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1. K problematice

Komise expertli Sv&tové zdravoinické organizace
[WHO] wvyslovila jiZ v roce 1964 nézor, e vice neZ tfi
ctvrtiny vSech onemocnéni lidi rakovinou je zpifisobeno
vnéjSimi faktory, takZe v&tSinu onemocnéni je moZné
pfedchazet [1]. Vylouceni nebo kvantitativni sniZeni kau-
zalnich chemickych kancerogentt v lidském organismu
predstavuje tedy rozhodujici pfispévek ke sniZeni rizika
rakoviny u lidi. Z dosud zndmych asi 2000 Skodlivin [2]
nédleZeji k nejznaméjsim kancerogeniim z vyZivy nitros-
aminy, polycyklické aromatické uhlovodiky a mykotoxi-
ny. Podle naSich zjisténi se potravinami pfijima napf.
denn# asi 0,5 aZ 2,5 ug benzo[a]pyrenu, tj. ro&nd 0,2 aZ
1,0 mg, z ¢ehoZ pouze 1 aZ 5 Y% potravou pFijatého kan-
cerogenniho benzo[a]pyrenu pochdzi z piva [3].

Kancerogenni téinek nejdaleZitéjsiho nitrosaminu, tj.
dimetylnitrosaminu (DMNA], zjistili pokusy na zvifa-
tech Magee a Barnes [4]. Popudem k v§zkumu byla one-
mocnéni primyslovgch délnikdi ve Velké Britanii 1954
[rozpoustédla). V roce 1951 se vyskytla v Norsku t&zka
rakovinnd poskozeni jater pFeZvykavcili, krmenych rybi
mouckou ze sledi, obsahujici dusitany. Ender aj. [5] zjis-
tili jako pricinu DMNA. JiZ r. 1937 popsal Freund [6]
pripady akutnich otrav chemikdi DMNA, Weissburger a
Rainer [7] referovali o tfech pFipadech rakoviny jater.

Podle hodnoceni IARC [8] se nitrosaminy fadi k silné
uéinnym kancerogenim, které podle Bogorowskiho [9]
vyvolavaly u vSech 39 dosud testovanych druohii zvirat,
véetné lidoopl, rakovinu na rtznych orgdnech, jako jat-
tra, ledviny, Zaludek, tenké a tlusté stfevo, pankreas
apod. Nadto mohou piisobit vieobecng toxicky, mutagen-
né a teratogenné. Z doposud asi 200 testovanych N-nitro-
soslou€enin je zhruba 80 % kancerogennich [10].

N-nitrososlou€eniny pfedstavuji z potravinafského hy-
gienickotoxikologického pohledu zvlastni problém, ne-
bot v potravinach a pochutindch se nevyhnuteln& vysky-
tuji predstupn& nékterych N-nitrososloufenin — nejriiz-
néj3l nitrosovatelné aminové struktury, ale také nitro-
saéni dusitany a dusitnany [12—15]. Podle hodnoceni
ohroZeni potravinami se v NSR pfipisuje zvlastni vyznam
kvasnému a ndpojovému primyslu, nebot 64 % nitros-
amint pfijatfch potravou pochéazi z piva [10, 16].

V nékterych statech, jako NSR, USA, Japonsko aj., byly
stanoveny hraniéni hodnoty obsahu nitrosaminf, které
nesméeji byt pfekracovany. Zde je tfeba vyslovné zdfiraz-
nit, Ze tyto hrani€ni hodnoty nepiedstavuji fyziologickou
nezdvadnost pfipustné hladmy, nybrz spiée 1zv »social-
ly acceptable levels of risk®.

Toto moZné chroZeni, vyplyvajici zfejmé z vysoké kon-
zumace piva, nutné vyZaduje od kvasného a nédpojového
priumyslu experimentilné zjistovat moZnosti zamezeni
vzniku nitrosamint. Kromé zdravoitniho aspektu ma
v neposledni fadé velky vliv na zajisténi exportu sladu
a piva vykazovani obsahu nitrosamin@ na certifikatech.

2. Vlastni vizkumy k metodice

Zjistovani nitrosamint vyZaduje analytické metody
umoZiiujici identifikovat a kromé& toho jesté velmi citli-
vé urcovat obsah od 0,1 ppb. Vysledky uréovani nitros-
aminfi v potravindch z doby zhruba do roku 1972 jsou
pochybné. Pfedstiraji ptfili¥ vysok¢ obsah nitrosaminfi.
Prehled nejdfileZit&jSich metod na stanoveni nitrosaminii
je patrny ze schématu podle IARC [17], reprodukované-
ho na obr. 1. VyZaduji pfevdZné nakladné pfistroje, jako
je kombinace plynové chromatografie s hmotovou spek-
trometrii (GC-MS) nebo , Thermal-Energy-Analyzer”
(TEA). V nékterych pripadech se urteni provede po vy
tvofeni derivatu: oxidace na nitraminy nebo konverze
s heptafluorbutyrylchloridem (HFB-Cl1). Posledni derivat
lze velmi citlivé identifikovat hmotovou spektrometrii
[obr. 2). Podle naSich zkuSenosti neni konverze v ex-
traktu potravin HFB-Cl kvantitativni ve stopovyjch mnoZ-
stvich a tim neni reprodukovatelna.
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1. Schéma nejdileZitéjSich metod na stanoveni tékavich
nitrosamint v potravindch
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K vyzkumu tvorby N-nitrososlouenin v pivovarském
sladu a pivu pouZivd Zentralinstitut fiir Erndhrung od
podzimu 1980 zafizeni patrné na obr. 3. T&kavé nitros-
aminy se nahromadi vakuovou destilaci [obr. 4] slabé
alkalické suspenze potraviny, destilat 'se okyseli na
pH = 1, podrobi se extrakci Kkapalina—Xkapalina s di-
chlérmethanem [CH,Cl;] a v dal3im se koncentruje v Ku-
dernové-Danishové evaporatoru [18]. K wuréeni slouZi
nitrosaminselektivni Thermal-Energy-Analyzer, typ 5024,
jehoZz funkce je schematicky zndzornéna na obr. 5.

pyrolyzator zatazeno dopliikové topeni,
termindlu plynového chromatografu. Analyza probihd
vidy za piisady dipropylnitrosaminu jako wvnitfniho
standardu, aby se eliminovaly moZné ztrdty pfi zpraco-
vani extraktu z potraviny. PFi pouZiti automatického
pilsunu vzorkd se pou#ivd z divodd ochrany préce jako
vnitfni standard ethyl-terc. butyl-nitrosamin, ktery po-
psal Druckrey [20] jako nekancerogenni. Absolutni cit-
livost TEA odpovida pro DMNA 0,01 ng, citlivost dikazu
za zvolenych experimentdlnich podminek [19] 0,1 ug/kg,
vyteZky opakovaného zjistovdni se obvykle pohybuji
mezi 80—90 %, jak bylo zji¥tdno také jinymi autory.
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2. Plynovy chromatogram smési HFB-nitrosamini [1ng/
f'rpl]

3. Zafizeni k vjzkumu tvorby N-nitrosamini v pivovar-
ském sladu a pivu (kombinace GC/TEA) — Zentral-
institut fir Erndhrung, Potsdam-Rehbriicke

Po rozdéleni plynovou chromatografii se tékavé nitros-
aminy katalyticky rozloZi v pyrolyzatoru pfi 475 °C. Pfes
vymrazovad s teplotou —190 °C dospégje radikdl NO* do
reakéni komory, v niZ se vymrazi ostatni zne&iSténiny
extraktu z potraviny. Radikdal NO* reaguje s ozonem na
NOy¥*, ktery se za vysilani charakteristického signalu pfi
600—800 nm vraci do plivodniho stavu. Signdl zesiluje
~fotomultiplier® a zesileny se registruje v termindlu
plynového chromatografu, typ HP 5880 A. Rozdélovani
plynovou chromatografii se uskutetiiuje v Hewlettové-
-Packardové pfistroji, typ 5880 A s automatickym pfisu-
nem vzorkil. Pyrolyzdtor TEA byl z pfistroje odstranén
a plynovy chromatograf pfimo spojen s kolonou. K eli-
minaci teplotniho spddu bylo mezi pfechod kolona —
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5. Schéma funkce TEA ([Thermal-Energy-Analyzer)
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6. Pramérny obsah DMNA v pivech

Identifikace se provadi ve vybranych pfipadech hmo-
tovou spektrometrii. K urfovani tEkavych nitrosamini
byla v soutasné dob& zvolena kombinace chromatogra-
fie s TEA s ohledem na reprodukovatelnost, selektivitu,
rychlost analyzy a citlivost.

3. Piimé uréovani nitrosamini plynovou chromatografii
detektorem TEA

Ocelova kolona délky 10 ft (= 3 m) s 10 % Carbowax
20 M-TPA na 80/100 mesh, Carbosorb WAW

Teplota injektoru: 200 °C

Teplota kolony: 150 °C

Pomocné topeni: 150 °C
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Nozny plyn: argon, 30 ml/min

Detektor TEA TEA 502 A, Thermo Electron Corp., Wald-

ham, Mass., USA
- Pyrolyzéator: 475 °C

Vymrazovaci teplota: —190 °C

TEA-Vakuum ,,GC Mode“: 0,55 mm

Injikovany objem: 1—4 ul

Zpracovani vzorkil sladu a piva je obdobné pracovni-
mu pfedpisu, kiery jsme publikovali [19].

100+

r‘-)

~2

< SO w4 7

I 31,5
8,0 10,0 5

0 ] )

<01 <05 <10 <50 50

— ppb [ ug/ky]

7. Procenini obsah DMNA v pivovarskjch sladech NDR
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8. Procentni obsah DMNA ve vybrangjch pivech NDR

4. Nitrosaminy ve sladu a pivn

Prehled o obsahu DMNA v pivovarském sladu a pivu
je patrny z obr. 6—8 [viz téZ [10, 22, 23]). Vy33i obsahy
DMNA byly zjiStény ve vicestupiiovfch pivech. Svétla
piva typu Vollbier (Pils, Export]) vykazuji zfetelné niZsi
hodnoty. Ze svétovych udaji vyplyva, Ze DMNA obsa-
Zeny v pivé pochazl ze sladu. V procesu vyroby sladu se
podafilo lokalizovat hvozd&ni jako rozhodujici dsek pro
vznik DMNA se zjiSténim, Ze zvla3té na hvozdech s pfi-
mym otopem se produkuji slady s vy53im obsahem DMNA.
Nitrosamin vznikd pfi hvozdéni reakci amin@l ve hvozdé-
ném sladu s kyselinou dusitou, kterd se tvofi z oxidid
dusiku a vody z paliva, popf. spalovaciho vzduchu. Z toho
plyne, Ze tvorbu DMNA ve sladu primarné ovliviiuje vznik
ox‘dli dusiku v horkém technolcgickém vzduchu, nebot
na obsah amint bud jiZ pfitomnych, nebo wznikajicich
v procesu kliteni, 1ze sotva ptsobit. Zavislost vzniku oxi-
dii dusiku na pouZivaném palivu, jako olej, zkapalné&ny
plyn, koksdrensky a zemni plyn, byla prokdzana [10],
naproti tomu nejsou znadmy tyto zévislosti pfi pouZivani
kamenného uhli a koksu [21].

MoZnosti minimalizace obsahu DMNA v pivovarském
sladu a pivu lze hodnotit takto [21]:

Podle soutasngého stavu v&domosti neexistuje v pivo-
varském varnim procesu pPijatelné feseni na sniZeni
obsahu DMNA pod 0,5 ppb. T&Zistdm pro redukeci obsahu
DMNA jsou technologické zmény.ve sladovng, zejména
v useku hvozdéni. Nejjistéj3i variantou je prebudovani
hvozdi s pfimym otopem na nepfim§ otop. Dalii moz-
nosti je zmé&na topného systému, napf. u olejovych, popf.
plynovych hofédkii, u nichZ probiha spalovédni s velk§m
prebytkem vzduchu. Pf¥ivodem plynného SO; lze doséh-
nout sniZeni obsahu DMNA aZ pod 5 ppb. Také kropeni
zelengého sladu vice hodin pfed zatatkem hvozd&ni pfi-
spivd k redukci obsahu nitrosamini.

PreloZil Dr. Ing. Alois Lhotsky
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Z hlediska toxikologie vyZivy pfedstavuji N-nitroso-
slougeniny zvla$tni problém, nebot v potravinich a poZi-
vatindch se nevyhnutelné vyskytuji predstupnd né&kte-
rych N-nitrososloufenin — nejriizné&jsi nitrosovatelné
aminové struktury, av3ak také nitrosacni latky, dusitany
a dusi¢nany. N-nitrososloudeniny mohou se v potravi-
néch tvoFit nejriizn&j3imi technologickymi vlivy: hvozds-
nim, uzenim, nakladdnim; tpravou spojenou s pecenim.
Kromé toho je moZny endogenni vznik v lidském zaZiva-
cim traktu (Zaludek, stievo].

T&kavé N-nitrososloudeniny se uréuji pfistrojem
»Thermal-Energy-Analyzer®, model 502 M, po pfedcho-
zim rozdéleni plynovou chromatografii za pouZiti plyno-
vého chromatografu HP 5880 A. Hranice pritkaznosti je
pfi poufiti uvedené kombinace pFistrojii 0,1 ug dimethyl-
nitrosaminu/kg potraviny, hodnoty ziskané p¥i opakova-
ném stanoveni se pohybuji mezi 80—90 %.

Jsou uvedeny také vlastni experimentadlni zkuZenosti
autort s dalSimi metodami, jako fluorescenéng-densito-
metrickym uréenim po derivatizaci, popf. plynov&chro-
matografickou-hmotovE spektrometrickou identifikact
s pouZitim derivatd kyseliny heptafluormdéselné.
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Konecné byly pfedloZeny prvni vysledky Zetfeni o vzni-
ku tékavych N-nitrososloufenin v pivovarském sladu a
pivu a diskutovdn z hlediska vyZivy toxikologicky wvy-
znam jejich tvorby i moZnosti omezovani vzniku.

®pur3, B, ¥rme, 10. B.: K onpefeisenHio HHTPO3AMHHOB
B cojiofie u nHee. Kpac. npym., 28, 1982, Ne 7, crp. 149—
—152.

C TOUKM 3peHMs TOKCHKOJOTHH [HTaHHsg N-HHTpPO30-
COelHHEHHS TNPEACTaBIAIOT co6oil ocobylo npobaemy, Tak
KaK B MHIIEBLIX MPOAYKTAX HeH30eXHO BCTPEUAlOTCH Npei-
BapHTeJbHbIe CTENeHH HEKOTOPBIX N-HHTPO30COEIHHEHHI:
HEKOTOpPLIe HHTPO3HpYeMbie AMHHOBHIE CTPYKTYPH, OJHAKO
TaKKe HHTPO3HPYIOLUIHE BEUIECTBA, Aa30THCTO- H A30THO-
KHCAble coau. H-HHTpO3ocoeNHHEeHHs B NHIIEBHIX MNPOLYK-
T4X MOTYT 00pas’oBaThCsl IOJ Pa3sHBIMH TeXHOJOTHYECKHMH
JNeHCTBHAMH: NPH CYHIKe COJI0OIa, KONYEHHH, NIPH MAPHHO-
BanuH, 06paboTKe NJa KapeHHs. Kpome Ttoro BO3MOMHO
3HAOTEHHOR BO3HMKHOBEHHe B NHIIeBapHTEJLHOH CHCTeMe
Ye/ioBeKa (MKeJyLOK, KHILUKA).

Jletyune H-muTposocoefuHeHHS YCTaHABJIHBAWOTCA TpH
nomouty mnpudopa ,Thermal-Energy-Analyzer®, wmopens
502 M, mnocie npeaBapHTebHOTO pa3sfieleHHA NYTEM TIaso-
BOii XpomatorpadMH ¢ TNPHMEHeHHeM Ta30BOr0 XPOMATO-
rpada HP 5880 A. Tlpemesb pasnHuaeMOCTH NPH HCIIOMb-
30BaHHH KOMOHHALHH TNPHBEJEHHHIX NPHOOPOB COCTABJSET
0,1 pr IEMETHIHHTPO3AMHHA/KI NHILEBOrO NMPOAYKTA; BEJH-
YHHE], TOJYYeHHEle TPH MOBTOPHOM OIPeJedeHHH KoJje-
gmotes or 80 xo 90 Y.

IpuBenen Takxke COOCTBEHHEIH SKCNEPHMEHTAJBHBIA ONBT
4BTOPOB € JAPYIHMH MeTOZaMH, Kak (IyopecleHTHO-ASHCH-
TOMETPHYECKHM OHpeJeseHHeM IOcie AepHBATH3ALHH, HJH
xe rasoBoxpoMaTorpadHKo-Mace-cHeKTPOMeTPHYECKHM
HIeHTH(QHIHPOBAHHeM H NpHMEHEHHEM MNPOH3BOAHBIX TIe-
nTadTopMaciaaHOH KHCIOTHI,

Haxouen 6l NpefcTaBJeHH MEpPBHIE Pe3yJabTATH Heege-
A0BaHHA 006pa3oBaHHg JeTyYHX N-HHTPO30COeIHHEHHH
5 MHEOBapeHHOM cOJIOJe H B NHBE H 00CYXAalock € TOYKH
3peHHs NHTAHHA TOKCHKOJOTHUECKOe 3HayeHHe HX 06paso-
BaHHg H BO3MOXKHOCTH OTPAHHYEHHS HX BOSHHKHOBEHHSH.

A
-

Fritze, W. - Uhde, J. W.: Determination of Nitrosamines
in Malt and Beer. Kvas. prim. 28, 1982, No. 7, pp. 149—

—152.

From the standpoint of food toxicology it is necessary
to take into account precursors of N-Nitroscompounds
which are present in food and eatables. Among these
precursors belong various nitrosable amine structures,
nitrosation agents, nitrites and nitrates. The N-Nitros-
compounds in food can be formed during various tech-

nological procedures such as: kilning, smoking, curing
and a treatment before baking. In addition, also the
endogen formation of nitrosamines in a digestive tract
of men is possible. The volatile N-Nitroscompounds can
be determined by ,,Thermal-Energy-Analyzer”, type 502 M
after the separation by gas chromatography using gas
chromatograph, itype HP 5880 A. The determined concen-
tration is 0,1 yg dimethylnitrosamine per kg of food and
the reproducibility for the repeated determinations is
between 80 and 90 9%. Authors also discuss their own
experimental experiences with other methods such as
fluorescence-densitometric estimation after derivatiza-
tion and gas chromatography-mass spectrometry identi-
fication wilh the use of heptafluorobutyric acid. First
results of the formation of volatile N-Nitroscompounds
in malt and beer are given and the discussion is focused
on their restricted formation in food.

Fritz, W., Uhde, W. - ].: Zur Bestimmung von Nitrosami-
nen in Malz und Bier. Kvas. priim., 28, 1982, No. 7, 5.
149—152.

N-Nitrosoverbindungen stellen aus erndhrungstoxiko-
logisher Sicht ein besonderes Problem dar, weil in Le-
bens- und Genufimitteln unvermeidbar die Vorstufen
einiger N-Nitrosoverbindungen — nitrosierbare Amin-
strukturen der verschiedensten Art, aber auch die
Nitrosierungsmittel Nitrit und Nitrat — vorkommen.
N-Nitrosoverbindungen kinnen auf vielfdltige Weise in
Lebensmitteln gebildet werden: technologisch bedingt
durch Darren, Ré&uchern, Pokeln; zubereitungsbedingt
durch Braten. Auferdem ist eine endogene Bildung im
menschlichen Magen-Darm-Trakt méglich.

Die Bestimmung der fliichtigen N-Nitrosoverbindungen
erfolgt mit einem nitrosaminselektiven , Thermo-Energy-
-Analyzer®, Modell 502 A nach vorangehender gaschro-
matographischer Auftrennung mit Hilfe eines Gaschro-
matographen HP 5880 A. Die Nachweisgrenzen liegen mit
dieser Gerdtekombination bei 0,1 g Dimethylnitrosamin/
/kg Lebensmittel, die Recovery-Werk bewegen sich
zwischen 80 und 90 %. Die Absicherung der Ergebnisse
erfolgt durch massenspektrometrische Identifizierung.

Eigene experimentelle Erfahrungen mit weiteren
Methoden wie der fluoreszensdensitometrischen Bestim-
mung nach Derivatisierung bzw. gaschromatographisch-
-massenspektrometrische Identifizierung mit Hilfe von
Heptafluorbuttersédurederivaten werden mitgeteilt.

Ergebnisse zur Bildung von fliichtigen N-Nitrosover-
bindungen in Braumalz und Bier werden vorgestellt. Die
erndhrungstoxikologische Bedeutung der Bildung von
Nitrosaminen in Braumalz und Bier und Miglichkeiten
ihrer Reduzierung werden diskutiert.



