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1. ÚvoD
Polycyklické aromatické uhlovodíky se řa-

di mezl\áky znečišfující životní prostředí a vy-
značljici se vysokou odolností vůči odbourá-
váni |1'2,3l. Neustálé narušování přirozené
rovnováhy zejména prumyslovými exhalace-
mivedekekumulacitěchtolátekvbiosféřeaje-
jich pronikání do potravního Íetězce.

Bylo prokázáno, že na celkovém denním
příjmu polycyklických aromatických uhlo-
vodíků do lidského organismu (2_l8 pg) se
největší mírou podílí potrava (l'6_16VE),za-
tímco ovzduší polze0,2 pg a pitná voda 0'03
;lg. Karcinogenní frakce, jejimiž složkami
jsou zejména chrysen, benzo(a)pyren a iso-
mery benzofluoranthenu, představuje potom
20_30 vo této sumy Í4,5,6].

Ve sloŽkách potravy je třeba věnovat po-
zornost zejména poŽivatinám konzumova-
ným ve větším rozsahu. Pivo se svou pru-
měrnou roční spotřebou 160 1 na osobu do
této kategorie bezesporu patří.

Legislativa České republiky počítá s vý-
skytem po|ycyklických aromaticloých uhlo-
vodíků v potravním řetězci jen u pitné vody
[7]. Pro ostatní poŽivatinyje rozpracován ná-
vrh ,,Směrnice o přídatných látkách a konta-
minantech v poživatinách..[8]. Pro jednotli.
vé skupiny potravin je navrhována nejvyšší
přípustná hodnota pro benzo(a)pyren' pro
ce|kové množství všech polycyklických aro.
matických uhlovodíků je potom přípustná
hodnota 10x vyšší [8]. V praxi to znamená
podle druhu potraviny nejvyšší přípustnou
hodnotu pro benzo(a)pyren v intervalu
1_10 pg/kg a pro celkovou sumu uhlovodíků
potom 10_100 pg/kg. Pivo není zatím v ná-
vrhu jako samostatná kategorie uvažováno.

Naše laboratoř vypracovďa postup pro izo-
laci polycykliclých aromatických uhlovodíků
z piva extrakcí na pevné fázi (SPE) s vyuŽitím
extrakčních disků a následným stanovením
analytů metodou kapalinové chromatografie.

Extrakční dislly ve srovnání s exnakčními ko-
lonkami dovolují zpracovéti větších objemů
r.zorků v relativně krátkém čase..\ětší vniřní po-
vrch extrakčních disků zaručuje velkou kapaci-
nr, větší hustota náplně a jednotnost částic eli-
minují tzv. kanálkovaní typické pro extrakční
kolonky. Spotřeba rozpouštědel je ve srovnání
s extrakcemi kapďina_kapalinavelmi nízká [9].

Pro počáteční orientaci byly anďyzovány
po|ycyklické aromatické uhlovodíky sledo-
vané v ČR a zaÍazené mezt lkazatele zne-
čištění zemin a podzemních vod [l0]: an-
thracen, benzo(a)anthracen, benzo(a)pyren,
fenanthren, fluoranthen, chrysen a naftalen.

2. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁsT
2.1 Materitil a metody

Standardy polycyklických aromatických
uhIovodíků:
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- anthracen, benzo(a)anthracen,
benzo(a)pyren, fenanthren, fl uoranthen,
chrysen a naftalen (Supelco, USA)
- methanol (Merck, sRN) - použit pro
přípravu základních roztoků: naftalen
I0 210 pg/ml, fenanthren 256 trrg/ml, ant-
hracen 352 pg/ml, fluoranthen 320 pg/ml,
benzo(a)anthracen 254 pg/ml, chrysen
104 pg/ml, benzo(a)pyren 356 pg/ml a jejich
další ředění pro kalibrační účely'

* Pro extrakci napevnéfázi:
- standardní vakuová filtrační aparatura
- extrakční disky: membránové (PTFE)

3M Empore Cl8 (USA)
_ ultračistá voda (Millipore, USA)
- methanol, ethanol (Merck, SRN)
- dichlormethan (Fluka, Švýcarsko)
- filtrační skleněné kuličky Empore filter

ArD 400 (usA)
- membránový filtr pro filtraci extrahova-

ného vzorku 0,2 1tm (Whatman, USA)
- bezvodý síran sodný (Lachema, Brno)
- tlakový dusík na odfoukání rozpouštědla

* Pro HPLC ana|ýzu..
-kapalinový chromatograf Hewlett-Pac-

kard HP 1090
- fluorescenční detektor HP l04ó A s pro-

gramovatelnou excitační a emisní vlnovou
délkou

- kolona: kovová 250 x 4 mm, náplň Nuc-
leosil 5 C18 - PAH (Macherey Nagel,
SRN)

- redestilovaná voda pro HPLC (VUPS )
- acetonitril (Merck, SRN)

2.2 Příprava vzorku
0'5 l piva bylo extrahováno na extrakčním

disku Empore Cl8 v běžné vakuové fitrační
aparatuře. ochranu disku před zanesením
suspendovanými částicemi zajišťovala vrst-
va inertních skleněných fitračních kuliček
vysoká 1 cm.

1. Kondicionace extrakčního disku:
systém byl promyt 10 ml methanolu a pro-
pláchnut l0 ml ultračisté vody. Disk byl
vždy 3 minuty napouštěn, a teprve potom
byla kapalina odsávána. Disk nesměl v této
fázi vyschnout.

2. Na kondiciovaný disk bylo aplikováno
0'5 l odpěněného piva.

3' Po extrakci byl disk prosátím vzduchu
vysuŠen.

4. Disk byl vymyt 3x5 ml dichlormethanu
a extrakt vysušen na sloupci bezvodého sí-
ranu sodného.

5. Dichlormethan byl odpařen jemným
proudem dusíku.

6' odparek b1 l rozpuštěn v 1 ml metha-
noIu a po přeÍŤltror.ání přes membránový filtr
ihned anal1'zor.án.

2.3 HPLC analí.:a
K HPLC analýze byl pouŽit kapalinový

chromatogrď Hewlett - Packard HP 1090
s fluorescenčním detektorem HP 1046 s pro.
gramovatelnou excitační a emisní vlnovou dél-
kou. Separace probíhala na kovové analytické
koloně 250 x 4 mm s náplní Nucleosil 5 Cl8
- PAH (Macherey _ Nagel' SRN) s mobilní fá-
zí acetonitril _ voda s gradientovou elucí. Tep-
lota kolony byla 35 "C, prutok 0,9 mVmin.

Časový profil gradientu podávátabulka I,

Tab. 1 Časový profil gradientu pro rozdělení
poly cy klický ch aromaticlqý c h uhl ov o -
díků na koloně C18 _ PAH

Na kolonu bylo dávkováno 10 pl vzorku.
Excitační a emisní vlnové délky pro fluo-
rescenční detekci byly optimalizovány scan-
ningem spekter. Zvoleté vlnové délky pro
měřeníjsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2 Excitační a emisní vlnové délkv oro
mě ření polycykl ickych a ronati1kych
uhlovodíků.

Tab. 3 Detekční meze a minimdlní stanovitel-
né koncentrace v pivu při nóstřiku
10 1tl 500x zakoncentrovaného vzorku.

čas (min) % acetonitrilu Vo vody

I
5

20
30
35
40

60
60
80
90

100
100
60

40
40
20
10
0
0

40

Doba kondicionace kolony před nástň-
kem každého dalšího vzorku bvla vždv
l0 minut.

uh1ovodík excitační
vlnová

délka nm

emisní
v1nová

délka nm

naftalen
fenanthren
anthracen
fluoranthen
benzo(a)anthracen
chrysen
benzo(a)pyren

280
248
248
zJz

264
264
248

310
314
374
447
384
384
410

uhlovodft
detekční

meze (ng)

minimá|ní
koncentrace
stanovitelná
v piru (ngll)

naftalen
fenanthren
anthmcen
fluoranthen
benzo(a)anthracen
chrysen

0,213
0,056
0,029
0,055
0,037
0,041

54,6
tt,2

\x

11,0
1,4
9.)

I
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ZméÍené .detekční meze (odpovídající
trojnásobné hodnotě šumu) a od nich odvo-
zené minimální teoreticky stanoviteIné kon-
centracejednot|ivých uhlovodíků v pivu po
pětisetnásobném zakoncentrování za píeď-
pokladu I007o výtěŽnostijsou shrnuty v ra-
bulce 3.

3. VÝSLEDKY A DISKUSE
3.l Výtěžnost metody

VýtěŽnost metody R byla zjištěna jako po-
měr mezi skutečně nalezeným zvýšením
koncentrace (c2_ c1) standardním přídavkem
a známým přídavkem vztaženým na
I I vzorku (co):

(,^_ í' '
RVa = " '  - '  x 100

cp

Byla změřena původní koncentrace c,jed-
notlivých uhlovodíků, standardní přídavek
byl volen tak, aby se výsledná koncentrace
c2jednotlivých uhlovodíků zvýšila 2x až 3x,
tj. k 0'5 l odpěněného piva bylo přidáno
700 pl 5000x methanolem zředěného zá-
sobního roztoku.

Byly zjištěny tyto pruměrné Výtěžnosti
jednotlivých uhlovodíků: fenanthren 20 r/o,

anthracen 66 7a, fluoranthen 60 Va,
benzo(a)anthracen 73 7o, chrysen 102 %,
benzo(a)anthr acen 1 1 27a' Všechny uvedené
uhlovodíky s výjimkou fenanthrenu splňují
požadavek, aby výtěžnost metody leŽela v in-
tervalu 60-|20 vo Í1Il.

Naftalen nebyl v pivu vůbec identiflko-
ván; vzhledem k jeho těkavosti a nízkým
odezvám nebyla jeho výtěŽnost zjišťována.

3.2 HPLC analýztt retÍlných vzorků
HPLC metodou byly ana|yzovány tři vzor-

ky piva ruzného původu, získané z obchodní
Sítě. Zjištěné hodnoty vzhledem k dosaženým
výtěŽnostem lze s výjimkou fenanthrenu po-
važovat za spolehlivé, naftalen nebyl v pivu
za uvedených analytických podmínek proká-
zán. Thbulka 4 udává Zjištěné koncentrace
ostatních sledovaných uhlovodíků v pivu.
obrrízek '/ představuje chromatogram poly-
cyklických aromatických uhlovodíků v pivu
ajeho porovnání se standardem.

Tt t b' 4 S t a n r n e n í n ě k t e r,_ c h p o l v c,- k l i c x 1a c ll
aromttt i c ký c ll ul.tlov o dí ků v p iv tt.

uhlovodík
pivo I
(ng/l)

pivo II
(ng/l)

pívo III
(ng/l)

anthracen
fluoranthen
benzo(a)anthracen
chrysen
benzo(a)pyren

12,6

39,8
31,8

stopy

12,'7
tt  4
20,8
I'7,2
stopy

11,5
))q
))1

13,2
stopy

4. ZÁvĚR
Ziskané výsledky potvrzují přítomnost

polycyklických aromatických uhlovodíků
v pivu. JestliŽe by se koncentrace ostatních
polycyklických aromatických uhlovodíků
pohybovaly ve stejných relacích, lze před-
pokládat, Že všech 16 uhlovodíků, které sle-

obr.I HPLC chrulmatog,ram pol1,cl.klickÝch aromatických uhlovodíků s fluorescenční detek.
cí' A standardní roztok, l_ ltaftalen ( I027 ng/ml), 2_fenanthren (25'6 ng/ml), 3 _ ant-
hracen (35,2 ng/ml), 4 -.fluorunthen ( 32,0 ng/ml), 5 - benzo(a)anthracen 25,4 nghnl),
6 - chrysen (20,8 ng/ml),7 - benzo(a)pyren (35,6 ng/ml). B extrakt z piva. Nóstřik
I0 ul.
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duje organizace EPA [2], by mohlo v cel-
kovém mnoŽství přítomném v pivu vykazo.
vat koncentrace na úrovních niŽších než 1
pg/l. Toto tvrzeni si však vyžádá rozsáhlejší
studii zahrnujicí ana|ýzu podstatně širšího
souboru vzorků. Stejně tak je pravděpo-
dobné, Že při vyšších konzumacích piva ně-
kterýmijednotlivci, by se i polycyklické aro-
matické uhlovodíky v tomto nápoji obsažené
mohly projevit jako rizikové zatíŽeni |id-
ského organismu.
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