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Stanoveni stopovych koncenfraci dimetylnitrosaminu
[NDMA) v pivi a sladu je sloZity analylticky problém.
V soutasné dobé existuje v republice jediné pracoviiié
schopné provadeét tyto analyzy: oddéleni specidlnich
analyz ve Vyzkumném dstavu pivovarském a sladafském
v Praze. Na tomto pracoviiti je od roku 1981 v provozu
specidlni zafizeni pro stanoveni nitrosamini — tzv. TEA
detektor [Thermal Energy Analyser, vyrobce Thermo
Electron Corp., Waltham, USA), pfipojeny na plynovy
chromatograf. Metoda stopové analfzy nitrosaminil v po-
travindch detektorem TEA je ve svété nejrozsifenéidi a
postupné vytlatuje ostatni zpiisoby stancveni. Jeji vyho-
dou proti ostatnim metoddm je rychlest, jednoduchost a
spolehlivost stanoveni, nevihodou jsou vyscké investicé-
ni ndklady: nyné&jsi cena kompletu plynovy chromato-
grat-TEA detektor je asi 1300000 devizovych “kerun.

Toto sdéleni podrchné popisuje polarografickou me-
todn na stanoveni NDMA v pivu a sladu vyvinutou v nasi
laboratofi, kierd nevyZaduje nakladné vybaveni — cena
potfebného zarizeni | pelarograticky analyzdtor PA2
5 prislusenstvim, Laboratorni pFistroje, Praha) je 48 000
Kis. Polarografie bvla [iZ na stanovenl nitrosaminil po-
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uzita [1, 2, 3], navrZzené metody viak maji pro stopovou
analyzu v komplexnich smeésich zcela nedostateénou
citlivost 1 selektivitu. ZlepSeni citlivosti i selektivity na-
31 metody proti dfive publikovanym bylo dosaZeno do-
konalym odslranénim ldtek interferujicich p#i polaro-
gralii, pouZitim diferentn& pulsni polarografie [coZ je
selektivigjsi a radové citlivejsi modifikace klasické po-
laro rafie] a optimalizaci podminek pii polarografii
[siin& kyselé prositedi a sniZena teplota).

PRINCIP METODY

Analyticka metoda zaleZi v izolaci NDMA ze wvzorki
piva Ci sladu sloZitym postupem do malého objemu zie-
déné kyseliny sirové, kde je pak stanoven diferenéngé
pulsni polarografii [DPP) a kvalitativné dokdzdn foto-
chemickym rozkladem. Cilem izolace je vedle zkoncen-
trovani pritomného NDMA pfedeviim odstranéni viech
latek interferujicich pri polarografii. Podle charakteru
analyzovaného substratu musi b§t modifikoviny po&a-
teéni kroky izola€niho postupu. Pro pivo a slad byly
vyvinuty tfi postupy: postup A pro rozbor piva s cbsa-
hem 0 aZ 5 obj. % alkoholu (tj. pro nealkoholickd aZ
12% piva), postup B pro rozhor vicestupiiovych piv se
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4 aZ 9 objemovymi procenty alkoholu a postup C pro
rozbor sladu.

Metoda se sklada z téchto operaci:

1. Postupy A a B: destilace vzorku piva a odstranéni
alkoholu z destildtu odpafenim ve formé azeoiropu
s tetrachlormetanem.

Postup C: extrakce vzorku sladu smeési chloroformu a
metanolu v Soxhletové extraktoru, pFevedeni extraktu
do vodné faze odpafenim rozpoustédla po pfidavku vody
a destilace této vodné faze.

2. Cisténi ziskaného vodného roztoku promytim tetra-
chlormetanem, extrakci do dichlormetanu po pfidani
hydroxidu sodného do Koncentrace ¢ (NaOH) = 5mol/l,
promytim extraktu zfed&nou kyselinou sirovou o €
(H,S0;) = 4 mol/l a extrakci z dichlormetanu do kon-
centrovanéjsi kyseliny sirové o e [HyS04) = 8 mol/l.

3. Oxidace takto vyfisténého vzorku manganistanem
draselnym v kyselém prostfedi.

4. Redukece nadbyteéného manganistanu a dalsi ¢iSte-
ni vzorku destilaci a extrakei destilatu chloroformem po
pFidavku hydroxidu sodného do koncentrace e [NaOH)
= 5mol/l.

5. Odpafeni extraktu v chloroformu na maly objem a
extrakce do velmi malého objemu kyseliny sirové o €
(H;50,) = 10 mol/1.

6. ZFedéni vodou na koncentraci ¢ (H,S0;) = 2,5 mol/l
a stanoveni NDMA pomoci DPP metodou standardniho
piidavku.

7. Kpalitativni dikaz NDMA zmizenim jeho piku pri
DPP po ozatovdni svétlem vlnové délky 360 nm.

ZPRACOVANI VZORKU

Analgza vzorkii piva (postupy A, resp. B] probihala
takto:

Do 1 litrové destilaéni baiiky bylo pfedloZeno 200 g
[NH;),S0, a 250 ml odpé&néného vzorku piva a obsah
baiiky byl destilovan pfes sestupny Liebigv chladié.
Prvnich 50 ml destilatu (resp. 55 ml destilatu pfi analy-
ze vicestupiiového piva — postup B) bylo spolu s 80 ml
CCl, (resp. 130 ml CCl, — postup B] odpafovano v 250 m]
destilatni baiice pfipojené k sypané destilatni kolong
[Berlova sedélka) vysky 50 cm a 5ifky 25 cm pfi reflu-
xu 4:1, Protofe azeotrop CCly — etanol — H,0 se
ochlazenim rozdéli na organickou fazi a vodn& etano-
lickou fazi, nebylo moZno reflux v hlavé kolony odebi-
rat z vrcholu sloupce kondenzatu (jak je obvyklé], ale
byl ziskdvan rozdélenim priitoku par do dvou chladi-
¢0. Kondenzat z prvniho chladite tvofil reflux, konden-
zat z druhého byl sbirdn do odmé&rného valce. Po od-
destilovani 70 ml destilatu (resp. 130ml — postup B]
byl destilaéni zbytek protfepan ve 250 ml dé&lici nalevce
a po rozdé&leni fdzi byla spodni organicka vrstva vy-
pusténa. Vodna fdze byla promyta 20ml CCl; a po pfi-
dani 40 ml roztoku NaOH [¢ (NaOH]) = 10mol/l] byla
extrahovana 2X15ml CH,Cl,. [Déleni NDMA mezi fa-
zemi pFi prom§vani &i exirakeci je ukonfeno dfive neZ
za 30 sekund tFepdni.) Spojeny extrakt byl ve 100 ml de-
lici nélevce promyt 10 ml H,S0, [e [H;S04) = 4 mol/l]
a kysela vodna faze byla reextrahovéna 30 ml CH,Cl; .
Spojené organické faze, po pfidavku 0,1 ml nasyceného
roztoku siranu amonného na neutralizaci strZené kyse-
liny sirové, byly ocdpafeny na objem 20ml ve 100 ml
destilatni bafice pFipojené k sypané destilaéni koloné
visky 25cm a Sifky 2,5cm pPi refluxu 4:1. Dalsi po-
stup je shodny s postupem C a je uveden za popisem
zpracovani vzorku sladu.

Analjza vzorku sladu (postup C) probihala takto:
50 g mletého sladu bylo extrahovano 2 hodiny ve 250 ml
Soxhletové extraktoru smési 250 ml CHCl; a 30 ml CH;OH.
Extrakt v 500 ml destilacéni barice byl odpafen na objem

40ml pod sypanou destilatni kolonou vysky 50cm a
§ifky 2,5 cm pFi refluxu 4:1. Destilacni zbytek byl spo-
letné s 50ml vody odpafovan ve 250ml destilalni
bafice na rotafni vakuové odparce do vydestilovani
organické faze (tlak 35 kPa, teplota lazné 40°C]. Poté
bylo pfiddano 20 ml n-hexanu a bylo pokracovdno v od-
pafovani stejnym zpisobem. Zbyvajici vodna faze v des-
tilatni baiice byla po pfidani 30 g {NH.),S0, destilova-
na pres sestupny Liebigv chladif. Prvnich 15ml desti-
latu (nepoditaje zbytky organické faze) bylo v 50 ml
d#lici néalevee promyto 2X5ml CCly a vodnd faze byla
po pFidani 20 ml roztoku NaOH [c (NaOH) = 10 mol/1]
extrahovédna 2X5 ml CH,Cl,. Spojeny extrakt byl v 50 ml
délici nalevce promyt 4 ml H,50, [e [Hy504) = 4 mol/l]
a kysela vodna faze byla reextrahovana 10 ml CH,Cl;.

Dalsi ¢ast popisu plati pro postupy A, B i C:

Vzorek [tj. 20ml CH,Cly] byl v 50 ml délici nalevce
ziedén 10m! n-hexanu a extrahovan 2X5ml Hy50,
[e (H,80,] = 8mol/l]. Spojeny extrakt v H,SO, byl ve
250 ml destilaéni baiice smisen s 5ml 5% vodného eta-
nolu a 50 ml roztoku KMnO; [e [KMnO,;) = 0,2 mol/1].
Pro zachovani reprodukovatelnosti €iSténi vzorku a vy-
{8Zku NDMA behem oxidace musela byt teplota roztokil
pFed smisenim 20—23°C. Oxidaci alkoholu stoupla asi
na 35°C a postupn# klesala ast na 28 °C ve 30. minuté.
Presné po 30 minutdch od smiSeni s KMnO, bylo prida-
no 40 ml roztoku FeSO, e (FeS0,;)] = 1mol/l] a 60g
(NH,;),S0; a obsah baiky byl destlovan pfes sestupny
Liebigfiv chladi¢. Prvnich 30 ml destilatu bylo po smi-
eni s 30 ml roztoku NaOH [e [NaOH] = 10 mol/l] ve
100 ml dé&lici nalevce extrahovano 2X10 ml CHCly. Spo-
jeny extrakt byl odpafen na objem 2Zml v 50ml srdco-
vé baiice pripojené k trubicové destilaéni kolong& vysky
60 cm a svétlosti 4 mm pFi refluxu 2 : 1. Destilatni zby
tek byl po zfedéni 1ml n-hexanu extrahovan 0,2 mi
H,50, [e (H;SO04] = 10mol/l] behem pétiminutoveého
probublavani vzduchem v extraktni nddobce tvaru za-
brougené zkumavky s konickym dnem, postrannim tu-
busem pro piipojeni vakua a kapildrou sahajici ke dnu.
Vyexirahovand organicka faze byla odsata, extrakt byl
zbaven zbytki organické faze dalSim probublavanim
vzduchem a zfiltrovan pfes skelnou vatu v miniaturni
nialevce pomoci vakua. Extrakéni nadobka byla vy-
plachnuta 0,6 ml vody a vyplach byl pripojen filtraci ke
vzorku. K pfenosu vzorku byla pouZivana kapildra ex-
trakéni naddobky. Ve spojeném filtratu, jimaném do zku-
mavky o priméru 10mm, bylo provedeno stanoveni
NDMA.

STANDVENI NDMA

Ziskany koneény vzorek byl ochlazen mna 0°C, zbaven
0, probublavanim medicindlnim dusikem a analyzovén
DPP bé&inym zplisobem metodou standardniho pridavku.
Piidavek byl aplikovdn konstrikénimi mikropipetami (2,
5 € 10 ul) ve formé vodnych roztoki NDMA [e (NDMA)
= 1.10-% 1.10-% a 1.10—? mol/l1]. Méfeni probihalo
na polarografickém analyzatoru PA 2 ve spojeni se sou-
tadnicovym zapisovacem XY 4103 (vyrobky Laboratornich
piistroji, Praha) za téchto podminek:

pracovni elekiroda: rtutova kapkova podle Novotného

vyska rtutového sloupce: 60 cm

pratokova rychlost: 1 me/s

srovnavaci elektroda: nermalni kalomelova

operace: DPP

potatetni napéti: — 450 mV

merici rozsah: 750 mV

nériist linedrniho napéti: — 5 mV/s

doba Fizené kapky: 1s

amplituda pulsu: 50 mV

c’tlivost analyzatoru: 14 az 17
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citlivost zapisovate: 100 mV/cm pro ob& soufadnice.
Potencial piku NDMA je za t&chto podminek — 750 mV.

Pokud konefny vzorek pro DPP obsahoval vice neZ
2uz NDMA (tj. tehdy, kdyZ vjska piku dana vyse
uvedenymi podminkami méFeni pFfesahovala pTi citlivosti
14 stupnici zapisovale), byl vzorek pied stanovenim
NDMA zfedén H,50; [e [H;S0;) = 2,5mol/l]. Zfedénim
byla zaji§téna podminka pro pouZiti metody standardni-
ho pFidavku: linedarni zavislost proudu na koncentraci.
Optiméalni zfed&ni je na cca 0,5 ug NDMA/ml, coZ odpo-
vidd mé&Feni pFi citlivosti analyzdtoru 15. Red&ni vzorku
1ze obejit pouZitim korekénich graffi, odvozenjch ze za-
vislosti polarografického proudu na koncentraci NDMA.
Je vyhodné zavést do korekE€nich grafli téZ opravu na
ziedéni standardnim pfidavkem a aplikovat pfidavek
presnéji mikropipetami v&tsich objemt (10, 20 a 50 ul]
[4,5].

V piipad&, Ze nebyly pouZivany korekéni grafy, byl
obsah NDMA v pfivodnim vzorku uréen podle vzorce:

1000 100
Cyoma (pg/kg resp. ug/l) = =

myz. (g resp. ml) 7 [%0)
hu+hs
Ho¥Ho— (Mot ho)" V. [pl) . Cs. (pg/ul)
kde:
Myz. je mnoZstvi vzorku vzatého k analyze,
% — vytdzek NDMA b8hem zpracovani vzorku
{musi byt zjist&n samostatnymi pokusy),
Vs, — objem standardniho pfidavku,
Cst. — koncentrace NDMA ve standardnim piidav-
ku,
h, H — vysky pikdi NDMA pfepoftené na jednu zvo-
lenou citlivost analyzatoru,
h — odeéteno ze zdznamu DPP vzorku,
H — odeéteno ze zaznamu DPP po aplikaci stan-
dardniho pfidavku,
Hy, hy  jsou vySky vzestupné vEétve piku,
Hg, hy jsou vyiky sestupné vétve piku.

U vybranfch vzorkit byl proveden kvalitativni dikaz:
konetny vzorek po polarografickém stanoveni NDMA byl
za chlazeni vodou v plastované nadobce 45 minut oza-
fovan svétlem vinové délky 360 nm (UV lampa s filtrem
— Narva HOV 125 24 II], ptifemZ byl umistén ve vzda-
lenosti 10 cm od stfedu lampy v komofe vyloZené hlini-
kovou f6lii. Za téchto podminek byl polo€as fotcchemic-
kého rozkladu NDMA roven 10 minutam. Po fotolyze byl
proveden zdznam DPP — zmizeni piku méfené latky bylo
diikazem, Ze jde o NDMA.

Vzhledem k citlivesti NDMA vaéi UV zafeni v oblasti
300 aZ 400 nm (které je soudasti sluneéniho svétla a pro-
chazi okennim sklem) byly veskeré prédce provadény
v mistnosti s okny zakrytymi Zlutou {6lii, nepropousté-
jici vinové délky pod 500 nm. Stejnou sluzbu poskytne
tiplné zatemn&ni a osvétleni béZnymi wolframovymi Za-
rovkami, které maji v oblasti pod 400 nm zanedbatelnou
svitivost,

e T
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VYSLEDKY

Popsanou metodou bylo analyzovano osm vzorkidl 12%
svétlého piva, dva vzorky 18% tmavého piva, jeden
vzorek nealkoholického piva a €tyfi vzorky sladu. Sou-
béZné s analjzami byly méFeny vytéZky NDMA b&hem
zpracovani vzorku — aplikaci standardniho prfdavku do
vychoziho vzorku a vyhodnocenim pririistku NDMA
v konetném vzorku pro DPP. Standardni pfidavek do
piva byl doddn ve formé& vodného roztoku NDMA, pfi-
davek do sladu ve formé roztoku NDMA v CHCl; [na-
stfikem konstrikéni mikropipeton do osy extrakéni
patrcny ve 2/3 visky vrstvy sladu tésné pired vloZenim
patrony do exiraktoru). Teprve na zakladé zjisténych

primérnych vyt&Zkd byly vyhodnoceny analyzy piva a
sladu. Vysledky shrnuji tabulky 1 aZ 4 a dokumentuje
obr. 1.

Néalezy NDMA jsou v souladu s vysledky jiZ drive
publikovanymi [9]. Tmavd piva maji vyrazng vyssi
obsah NDMA neZ svétla [jako disledek jiné technologie
zpracovani sladu) a pouZiti pfimého ohfevu pii hvozdé-
ni sladu zvy3uje cbsah NDMA proti klasickému zpiiso-
bu aZ o dva tady.

HODNOCENI METODY A DISKUSE

Postup izolace NDMA ze substrdtu do konefného vzor-
ku pro DPP byl navrhovdn na zdkladg znalosti rozdélo-
vacich pomérii NDMA mezi rozpoustédly a riznymi vod-
nymi fazemi, chovdani NDMA p¥i destilaci s riiznymi roz-
poustédly a s vodou [po nasyceni anorganickymi sole-
mi), stability v@i¢i oxidaci manganistanem apod. [6—7].
Izolaéni postup byl obmé&iiovdn a optimalizovdn se zfe-
telem na dva protichfidné parametry: pracnost postupu
a mez detekce v konefném vzorku. Jednotlivé operace
byly upraveny tak, aby se pii nich dosahovalo vytéZku
asi 97 %9 — kromé& promyvéni vodného vzorku tetra-
chlormetanem [v§t&Zek asi 90 %) a oxidace manganista-
nem [vytdZek asi 75 %), Gfinnost uvedenych dvou ope-
raci je pro Cistotu kone&ného vzorku rozhodujici. Do-
sahované celkové vyidZky dobfe odpovidaji souéinu vy-
t8Zktl pfi jednotlivych operacich. Z vysledkd v tab. 1
a’ 4 je ziejmé, Ze vytEZek je ovliviiovan sloZenim ana-
lyzovaného substratu (pfi zpracovani Cistého vodného
roztoku NDMA je vytéZek 55 %). Rozdilné vytéZky jsou
zplisobeny zejména rozdilnymi pedminkami pf¥i oxidaci
manganistanem [6]. Kromé toho vytéZek jisté zdavisi i
na pouZité aparatufe a preciznosti prace. Proto je nutné
ovEFit si v§téZek NDMA pro kaZd§ typ analyzovaného
substratu pfed zavedenim této metody pro sériovou
analyzu.

Mez citlivosti [chapand jako nejniZii koncentrace
NDMA ve vychozim vzorku, jeZ je$t€ vytvoFi pfi DPP ko-
nedného vzorku odlisitelny pik NDMA na vzestupné vEtvi
rozkladného proudu elektrolytu] je zavisla na typu ana-
lyzovaného subsirdtu a ani u stejného vzorku nebyla
zeela reprodukovatelnd [5]. Pro nedostupnost pFislus-
nych substrath, jeZz by neobsahovaly NDMA, byla mez
citlivosti odhadovédna z kfivek DPP pfi analfze vzorki
s nizkym obsahem NDMA. Pfi analyze &istého vodného
0,1 ug/1, u nizkostupfiovych piv kolisala mezi 0,1 aZ 0,6
ug/l a u sladu byla 0,6 ug/kg. PFi rozboru 18% tmavého
piva nemchla byt mez citlivosti odhadnuta pro vysoky
obsah NDMA: zarudené je viak niZii neZ 1 ug/l.

Mez citlivosti pro NDMA je urfovana interferujicim
rozkladnym proudem elektrolytu pfi DPP. Rozkladny
proud je ovliviiovdn latkami pochazejicimi z analyzova-
ného substratu [Gastecné& i z pouZitfch chemikalii), kte-
ré sniZuji prepéti vodiku na rtuli, coZ se projevuje po-
sunem tangencialniho rozkladného mnapéti elektrolytu
(obr. 2). Posun odpovida 100 az 200 mV k pozitivnim
hodnotédm (proti ¢isté H,S0,) a ma za nésledek zhorSe-
ni meze citlivosti pro NDMA. ProtoZe citované latky pii-
sobi jako katalyzdtory [, katalytické proudy vodiku®)
|8] projevuji se jiz v extrémné nizkych koncentracich.
ZFejmé se vytvareji i pfi fotelyze (obr. I).

Vzdéalenost piku NDMA od rozkladného napéti elektro-
lytu zavisi v podstaté na &tyfech faktorech [6]. Nejdd-
lezitdjsim faktorem je stupein £iSiéni vzorku (viz prvni
odstavec této kapitoly]. Dalsim faktorem je teplota pfi
DPP. PFi jejim sniZovéni se vedle nevyznamného sniZe-
ni viech prouda souasné posunuje k negativnim hodno-
tam rozkladné napé&ti [resp. napéti katalytickych prou-
dfi vodiku) i poloha piku NDMA. Pritom posun piku
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Tabulka 1. Vysledky analgz 12% spétlého piva
Tabulka la. Vytéiky NDMA béhem zpracovani pzorku

Tabulka 2, Visledky analyz 18% tmavého piva
Tabulka 2a. Vytézky NDMA behem zpracovani vzorki

Pridavek do 250 ml et
Vzorek vichoziho vzorku I Vytslak
A 1,48 ug NDMA 48 %, 49 %
B 0,74 ug NDMA 47 Uy, 51 Y
(5 3,70 ug NDMA 41 U, 47 0y
prﬁ.rEr — | 47 % (£ 3,5%)

Tabulka 1b. Ndlezy NDMA

. Primér, relativni
Vzorek Nﬂlf"z [?I?MA smérodatna odchylka

HEl jedné analyzy

A 0,49 0,52 ug/l
0,55 + 8%

B 0,44
0,43 Ll,46(4.;_g,-’1
0,50 + 7 b
0,48

Cc 0,60
0,58 0,85 ug/l
0,77 +13 %
0,66

D 0,58 0,58 dug_u
0,58 0%

E 0,50 0,54 ug/l
0,58 +11 %

F 0,64 0,65 ({xg;’l
0,65 +104

G 0,71 0,76 ug/l
0,81 g th

H 0,45 0,49 u-/1
0,53 +12 04

; Pridavek do 250 ml el
Vieorek vychoziho vzorku Vyskaek
I 148 ug NDMA 44 ”’u 46 Yo
48 05, 49 04
primér | L 47 % + 2,5 %

Tabulka 2b. Ndlezy NDMA

NDMA je men3i a jeho vzdalenost od rozkladného na-
péti s klesajici teplotou roste, PFi analyzédch piva a sla-
du byla pro polarograflii zvolena teplota 0°C; technicke
problémy s udrZovanim jesté niZiich teplot nejsou kom-
penzovany dostatenym zlepSenim meze citlivosti.

Tretim faktorem je koncentrace H,S0, pfi DPP. § je-
jim ristem se posunuje pik NDMA i rozkladné napéti
k pozitivnim hodnotam. [ejich vzdjemna vzdalenost je
nejvétdi pfi e [H,S04) = 3 mol/l; smérem k vysiim a
nizsim koncentracim klesid. Kromé toho je v ch. & H,;80,
konstantngé pfitomno stopové mnoZstvi neznamé polaro-
graficky aktivni latky, jejiz vyluCovaci napéti je velmi
silné zavislé na koncentraci H,;S0,. Pri koncentraci e
[H;504) =z 3mol/l pik této latky interferuje s pikem
NDMA, pfi e [H;%04) = 25mol/l je poloha piku iéto
latky takova (cca — 500 mV, obr. 2), Ze do jisté miry
omezuje nepfiznivy vliv rozkladného proudu elektro-
lytu.

. Priamér, relativni
Vzorek e I:JDMA ] smirodatnd odchylka
(uail] Ao anales
_ jedné analyzy
| 11,2 ‘
123 12,3 ug/l
11,6 ; + 11 %
14,2 |
] 8.6 8.9 ‘u"{f}
I 92 + 504
2
I 11074 If,‘!ﬂ"z

i 1 = | E
-500 -0 -1000  -500 T 1000
—= E[mV]

Obr. 1. Ukdzka zaznamu DPP pri analyze piva a sladu

a) analyza sladu [(vzorek L), b] analyza 18 % tmavého piva (vio-
rek |), | — kirivka DPP vzorku, 2 — kiivka DPP vzorku pe stan-
dardnim piidavku, 3 — kfivka DEP vzorku po standardnim pii
davku a po fotoljze.

Poslednim faktorem je objem vzorku pro DPP. Snaha
ziepsit citlivost daldim sniZenim objemu konefného obje-
mu vzerku nevede k cili — mez citlivosti se naopak
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zhorsi nasledkem posunu rozkladného napéti, jenZ je
zpiisoben zkencentrovanim latek odpovédnych za tento
jev. Pomér 250 ml piva (resp. 50 g sladu)/0,8 ml vzorku
pro DPP je z hlediska meze citlivosti zhruba optimélni.

PTi analyzdch nebyl zjidt®n jediny piipad fale$né po-
zitivniho ndlezu (tj. ozafovani vZdy odstranilo pik pfi-
suzovany NDMA). ProtoZe kvalitativni diikazy fotolyzou
nejsou absolutni, bylo by vhodné pro verifikaci metody
provést paralelné sérii analyz popsanou polarografic-
kou metodou a metodou jinou [nejlépe detekiorem TEA].
MoZnost takového srovnani jsmé meéli v jediném pFipa-
dé: vzorek 12% svétlého piva (vzorek H], v ném# v NSR
[ Wissenschaftliche Station fiir Brauerei in Miinchen E.
W.] detektorem TEA nalezli 0,3 ug/l, poskytl pfi rozbo-
ru nasi metodou vysiedek 0,49 ug NDMA/I. Z jedné ana-
lyzy nelze ovSem odvozovat zdvéry, navic jde o kon-
centrace leZici na mezi citlivosti obou metod [autor
metody pro stanoveni NDMA v pivu detektorem TEA
[9] oznatuje ndlezy pod 05 ug/l jako nedetekovatelna
mnoZstvi. Pro srovnani by bylo tfeba vzit vzorek s vyg-
sim obsahem NDMA.,

1 |
=750 =1000

——=Efm]
Obr. 2. Posun rozkladného napéti elektrolytu neéistota-
mi z analyzovaného vzorku
Ziznam kfivek DPP: 1 — . B HS0y [e[Hp50y = 2.5 molfl)],
2 — koneény vzorek pri e ze destilované vody, 3 — konecény

viorek pri-analyze 12 % svitlého piva [vzorek E). R — rozkladny
proud elektrolytu

Tabulka 3. Vysledky analyzy nealkoholického piva

| Prameér,
v Pridavek do Ndlez | smérodatna
F'fg‘ | 250 ml vycho- | VyleéZek | NDMA | odchylka
I ziho vzorku ‘ [ug/l) jedné
| analyzy
1 | |
K | 374gNDMA | 520 A as 02
56 09 | — —
prim. ’
54 0 %
(+3 %) L8 o
K — — 0,64 0,63 ug/l
0,62 +20
|

Tabulka 4. Vysledky analjz sladu
Tabulka 4a. Vitéiky NDMA béhem zpracovdni vzorku

Pridavek do 50 g ‘ ’
Vzorek vychoziho vzorku . Vytézek
L 1,48 ug NDMA 42 %, 51 %
M | 7,40 ug NDMA 43 %, 48 %
primér | ekl | 46 % (£ 4 %)

T'abulka 4b. Ndlezy NDMA

Nalez | Pramér, relativni
Vzorek NDMA | smérodatna odchylka
[ug/kg] jedné analyzy
L (nepiimy 3.1 3,3 ug/kg
ohiev) 35 +9%
M [ohfev spal- 209 200 ug/kg
nymi plyny) 130 +7%
N [ohtev spal- 184
nymi plyny) 183 192 ug/kg
202 +50
199
P [ohrev spal- &3 88 ug/kg
nymi plyny] 93 8%

Po zabehnuli metody trvala analyza jedné ZarZe piva
(t]. paralelné dvou vzorkii z ni odebranych) asi 6 ho-
din, analyza jedné SarZe sladu (opét dva paralelni vzor-
ky] si vyzadala 10 hodin. Pokusy o zkraceni postupu
nebyly aspésné — vynechani nékieré z operaci pfi €idte-
ni vzorku vede ke zhorSeni meze citlivosti a zvySuje
nebezpe€i faleiné pozitivnich nélezf.

Relativni smérodatna odchylka vysledku jedné analy-
zy byla asi 8 "o, coZ v podstaté odpovida reprodukova-
telnosti vytezku NDMA pfFi piiprave vzorku. PFi paralel-
nim zpracovani dvou stejnych vzorkii je tedy relatival
smérodatnad odchylka priméru mensi neZ 6 .

Podrobné srovnani jednotlivych parametrf polarogra-
ficke metody a jinych metod, jeZ pFichézeji v tvahu
[ plynova chromatografie s detektory TEA, MS, AFID,
CECD, &i ECD], je uvedeno ve zpravé VUOS [4]. Celko-
vé lze Kkonstatovat, Ze hlavni vyhodou DPP je ne-
narotnost na investiéni vybaveni. Proti metoddm s de-
tektory AFID, CECD a ECD navic dosahuje o néco lepsi
citlivosli, pfitemZ pracnost Gpravy vzorku je jen nepod-
statn@ vetsi. Pro sériové analfzy [a pii dostupnosti de-
vizovych prostiedkt] je ovSem hez konkurence detek-
tor TEA.

Zajemce o zavedeni metody je5té upozorfiujeme, Ze
v poslednich fazich prace se vzorkem plati striktni pfi-
kaz Cistoty nddobi i chemikéalii. KaZdé znedistén{ se pro-
jevuje posunem rozkladného nap&ti elektrolytu k pozi-
tivnim hodnotdm a vede ke znehodnoceni vzorku. Pro-
to zde musi byt pouZivdn CHCI,; zasadn® &istoty p.a. a
H,50, zasadné Cistoty ch. ¢.

Obr. 3. Schéma postupu pFi stanoveni NDMA v pivu (po-
stup A, resp. B)

250 ml piva
|+ 2008 (NH,),50,
¥ destilace
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50 (resp. 55) ml destilatu
vyplachnuti odmérného véalce 5 ml H,0
| + 80ml CCly [resp. 130 ml)
Y odpafeni 70 ml (resp. 130 ml)
destiladni zbytek
[cca 40 ml H;0 + 20ml CCly)
vyplachnuti banky 5 ml H,0
oddéleni CCl, ,
promyti 1X20 ml CCl,
45 ml H,0
+ 40 ml NaOH, ¢ [NaOH) = 10 mol/1
¥ extrakce 2X15ml CH,Cl,
30 ml CH,Cl,
promyti 1X10 ml H,S0,,
e (H;S0,4] = 4 mol/l
reextrakce 30 ml CH,Cl,
60 ml CH,CI;
| 4 01ml [NH,;),50,
Y odpafeni
20 ml CH;CI;
+ 10 ml n-hexanu
extrakce 2X5ml H,;50,,
¢ (H;S04) = 8 mol/l
10 ml H,S0,
+ 5ml 5% etanolu
+ 50 ml KMnOy, € [KMnO4) = 0,2 mol/]
30 min oxidace
¥ + 40ml FeS0,, ¢ (FeS0,) = 1 mol/l
105 ml roztoku
|+ 60g (NH,),S0,
¥ destilace
30 ml H,0
| + 30ml NaOH, e (NaOH) = 10 mol/l
¥ extrakce 2X10 ml CHCI,
20 ml CHCl,
Y odpafeni
2ml CHCl,
‘ vyplachnuti batiky 1 ml n-hexanu
| extrakce do 0,2 ml H,S0,,
¥ ¢ (H;S04) = 10 mol/l
0,2 ml H,50,
|~ filtrace
¢ vyplachnuti extrakéni nadobky 0,6 ml
H,0

2
0.8 ml HyS0y ,  (H;504] = 255 mol/l

temperace na 0°C
stanoveni NDMA pomoci DPP metodou
stande‘i*n:dniho piidavku

u vybranych vzork kvalitativni dikaz:
45 min‘;’lt ozatovédni (4,5 polocasu)

- lemperace na 0°C
zéiznam Krivky DPP

APLIKACE METODY NA JINFE SUBSTRATY

Popsanou metodou lze stanovit pouze NDMA, a to ze

dvou divodi: jiné nitrosaminy prochazeji zpracovanim
vzorku s velmi nizkym v§igZkem a DPP neumoZiiuje sta-
noveni vice nitrosaminii vedle sebe, jelikoZ rozdily po-
tencidld pik@l jednotlivgch nitrosamini jsou men3i ne#
polo3ifky pikil. Pro toxikologické zhodnoceni je v%ak
potrebnd znalost obsahu viech nitrosamind; metoda je
proto vhodnd jen pro substraty obsahujici vyznamna
mnozstvi jediného nitrosaminu — NDMA,
. Pro aplikaci metody na jiné substraty nez pivo a slad
bez dpravy postupu (napf. na daldi suroviny & na me-
ziprodukty pfFi vyrob@ piva) musi byt splnény tyto pod-
minky [které nemusi byt postadujici]:

a) vodny roztok nesmi obsahovat velkd mnoZstvi ne-
tékavého podilu schopného véazat NDMA pfi destilaci,
ani veétsi mnoZstvi tékavého orzanického podilu, neZ je
schopno se odpafit pFi azeotropické destilaci s CCly
[postup A ¢i B),

b) tuhy materidl musi bft z nejvstsi fasti nerozpustny
ve smési CHCl; a CH;0H, pfifemZ pFitomny NDMA musi
byt toute smési extrahovateln§ (postup C).

Obr. 4. Schéma postupu pri stanoveni NDMA ve sladu
{postup C)

50 g sladu
| extrakce 2h
¥ 250 ml CHCl; + 30ml CH40H
200 ml extraktu
¥ odpafeni
50 ml CHCl;
vyplachnuti baiitky 10 ml CHCIl,
+ 50 ml H,0
odpateni CHCI,
’ + 20 ml n-hexanu
¥ odpafeni n-hexanu
50ml H,0 (+ 1 aZ 5ml org. faze)
| + 30g [NH;]50,
¥ destilace
15ml H;0 [+ 1 aZ 5 ml org. faze)
| vyplachnuti odmérného vélce 2 ml H,0
\L promyti 2X5ml CCls
17 ml H,0
+ 20 ml NaOH, e [NaOH] = 10 mol/l
extrakce 2 X5 ml CH,Cl,
10 ml CH,Cl,
promyti 4 ml H,S0,,
| © (HyS04) = 4mol/l
¥ reextrakce 10 ml CH,Cl,
20 ml CH,Cl,
| + 10 ml n-hexanu
| extrakce 2X5ml H,S0,,
¥ ¢ [Hy;S04] = 8 mol/l
10 ml H,S0,

Y
dalsi postup viz obr. 3.

U kaZdého nového typu substrdtu je tieba oviFit vi-
téZky NDMA b&hem tpravy vzorku, mez citlivosti a take,
zda neposkytuje faleiné pozitivni nalezy.
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Petenka, V. - Sagner, Z. - Mejstiik, V.: Stanoveni di-
metylnitrosaminu v piva a sladu metodou  difereniéné
pulsni polarografie. Kvas. prim., 28, 1982, . 3, 5. 49—53.

Podrobny popis a zhodnoceni novE vyvinuté metody
pro stanoveni stop dimetylnitrosaminu v pivu a sladu.
Metoda zaleZi v izolaci dimetylnitrosaminu z piva &i
sladu do malého objemu zfed&né Kkyseliny sirove, kde
je stanoven diferenc¢né pulsni polarografii a kvalitativng
dokdzan fotochemickym rozkladem. PouZitelnost metody
byla ovéfena analyzovanim osmi vzorks 12% své&tlého
piva, dvou vzorki 18% tmavého piva, jednoho wvzorku
nealkoholického piva a &ty vzorkd sladu. Reproduko-
vatelnost je asi 8 %, mez citlivosti 0,1 aZ 0,6 ug/l pro
rozbor piva a 0,6 ug/kg pro analyzu sladu. Metodu lze
pouZit pro kontrolu kvality exportovaného piva a sladu.
Je aplikovatelna i na jiné typy substratd. Nejvét$i vy-
hodou popisované metody proti metoddm dosud pouZi-
vanym je nenarotnost na investiéni vybaveni.
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Meuenka, B., Carnep, 3., Meiictpaxux, B.: Ycranobaenue
AHMETHIHHTPO3AMHHA B NHBE M COJOE METONOM pas-
HOCTHO-HMNYALCHON noasporpadmu. Ksac. npym., 28, 1982,
No 3, crp. 53—59.

[MTonpoGuoe onucanne H OLEHKA HOBOTO pa3padoTaHHoTo
METOAE 4 YCTaHOBJICHHS CJAENOB AMMETHAHHTpPO3aMHHA
B [HBe # co’dofe. Merox COCTOHT B HIOJAHRPOBAHNH THMe-
TINIHHTPO3AMHHA H3 NHBA HIH COMONA B MAIOM OOBEME pa3-
GaBiaeHHOl CepHONI KHCTIOTHI, TAe OH olipeienen MpH no-
MOULL  PA3HOCTHO-HMITYJLCHOIT noaaporpadun 0 gavecTt-
BEHHO J/I0Ka3an TPH [NOMOILH (POTOXHMHYECKOTo paznone-
nind. [lpuMenuyMocTs MeTofa NpPOBEPANAcs TIPH  AHATHIE
BoCbMH 1po6 12 % ceetsoro nuea, asyx npo6 18 % Tem-
HOTO 1HBa, OIHON 1poGe GeCCHHPTHOTD NHBA N YeTbIpex
00pasios  cotoaa. BocnponssoaaMocTs  NpHOANZHTENLHO
890, paszpewawmag CnocoGHOCT 0,1—06 gr/n nas ana-
au3a nusa W 06u/xr aaa asanuza coaona. Meron MomHO
HPHMEHHTE /I8 KOHTPOJsl KavyecTBA SKCMOPTHPOBANHOTO
coxona # nusd. OH OpPHMEHEM B LJ% JPYTHX THOOB Cy6-
crpatos. Camoii GOJBLION BHITOXOA OMHCHBAEMOrO MeTOIA
B CONOCTABJEHWH € METONaMM [0 CHX TIOP NPHMEHAIOLLH-
MUCH SBABAIOTCS €0 HH3KHE TPeGOBaHHA K KanuTalbHOMY
000pYI0BAHHIO,

Petenka, V. - Sagner, Z. - Mejsifik, V.: Estimation of
Dimethylnitrosamine in Beer and Malt by Differential
Pulse Polarography Method. Kvas. priim. 28, 1982, No. 3,
pp- 53—59.

A new developed method for the estimation of traces
of dimethylnitrosamine in beer and malt is described
and evaluated. A princip of this method is in an isola-
tion of dimethylnitrosamine from beer or malt into a
small volume of diluted sulphuric acid. In this solution,
dimethylnitrosamine is estimated by differential pulse
polarography and demonstrated qualitatively by photo-
chemical fission. The utility of this method was verified

in the analyses of eight samples of 12 % pale beer, two
samples of 18 % dark beer, one sample of nonalcoholic
beer, and four samples of malt. The reproducibility is
about 8%, the lower limit for the estimation is from
0.1 to 0.6ugl-! with a beer analysis and 0.6 ugkg—1
with a malt analysis. The method can be used for a
check of the quality of exported beer and malt. The
method can be applied on other types of substrates,
too. The main advantage of this method, in comparison
with the methods routinely used, is in low investment
reqguirements,

Pefenka, V. - Sagner, Z. - MejstFik, V.: Bestimmung des
Dimethylnitrosamins in Bier und Malz mittels der Me-
thode der Differenz-Pulsionspolarographie. Kvas. pram.
28, 1982, No. 3, 5. 53—50.

Der Artikel enthidlt eine ausfithrliche Beschreibung
und Auswertung einer neu entwickelten Methode zur
Bestimmung von Dimethylnitrosamin-Spuren im Bier und
Malz, Die Methode besteht in der Isolierung des Di-
meihvinitrosamins aus dem Bier oder Malz in ein ge-
ringes Volumen verdiinnter Schwefelsdure, wo es durch
Differenz-Pulsionspolarographie bestimmt und durch
fotochemische Zersetzung qualitativ bewiesen wird. Die
Anwendbarkeit der Methode wurde an acht Proben 12%
hellen Bieres, zwei Proben 18% dunklen Bieres, einer
Probe alkoholfreien Bieres und vier Malzproben ge-
priift. Die Reproduzierbarkeit ist ungefahr 8%, die
Empfindlichkeitsgrenze 0,1 bis 0,6g/l fiir Bieranalysen
und 0,6 g/kg fiir Malzanalysen. Die Methode ist fiir die
analytische Qualitdtskontrolle des =zum Export be-
stimmten Bieres und Malzes geeignet. Sie kann auch
auf andere Substratentypen appliziert werden. Der ent-
scheidende Vorteil der beschriebenen Methode gegen-
iiber den bisher angewandten.Methoden ist ihre An-
spruchslosigkeit an die Investitionsausstattung.



