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1. UVOD

Postupny ndrist informaci o $kodlivosti N-nitrosamini
a jejich vyskytu v potravinich zvySoval tlak na zdokonalo-
véani analytickych postupi k jejich stanoveni. Z ryze prak-
tickych duvodu bylo rozhodnuto, Ze pro analytické téely
se N-nitrosaminy budou délit na tékavé a netékavé. Téka-
vé jsou ty, které lze z potravinové matrice vydestilovat
s vytéznosti nejméné 70 % bud destilaci s vodni parou ne-
bo destilaci vakuovou, pfipadné destilaci za normélniho
tlaku, a lze je stanovit bez derivatizace pomoci plynové
chromatografie. Vechny ostatnf jsou tzv. netékavé [1, 2].

Analytika té€kavych N-nitrosamini je v soudasnosti jiz
dobfe propracovéna a stala se rutinni zaleZitosti [3, 4, 5),
coZ je déno relativn€ jednoduchou pfipravou vzorki. Byla
provedena fada mezindrodnich kruhovych testi, obvykle
organizovanych Mezindrodni agenturou pro vjzkum rako-
viny (IARC) v Lyonu [3, 6].

TotéZ nelze fici o metodice stanoveni netékavych N-ni-
trososloucenin. Do této skupiny patfi napf. dialkylnitrosa-
miny s dlouhymi fetézci, N-nitrosoaminokyseliny, hydro-
xylované nitrosaminy, N-nitrosamidy (nitrosomodoviny,
nitrosoguanidiny, nitrosopeptidy), N-nitrosoderivity riz-
nych pesticidi aj. [1]. Tato problematika je nyni
v popfedi z4jmu, nebot bylo prokdzino, Ze z netékavych
N-nitrososlouéenin mohou vznikat karcinogenni tékavé
N-nitrosaminy [7]. Obsah netékavych N-nitrososlougenin

navic v riznych potravindch mnohonésobné pievySuje
koncentrace N-nitrosaminu t&€kavych [7, 8, 9

2. ANALYTIKA NETEKAVYCH N-NITROSO-
SLOUCENIN

Vzhledem k tomu, Ze netékavé N-nitrososloudeniny se
od sebe znaéné lifi chemickymi i fyzikdlnimi vlastnostmi,
je vypracovani metodiky na stanoveni konkrétnich sloude-
nin velice obtiZné.

Bylo popsino mnoho analytickych postupii stanoveni
nékterych konkrétnich N-nitrososlouéenin nebo jejich sku-
pin, napf. N-nitrosoaminokyselin (volnjch i vézangch),
hydroxylovanych N-nitrososloucenin, N-nitrosamidi atd.
[1, 2]. Nékteré postupy vyuZivaji derivatizace net&kavych
N-nitrososlouéenin na té€kavé slouceniny [8, 10] a nésled-
ného stanoveni té€chto deriviti pomoci plynové chromato-
grafie. Vysledky vSak nejsou v mnoha pfipadech uspokoji-
vé.

Shuker a Tannenbaum [11] vyvinuli detektor, kde
proud efluentu z vysokou¢inného kapalinového chromato-
grafu (HPLC) je ozafovdn vybojem o vysoké intenzité.
Detekce byla provedena ve viditelné oblasti spektra. Uve-
deny systém byl pouzit pro N-nitrosomo&oviny, N-nitroso-
guanidin a N-nitrosoglykocholovou kyselinu v Zalu-
decnich $tavich a modi [11].

VétSina postupt vyuZiva spojeni HPLC s chemiluminis-
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cenénim detektorem TEA. Massey et al. [12] pouzili spo-
jeni HPLC s reversni fazi s chemiluminiscenénim detekto-
rem TEA ke stanoveni iontovych N-nitrosamini. Ruhl a
Reusch [13] podobnym zpuasobem analyzovali dialkylni-
trosaminy. Massey et al. [14] publikovali postup stanoveni
polérnich N-nitrosaminti v potravindch za pouZiti normél-
ni HPLC-TEA. Havery [15] provddél pomoci HPLC-
TEA stanoveni N-nitrosoprolinu a N-nitrosotrimethylmo-
coviny.

Vzhledem ke zna¢né ruznorodosti netékavych N-nitro-
soslouenin byla snaha vyvinout univerzdlni metodu ke
stanoveni jejich sumdrni koncentrace. Obecné se vzila an-
glickd zkratka ATNC (apparent total N-nitroso com-
pounds), kterd oznaluje zdanlivé celkové N-nitrososlouce-
niny, pfi¢emZ touto metodou nelze uréit strukturu téchto
latek.

2.1 METODY STANOVEN{ ATNC

Jednu z prvnich metod na stanoveni celkového obsahu
N-nitrososloucenin publikovali Walters et al. [16]. Je zalo-
Zena na adsorpci tékavych i netékavych N-nitrososlouce-
nin z vodného roztoku na aktivni karborafin s naslednou
eluci horkym methanoleia. Detekce byla provedena dife-
renéni pulsni polarografii. Zna¢nou nevyhodou této meto-
dy je silné ovlivnéni vysledku pfitomnosti dusi¢nani a lipi-
du, které je tieba odstranovat jesté pred adsorpci nitroso-
sloucenin.

Pouzivané metody lze zhruba rozdélit na dvé skupiny.
Do prvni patii metody zaloZené na fotolyze UV zifenim
za vzniku HNO, a nésledné kolorimetrické detekci pomoci
Griessova Cinidla [17].

Do druhé skupiny fadime metody, které pouzivaji che-
micky rozklad N-NO skupiny pomoci HBr v kyseliné oc-
tové a uvolnény nitrosylbromid, pfipadné oxid dusnaty, je
stanoven kolorimetricky nebo pomoci chemiluminiscenc-
niho detektoru. Tuto metodu popsali Walters et al. v roce
1978 [18]. Detailné byl cely postup véetné pouZzivané apa-
ratury popsan Waltersem et al. v roce 1983 [19]. Zdoko-
naleni metody provedli Massey et al. [20, 21], ktefi za ide-
dlnich podminek dosahli u pétkrét opakovaného stanoveni
variaéni koeficient 9,7 % pfi koncentraci 18,8 ug/kg
a 5,1 % pfi koncentraci 94,0 ug/kg pfi Sesti opakovénich
[21]. Srovnanim pfednosti a nedostatku téchto metod se
zabyvali Walters et al. [22].

Sen a Seaman [23] ke stanoveni ATNC vyuzili spojeni
HPLC-TEA. Tato metoda byla vyvinuta Waltersem et al.
[24]. Stépeni vazby mezi dusikem a nitrosylovou skupinou
pomoci HBr v kyseliné octové k tomuto tGcelu poprvé po-
psali Eisenbrand a Preussmann [25].

3. VYZNAM NETEKAVYCH N-NITROSOSLOUCE-
NIN V SOUCASNEM PIVOVARSTVI

Zijem o problematiku N-nitrososlougenin v potravi-
néch a hlavné v pivu a ve sladu znaéné vzrostl poté, kdyZ
byly vyvinuty pottebné citlivé metody stanoveni [3].

Vzhledem k chemismu vzniku nitrosamind je zdvazna
souvislost s problematikou dusi¢nanii. N-nitrosaminy vzni-
kaji obecné reakci jakékoliv aminokyseliny s nitrosacnim
&nidlem [2]. Timto &nidlem jsou obecné dusitany, které
snadno vznikaji redukci dusi¢nanu [26].

Koncentrace dusi¢nani ve varnich vodéch a dalSich pi-
vovarsk§ch surovinich neustile vzristd, coZ se projevuje
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vzristem obsahu i v pivu [27, 28]. Hlavnim zdrojem dusi¢-
nant v pivu je voda a chmel, podil ze sladu je zanedbatel-
ny, pfiemz ze surovin pfechdzeji dusi¢nany do mladiny
témér kvantitativné [27].

Netékavé nitrososlouceniny tvoii priblizné 90 % vsech
ATNC, a i kdyZ jsou méné karcinogenni, velmi snadno
z nich vznikaji nitrosaminy té€kavé, coz jsou jedny z nejsil-
néjsich karcinogenu [7].

K nejbéznéj$im prekursorim netékavych N-nitrososlou-
¢enin v biologickych materidlech patfi prolin, hydroxypro-
lin a sarkosin. Viechny tyto slouCeniny jsou nitrosovatelné,
at uz ve volném stavu nebo jako N-termindlni aminokyse-
lina peptidického retézce. Kromé toho mohou podléhat ni-
trosaci iminoskupiny tryptofanu a histidinu a guanidinova
skupina argininu. Aminokyseliny tvofi diketopiperaziny,
ze kterfch mohou rovnéZ vzniknout netékavé N-nitroso-
slouCeniny [29].

Ve snaze objasnit v jaké vyrobni fizi piva netékavé ni-
trososlouceniny vznikaji, bylo zjisténo, Ze pfimy pfispévek
sladu a dalSich surovin je maly. V literatufe jsou uvadény
ve sladu koncentrace 8 az 256 ppb (tj. ug/kg) N-nitroso-
prolinu (NPRO) a stopy aZ 20 ppb N-nitrososarkosinu
(NSAR) [7]. Koncentrace ATNC v 53 vzorcich sladu €ini-
ly maximiln€ 400 ppb v zdvislosti na zpiisobu hvozdéni.
Sifeni nemd prakticky na koncentraci ATNC vliv. Do sla-
diny se z celkového mnoZzstvi extrahuje pouze 20—30 %
ATNC ze sladu [30]. Z toho samotny NPRO piedstavuje
asi desetinu. Zbytek ATNC je dosud nezndmé struktury.
Na zdkladé nepiimych dikazui lze usuzovat, Ze vétiina
ATNC obsahuje v molekule karboxylovou skupinu
a jedn4 se o latky nizkomolekuldrni [31].

Z prumémych koncentraci ATNC ve sladu lze vypoéi-
tat, Ze jen vyjimecné by mohly koncentrace ATNC v pivu
piekrodit hranici 20 ppb, coZ je doporuceny limit pro ob-
sah téchto latek v pivu [32]. Redlné koncentrace ATNC
jsou Casto mnohem vysSi, takZe je zfejmé, Ze tyto latky
vznikaji aZ v priab&hu vyroby piva [26]. Pfi sledovéni zdro-
je ATNC v pivu bylo zi$téno, Ze ke vzniku ATNC vedou
hlavné nitrosa¢ni reakce v prib¢hu hlavniho kvaseni, kdy
v disledku mikrobidlni kontaminace gramnegativnimi
bakteriemi rodu Obesumbacterium proteus dochézi k re-
dukci dusiénani na dusitany [26, 33]. Vznik ATNC lze
nekdy pozorovat i v dfivéjsich fézich pivovarského proce-
su, napf. pfi rmutovan{ [34]. V literatufe se uvadi, Ze zhru-
ba z 10 ppm dusi¢nanu (tj. mg/kg) vznikd v pfitomnosti
téchto baktérii téméf 100 ppb ATNC [32]. Calderbank a
Hammond popisuji vznik ATNC i v pfitomnosti pouze
5 mg dusi¢nana v 11 [32].

V soucasné dobé existuji zpisoby, jak vznik ATNC
omezit. Je to pfedevsim:

— snaha pouZit varni vodu a ostatni suroviny s co nej-
niZ8{ koncentraci dusi¢nani (biologickd denitrifikace, io-
nexy, reverzni osméza, promyvéani chmele, CO, chmelovy
extrakt, atd.);

— snaha omezit kontaminaci kvasinek (promyvéni ky-
selinou fosforeénou), mladiny a technologického zafizeni
(dokonal a ii¢inn4 sanitace) [32].

Jedinou jistou zdrukou, Ze ATNC nevzniknou, je podle
literatury nepiitomnost gramnegativnich baktérii, a to i za
pfitomnosti dusi¢nani [32].

4. METODIKA STANOVENI ATNC V PIVU

Princip:
N-NO ve

metodou stanovime celkovy obsah skupiny
vzorku. Pomoci roztoku bromovodiku

v kyseliné octové se odstépi nitrosylovy radikal. Uvolnény
oxid dusnaty je poté detekovan chemiluminiscenénim de-
tektorem TEA.

Pristroje: chemiluminiscenéni detektor TEA 502A (Ther-
mo Electron Corp., USA) :

Chemikdlie: ethylacetat, p. a., Lachema
kyselina octovd, p. a. (98 %), Lachema
hydroxid draselny, p. a. (c = 6 mol/l), La-
chema
kyselina sulfanilova, p. a., Lachema
kyselina sirovd, p. a. (¢ = 0,2 mol/1), Lache-

ma

kyselina sulfamovi, p. a. (¢ = 0,2 mol/1), *
Lachema

bromovodik, p. a., Aldrich Chemical Com-
pany, USA

N-nitrosodimethylamin (NDMA), roztok
standardu v ethanolu (c = 200 ug/l), Alfa
Products, SRN

mikrokolonky SAX Bond Elute, Analyti-
chem International Inc., USA

dusik Zdrovkovy

kyslik medicinélni

argon (99,996 %)

aceton (prip. jiné org. rozpoustédlo)

pevny oxid uhlidity *

Vsechny chemikélie byly pfi pouziti nové Sarze vidy kon-
trolovany, zda nemaji odezvu na detektoru TEA.

Pracovni postup: do tfihrdlé zibrusové banky nadavkuje-
me 70 ml ethylacetdtu, 5 ml denitrosacniho €inidla (15 %
hmot. HBr v kyseliné octové) a 1 g kyseliny sulfanilové.
Smés se opatrné zahfivd pod zpétnym chladiéem (reflux
asi 1 kapka za min.) a nechd se jemné probublévat argo-
nem kapildrou, kterd je postrannim hrdlem zavedena ke
dnu barky. Po ustaveni rovnovahy v aparatufe (ovlivnéno
prutokem Ar, refluxem v barice), po ustileni zdkladni
linic (asi 15 min.) provedeme ndstiik 200 ul standardu
NDMA postrannim hrdlem, které je uzavieno septem. Na-
stfik opakujeme. Poté stfidavé nastfikujeme 200 gl vzorku
piva a 200 4l standardu. [Pivo k analyze zbavime CO, a k
5 ml pfiddme 1 ml kyseliny sulfamové (c = 0,2 mol/1)
a 1 ml kyseliny sirové (c = 0,2 mol/1). Roztok pietlaéime
asi po 15 min. dusikem pfes kolonku SAX Bond Elute.
Tak je pivo zbaveno dusi¢naaji a dusitani. Z tohoto obje-
mu nastfikujeme 200 ul mnozZstvi.] Celd aparatura je her-
meticky uzaviena a pfes 2 promyvacky s roztokem KOH,
sklenény kapildrni restriktor a 2 vymrazovace (asi —80 °C)
napojena na detektor TEA.

V prib&éhu méfeni dochézi ke chvostovani piku a citli-
vost méfeni se zhorsuje. Proto je tieba po 1 az 1,5 hodiné
méfeni pferusit, celou aparaturu rozebrat (véetné teflono-
vych spojovacich hadi¢ek) a promyt destilovanou vodou,
acetonem a ethylacetdtem. Po dikladném usuSeni aparatu-
ru sestavime a pokracujeme dalsi sérif méfeni.

Minimélné na pocatku a na konci série méfeni je tfeba
provést slepy pokus.

Parametry detektoru TEA 502 A:

— teplota pyrolyzni pece: asi 500 °C
— teplota vymrazovace: asi—80°C
— prutok kysliku: 20 ml/min,
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— vakuum:
— nosny plyn:

106,6 Pa (0,8 torri)
argon

Vipodet koncentrace se vztahuje na standard (NDMA),
pfiemZ je tfeba eliminovat zfedéni vzorku piva pfi jeho
pipravé a je-li to tieba, odecist hodnotu slepého pokusu.
Koncentraci ATNC vyjadfujeme jako koncentraci skupiny
(N-NO) v ug/1.

Pouditelnost metody: Metoda byla ovéfovana pro vzorky
piva, sladiny a mladiny.

Puvod metody: pri postupu jsme vychazeli z popisu Wal-
terse et al. [18, 19] a Masseye et al. [20].

Parametry metody:

Mez stanovitelnosti metody je 20 ppb ATNC, tj. 20 ug
(N-NO)/1. V¥tézinost metody je (90 £6) % pii koncentra-
ci 100 ppb (pocet méfeni n =9). Opakovatelnost byla ur-
¢ena na redlném vzorku. Pro n = 11 byla nalezena prii-
mérné koncentrace ATNC x = 57,2 ppb, smérodatnd od-
chylka priméru s; = 1,5 ppb. Tyto ziskané parametry jsou
v dobré shodé s widaji, které uvadé&ji Massey et al. [34].

5. ZAVER

Doposud jsme zméfili asi 60 piv a nalezené koncentrace
ATNC se pohybovaly v rozmezi pod limitem detekce az
do 390 ppb. Tyto hodnoty se shoduji s tidaji, které lze na-
jit v literatufe [26, 34]. V nékterych piipadech bude tfeba
podniknout kroky, které povedou ke sniZzovani hladiny
ATNC v pivu.
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Kellner, V.—Culik, J.—Vesely, L.—Spinar, B.: Problematika
celkovych N-nitrososloutenin. Kvas. prum., 37, 1991, ¢ 7,
s. 193—196.

V prdéci je struéné shrnuta problematika celkovych N-nitroso-
sloucenin (ATNC) jak z hlediska analytiky, tak z hlediska pivo-
varsko-sladaiského oboru. Je uvedena metoda stanoveni ATNC.
Doposud bylo zméfeno 60 piv a nalezené koncentrace se pohy-
buji v intervalu pod limitem detekce az do 390 ug (N-NO)/1.

Keannep, B.—Yymnk, .—Becensi, Jl.—lllnunap, b.: Ilpo6ae-
MATHKA CyMMapHbIX N-HHTPOCOCOETHHEHHH. .
KgBac. npym. 37, 1991, \e 7, erp. 193—196

B paGore BKpaTume ONHCaHa NPOOJEMATHKA CYMMAapHBIX
N-uurpococoegunennit (ATNC) kak ¢ TOYKH 3peHHs aHAUTH-
KM, TaK C TOYKH 3PEHHs CHeUanu3alnuy nusa u conopa. [Ipuso-
autcs merop onpeaenenusi ATNC. Jlo cux nop nopseprioch
n3MepeHuto 60 NHB W HalJIeHHbIE KOHLEHTPAaLKMu KonebnoTes
B mpefesiax HUXe JIMMHUTa [eTEeKTHpPOBaHHMS BIIOThH fo 390 ur
(N-NO)/n.

Kellner, V.—Culik, J.—Veselj, L.—Spinar, B.: Problems of
N-Nitroso Compounds. Kvas. prum., 37, 1991, No. 7, pp
193—196.

The problems of N-nitroso compounds (ATNC) from both the
analytical standpoint as well as that of malting-brewing technolo-
gy are described. The method of ATNC determination is de-
scribed. Up to now 60 beers have been analysed and the concen-
trations found are in a range below the detection limit up to 390
ug (N-NO) . I'™.

Kellner, V.—Culik, J.—Vesely, L.—Spinar, B.: Problematik der

gesamten N-Nitrosoverbindungen. Kvas. prum., 37, 1991, Nr. 7,
s. 193—196.

In der Arbeit wird zusammenfassend die Problematik der ge-
samten N-Nitrosoverbindungen (ATNC) behandelt, und zwar
nicht nur vom Standpunkt der Analytik, sondern auch mit Hin-
sicht zu der Brau- und Malzindustrie. Es wird die Methode der
ATNC-Bestimmung beschrieben. Bisher wurden 60 Bierproben
analysiert und die ermittelten Konzentrationen bewegen sich
im Intervall unterhalb des Detektionslimits bis zu 390 ug
(N-NO) . I".



