STANOVENI POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH UHLOVODIKU
A POLYCHLOROVANYCH BIFENYLU V PIVE

Mgr. TOMAS HORAK, RNDr. MARIE JURKOVA, CSc., Ing. JIRI CULIK, CSc., Ing. VLADIMIR KELLNER, CSc.

VUPS a.s., Pivovarsky ustav Praha

Kliéova slova: pivo, PAH, PCB, extrakce kapalina-kapalina

1. UVOD

Polycyklické  aromatické uhlovodiky
(PAH) a polychlorované bifenyly (PCB) patii
mezi kontaminanty ohroZujici Zivotni pro-
stfedi a tudiZ i zdravotni nezdvadnost potra-
vin. Povoleny obsah téchto latek je vzhledem
k jejich charakteru uréen vyhlaskou MZd CR
¢. 298/1997 Sb. k zdkonu ¢&. 110/1997 Sb.
o potravinich a tabdkovych vyrobcich plat-
nou od 1.1.1998.

Vzhledem k poZzadovanym limitim je
tfeba jednotlivé analyty pfed vlastnim stano-
venim izolovat a zakoncentrovat v poméru
1:100 az 1:1000.

K izolaci analyti z kapalnych vzorki se
pouZivé extrakce v systému kapalina-kapa-
lina [1] nebo extrakce na pevné fazi (SPE)
[2]. Pfi zpracovéni piva extrakci kapalina-
kapalina je problémem vznik velmi stabilni
emulze a vzhledem k sloZitosti matrice
i Cistota extraktu [3]. Omezeni tvorby
emulzi se dociluje riznymi zpusoby vyso-
leni [4]. Rozruleni jiZ vzniklé emulze je
mozné ultrazvukem nebo centrifugaci [5].
Metodu SPE pii pouZiti extrakénich kolo-
nek komplikuje obtizné prosati vétSiho
mnoZstvi vzorku (pfiblizné 1 1) pfes vrstvu
adsorp&niho prostfedku v dasledku pfitom-
nosti koloidnich ¢astic v pivu. Pro stano-
veni PCB je pouziti extrak¢nich kolonek
s fazi C18 vzhledem k neuspokojujici vy-
té€Znosti naprosto nevhodné [6]. Z duvoda
snadnéjsiho prosati vétSich objemi vzorku
se jevi perspektivnéjsi SPE na extrakCnich
discich [7].

Pro konecné stanoveni polycyklickych
aromatickych uhlovodiki se nejcastéji
pouZiva vysokou¢inna kapalinova chromato-
grafie (HPLC) s fluorescenéni detekcei a pro

polychlorované bifenyly plynova chromato-
grafie s detektorem elektronového zéichytu
(ECD) [2].

Ucelem této préce bylo vypracovat dle po-
zadavku legislativy spolehlivou metodu sta-
noveni PAH a PCB v pivu s vyuZitim extrakce
kapalina-kapalina, kterd by umoZiiovala spo-
le¢né zakoncentrovani téchto latek v jednom
extrakénim kroku a ziskani dostate¢né
Cistého extraktu pro analyzu plynovou chro-
matografii s vyuZzitim detektoru elektrono-
vého zichytu.

2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Pouzité chemikalie, standardy

n-Hexan SupraSolv, diethylether p.a., aceto-

nitril pro gradientovou analyzu, Extrelut —vie

Merck, SRN

aceton p.a. — Lachema, CR

Florisil PR 60-100 mesh, bezvody siran

sodny — Fluka, Svycarsko

ultradistd voda — Milli-RO Splus — Millipore,

USA

Dusik v kvalité 4,6 a dusik v kvalit¢ ECD —

MGO, CR

PCB — Mix 3 obsahujici tyto kongenery:

28 (2.4,4’-trichlorbifenyl),

52 (2,2°,5,5 -tetrachlorbifenyl),

101 (2,2°,4.5.5-pentachlorbifenyl),

118 (2.3".4.4° ,5-pentachlorbifenyl),

138 (2,2°,3.4.4°,5 -hexachlorbifenyl),

153 (2,2’.4,4°,5,5 -hexachlorbifenyl),

180 (2,2°,3.4.4° 5,5 -heptachlorbifenyl).
Smés byla jak v isooktanovém, tak v ace-

tonitrilovém roztoku, kazdy kongener o kon-

centraci 10 ng/ul — Dr.Ehrenstorfer, SRN.

PAH: benzo(a)anthracen, benzo(b)fluoranthen,

chrysen, dibenzo(a,h)anthracen, benzo(a)-

pyren, benzo(k)fluoranthen, indeno(1,2.3.-

cd)pyren v acetonitrilovém roztoku o kon-
centraci 50 ng/ul — Slovensky metrologicky
ustav, Slovensko;

dibenzo(a,i)pyren, dibenzo(a,h)pyren v ace-
tonitrilovém roztoku o koncentraci 10 ng/ul
— Dr.Ehrenstorfer, SRN.

2.2. Podminky stanoveni jednotlivych
typu latek

a) Stanoveni PAH

Kapalinovy chromatograf: Hewlett Packard

HP 1090 s programovatelnym fluorescenc-

nim detektorem HP 1046A

Kolona: LiChrospher PAH 250x4 mm

(Merck, SRN)

Mobilni fize: acetonitril-voda

Gradient: 0-20 min (80-100 % acetonitrilu)
20-40 min (100 % acetonitrilu)
40-42 min (100-80 % acetonitrilu)

Detekce: fluorescenéni s nasledujicim pro-

gramem excitacnich (ex.) aemisnich (em.) vl-

novych délek:

0-10,4 min ex. 264 nm, em. 384 nm

10,4-16 min ex. 280 nm, em. 430 nm

16,042 min ex. 290 nm, em. 484 nm

Nastiik: 20 ul

b) Stanoveni PCB

Plynovy chromatograf: Chrompack CP 9001

Kolona: DB-5, délka 30 m, pramér 0,32 mm,

tloustka filmu 0,25 pm

Prutok nosného plynu (dusik): 1,8 ml/min

Detektor: ECD

Teplota detektoru: 310 °C

Teplota injektoru: 260 °C

Nastfik: splitless po dobu 36 s, pak délici po-

mér 1:20

Teplotni program: 70 °C (prodleva 2 min),

25 °C/min do 200 °C (prodleva 0 min),

2 °C/min do 250 °C (prodleva 0 min),
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Obr. 1 Chromatogram redlného vzorku 12% piva obohaceného smési polycyklickych aro-
matickych uhlovodikit v mnoZstvi 200 ng/l: 1 — benzo(a)anthracen, 2 — chrysen, 3 —
benzo(b)fluoranthen, 4 — benzo(k)fluoranthen, 5 — benzo(a)pyren, 6 — dibenzo(a,h)anthra-
cen, 7 — indeno(1,2,3-cd)pyren, 8 — dibenzo(a,i)pyren, 9 — dibenzo(a,h)pyren

ol

[o]

L DI S

5

H

Obr. 2 Chromatogram redlného vzorku 12% piva obohaceného smési kongenerii polychlo-
rovanych bifenylii v mnoZstvi 10 ng/l: 1 — PCB kongener 28, 2 — PCB kongener 52,

3 — PCB kongener 101, 4 — PCB kongener 118, 5 — PCB kongener 153, 6 — PCB kongener
138, 7 — PCB kongener 180

50 °C/min do 290 °C (prodleva 10 min)
Objem nastiiku: 1 pl

2.3. Pracovni postup

Vzorek piva o objemu asi 1 1 se diukladné
odpéni v ultrazvukové lazni. Pak se pfida
20 ml hexanu a extrak¢ni lidhev se umisti na
tiepaCku LT-2, kde se tfepe po dobu 15 min
pii velikosti kyvu 40 mm a frekvenci 70 — 85
kyvi/min. Za ucelem dikladného oddéleni
fazi se vzorek v extrakéni lahvi nechéd stat
v klidu po dobu minimalné 20 min od konce
tfepani. V dalSich krocich se provede separace
a Cisténi extraktu.

Separace extraktu se provede nasledujicim
zpusobem: sklenéna kolona (délka 18 cm, pru-
mér 1,5 cm, zakon¢end fritou) se naplni
6 g sorbentu Extrelut. Lehkym poklepanim ko-
lony se docili setfeseni sorbentu. Jeho aktivace
se provede 9 ml ultracisté vody. Pomoci Hriv-
fidkova nastavce se oddéli emulze extraktu
analyti z analyzovaného piva v extrak¢ni ldhvi
a pfenese se na piipravenou kolonu se sor-
bentem Extrelut. Pritok extraktu kolonou je
urychlen pripojenim vodni vyvévy. Ziskany
hexanovy eludt se potom rozdéli na dvé Casti:
a) 3 — 4 ml pro stanoveni PAH,

b) zbytek ( okolo 10 ml) pro stanoveni PCB.
a) Stanoveni PAH

Alikvot hexanového eluitu se pod mirnym
proudem dusiku za laboratorni teploty odpafii
do sucha a poté rozpusti v 1 ml 80% aceto-
nitrilu ve vodé. Ziskany roztok v mnozstvi 20
pl se pouzije k nastiiku na kolonu kapalino-
vého chromatografu.

b) Stanoveni PCB

Pro stanoveni PCB se hexanovy eludt musi
jesté predistit. Cisténi se provadi na kolonce
(délka 13 cm, pramér 0,8 cm, zakoncend fri-
tou) naplnéné priblizné 3 g sorbentu Florisil
prevrstveného bezvodym siranem sodnym
(asi 0,5 g). Tésné pfed pouZitim se kolonka
promyje pfiblizné 5 ml hexanu.

Hexanovy eludt ziskany po pritoku kolo-
nou se sorbentem Extrelut se zahusti pfi la-
boratorni teploté odfoukdnim pod dusikem na
objem okolo 1 ml a nanese se na pfipravenou
kolonku se sorbentem Florisil. Eluce se pro-
vadi 25 ml roztoku 6 % diethyletheru v he-
xanu. Takto preciStény extrakt se zakoncent-
ruje na Kuderna-Danishové aparatufe pfi
teploté vodni lazné 70 — 80 °C a dile se od-
fouka pod jemnym proudem dusiku pfi labo-
ratorni teploté do sucha. Odparek se nakonec
rozpusti v 200 ul hexanu, kterymi se oplach-
nou stény zkumavky a 1 pl se pouZije pro ana-
lyzu PCB metodou GC-ECD.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

PouZiti smoc¢eného sorbentu Extrelut, coz
jeobchodni ndzev pro vysoce porézni pfirodni
zeminu [8], uc¢innym zplsobem rozrusuje
vzniklou emulzi a poskytuje vysoky podil (az
15 ml) z pavodnich 20 ml extrakéniho roz-
toku. Tento relativné vysoky vytéZzek umoz-
fiuje rozdé€lit extrakt na dvé ¢ésti a zpracovat
podle typu analyzy. Tim dochazi ke znacné
uspofe Casu a extrakéniho rozpoustédla ve
srovnani se samostatnou extrakci pro kazdy

typ analyzy.
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Tabulka 1 Charakteristika metody pro stanoveni PAH: vytéZnost, re-
lativni smérodatnd odchylka, mez detekce a mez stanoveni pro jed-

notlivé analyty

Jednotlivé analyty

Tabulka 2 Charakteristika metody pro stanoveni PCB: vytéZnost,
relativni smérodatnd odchylka, mez detekce a mez stanoveni pro

Analyt Vytéinost | Relativni Mez Mez Analyt VytéZnost Relativni Mez Mez
(%) smérodatna | detekce | stanoveni (%) smérodatna detekce | stanoveni
odchylka | (ng/) (ng/l) odchylka (ng/l) (ng/l)
(%) (%)

benzo(a)anthracen 120 25 19 40 PCB 28 Ty 15 0,5 1,1

benzo(k)fluoranthen 79 9 9 18

Ryied 120 a1 7 14 101 63 18 0.6 1.4

dibenzo(a,h)anthracen 63 7 15 31 118 68 15 0,2 0,3

s 83 28 4 7 138 76 29 0.7 1.9

indeno(1,2,3-cd)pyren 86 10 15 20

dibenzo(a,i)pyren 54 16 9 15 15 o 20 3 11

dibenzo(a,h)pyren 50 14 3 4 180 51 18 09 20

Typické chromatogramy uméle kontami-
novaného 12 % piva jsou uvedeny na obr. |
a 2. Vyplyva z nich, Ze Cistota extrakti je do-
state¢nd (po precisténi na Florisilu i pro GC-
ECD analyzu) a nedochézi k rusivym interfe-
rencim.

Charakteristika metody je shrnuta v rabul-
kdch I a 2. Vytéznost a relativni smérodatna
odchylka byla stanovena z deseti pfidavki
acetonitrilového roztoku standardu ke 12%
pivu (PCB na hladiné 10 ng/l pro kazdy kon-
gener, PAH na hladiné 100 ng/l pro kazdy po-
lycyklicky uhlovodik). Mez detekce (LD)
amez stanoveni (LS) byla ur¢ena z deseti sle-
pych pokusi metody, a to podle vztahi

LD=c+282s

LS=10s,

kde ¢ je pramérna koncentrace latky, s je
smérodatnd odchylka [9, 10].

VytéZnosti nékterych latek na relativné
nizké hladiné 10 ng/l resp. 100 ng/l sice po-
stacuji pro potieby kontrolnich analyz, ale
pfesto nejsou zcela uspokojujici. S extraktem
se provadi, zejména pfi stanoveni PCB,
mnoho operaci, pfi kterych by mohly vznikat
ztraty. Proto byla s hexanovym roztokem
standardi ovéfena vytéznost jednotlivych dil-
&ich krokt — odfoukévani pod dusikem, pru-
tok pres sorbenty Extrelut a Florisil. Dosazené
vysledky se u viech sledovanych latek pohy-
bovaly od 88 % do 119 %. Podstatné niZsi vy-
téZznost u redlného vzorku piva dosahujici
hodnot 50 az 120 %, v priméru 79 %, pro
viechny zkoumané latky (primérna vytéZnost
u PAH byla 82 %, zatimco u PCB byla niZsi
a Cinila 74 %) je tedy zfejmé zpiisobena

vlastni extrakci do hexanu, pfi niz se pravdé-
podobné vyrazné uplatni matricni efekt.

Relativni smérodatnd odchylka vykazuje
pro viechny méfené analyty hodnoty < 30 %,
prumérnd hodnota pro PAH ¢ini 15.5 %. pro
PCB 18.1 %. Vzhledem k tomu, Ze jde o sto-
povou analyzu v nanogramovych mnoZzstvich,
tedy o fad ¢i spiSe o dva rady nizZe nez pri béz-
nych analyzich v pivovarstvi, ziskané hod-
noty relativni smérodatné odchylky predsta-
vuji uspokojujici vysledky.

Meze detekce a stanoveni se pro PAH po-
hybuji v desitkiach nanogramu, pro PCB do-
konce v jednotkiach nanogramu na litr piva
a jsou pro pozadavky legislativy zcela dosta-
tec¢né. V bézné praxi jsou hodnoty pro jednot-
livé polycyklické aromatické uhlovodiky sta-
novené pod 50 ng/l a pro jednotlivé kongenery
PCB pod 10 ng/l z hlediska pozadavku zikona
nevyznamneé.

Spektrum takto extrahovatelnych a v na-
slednych krocich stanovitelnych latek se da
rozsifit o dalsi vyznamné kontaminanty. které
viak nebyly do této prace zahrnuty.

4. ZAVER

Popsani metoda feSi problém velmi sta-
bilnich emulzi vznikajicich pfi extrakci
vzorku do nepoldrniho rozpousdtédla a pro-
blém ¢isténi ziskaného extraktu. UmoZiuje
stanoveni vybranych PAH a kongenera PCB
pozadovanych legislativnimi predpisy CR
v nanogramovych mnozstvich a pfi relativni
smérodatné odchylce < 30 %. Jde o velmi
efektivni metodu, nebot v ramci jednoho ex-
trakéniho kroku je mozné stanoveni viech

vyse uvedenych kontaminantu, a tak dochazi
ke znacné uspore Casu a extrakéniho rozpou-
Stédla.
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