené podm|
la 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] 4,6x0,1 4,77+0,07 5,68+0,08 6,3+0,6
RSD [%] 2,6 1,5 14 9,5
Vytaznog’ [%] 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
RSD [%] 3,1 4,9 1,7 3,0
Vytaznog’ [%] 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 5,75 511
Priemer [ng] 4,61+0,05 4,4+0,2 5,68+0,08 5,3610,2
RSD [%] 1,0 4,1 1,4 4,2
Vytaznog’ [%] 80+1 77+3 98+1 93+4
MnozZstvo Bb]F [ng] Mnozstvo Bla]P [ng]
Cislo analyzy Normalne podm. Zmenené podm.| Normélne podm,| Zmenené podm.
la 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
RSD [%] 6,3 2,2 3,7 1,9
Vytaznog’ [%] 775 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
RSD [%] 4,5 4,7 2,3 15,2
Vytaznog’ [%] 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 4,240,2 4,32+0,06
RSD [%] 6,3 7,5 3,7 15
Vytaznog’ [%] 775 776 78+3 80+1
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5.5 Stanovenie 4 PAU (B§JA, CHR, B[b]F, B[a]P) v realnych vzorkach

Prostednictvom validovanej metdédy bol stanovenyabbd PAU v dvanastich vzorkach
réznych druhov udenych klobas ziskanych od 8 slskygrh vyrobcov (Tabika 17, Obrazok
27).

B[a]A nebolo mozné kvantifikowav jednej vzorke. V ostatnych vzorkach bol jehoaibs
v rozmedzi od 0,41+0,03 do 14+1 ug/kg s priemerhodnotou 3,8 pg/kg. CHR bol ako
jedind zl&enina spomedzi Styroch sledovanych PAU kvantifikgvavo vSetkych
analyzovanych produktoch a jeho zisteny obsah bazpati od 1,3+0,2 do 8,9+0,8 pg/kg
s priemernou hodnotou 3@/kg. CHR a BaJA boli zarover latky s najvdsSim
percentualnym zastapenim vo vSetkych vzorkdch smiou vzorky¢. 2. (Obrazok 25).
B[b]JF nebol detekovany v jednej vzorke a v Styroch rkaoh nebol kvantifikovany.
V d’alSich siedmych vzorkach bol jeho obsah v rozpdéti 0g35+0,02 do 3,8+0,8 pug/kg
s priemernou hodnotou 1,8 pg/kg. Zo Styroch sledgeia PAU bol najmenej zastupenou
zltéeninou vo vSetkych analyzovanych vyrobkoch (Obréok B[a]P taktiez nebol
detekovany v jednej a kvantifikovany v Styroch \awmh. V zostavajucich siedmych
produktoch bol jeho obsah v rozmedzi od 1,2+0,338&5ug/kg s priemernou hodnotou
6,9 ng/kg. Priemerna hodnota je nad legislativniymtom, avSak predovSetkym kvéli vzorke
¢. 2 s extrémne vysokym obsahom tejto latky. Wimmé sumy 4 PAU boli v rozpati od
1,72+0,04 po 40+5 pg/kg s priemernou hodnotou uf/8g.

100% -
90% - I I I I
80% -

70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% -

m B[a]P

B[b]F
mCHR
m B[a]A

Cislo vzorky

Obrazok 25 Percentualne zastupenie 4 sledovanych PAU v dtighasnalyzovanych
vzorkach udenych klobas (& paralelnych merani n=3).

Vcelku prekvapujuce bolo zistenie, Zze spomedzi dstioh vyrobkov¢o je relativne maly
subor, az dva produkty (vzorka2 a 9) prekraili aktualny legislativny limit pre samotny
B[a]P (5ug/kg) aj pre sumu sledovanych Styroch latok ({8fkg) (Obrazok 26). Naju&i
obsah sumy 4 PAU 404tg/kg bol zisteny vo vzorké. 2, prcom k prekr@eniu limitu pre
sumu tychto latok viedol u tohto produktu praveréxine vysoky obsah BJP, konkrétne
33+5ug/kg. V sitasnych eurdopskych Stadiach sledujucich Urokentaminacie udenych
produktov PAU sU podobne vysoké hodnoty]B] ohlasované len zriedkavo. Obsala]B]
36,9 ug/kg stanovili Wretlinget al. [51] v Sunke podrobenej tratiému Svédskemu ,sauna“
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Gdeniu nad priamym dgiom, ktory je produkovany horenim drevenych hranoRwvnako
vysoké alebo vysSie hodnoty ako preaB] vSak vo vzorke tejto Sunky zistili aj pd@lSie tri
nami sledované PAU. V pripade nami analyzovanejkyzto tak nebolo. Existuje teda dévod
domnieva sa, Ze tento vysledok bol spésobeny chybou v aaabvsak jedna sa o priemernu
hodnotu ziskanu z troch paralelnych merani a snagmédodchylky, rovnako ako aj z nich
pocitané hodnoty RSP suU dostaténe nizke a to pre vSetky Styri latky, takze mozgluidit
napriklad nedostatoé zhomogenizovanie vzorky. Preto nebola tato \aowyliCend

z celkového hodnotenia aj keby mozno bolo vhodné analyzavaste niektko rovnakych
produktov pre potvrdenie nameranych udajov.

E Suma 4 PAU m B[a]P
50

45

40

35 T

30

25

20

Obsah PAU [ug/kg]

15

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cislo vzorky

Obrazok 26Porovnanie obsahu sumy 4 PAU aB] v dvanastich analyzovanych vzorkach
udenych klobasok (get paralelnych merani n=3, chybové dsg su uvedene
ako smerodajné odchylky).

V d’alSej vzorke . 9), kde bol prekrgeny legislativny limit, bol zisteny obsah &P
5,31£0,1ug/kg a celkovy obsah 4 PAU 3248/kg. Od rovnakého vyrobcu boli zakupené este
tri iné produkty ¢. 8, 10, 11), ktoré uZ legislativne limity ispju. Avak zistené hodnoty
PAU v tychto troch vzorkach, konkrétne napriklag @[a]P hodnoty 2,1+0,3; 1,8+0,1 a
3,1+£0,2ug/kg a pre sumu 4 PAU hodnoty 15+1; 14,0+0,5 a#1,® su aj tak relativne
vysoké v porovnani s obsahom tychto latok zistenymstatnych nami analyzovanych
vzorkach atiez v porovnani s ddajmi, ktoré bofierevané v inych eurdpskych Studiach.
Napriklad Santoset al. [66] stanovili obsah Bf]P v tradtnych Gdenych portugalskych
klobaskach neprek&ajuci 1 ng/kg a celkovy obsah 4 PAU podud@/kg. Wretlinget al [51]
uvadzaju obsah BJP v udenych klobaskach pod limitom kvantifikaci@ Qg/kg. Nemecka
Stadia [50], ktorej autori analyzovali 113 vzori€klenych masovych vyrobkov, uvadza
maximalny zisteny obsah 8P 0,43 ug/kg. K dispozicii nie su udaje o spdsobe udenia
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analyzovanych produktov ale adom na namerané Udaje je moZzné domiiess Ze
technologicky proces udenia nebol u tychto Styrenbriek dostaténe zvladnuty z Fadiska
zabranenia kontaminacie udenych vyrobkov PAU. Tdatd je eSte zrejmejSi viadom

k tomu, Zze od 1.9.2014 @ plati’ novy legislativny limit 2ug/kg pre obsah BJP

a 12ug/kg pre celkovy obsah 4 PAU v udenych méasovychobkoch. Jeden alebo druhy
limit, by prekraila kazda zo spominanych Styroch vzoriek.

Zvy3né analyzované vzorky.(1, 3, 4,5, 6, 7, 12) &§mju aj nizSie legislativne limity
platné od 1. 9. 2014. Obsah PAU v tychto vzorkaetzgrové v sulade s udajmi v inych
Stadiach [50, 51, 66], ktoré analyzovali obsah tgdiatok v idenych méasovych produktoch.
Spomedzi tychto vzoriek je nutné spoménuorkuc. 7, ktora predstavuje klasicki domacu
klobasu, bola totiz vyrobena len pre osobnu spatsglvobcu. Vziiadom k tomu bol u tejto
vzorky atakavany vysSi obsah PAU, vysledky vSak ukazali ppmiave tato vzorka bola
jednou z najmenej kontaminovanych,bB{ tu nebol detekovany a 8P nebolo mozné
kvantifikova'.

ESuma 4 PAU mB[a]A =CHR mB[b]JF =B[a]P

Obsah PAU [ug/kg]

4 5 6 7
Cislo vzorky

Obrdzok 27 Obsah PAU v dvanastich analyzovanych vzorkach yderklobdsok (pet
merani n=3, chybové U&ky su uvedené ako smerodajné odchylky).

Subor dvanastich vzoriek je prilis maly na to, #myjo mozné vyslov¥i vSeobecny zaver
ohradom Urovne kontaminacie tdenych produktov PAUmci&Iovenskej republiky. AvSak
na danych vzorkach bola otestovana nova metédaaajrathu odliSnych matriciach a
potvrdila sa jej schopnéstanovi’ i malé mnozstva danych Styroch latok s dostamizkou
chybou merania.

Vysledky stanovenia 4 PAU v nieloych analyzovanych vzorkach vsak naana, Ze
obsah tychto latok v udenych masovych produktoctzen@osiahnti vysoké hodnoty aj
napriek platnym legislativnym opatreniam. Kontarsia&idenych potravin PAU je teda stale
zavaznym problémom a jej Uravge potrebnelalej sledové
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Tabw’ka 17 Obsah 4 PAU v dvanastich analyzovanych vzorkaenyh klobasok

SUMA
C. Nazov vzorky [B[?E(A] [CF/'F : [B[l/)i](F] [B[‘Z](P] 4 PAU
Ha/Kg Ha/Kg Ha/Kg Ha/Kg lug/ka]
Laborecka klobasa|
1 | Mecom Group 0,6+0,1 1,840,2 0,9+0,2 1,940,2 5,3+0,6
S.r.o.
Mad’arska klobasa
2 | Pachovsky masowy 2,3+0,1 2,1+0,1 2,3+0,2 3315 4015
priemysel a.s.
PL:Jchovske,%abajka ' ~LOD ~LOD
3 PL_Jchovsky masovy 0,8+0,1 1,8+0,1 <L00 <L00 2,610,2
priemysel a.s.
Brezovicka klobasa
4 | Masovyroba 0,73+0,05| 1,50+0,03 itgg itgg 2,22+0,04
Peter JendraSek - -
Chaluparska
5 | klobasa 0,41+0,03| 1,31%0,07 itgg itgg 1,72+0,04
Ladislav Orban - -
Gombasecka
6 | klobasa itgg 1,67+0,08 iLng 12403 | 2,9+0.4
Tauris Nitria s.r.o. - -
Doméaca klobasa >LOD
7 Sakromna viroba 0,46+0,03 1,3+0,2 n.d. <LO0 1,8+0,2
Doméaca klobasa
8 | Masovyroba 6,7+0,7 4,5+0,5 1,4+0,2 2,14+0,3 15+1
Stefan KniZka s.r.o|
Csobai klobasa
9 | Masovyroba 14+1 8,9+0,8 3,8+0,8 5,3+0,1 32+3
Stefan Knizka s.r.o|
Cigaro klobasa
10 | Masovyroba 5,4+0,1 5,3+0,2 1,55+0,08 1,8+0,1 14,00
Stefan Knizka s.r.o|
Chorizo klobasa
11 | Masovyroba 9,840,5 | 6,29+0,03 2,610,1 3,1+0,2 21,810
Stefan Knizka s.r.o|
12 | Lahodkovaklobasa o ¢, 01 | 20s04| 035:002  nd. 3,040,4
Arpad Bognar
Maximalna hodnota 14+1 8,9+0,8 3,8+0,8 3315 40+5
Minimalna hodnota 0,4 (LOQ 1,3+0,2 0,1 (LOD) OLOP) | 1,72+0,04
Priemerna hodnota
(len vzorky s obsahom 3,8 3,2 1,8 6,9 11,9
vySSim ako LOQ)
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6 ZAVER

Cielom predloZzenej diplomovej prace bolo vyuwnilzjednoduSenu metddu izolacie
a stanovenia PAU v udenych masovych vyrobkoch. sdévexperimentalnégsti prace bola
preto vypracovana nova metdéda vyuzivajuca ASE adtek8vnu extraknu techniku. Jej
principom je umiestnenie vhodného sorbentu zachydéeho tuk p&as extrakcie priamo do
extraknej cely. Pri klasickych postupoch extrakcie nepuotén rozpusadlom je tuk
koextrahovany spolu s PAU a ziskany extrakt vyzadgsto v&mi naranu purifikaciu
nagastejSie metddami GPC a SPE. Pouzity sorbent by tergb proces dodatného
predistovania uplne eliminoua

Ako sorbent poskytujuci dostateé zachytenie tuku a zaraveajlepSiu vyaznos PAU
bol vyhodnoteny silikagel aktivovany pri teplote014C pa&as 18 hodin pridany do cely
vpomere 10g na 1g vzorky udeného produktu. Avak extraknom programe
obsahujucom dva extrake cykly, tak ako ho opisali a validovali Jégal.[7] pre PAU so 4
az 6 benzénovymi kruhmi nebolo moZzné zfskdostaténi vyraznost ani s pouZzitim
silikagelu. Preto musel lByoptimalizovany aj tento parameter a zvoleny badgpam s
jednym extraknym cyklom opakovany trikrat. Ostatné parametralpsiezmenené tak, ako
ich uvadzaju Jiraet al [7], teda teplota 100 °C, tlak 10 MPa, purge tit#® sekund, flush
volume 60 %, tfka jedného statického cyklu 10 minit. Vzorky ltrahované-hexanom,
pretoZze polarnejSia zmes rozpadiel (dichlérmetan s acetonitrilom v pomere 90:%i@dla
k oslabeniu schopnosti sorbentu vianzk a znéisteniu vysledného extraktu.

Na rozdiel od dosia popisanych postupov izolacie PAU z masovych pramuk
prostrednictvom ASE [6, 7], vyzZadujucich po skemi extrakcie purifikaciu extraktu
nagastejSie GPC a SPE [7], pripadne rdpd@anim so zriedenou kyselinou sirovou
a nasledne kol6novou chromatografiou na florisilegnoznilo pridanie silikagelu do
extrakknej] cely ziskéd extrakt, ktory je dostatme cisty pre okamzitu
HPLC-FLD analyzu. Chromatografické zaznamy preukdzze takto ziskany extrakt
obsahuje menej distot ako extrakt ziskany po gisteni gélovou chromatografiou.

Navrhnuty postup navySe viedoldialSiemu zniZeniu spotreby rozigadiel a chemikalii
potrebnych pri purifikacii extraktu. Zarokesa vyrazne skratitas celej analyzy, znizil sa
finalnou analyzou.

VySSie popisana metéda bolal’alSej casti prace validovana najprv len pre stanovenie
B[a]P, ktorého obsah v potravinach sa sleduje&astgjSie, a pre ktory je, ako pre jediny
PAU, stanoveny aj samostatny legislativny limit,[4@]. Nasledne bola metdda validovana
pre stanovenie 4 PAU (BJA, CHR, B|[b]F, B[a]P), pre ktorych sumu bol stanoveny
legislativny limit novym Nariadenim Komisie (EW) 835/2011 [44]. Vysledky valigaych
experimentov preukazali, Ze obidve metddy su vhogdre stanovenie PAU v udenych
masovych produktoch, H&e splinili vSetky poziadavky, ktoré kladie na metdmbuzivané
pre uradnu kontrolu PAU v potravinach Nariadeniaerse (ES). 333/2007 [87], respektive
aktualne Nariadenie Komisie (EJ)836/2011 [88].

Prostrednictvom validovanej metédy bol stanovengabb4 PAU (B§JA, CHR, B[b]JF,
B[a]P) v dvanastich vzorkach udenych klobasok pochadicd od 6smych slovenskych
vyrobcov. Dve z analyzovanych vzoriek prekliomaximalny limit pre obsah B{|P aj pre
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celkovy obsah 4 PAU stanoveny Nariadenim Komisid)(E 835/2011. Znizeny legislativny
limit, ktory ma z&at’ platit od 1.9. 2014 by prek&édi d’alSie tri vzorky. Nutné je vSak
podotknd, Ze Styri z vySSie spominanych vzoriek su od rkéha vyrobcu.

Maly subor analyzovanych vzoriek samozrejme neudmj@zvyslovt jednoznany zaver
oh'adne Urovne kontaminacie udenych masovych produl®® vramci Slovenskej
republiky. AvSak dané vzorky dobre posluzili pfalSie otestovanie novej metddy a potvrdili
jej schopnos stanowi’ i stopovy obsah PAU s dostat® nizkou chybou merania.

Vysledky stanovenia 4 PAU v nieloych analyzovanych vyrobkoch zardivaaznguijd,
Ze obsah tychto latok v udenych masovych produktodlie dosiahrtuvysoké hodnoty aj
napriek platnym legislativnym opatreniam. Kontarsiadldenych potravin PAU je teda stale
zavaznym problémom a jej Uravge potrebnefalej sledové, rovnako ako af’alSie moznosti
eliminacie PAU z potravin.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

PAU Polycyklické aromatické ulovodiky

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistiefizinarodna unia
Cistej a aplikovanej chémie)

Kow Oktanol/voda rozd®vaci koeficient

IARC International Agency for Research on Cancer (Medtzidna agentura pre
vyskum rakoviny)

SCF Scientific Committee on Food (Vedecky vybor prerpoiny)

JECFA Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additiv&péla:ny vybor
expertov FAO/WHO pre potravinarske pridavné latky)

EFSA European Food Safety Authority (Eurépsky Urad mepgnog’ potravin)

LDPE Low-density polyethylene (polyetylén o nizkej husjo

TUP Tekuty udiaci preparat

SPE Solid-phase extraction (Extrakcia tuhou fazou)

USAE Ultrasound assisted extraction (Extrakcia podporéimazvukom)

MAE Microwave assisted extraction (Extrakcia podponaiéovinnym
Ziarenim)

ASE Accelerated solvent extraction (Urychlen& extrakoepu$adiom)

SFE Supercritical fluid extraction (Extrakcia superlaitycm fluidom)

HPLC High-performance liquid chromatography (Vysokinina kvapalinova
chromatografia)

FLD Fluorescetiny detektor

GC-MS Gas chromatography/mass spectrometry (Plynova dtagrafia
s hmotnostnym detektorom)

SIM Selected ion monitoring

LOD Limit of detection (limit detekcie)

LOQ Limit of quantification (limit kvantifikacie)

RSD Relative standart deviation (Relativna Standartiéhglka)

B[a]A Benzfalantracén

B[b]F Benzop]fluorantén

B[j]F Benzojf]fluorantén

B[K]F BenzoK]fluorantén

B[a]P Benzop]pyrén

CHR Chryzén

DB[a,h]A Dibenzfa,hjlantracén

DB[a,gdP Dibenzop,dpyrén

DB[a,h]P Dibenzop,hpyrén

DB[a,i]P Dibenzop.,i]pyrén

DB[a,l]P Dibenzop,l]pyrén

IP Indenol[1,2,3¢,dpyrén

MCH 5-metylchryzén

B[g.h,i]P Benzop,h,ijperylén

CPP Cyklopentag,dpyrén
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ZOZNAM PRILOH

. Chromatografické zdznamy vzorky udenej klobasy aberiej BA]P na obsah tejto latky
50 pug/kg po ASE s 10 a 15 g silikagelu (1A) a b a florisilu (1 B) v extraénej cele.

. Chromatografické zadznamy vzorky udenej klobasy aberiej BR]P na obsah tejto latky
50 pg/kg po ASE so silikagelom (2A) a florisilomBRv extraknej cele po aplikacii
programu s jednym extrékym cyklom opakovanym trikrat.

. Chromatografické zaznamy vzorky udenej klobasy aberej BR]P na obsah tejto latky
50 pg/kg po ASE so silikagelom (10 g) v extnadij cele a aplikacii programu s jednym
extrakinym cyklom opakovanym trikrat a programu s trontrak¢nymi cyklami.

. Chromatografické zaznamy Standardného roztola)Bp obsahu tejto latky pg/l (4A)
a Standardného zmesného roztoku 4 PAU o obsahejkakgchto latok Jug/l (4B).

. Chromatografické zdznamy vzorky Udenej klobasy pedavku BR]P (5A) a vzorky
s pridavkom tejto latky na obsah 5 pg/kg (5B).

. Chromatografické zaznamy vzorky udenej klobasy jmédavku 4 PAU (5A) a vzorky
s pridavkom kazdej z tychto latok na obsah 5 p¢Big).

. Chromatograficky zdznam refetg®ho materidlu FAPAS, ret. T0652QC-Smoked
Meat Product.
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Priloha 1

S00000

700000 —

€00000 —

$00000

400000 A

300000

200000

100000 —

— kontrola
— silikagel (10 g)
— silikagel (15 g)

Priloha 1A Chromatografické zaznamy vzorky udenej klobasy atieakj B[a]P na

obsah tejto latky 50 pg/kg po ASE so silikagelodna(15 g) v extraknej cele.
Kontrola: Standardny roztok B[a]P (5@g/l). Podmienky ASE: 100 °C, 10 MPa,
n-hexan, purge time 120 s, flush volume 60%, 2akié cykly.

300000
700000
£00000
500000 -
200000 -
300000 -
200000 -

100000 4

B[a]P

— kontrola
— florisil (10 g)
— florisil (15 g)

Priloha 1B Chromatografické zaznamy vzorky udenej klobashateoej B[a]P na obsah
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tejto latky50 pg/kg po ASE s florisilom (10 a 1% @xtraknej cele. Kontrola:
Standardny roztok B[a]P (58g/l). Podmienky ASE: 100 °C, 10 MPa, n-hexan,
purge time 120 s, flush volume 60 %, 2 exinakcykly.



Priloha 2

900000 ;
300000

— kontrola

SILIKAGEL (10 g)
— 1. ASE cyklus
— 2. ASE cyklus
- 3. ASE cyklus

Priloha 2A Chromatografické zaznamy vzorky udenej klobasyatieakj B[a]P na obsah
50 pg/kg po ASE so silikagelom (10 g) v extnak cele. Kontrola: Standardny
roztok B[a]P (50ug/l). Podmienky ASE: 100 °C, 10 MPa, n-hexan, ptirge
120 s, flush volume 60 %, program s 1 cyklom opapwrikrat. Extrakt
z kazdého cyklu bol zozbierany a analyzovany satnest

200000 -

300000 -

— kontrola
700000 A
FLORISIL (15 g
— 1. ASE cyklus
— 2. ASE cyklus
— 3. ASE cyklus

€00000
$00000 -
400000
300000 -
200000

100000

Priloha 2B Chromatografické zaznamy vzorky udenej klobasyatieakj B[a]P na obsah
50 pg/kg po ASE s florisilom (15 g) v exthadj cele. Kontrola: Standardny roztok
B[a]P (50 ug/l). Podmienky ASE: 100 °C, 10 MPa, n-hexan, ptirge 120 s,
flush volume 60 %, program s 1 cyklom opakovaryéti Extrakt z kazdého cyklu
bol zozbierany a analyzovany samostatne.
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Priloha 3

s0000
200000 4 B[G]P
kontrola
300000
SILIKAGEL (10 g)

ASE program s 1 cyklom
opakovany trikrat

ASE program s 3 cyklami

700000

600000

$00000

400000

300000 +

200000 -

100000

B S e o R R e M A Ben g | T

Priloha 3 Chromatografické zaznamy vzorky udenej klobashateoej B[a]P na obsah tejto
latky 50 pg/kg po ASE so silikagelom (10 g) v dxtraj cele. Kontrola:
Standardny roztok B[a]P (5@g/l). Podmienky ASE: 100 °C, 10 MPa, n-hexan,
purge time 120 s, flush volume 60 %, program sHloay opakovany trikrat
a program s tromi cyklami.
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Priloha 4
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Priloha 4A Chromatograficky zaznam roztoku B[a]P o obsahwté&tky 5ug/l. Izokraticka
elucia metanolom, prietok 0,7 ml/min, teplota kgi@5 °C.
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Priloha 4B Chromatograficky zdznam zmesného roztoku 4 PAlsahoin tejto latky hg/l.
Izokraticka eldcia zmesou acetonitrilu a vody v poen 70:30, prietok
1,2 ml/min, teplota kolony 35 °C.
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Priloha 5
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Priloha 5A Chromatograficky zaznam vzorky udenej klobasyphbieavku B[a]P. Izokraticka
elucia metanolom, prietok 0,7 ml/min, teplota kgi@s °C.

37500 B[G]P

Priloha 5B Chromatograficky zdznam vzorky udenej klobasy ateotej B[a]P na obsah
5 ng/kg. 1zokraticka eldcia metanolom, prietok @Fmin, teplota kolény 35 °C.
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Priloha 6
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Priloha 6A Chromatograficky zaznam vzorky udenej klobasyheavku 4 PAU. 1zokraticka
elucia zmesou acetonitrilu a vody v pomere 70:3@gtgk 1,2 ml/min, teplota
kolony 35 °C.

30000

B[a]A

22300

20000 -

15000 4 B [a]P
CHR

10000 -3

B[b]F

- J\M/\/\j /\
A LT ——
Tk S v ' an ) L v )

T L J T ¢ ’ T ¢ 1 ' ¢ T d
-~z = -z z P

Priloha 6B Chromatograficky zaznam vzorky udenej klobasy alesiej] 4 PAU na obsah
kazdej ztychto latok fgy/kg. lzokraticka elicia zmesou acetonitrilu a vody
v pomere 70:30, prietok 1,2 ml/min, teplota kol8by’C.
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Priloha 7
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Priloha 7 Chromatograficky zaznam refergeho testovacieho materialu FAPAS def.
T0652QC-Smoked Meat Product. Izokraticka elUciasmmeacetonitrilu a vody
v pomere 70:30, prietok 1,2 ml/min, teplota kol8by’C.
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