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1. UVOD

Polycyklické aromatické uhlovodiky se fa-
dimezi latky zneCiStujici Zivotni prostredi a vy-
znacujici se vysokou odolnosti via¢i odbourd-
vani [1,2,3]. Neustdlé naruSovini pfirozené
rovnovihy zejména prumyslovymi exhalace-
mi vede ke kumulaci téchto latek v biosféfe aje-
jich pronikani do potravniho fetézce.

Bylo prokdzano, Ze na celkovém dennim
piijmu polycyklickych aromatickych uhlo-
vodiku do lidského organismu (2-18 g) se
nejvetsi mirou podili potrava (1,6-16ug), za-
timco ovzdusi pouze 0,2 ug a pitna voda 0,03
pg. Karcinogenni frakce, jejimiZ slozkami
jsou zejména chrysen, benzo(a)pyren a iso-
mery benzofluoranthenu, predstavuje potom
20-30 % této sumy [4,5,6].

Ve slozkach potravy je tfeba vénovat po-
zornost zejména poZivatindm konzumova-
nym ve vétSim rozsahu. Pivo se svou pri-
mérnou ro¢ni spotfebou 160 1 na osobu do
této kategorie bezesporu patfi.

Legislativa Ceské republiky po¢ita s vy-
skytem polycyklickych aromatickych uhlo-
vodikll v potravnim fetézci jen u pitné vody
[7]. Pro ostatni poZivatiny je rozpracovin ni-
vrh ,.Smérnice o pridatnych litkéach a konta-
minantech v poZivatiniach™ [8]. Pro jednotli-
vé skupiny potravin je navrhovana nejvyssi
pfipustna hodnota pro benzo(a)pyren, pro
celkové mnoZstvi viech polycyklickych aro-
matickych uhlovodiki je potom pfipustna
hodnota 10x vy38i [8]. V praxi to znamena
podle druhu potraviny nejvyssi pfipustnou
hodnotu pro benzo(a)pyren v intervalu
1-10 pg/kg a pro celkovou sumu uhlovodiki
potom 10-100 pg/kg. Pivo neni zatim v na-
vrhu jako samostatnd kategorie uvazovano.

Nase laborator vypracovala postup pro izo-
laci polycyklickych aromatickych uhlovodiki
z piva extrakci na pevné fazi (SPE) s vyuzitim
extrakénich diskii a ndslednym stanovenim
analyti metodou kapalinové chromatografie.

Extrakéni disky ve srovnéni s extrakénimi ko-
lonkami dovoluji zpracovini vétSich objemi
vzorkt v relativné kratkém case. VEtSi vnitini po-
vrch extrakénich diski zarucuje velkou kapaci-
tu, vétsi hustota naplné a jednotnost Castic eli-
minuji tzv. kandlkovani typické pro extrakéni
kolonky. Spotfeba rozpoustédel je ve srovnéni
sextrakcemi kapalina—kapalina velmi nizka [9].

Pro pociteéni orientaci byly analyzoviny
polycyklické aromatické uhlovodiky sledo-
vané v CR a zafazené mezi ukazatele zne-
¢iSténi zemin a podzemnich vod [10]: an-
thracen, benzo(a)anthracen, benzo(a)pyren,
fenanthren, fluoranthen, chrysen a naftalen.

2. EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Materidl a metody

Standardy polycyklickych aromatickych
uhlovodiku:

— anthracen, benzo(a)anthracen,

benzo(a)pyren, fenanthren, fluoranthen,

chrysen a naftalen (Supelco, USA)

— methanol (Merck, SRN) - pouZit pro

pfipravu  zdkladnich roztok(: naftalen

10 270 pg/ml, fenanthren 256 pg/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

dal$i fedéni pro kalibra¢ni tcely.
* Pro extrakci na pevné fazi:

— standardni vakuova filtra¢ni aparatura

— extrakéni disky: membrinové (PTFE)
3M Empore C18 (USA)

— ultracista voda (Millipore, USA)

— methanol, ethanol (Merck, SRN)

~ dichlormethan (Fluka, Svycarsko)

— filtra¢ni sklenéné kuli¢ky Empore filter
AID 400 (USA)

— membranovy filtr pro filtraci extrahova-
ného vzorku 0,2 um (Whatman, USA)

— bezvody siran sodny (Lachema, Brno)

— tlakovy dusik na odfoukani rozpoustédla
* Pro HPLC analyzu:

— kapalinovy chromatograf Hewlett-Pac-
kard HP 1090

— fluorescencni detektor HP 1046 A s pro-
gramovatelnou excita¢ni a emisni vinovou
délkou

— kolona: kovova 250 x 4 mm, napli Nuc-
leosil 5 C18 — PAH (Macherey Nagel,
SRN)

~ redestilovand voda pro HPLC (VUPS)

— acetonitril (Merck, SRN)

2.2 Priprava vzorku

0,5 1 piva bylo extrahovano na extrakénim
disku Empore C18 v bézné vakuové fitracni
aparatufe. Ochranu disku pfed zanesenim
suspendovanymi Casticemi zajiStovala vrst-
va inertnich sklenénych fitraénich kulicek
vysokd 1 cm.

I. Kondicionace extrak¢niho disku:
systém byl promyt 10 ml methanolu a pro-
plaichnut 10 ml ultracisté vody. Disk byl
vzdy 3 minuty napou$tén, a teprve potom
byla kapalina odsdvdna. Disk nesmél v této
fazi vyschnout.

2. Na kondiciovany disk bylo aplikovano
0.5 1 odpénéného piva.

3. Po extrakci byl disk prosatim vzduchu
vysusen.

4. Disk byl vvmyt 3x5 ml dichlormethanu
a extrakt vysuSen na sloupci bezvodého si-
ranu sodného.

5. Dichlormethan byl odpafen jemnym
proudem dusiku.

6. Odparek byl rozpuStén v 1 ml metha-
nolu a po prefiltrovdni pfes membranovy filtr
ihned analyzovin.

2.3 HPLC analvza
K HPLC analyze byl pouzit kapalinovy

chromatograf Hewlett - Packard HP 1090
s fluorescenénim detektorem HP 1046 s pro-
gramovatelnou excitaéni aemisni vinovou dél-
kou. Separace probihala na kovové analytické
koloné 250 x 4 mm s néplni Nucleosil 5 C18
—PAH (Macherey — Nagel, SRN) s mobilni fa-
zi acetonitril — voda s gradientovou eluci. Tep-
lota kolony byla 35 °C, priitok 0,9 ml/min.
Casovy profil gradientu podéva tabulka 1.

Tab. 1 Casovy profil gradientu pro rozdéleni
polyeyklickych aromatickych uhlovo-
dikit na koloné C18 — PAH

¢as (min) % acetonitrilu % vody
1 60 40
5 60 40
20 80 20
30 90 10
35 100 0
40 100 0
45 60 40
Doba kondicionace kolony pied nastfi-
kem kaZdého dalSiho vzorku byla vidy
10 minut.

Na kolonu bylo davkovano 10 pl vzorku.
Excitaéni a emisni vinové délky pro fluo-
rescencni detekci byly optimalizovédny scan-
ningem spekter. Zvolené vinové délky pro
méfeni jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2 Excitacni a emisni vinové délky pro
méveni polycyklickych aromatickych

whlovodikai.
uhlovodik excitacni emisni
vinova vlnova
délka nm | délka nm
naftalen 280 370
fenanthren 248 374
anthracen 248 374
fluoranthen 232 447
benzo(a)anthracen 264 384
chrysen 264 384
benzo(a)pyren 248 410

Tab. 3 Detekcni meze a minimdlni stanovitel-
né koncentrace v pivu pri ndstriku
10 pl 500x zakoncentrovaného vzorku.

miniméalni

detek¢ni | koncentrace

uhlovodik meze (ng)| stanovitelna

v pivu (ng/l)
naftalen 0.273 54.6
fenanthren 0,056 11,2
anthracen 0,029 5.8
fluoranthen 0,055 11,0
benzo(a)anthracen | 0,037 74
chrysen 0,041 8.2
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Zméfené “detekéni meze (odpovidajici
trojndsobné hodnoté Sumu) a od nich odvo-
zené minimalni teoreticky stanovitelné kon-
centrace jednotlivych uhlovodikii v pivu po
pétisetndsobném zakoncentrovéni za pred-
pokladu 100% vytéZnosti jsou shrnuty v ra-
bulce 3.

3. VYSLEDKY A DISKUSE
3.1 Wyitéznost metody

Vytéznost metody R byla zjisténa jako po-
mér mezi skute¢né nalezenym zvySenim
koncentrace (¢,— ¢) standardnim pfidavkem
a znamym pfidavkem vztaZenym na
1 1 vzorku (c,):

R =20 o500
(.'p

Byla zméfena puvodni koncentrace ¢, jed-
notlivych uhlovodiki. standardni pfidavek
byl volen tak, aby se vysledna koncentrace
¢, jednotlivych uhlovodiki zvySila 2x a7 3x,
tj. k 0.5 1 odpénéného piva bylo pfidino
700 wl 5000x methanolem zfedéného za-
sobniho roztoku.

Byly zjistény tyto pramémé vytéZnosti
jednotlivych uhlovodikut: fenanthren 20 %,
anthracen 66 %, fluoranthen 60 %,
benzo(a)anthracen 73 %, chrysen 102 %,
benzo(a)anthracen 112%. VSechny uvedené
uhlovodiky s vyjimkou fenanthrenu spliuji
pozadavek, aby vytéZnost metody leZela v in-
tervalu 60-120 % [11].

Naftalen nebyl v pivu vibec identifiko-
van; vzhledem k jeho tékavosti a nizkym

-

odezvidm nebyla jeho vytéZnost zjistovina.

3.2 HPLC analyza redinych vzorki

HPLC metodou byly analyzovany tfi vzor-
Ky piva rizného puvodu, ziskané z obchodni
sité. Zjisténé hodnoty vzhledem k dosazenym
vytéZnostem lze s vyjimkou fenanthrenu po-
vazovat za spolehlivé, naftalen nebyl v pivu
za uvedenych analytickych podminek proka-
zan. Tabulka 4 udava zjisténé koncentrace
ostatnich sledovanych uhlovodiki v pivu.
Obrdzek 1 predstavuje chromatogram poly-
cyklickyeh aromatickych uhlovodikii v pivu
a jeho porovnani se standardem.

Tab. 4 Stanoveni néktervch polyvevklickych
aromatickych whlovodikit v pivu.

pivo I | pivo II | pivo III
uhlovodik (mg/l) | (ng/l) | (ng/l)
anthracen 12.6 12,7 11.5
fluoranthen 432 | 334 229
benzo(a)anthracen| 398 | 208 22,1
chrysen 3781 17.2 13.2
benzo(a)pyren stopy | stopy | stopy

4. ZAVER

Ziskané vysledky potvrzuji pfitomnost
polycyklickych aromatickych uhlovodiki
v pivu. Jestlize by se koncentrace ostatnich
polycyklickych aromatickych uhlovodikii
pohybovaly ve stejnych relacich. lze pred-
pokladat, Ze vSech 16 uhlovodikil, které sle-

Obr.l HPLC chromatogram polyevklickych aromatickych whlovodiki s fluorescencni detek-
ci. A standardni roztok, 1—naftalen (1027 ng/ml), 2— fenanthren (25,6 ng/ml), 3 — ant-
hracen (35,2 ng/ml), 4 — fluoranthen (32,0 ng/ml), 5 — benzo(a)anthracen 25,4 ng/ml),
6 — chrysen (20,8 ng/ml),7 — benzo(a)pyren (35,6 ng/ml). B extrakt z piva. Ndstrik
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duje organizace EPA [12], by mohlo v cel-
kovém mnozstvi pfitomném v pivu vykazo-
vat koncentrace na trovnich niz8ich nez 1
pg/l. Toto tvrzeni si vSak vyZzada rozsihlejSi
studii zahrnujici analyzu podstatné Sirsiho
souboru vzorki. Stejné tak je pravdépo-
dobné, ze pri vyssich konzumacich piva né-
kterymi jednotlivci, by se i polycyklické aro-
matické uhlovodiky v tomto napoji obsazené
mohly projevit jako rizikové zatizeni lid-
ského organismu.
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