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Abstrakt:

V ramci diplomovej prace bola vyvinutd a optimalizovana metdda stanovenia N-
nitrozoprolinu a N-nitrozosarkosinu v slade plynovou chromatografiou
S chemiluminiscenénym detektorom. Optimalizacia extrakénej metddy bola uskutocnend
pomocou metddy odezvovych ploch. Na kvantifikdciu bola pouzitd metdda interného
Standardu (N-nitrozopipekolova kyselina), v ramci ktorej bolo potrebné overit' vplyv
matricovych efektov. Tie boli potvrdené v mnichovskom a plzenskom slade, preto bolo pre
kvantifikdciu nutné zostrojit’ matricovu kalibra¢nu krivku. Vyvinuta metdda bola aplikovana
na pSeni¢ny, mnichovsky a plzensky slad. N-nitrozoprolin bol detekovany len
v mnichovskych sladoch a v ostatnych pripadoch bol pod limotom detekcie (LOD=4,0 ug/kg).
N-nitrososarkosin bol vo vsetkych pripadoch pod limitom detekcie (LOD=3,7 ug/kg).
Matricova kalibracna krivka bola zostrojena pre experimentalny mnichovsky slad, kde bola

koncentracia NPRO 13,2 + 2,9 pg/kg.
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Abstract:

The aim of diploma thesis has been development and optimization of method
determination of N-nitrososarcosine and N-nitrosoproline in malt by gas chromatography
with chemiluminiscence detector. Optimization of extraction method has been performed by
response surface method. Quantification has been performed by internal standard method (N-
nitrosopipecolic acid, in which matrix effects has been studied. These has been verified in
miinchen and pilsen malt, therefore matrix-matched calibration has been constructed. The
developed method has been aplicated on wheat, miinchen and pilsen malt. N-nitrosoproline
was detected only in miinchen malt and in other cases has been under limit of detection
(LOD=4,0 pug/kg). N-nitrososarcosine was in all cases under limit of detection (LOD=3,7
ug/kg). The matrix-matched calibration has been constructed for experimental miinchen malt

with N-nitrosoproline concentration at 13,2 + 2,9 pg/kg.
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Zoznam skratiek a symbolov

GC —plynova chromatografia

TEA — chemiluminiscen¢ni detetektor

NDMA — N- nitrozodimetylamin

NPRO — N-nitrozoprolin

NSAR — N-nitrozosarkosin

ATNC —zdanlivé celkové N-nitrozo zliceniny
NDEA — N-nitrozodietylamin

NPIP — N-nitrozopiperidin

NMOR — N-nitrozomorfolin

NHPRO — N-nitrozohydroxyprolin

NPIC — N-nitrozopipekolova kyselina

NTCA — N-nitrozo tiazolidin-4-karboxylova kyselina
DMA — dimetylamin

ME — matricové efekty

MS/MS — tandemova hmotnostna spektrometria
HPLC — vysoko ucinna kvapalinova chromatografia
LC — kapalinova chromatografia

SPE - extrakcia na tuhej faze

LLE — extrakcia kvapalina-kvapalina

SPME — mikro extrakcia na tuhej faze

MAE — mikrovlna extrakcia

APCI — chemicka ionizécia za atmosferického tlaku
ESI — ioniz4cia elektrosprejom

BSTFA — bis(trimetylsilyl) trifluoroacetamid

LOD — limit detekcie

LOQ — limit kvantifikacie

OFAT — one factor at time

RSM — metdda odozvovej plochy

N — pocet merani

k — pocet faktorov



Cp — centralny bod

CCD - central composite design

a — vzdialenost’ centralneho bodu od axialnych bodov
DCM — dichlérmetan

EtAcC -etylacetat



1 Uvod

N- nitrozozli¢eniny, konkrétne N-nitrozaminy patria do skupiny latok, ktoré maju
mutagénne a karcinogénne u¢inky [1]. Tieto Géinky boli skiimané na laboratornych zvieratach
s tvrdenim, Ze obdobné moézu byt aj u l'udi [2]. Vyskyt N-nitrozaminov bol zaznamenany
v roznych typoch potravin, najmid v konzervovanom audenom mise, vo vode [2],
v alkoholickych napojoch napr. vo vine [3], v pive a vo whisky [2]. Do piva sa N-nitrozaminy
moézu dostat’ réznymi cestami, bud’ prostrednictvom pivovarskych surovin [4] alebo
bakterialnou kontaminaciou [2].

Stanovenie N-nitrozaminov zavisi na ich fyzikalno-chemickych vlastnostiach, podl'a
ktorych sa delia na prchavé a neprchavé latky. V sucasnosti je stanovenie obsahu prchavych
N-nitrozaminov v potravinach a Vv pive (resp. v slade) rutinnou zalezitostou. Prevadza sa na
zdklade vakuovej destildcie anaslednej separacie a detekcie pomocou plynovej
chromatografie (GC) v kombinacii s chemiluminiscenénym detektorom (TEA, z ang. thermal
energy analyzer). Medzi hlavnych zastupcov prchavych N-nitrozaminov patri N-
nitrozodimetylamin (NDMA). Druhou skupinou latok st neprchavé N-nitrozaminy, ktorych
najbeznejsimi zastupcami st N-nitr6zo aminokyseliny, konkrétne N-nitrozoprolin (NPRO) a
N-nitrozosarkozin (NSAR) [2]. Metody na stanovenie NPRO, NSAR v pive a v slade, nie st
doposial’ dostato¢ne vyvinuté na to, aby stanovenie tychto latok bolo rutinné, spolahlivé a
jednoduché. Ked'ze z pivovarskych surovin najvyssi obsah N- nitrozaminov vykazuje slad [4]
je vysoka pravdepodobnost’ kontaminacie tychto latok aj v pive. Vzhladom k vysokej
konzumécii piva v Ceskej republike, kde na jedného ¢loveka pripada spotreba 144 | piva za
rok [5], je potrebné vyvinat' analyticki metédu na stanovenie NPRO a NSAR v slade.
V stcasnosti sa neprchavé N-nitrozaminy stanovuju spolu s prchavymi ako koncentracia
zdanlivych celkovych N-nitrozo zli€enin s oznatenim ATNC (z ang. Apparent Total N-
nitroso Compounds) [6].

Cielom diplomovej prace je vyvoj a optimalizicia analytickej metody na stanovenie
NPRO a NSAR v slade. V ramci vyvoja analytickej metody je potrebné vyvinit extrakény
a cistiaci krok, a zistit vplyv matricovych efektov. Nasledne je potrebné optimalizovat

podmienky merania GC-TEA. Poslednou fazou je aplikacia na realne vzorky.



1.1 N- Nitrozozliiceniny

Nitrozozla¢eniny patria do skupiny chemickych zlucenin, ktoré vo svojej molekule
obsahuji atdom dusika, na ktory je kovalentne viazana funk¢na nitr6zo skupina (-NO)
azaroven su nan naviazané dalSie organické substituenty (R; aRy) napr. acyly [7],
aromatické cykly alebo heterocykly [2]. Atdm dusika médze byt nahradeny atomom siry,
uhlika alebo kyslika a na zaklade toho je vytvorena S-, C-, O- nitrozozli¢enina.
NajrozsirenejSou skupinou su N-nitrozozliceniny, ktoré vo vsSeobecnosti delime na N-
nitrozaminy (obr. 1.1) a N-nitrozamidy. Tieto latky sa prirodzene nevyskytuju ale 'ahko sa
vytvaraju. Konkrétnym prikladom st N-nitrozaminy, ktorych vznik je podmieneny
pritomnostou sekundarnych aminov alebo ich prekurzorov v réznych typoch matric (méso,
voda, slad). N-nitrozaminy mézu byt zdrojom karcinogenity [2] a experimentalne Stadia
poskytuji dokazy o ich biologickej aktivite u 'udi [1]. Vzhl'adom na tieto zistenie su latky
podrobne sledované. Celkovo sa N-nitrozaminy vyskytuji v matriciach v stopovych

mnozstvach a v stiasnosti su detekované na urovni parts per billion (ppb, ug/kg) [2].
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Obr. 1.1.: Chemicka struktara N-nitrozaminov [7]

1.2 Fyzikadlno-chemické vlastnosti N-nitrozaminov

N-nitrozaminy delime na prchavé a neprchavé, a podl'a toho, aky typ substituentu je
naviazany na atome dusika sa odvijaju ich fyzikalno-chemické vlastnosti. Prchavé N-
nitrozaminy maji na atdme dusika naviazani bud kratky uhlikovy retazec (napr. N-
nitrozodimetylamin -NDMA (obr.1.2), N- nitrozodietylamin — NDEA) alebo jednoduchy
heterocyklus (napr. N-nitrozopiperidin — NPIP (obr.1.2), N-nitrozomorfolin- NMOR) [2]. Vo
vicSine pripadov su to ZIté krystalické latky, s nizkou molekulovou hmotnostou, ktoré st

prevazne rozpustné v polarnych organickych rozptastadlach [8].
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Obr. 1.2.: Chemicka struktura N-nitrozodimetylaminu (NDMA) a N-nitrozopipieridinu
(NPIP)

Typickymi zastupcami neprchavych N-nitrozaminov su N-nitrozoaminokyseliny, N-
nitrozoprolin (NPRO), N-nitrozosarkosin (NSAR), N-nitrozohydroxyprolin (NHPRO) a N-
nitrozopipekolova kyselina (NPIC) (obr. 1.3) [2,9]. Velka ¢ast’ zastupcov tvoria N-nitrozo
heterocyklické karboxylové kyseliny, ktoré su vysledkom kondenzéacie aminokyselin (cystein,
serin, treonin, tryptofan) S jednoduchymi aldehydmi (formaldehyd, acetaldehyd).
NajfrekventovanejSou reakciou, ktora vedia kvzniku N-nitrozo heterocyklickych
karboxylovych kyselin je kondenzécia cysteinu a formaldehydu, kde vznik4 tiazolidin-4-
karboxylova kyselina, ktora sa moze nitrozovat na N-nitrozotiazolidin-4-karboxylovej
kyseliny (NTCA) [2]. Okrem nich patria do tejto skupiny latky, ktoré s substituované
roznymi hydroxylovymi skupinami [2,9].
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Obr. 1.3.: Chemicka Struktara N-nitrozoprolinu (NPRO), N-nitrozosarkosinu (NSAR), N-
nitrozohydroxyprolinu [2], N-nitrosopipekolovej kyseliny (NPIC)

N-nitrozoaminokyseliny, konkrétne NSAR, NPRO, NHPRO a NPIP st bezfarebné

krystalické pevné latky, ktoré s rozpustné vo vode a vo vécSine polarnych organickych

rozpustadiel [10]. Tieto latky su citlivé na svetlo a v pritomnosti ultrafialového svetla sa
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rozkladaji na prisluiné oxidy dusika alebo aminy (zavisi od vinovej diZky), preto je potrebné
ich uchovavat’ v tme pri nizkych teplotach [7]. Zakladné predpovedané fyzikalno-chemické
vlastnosti N-nitrozaminov (molekulova hmotnost’, hustota, teplota varu, tlak par, pKa) su

popisané v tabul’ke 1.1.
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Tab. 1.1: Zakladné fyzikalno-chemické vlastnosti vybranych N-nitrozaminov predpovedané v programe ACD/I-Lab v5.0.0184

analyt
NDMA NSAR NPRO NHPRO NPIC
fyzikalno-chemické parametre
molekulova hmotnost’ [g.mol-l] 74,08 118,09 144,13 160,13 158,15
hustota [g.cm™] 0,98+0,1 1,35+0,1 157+0,1 1,79+0,1 1,46 £ 0,1
teplota varu [°C]*! 152,00 + 0,00 353,13 + 25,00 391,69 + 35,00 482,68 £ 45,00 390,68 + 35,00
tlak par [mm Hg]** 4,56 6,18.10° 3,16.10” 0,00 3,42.10”
pKa - 28+04 2,8+04 2,6+047 2,804

*teplota varu [°C], pri tlaku 760 mm Hg
*2tlak par [mm Hg] pri teplote 25 °C
*® uvedena hodnota je pre skupinu — COOH v molekule (pre hydroxylovu skupinu v molekule je pKa 14,2 £ 0,8)
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1.2 Vznik N-nitrozaminov

Na zaklade experimentov bolo potvrdené ze N-nitrozaminy vznikaju v slade pocas
sladovacieho procesu. Systematické S$tadia potvrdzuju ze obsah N-nitrozaminov v jaCmeni
a v zelenom slade je nizky a z pivovarskych surovin najvacsi obsah NDMA obsahuje slad. Vo
vSeobecnosti mdze byt ich vznik podmieneny dvomi skupinami faktorov. Prvou skupinou su
exogénne vplyvy, kam zaradujeme typ pouzitého hordku a pouzitie priameho alebo
nepriameho spalovania. Druhou skupinou su faktory endogénne kam zarad’'ujeme latky, ktoré
moézu byt prekurzormi N-nitrozaminov (napr. obsah prirodzenych aminov) [4]. Priebeh
reakcii zavisi od koncentracie reaktantov, pH prostredia, teploty, katalyzatorov/inhibitorov

a konkuren¢nych reakcii [11,12].

1.2.1 Exogénne faktory ovplyviiujice vznik N-nitrozaminov

N-nitrozaminy vznikaju v slade pocas hvozdenia nakli¢eného ja¢mefia v suSiacom
vzduchu reakciou nitrosa¢ného ¢inidla s prislusnym aminom [12]. Oxidy dusika (NOx) su
formované v spalovacich reakcidch. Kyslik z oxidov dusika je z pritomného vzduchu
a zdrojom dusika mdze byt okolity vzduch alebo dusikaté zliceniny, ktoré su obsiahnuté
Vv palive. Dusik zo vzduchu sa podiel'a na vzniku NOx len za urcitych podmienok, t.j. ak st
pouzité ur¢ité typy olejov a plyny paliva [13]. Kompozicia oxidov dusika je rozmanita
a zahrnuje rozne formy oxidacnych stupiov dusika, z ktorych st niektoré viac a iné menej
efektivnymi nitrosaénymi ¢inidlami, napr. oxid dusny, oxid dusnaty, oxid dusi¢naty, oxid
dusity, oxid dusicity [12,13]. Efektivnost’ nitrosa¢nych ¢inidiel zavisi od pH prostredia. AK je
pH Vv rozmedzi 2-5 tak su pritomné tieto dve formy oxidov dusika: oxid dusity a oxid dusicity.
Pri pH =3 je prevladajicou formou oxid dusity a sposobuje nitrosaciu sekundarnych aminov.
V nizkom pH (menSie ako 2) je dominantnym cinidlom protonizovana kyselina dusita
a nitrozuje slabé zasadit¢ aminy a amidy. Medzi najucinnejSie nitrosa¢né ¢inidla patri oxid
dusity a oxid dusi€ity. [2]. Na druhej strane oxid dusny nespOsobuje priamo nitrosaciu a
podobne je na tom aj oxid dusnaty, ktory nepatri medzi priame nitrosacné Cinidla ale v
kyslom roztoku (vo vode) moze reagovat’ s kyselinou dusitou a vytvarat' efektivnejSie oxidy

dusika [12]. Povolené mnozstvo dusitanov v pitnej vode je 0,5 mg/l, z Coho vyplyva Ze tieto
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hodnoty st kontrolované aje potrebné ich minimalizovat. Vo vSeobecnosti dusi¢nany
predstavuju vacsie nebezpecenstvo, pretoze ich povoleny obsah v pitne vode je az 50 mg/l
a z pivovarskych surovin méze byt ich zdrojom aj chmel [14]. Aby sa minimalizovala
formacia N-nitrozaminov pocas sladovacieho procesu je potrebné znizit' pritomnost” oxidov
dusika a to je mozné prostrednictvom pouzitia hordkom s nepriamo vytapanymi hvozdami

[13].

1.2.2 Endogénne faktory ovplyviujuce vznik N-nitrozaminov

Pocas klicenia sladu sa na tvorbe N-nitrozaminov podielaji najmi aminy a podla
Struktary ich delime na primarne, sekundarne a terciarne [2]. Z primarnych aminov N-
nitrozaminy nevnikaju priamo ale mézu byt z nich v niektorych pripadoch formované
cyklické nitrozaminy, napriklad lysin je aminokyselina, ktora vo svojej molekule obsahuje
dve aminové skupiny a Vv slede reakcii poskytuje nitrézopipekolovia kyselinu [12].

Zo sekundérnych a terciarnych aminov vznikaji N-nitrozaminy priamo. Princip
nitrosacie spo€iva v pritomnosti dusitanového ionu, ktory v kyslom prostredi poskytuje
kyselinu dusita, z ktorej vznika oxid dusity [2]. Priebeh reakcii je zavisli najmd na pH
prostredia (povrch sladu ma pH ~ 5,6 [4]) a od hodnoty pka prislusného aminu [2,4]. Aminy,
ktoré maji vysoké pka sa nachadzajii na povrchu sladu prevazne v nereaktivnej forme a len
mala cCast moze reagovat s nitrosaénym Cinidlom [4]. Medzi hlavnych zastupcov
sekundarnych aminov zarad'ujeme dimetylamin (DMA) ktory sa vyskytuje v
kli¢iacom jacmeni. Je prekurzorom pre vznik NDMA, ktory patri medzi najrozSirenejSie
vznikajuce N-nitrozaminy a optimalne pH pre jeho vznik je v rozsahu 3-4 [12]. Pre morfolin
a piperidin je pH 3 a pre prolin je niZSie t.j. pH 2-2,5 [2]. Daldim sekundarnym aminom je
sarkosin (N-metyl glycin) zktorého vznikd nitrosaciou neprchavy NSAR ajeho
dekarboxylaciou vznikd NDMA. Vznik sarkosinu moze byt podmieneny aj pritomnost'ou
kreatininu v obilnych semenach [12].

Terciarne aminy mozu poskytovat viac variacii produktov, vratane sekundarnych
aminov, karbonylovych zli¢enin a oxidaénych produktov [12]. Tieto aminy obsahuju tri
alkylové skupiny a v mnohych pripadoch sa neda jednoznacne predpovedat’, ktord z tychto
troch alkylovych skupin bude substituovana N-NO skupinou [2]. NajznamejSimi prekurzormi

N-nitrozaminov v slade st hordenin a gramin (oba su terciarne aminy) [12]. Gramin sa
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vytvara z tryptofanu v klickoch a po nitrosacii produkuje NDMA. Hordenin sa vytvara pocas
kli¢enia ja¢menu a je pritomny v jeho korienkoch [4]. Reakciou oxidov dusika s hordeninom
vznika nitroso-nitrohordenin, ktory sa v slede reakcii rozklada na NDMA. Zaujimavostou je
ze prekurzor hordeninu, N-metyltyramin, sa vyskytuje v jacmeni len urcité ¢asové obdobie,
priblizne 20 dni [12].

Protonizované terciarné aminy nie st nitrosované ale kvartérne aminy mozu byt
a vysledkom ich nitrosacie je oxid trimetylaminu, ktory je zdrojom NDMA. V slade by sa
trimetylamin mal nachadzat’ ale jeho pritomnost' nie je jednoznacne potvrdena [12].
V podstate z va¢siny pritomnych sekundarnych a terciarnych aminov v slade, ktoré reaguju
s oxidom dusitym alebo oxidom dusi¢itym mézu vznikat’ N-nitrozaminy.

Existujii skupiny latok, ktoré st schopné katalyzovat alebo inhibovat vznik N-
nitrozaminov pocas upravy sladu. Medzi katalyzatory prednostne zarad’ujeme nukleofilné
aniony (jodidy, bromidy, chloridy, tiokyanatany), slabé kyseliny a niektoré karbonylové
zluceniny. Vysledok katalyzy karbonylovych zlucenin zavisi na ich Struktire. Formaldehyd,
chloral a benzaldehyd st vybornymi katalyzatormi sekundarnych aminov, zatial’ ¢o aceton je
inaktivny [2]. Zabranit’ alebo potla¢it’ vznik N-nitrozaminov je mozne pomocou inhibitorov.
Vyznamnymi inhibitormi v slade st fenoly. Princip spociva v konkurencnej reakcii, kde
fenoly reagujii s nitrosacnymi ¢inidlami (oxidmi dusika) za vzniku nitrofenolu a
nitrozofenolu. Sucasne vznikd oxid dusnaty a voda. Obdobne sa mozu spravat’ aj iné
zlG¢eniny, ktoré maju aromaticky alebo heterocyklicky charakter a reakciami s oxidmi dusika
formuju nitrozli¢eniny. Hordenin, ktory je hlavnym prekurzorom NDMA v slade je vo svojej
podstate fenol aza urcitych podmienok moze byt inhibitorom. V kyslom prostredi ma
protonizovany dusik, tym padom je v menej aktivnej forme a pri reakcii s oxidmi dusika
nevznika N-nitrozamin [12]. Medzi dalSie inhibitory mozeme zaradit' siru, ktora je
produkovana pri prazeni sladu z pouzitych paliv. Sira, resp. oxid siri¢ity zabraiiuje vzniku N-
nitrozaminov zniZovanim aktivity oxidov dusika. V podstate redukuje oxidy dusika na oxid
dusnaty, pripadne oxid dusny. PouZivanie sirenia ako formy, ktord zabranuje vzniku N-
nitrozaminov, nie je bezne pouzivand, pretoze nie je Setrna k zivotnému prostrediu a napriklad
vo Velkej Britanii pouzivanie hordkov s vysokym obsahom siry nie je z legalnych dovodov

mozné [13]. Kyselina askorbova mozu byt tiez pouzita ako inhibitor v slade [12].
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1.3 Slad

Slad patri medzi vstupné suroviny na vyrobu piva [4]. Zakladnou surovinou na
vyrobu sladu je jaémen siaty - dvojradovy (Hordeum vulgare L.) [11]. Vyroba sladu ma tri
hlavné fazy: macanie, kli¢enie a hvozdenie [15]. Prvym procesom, ktorym jaémen prechadza
je Cistenie, kde sa zbavuje prachu, réznych primesi a necistot [11]. Za najddlezitejSiu Cast’
vyroby sladu sa povazuje macanie, ktor¢ je dolezité pre jeho budicu kvalitu. Princip macania
spoc¢iva v dodani vody, ktora je strategickou surovinou pre kli¢enie a priebeh metabolickych
a enzymatickych dejov [15]. Dalfou ¢&astou sladovacieho procesu je klicenie, ktorého
podstatou je aktivacia a syntéza enzymov. Jedna sa o biochemické a fyziologické deje, ktoré
rozkladaju Skrob a vysokomolekularne bielkoviny na jednoduché latky [15]. Doba kli¢enia
sladu je priblizne pat’ az Sest’ dni a vysledkom tychto procesov je zeleny slad [11]. Zeleny slad
prechaddza do poslednej Casti sladovacieho procesu, ktorym je hvozdenie. Uskuto¢fiuje sa na
hvozdoch, kde je zeleny slad najprv predsuSeny pri teplote 60°C a nasledné dosuSeny pri
teplotach 80-105 °C. Cielom tohto procesu je zbavit' zrno vody a zastavit’ proces kli¢enia.
Dolezité je to, aby vzniknuté enzymi zostali zachované. Zaroven sa vytvara typ sladu, ktory
ma svoje charakteristické vlastnosti — chut’, vonu a farbu [15]. Proces hvozdenia trva priblizne
jeden az dva dni [11]. Po hvozdeni je potrebné aby slad presiel procesom odklicovania, kde sa
odstranuje sladovy kvet, ktoré je vhodnym krmivom pre zvierata [15]. Po absolvovani tychto
procesov je slad pripraveny na d’alSie spracovanie v ramci vyroby piva.

Zo zdravotného hl'adiska je potrebna kontrola surovin, ktoré sa pouzivaji na vyrobu
piva. Kontroluju sa najmé zdraviu $kodlivé latky a latky, ktoré mozu ovplyvnit’ senzorické
vlastnosti piva (prikladom je dimetylsuflid, kovy) [11]. N-nitrozaminy v slade m6zu vznikat’
behom sladovacieho procesu vo faze hvozdenia [12]. Vysoké koncentracie N-nitrozaminov
vykazuji najmai slady, ktoré su vyrobené na priamo vyhrievanych hvozdoch. V stcasnosti, so
zlepSujucou sa technoldgiou vyroby sa uprednostituju hvozdy s nepriamym ohrevom a tym sa

koncentracia tychto latok do istej miery znizuje [2].
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1.3.1 Druhy sladov

V ramci sladovania je mozné jednotlivé kroky (macanie, kli¢enie, hvozdenie) upravit’
tak, ze sa ziskaju rozne typy sladov s charakteristickymi vlastnostami [11].

RozliSuju sa tri zakladne kategorie sladov:

1. Svetly slad plzeniského typu

Svetly slad plzenského typu sa vyznacuje nizkou farbou a pouziva sa na vyrobu leziakov a

Specialnych piv, ktoré sa odlisuju koncentraciou povodnej mladiny.
2. Mnichovsky slad bavorského typu

Bavorsky slad sa pouziva na vyrobu tmavych piv a v porovani so svetlym sladom sa
vyznacuje vysSou farbou a aromou. Jacmen kli¢i dlhsiu dobu a pri hvozdeni sa pouzivaju

vyssie teploty.
3. Specialne slady

Specialne slady sa pouZivaju na vyrobu piva su¢asne so svetlymi a tmavymi sladmi a patria
k nim: diasticky, karamelovy, farebny a pSeni¢ny slad. Cielom ich pouzitia je zvyraznenie
urcitych charakteristik (chuti, aromy, farby a trvanlivosti peny). Prikladom je farebny slad,
ktory sa pouziva na vyrobu tmavych piv s cielom zvysit’ intenzitu farby. ). PSenicnému pivu
je vel'ka pozornost’ venovana najmé v Belgicku a Nemecku. Niektoré typy sladov, konkrétne

,hakufovany“, sa pouzivaju na vyrobu whisky a $pecialnych piv [11].

Vo vSeobecnosti je obsah N-nitrozaminov vys$$i v mnichovskom slade v porovnani
S plzeniskym, pretoze pri vyrobe mnichovského sladu sa pouzivaji vysSie teploty pri
hvozdeni, s ¢im modze stvisiet vys§i obsah oxidov dusika v suSiacom vzduchu. Podla
vysledkov, ziskanych z Vyskumného ftstavu pivovarského a sladaiského v Prahe, je
najrozsirenej$im zastupcom prchavych N-nitrozaminov NDMA a v ojedinelych pripadoch je
to NDEA a NPIP. V poslednych 15. rokoch celkovo obsah N-nitrozaminov v slade a v pive
klesa. Obsah NDMA V pive je vo viacsine pripadov pod limitom stanovitel'nosti (LOQ) pri
pouzitej analytickej metdde, kterého hodnota ¢ini 0,2 pg/kg. Pre slad je strednd hodnota
nameranych koncentracii NDMA pomerne ustalena tj. okolo 0,8 png/kg [14].
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1.4 Stanovenie N-nitrozaminov

Stanovenie N-nitrozaminov je celosvetovou problematikou poslednych pat'desiat
rokov. Vzhl'adom na to, Ze sa tieto latky vyskytuju na koncentra¢nej urovni ug/kg (ppb) je
potrebné vyvinut' a aplikovat’” niekolko Cdistiacich a extrakénych krokov a zvolit' také
separacné a detekéné techniky aby sa minimalizoval vplyv ostatnych interferentov
a matricovych efektov (ME). Analytika prchavych N-nitrozaminov v réznych typoch matric
je v sucasnosti dobre prepracovana, na rozdiel od analytiky neprchavych N-nitrozaminov kde
sposoby stanovenia st v niektorych matriciach stale nejasné a st predmetom mnohych
vyskumov.

V minulosti sa na stanovenie N-nitrozaminov vyuzivali kolorimetrické metody
zalozené na Griessovej reakcii. Jej princip spocival v chemickej denitrosacii nitrozaminu za
vzniku oxidu dusika, ktory néasledne reagoval s aromatickym aminom. Vytvorenad diazoniova
sol’ reagovala s d’alS§im aromatickym aminom za vzniku farbiva, ktoré¢ bolo detegované
spektrofotometrom pri vlnovej dizke 540 nm. Kolorimetrické stanovenia boli mozné len na
koncentra¢nej urovni mg/kg (ppm) a vyssie, pretoze pri nizSich koncentraciach sa prejavoval
vplyv matricovych interferentov a kvantifikacia nebola mozna [7]. Jednou z d’alsich metod
bolo elektrochemické stanovenie N-nitrozaminov, konkrétne determinacia NDMA v slade
[16]. Negativom tejto metody bola nizka vytaznost' analytov a zlozité extrakéné postupy
s vysokym obsahom chlorovanych uhlovodikov. V sGi¢asnosti sa na stanovenie N-
nitrozaminov vyuzivaji prevazne separacné techniky plynovej a vysokoucinnej kvapalinove;j
chromatografie (HPLC), v kombinacii S roznymi typmi detektorov. So separac¢nou technikou
HPLC bol vyskusany chemiluminiscen¢ny detektor [17], fluorescenény [18] a a tandemovy
hmotnostny detektor [19]. Elektrochemicky detektor bol zapojeny s klasickou kvapalinovou
chromatografiou (LC) [20]. Plynovy chromatograf bol zapojeny v kombinacii
s chemiluminiscen¢nym detektorom [21,22], s plamefiovo-ionizaénym detektorom [23],
detektorom elektronového zachytu [22], hmotnostnym [24] atandemovo-hmotnostnym
detektorom (MS/MS) [25]. Medzi najpouzivanejsi detektor je jednoznacne zaradeny
chemiluminiscen¢ny detektor, ktory je v porovnani Sinymi detektormi velmi selektivny a
citlivy na stanovenie N-nitrozaminov. Jeho princip spociva v rozstiepeni vizby N-NO
Vv pyrolyzatoru. Po rozStiepeny vdzby vzniknuté nitrosylové radikaly putuji do reakcnej
komorky, kde reaguje s ozonom za vzniku oxidu dusicitého. Excitovany oxid dusicity vyziari

pri prechode do zakladného stavu kvantum energie v oblasti blizkej infracerveného spektra.
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Nasledne je intenzita emitovaného kvanta merand fotonasobiCom aje priamo umerné
koncentracii N-nitrozaminov. Pri hodnotach mensich ako 600 nm alebo vaésich ako 800 nm
mozu prebiehat’ interferencie s inymi latkami, prikladom je vznik oxidu uhli¢itého alebo
etylénu v oblasti modrého spektra [26]. Napriek tomu ze tento typ detektoru podava kvalitné
stanovenie N-nitrozaminov, momentalne je snaha o jeho nahradenie za praktickejsi
hmotnostny detektor, pretoze naklady na jeho prevadzku sa vysoké [14].

Na (istiaci a extrakény krok v analyze N-nitrozaminov boli aplikovane rozmanité
Gipravy vzorky aich postup zalezi na typu matrice. Casto pouzivané techniky extrakcie na
tuhej faze (SPE) [19,27] a extrakcii kvapalina — kvapalina (LLE) [28,29] su ¢asovo naro¢né
a vyzaduji pomerne vel'ké objemy organickych rozpustadiel. Aby sa eliminovalo mnozstvo
organickych ¢inidiel bol vyskasany postup na baze mikro extrakcii na tuhej faze (SPME)
[30]. Taktiez bola vyskisana technika mikrovinnej extrakcie (MAE) v spojeni s disperznou
SPME [24].

Neprchavé N-nitrozaminy sa podarilo stanovit' zaroven aj s prchavymi vo vzorke
misovych produktov. Vybranym rozpastadlom bol acetonitril s pridavkom kyseliny mravce;.
Kyselina mrav¢ia zvySuje extrakénti ucinnost’ N- nitrozoaminokyselin, Specidlne NSAR a
NHPRO. Cistiacim krokom od zvy3nej ¢asti matrice (napr. nepolarne latky — lipidy) bola LLE
heptanom. Vysledkom tychto experimentov bola validdcia metddy na determinaciu prchavych
aj neprchavych N-nitrozaminov v mésovych produktoch metédou LC-(APCI/ESI)MS/MS.
Validacia nebola uplatnena na NHPRO, pretoze v testoch bol vzdy pod limitom detekcie [29].

Jedna z d’alsich vyvinutych metdd na stanovenie neprchavych N-nitrozaminov bola
aplikovana na slad, kde Kk rozomletému sladu bola pridana kyselina sirova s obsahom
kyseliny amidosulfanovej, ktora zabraiiovala vzniku N-nitrozaminov pocas Gpravy vzorky.
Na odstranenie lipidov bol pouzity hexan. Tato vzorka bola upravend LLE na kolonkach
Preptube a extrakénym rozpustadlom bol etyalcetat. Vzorka bola analyzovana systémom GC-
TEA apreto bola potrebnd derivatizdcia. Na derivatizaciu bol pouzity fluorid bority
vV metanole, ktord bola zakon¢ena pridavkom destilovanej vody a analyty boli vytrepané do
dichlérmetanu [28]. Napriek tomu Ze tato metdoda ma vysokt vytaznost’ jej spracovanie bolo
¢asovo narocné. Druhym negativom je pouzite velkych objemov organickych rozpustadiel,
¢o je zhladiska analytickej chémie neSetrné k Zivotnému prostrediu. Dalsie pokusy
0 systematické stanovenie N-nitrozoaminokyselin v slade boli uskutocnené pomocou

extrakcie etylacetditom a separované a detegované systémom GC-TEA. Tieto postupy sa lisili
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najmé v sposobe derivatizacie, kde boli pouzité rézne derivatiza¢né ¢inidla (diazometan [31],
silylaéné ¢inidla bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) [32]). Vo vysledku ani jedna
Z pouzitych metdd sa v praxi na kvalitativne a kvantitativne stanovenie NPRO a NSAR

Vv slade neuplatnila, pretoze vytaznost’ cielovych analytov bola nizka.

1.4.1 Koncentracia zdanlivych celkovych N-nitrozozlucenin (ATNC)

ATNC (Apparent Total N-nitroso Compound) je koncentracia zdanlivych celkovych
N-nitrozozli¢enin, ktora zahrfiuje prchavé aj neprchavé N-nitrozaminy. Zastupenie
jednotlivych zloziek nie je doposial’ presne zname ale na zéklade predchédzajucich §tadii je
zrejmé ze 90 % ATNC je tvorené neprchavymi N-nitrozaminmi. Ich stanovenie je ddlezité,
pretoze z neprchavych N-nitrozaminov moézu vznikat prchavé N-nitrozaminy, ktoré su
povazované za silnejSie a vyznamnejSie karcinogény [11]. Prikladom je termicka
dekarboxylacia N-nitrozosarkosinu a N-nitrozoprolinu za vzniku N-nitrozodimetylaminu a N-
nitrozopyrrolidinu [31]. Vys§i obsah ATNC vpive moéze poukazovat na zvySenl
mikrobiologicku kontaminaciu poc¢as pivovarského procesu [33].

ATNC vznikd pri vyrobe piva ana jeho vzniku mézu mat podiel vstupujice
pivovarské suroviny (napr. slad) alebo pritomné baktérie [11]. Predchadzajuce vyskumy
indikuji ze N-nitrozaminy mo6zu vznikat’ pocas prazenia sladu a podmienky prazenia (obsah
oxidov dusika, priame/nepriame spal’ovanie) maju vplyv na obsah ATNC. Ak sa pri prazeni
sladu pouZije nepriame spalovanie obsah ATNC v slade je nizsi, v niektorych pripadoch az
pod limitom detekcie (LOD) [6]. Tieto vplyvy je mozné minimalizovat s vyvojom
technologie hvozdenia [13]. V pripade bakterialnej kontaminacie je situacia horsSia, pretoze jej
sticastou mozu byt biogenne aminy, ktort st povazované za prekurzory N-nitrozaminov [33].
Na vzniku ATNC sa mdzu podielat’ pritomné baktérie po¢as rmutovania a kvasenia [11].
Tieto baktérie spdsobuju redukciu dusiénanov (pritomné vo vode alebo v chmele), na dusitany
[34], ktoré vyvtvaraju v kyslom prostredi kyselinu dusitu a ta je zdrojom oxidov dusika tzn.
nitrosanych ¢inidiel [12]. V tomto pripade, zamedzit' zvySenie obsahu ATNC v pive je
mozné niekol’kymi spdsobmi. Jednou z moznosti je obmedzit' pritomnost dusi¢nanovych
i6nov vo vode, ¢omu sa da predist’ upravou vody pomocou ionexou alebo reveznej osmdzy
[11]. Pre stanovenie ATNC sa najCastejSie vyuziva metdda spocivajuca V stiepeni vazby N-

NO pomocou kyseliny bromovodikovej v 'adovej kyseline octovej. Vzniknuty oxid dusnaty
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(alebo nitrosylovy radikal) je detegovany chemiluminiscenénym detektorom TEA [9].

Doporuceny obsah ATNC v pive je 20 ng/kg [34].

1.5 Metody optimalizdcie

Ciel'om optimalizacie je ndjst vhodné podmienky pre dany systém tak, aby sa dosiahla co
najlepSia odozva [35]. Toto je mozné pomocou dvoch stratégii t.j. jednorozmernej
a viacrozmernej analyzy. Pod pojmom jednorozmernd analyza rozumieme metddu, ktorej
princip je zalozeny na tom, Zze sa meni jeden faktor a ostatné zostavaji konStantné. Tato
metdda sa nazyva one factor at a time (OFAT). Opakom OFAT je viacrozmerna analyza
v ktorej sa menia vSetky faktory simultdnne, zarovenn sa skumaji interakcie medzi
jednotlivymi parametrami a po pripade aj nelinearny vztah medzi jednotlivymi parametrami a
odozvami. Zo ziskanej odozvy a faktorov sa pomocou vytvorenych koeficientov zostroji
matematicky model, ktory predpovedd spravanie sa odoziev Vsystéme za roznych
experimentalnych podmienok. V sti¢asnoti mé praktickejSie vyuzitie viacrozmerna analyza a
to z viacerych dovodov. OFAT neskiima vplyv interakcii medzi jednotlivymi parametrami a
na zaciatku optimalizacie nepozna presny pocet experimentov, pretoze kazdé d’alSie meranie
sa odvija od vysledku toho predchadzajuceho, z coho vyplyva velky pocet merani, ktoré
stvisi s vy$§imi ndkladmi na chemikalie, prevadzku a cas. Vo vysledku nedostaneme
absoltitne optimum ale len lokalne maximum, ktoré zavisi na pociato¢nych experimentalnych
podmienkach [35,36].

Pri aplikacii viacrozmernej analyzy na analytickll metdodu musime postupovat podla
jednotlivych krokov. Prvym krokom je vyber faktorov a ich experimentalnich oblasti. VO
vSeobecnosti, rozsahy ktoré su zvolené pre kazdy faktor na zaciatku experimentalneho dizajnu
odpovedaji minimélnej a maximalnej hodnote na zvolenej Urovni. Tieto hodnoty st zvolené
na zdklade praktickych moznosti daného systému a st kodované Cislami +1 a -1. V d’alSom
kroku je potrebné zistit’ do akej miery maju vybrané parametre a ich hodnoty vplyv na dany
systém, ¢i ich vplyv na odozvu je vyznamny alebo nevyznamny. Na zistenie tychto informacii
sa pouzivaju experimentalne screeningové dizajny [36]. Po uréeni vyznamnych faktorov sa
vicSinou aplikuje viacrozmernd analyza napr. metodologia odozvovej plochy (response
surface methology, RSM), ktora je schopna urcit optimalne podmienky a prislusnu odozvu

v ramci polynomickej rovnice [35,36]. Faktory, ktoré boli urené ako nevyznamné su
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nastavené na hodnotu, ktord je pre ne v Studovanom systéme najvyhodnejsia.

1.5.1 Empirické modely

V experimentalnich dizajnoch sa predpokladéd Ze vysledok zavisi na experimentalnich
podmienkach, ktory mdzeme opisat’ ako funkciu. Funkcia f(x) je aproximaciou polynomicke;j
funkcie a popisuje vztah medzi odozvou systému a experimentalnymi podmienkami. V ramci
dvoch premennych x; a Xz rozdel'ujeme tri zakladné typy polynomickych funkcii.

Najjednoduchs§im modelom je linedrny model, ktory popisuje linearny vzt'ah medzi
faktormi a experimentalnymi podmienkami a je dany rovnicou [37]:

¥ = by+ byxy + byx, (1)

kde, by usek na osi y (intercept), by je koeficient reprezentujuci efekt faktoru X; a by je

koeficient reprezentujuci efekt faktoru X [37]:.

Druhy pripad zahriiuje aj vplyv interakcii medzi faktormi:

v = by+byx, +byx,+by,xx, )
kde, b1, je koeficient reprezentujuci interakciu medzi faktormi X3 a X, [37].

Prvé dva modely sa pouzivaju na screeningové testy a urcenie robustnosti. Na urc¢enie optima
(maxima a minima) bol zavedeny kvadraticky model, ktory zahriiuje aj nelinearny vztah

medzi odozvou a experimentalnymi podmienkami systému a jeho rovnica je nasledujuca:

v = by+ byxy + byxy + by xl + byl 4 byyxgxg (3)

kde, b1 a by, st koeficienty reprezentujuce kvadraticku interakciu medzi faktorom X3 [37]:.
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1.5.2 Druhy experimentalnych dizajnov

Medzi zakladné experimentalne dizajny zarad’ujeme faktorovy dizajn, kompozitny,
Box-Behnen, Doehlert a zmes dizajnov [38]. Vyber dizajnu zavisi od informacii aké st
pozadované, od Casovej a finan¢nej naro¢nosti. Ddlezitymi krokmi pri planovani experimentu
je replikéacia a randomizécia. Pod pojmom replikdcia rozumieme opakovanie experimentov.
Ak budi jednotlivé merania opakované je pravdepodobnost’ ziskania mensej chyby
a rozptylu, ktory ndm umozni predpokladat’ lepsi odhad odozvy. Randomizacia znamena ze
poradie experimentov je nahodné a zabezpeCuje vzajomnu nezavislost’ medzi meraniami [39]

K najpouzivanej$im experimentalnym technikdm patri dvojuroviiovy faktorovy dizajn,
ktory sa deli na plny a frakény. Jeho podstata spociva v naplanovani 2X experimentov, kde k je
pocet faktorov. Ak by sme mali tri faktory tak vo vysledku mame osem experimentov, ktoré
sa graficky daju znazornit’ pomocou kocky (obr.1.4) a kazdy bod je znazorneny v jej vrchole.
V designe 2° vo vysledku dostaneme rovnicu, ktord obsahuje definované konstanty, tri
linearne koeficienty, tri koeficienty pre interakcie medzi dvomi faktormi a jeden koeficient
pre interakciu medzi tromi faktormi navzajom. V pripade Ze by sme mali viac premennych,
dostali by sme hyperkocku, ktorej predstava je komplikovana ale matematicky je tento model

dobre popisany [40].

il ]
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Obr.1.4.: Grafické znazornenie faktoridloveho designu 22 [40]

Frak¢éni faktorovy dizajn je podnavrhom uplnych dizajnov. Jeho cielom je znizit’ pocet

experimentov a uskuto¢nit’ len Cast z Gplného dizajnu, pretoze ak mame vysoky pocet
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faktorov tak vo vysledku dostaneme vel’ky pocet experimentov, z Coho opit’ vyplyvaju vicsie
naklady na chemikalie, prevadzku a ¢as [39].

Medzi trojaroviiové faktorové dizajny zarad'ujeme Box-Behnen, central composite
a Doehlert design. Box-Behnen experimentalny dizajn bol aplikovany v réznych chemicko-
fyzikéalnych procesoch ale jeho vyuzivanie nie je rozsiahle. Vsetky faktory su Studované na
troch arovniach (-1,0,+1) a intervaly medzi urovitami st rovnomerne rozlozené. Pocet merani
je N = 2k(k-1) + cp, kde N je pocet experimentov, k je pocet premennych faktorov a c,
oznacuje pocet replikdcii centrdlneho bodu. Zaujimavym pripadom experimentalnych
dizajnov je Doehlertov dizajn, ktory umoziuje Studovat’ jednotlivé faktory na rbéznych
urovniach. Pocet merani, ktoré vyzaduje je N = k? + k + Cp. Spomenuté dva dizajny sa

vyuzivaji najmé na v chromatografii [35].

Central composite design (CCD) pozostava troch hlavnych zloziek (obr. 1.5) a jeho

poradie merania experimentov ma tri fazy [35,36].

Obr.1.5: Grafické znazornenie central composite design (CCD), zelené bodky znazornuju
faktoridlovy design (plny alebo frak¢ény), ¢ervené bodky - axialne alebo ,,star* body, modrou

farbou je oznaceny centralny bod [36]

Najprv sa zmeraji experimenty z faktorového dizajnu (plného/frakéného)
S naplanovanymi 2¥ meraniami. V d’alSej Casti st vSetky experimenty merané v ich centrdlnom
bode. Poslednou sériou sii merania, ktoré st nastavené v centrdlnom bode okrem jedného,
ktory ma hodnota a, resp. -a, + o a nazyvaju sa axialnymi bodmi. Hodnota a je vzdialenost’
axidlnich bodov od centra kocky a je zéavisla na pocte premennych. VSetky faktory su

popisané v piatich Girovniach (-a, -1, 0, +1, + o). Pocet merani, ktoré je potrebné previest je

25



N= k* + 2k + Cp [35]. CCD umoziiuje zo ziskanej rovnice odhadnit’ konstanty, linedrne
a kvadratické konstanty a interakcie medzi jednotlivymi faktormi. Specialnym pripadom CCD
je face centered design. Toto oznacenie je odvodené od faktu, ze kazda strana kocky obsahuje

axialny bod, ktory je umiesteny v jej strede (obr. 1.6) [40].
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Obr. 1.6: Grafické znazornenie face centered design s tromi premennymi, vrcholy kocky
obsahuju hodnoty pre faktoridlovy design (plny, frakény), v strede kocky je umiestneny
centralny bod, v strede kazdej strany je axialny bod [40]

Podstata zmesi dizajnov je pomerne odlisna od ostatnych. Jej zmysel spociva v tom, ze
V zmesi nezaleZi aké je hodnota jedného faktoru ale aky ma tento faktor vzt'ah, resp. podiel
k ostatnym premennym. Vo vysledku sucet vSetkych hodnot parametrov je 1, resp. 100%
[39]. Experimentalne navrhy mézu byt pre 'ubovol'ny pocet faktorov. Jednym z typov zmesi
dizajnov je simple centroid design s axialnymi bodmi pre trojzlozkovu zmes (obr. 1.7). Kazdy
bod vo vrchole trojuholnika predstavuje Cistu zlozky alebo zmesi zloziek. Body v strede
kazdej strany zobrazuji binarnu (1:1) zmes zloZiek alebo zmes bodov susednych vrcholov.
Bod v strede trojuholnika znazorfiuje zmes troch Cistych zloziek alebo zmesi, ktoré su

zastiipené vo vrcholoch. Zvysné tri body su axialne [38].
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Obr. 1.7: Simple centroid design s axialnimi bodmi pre trojzlozkova zmes [38]

1.6 Kvantitativne metoédy plynovej chromatografie

Latky separované plynovou chromatografiou sa kvantifikuju najcastejSie na zdklade
jednotlivych ploch pikov analytov vo vyslednom chromatograme. Vac¢Sina analytickych
stanoveni je zalozena na metode kalibracnej krivky, ktora zobrazuje zavislost’ plochy piku od
mnozstva resp. koncentracie danej latky a namerand zévislost by mala byt linedrna.
NajcastejSimi metody na kvantifikdciu a zostrojenie odpovedajlicej kalibracnej krivky je
metdda Standardného pridavku a metdda interného Standardu (d’al§imi metdédami sit metodda
absolutnej kalibracie, metoda vnttornej normalizacie) [41].

Princip metody Standardného pridavku spociva v pridani zndmeho mnoZstva Standardu
(identicky s analytom) do vzorky. Standardni latka je k vzorke pridanid na rdéznych
koncentraénych turovniach ana zéklade toho sa zostroji prislusnd priamka. Vysledna
koncentracia analytu v povodnom vzorku sa stanovi z regrenej rovnice, kde sa y-ova hodnota
nastavi na nulu. Vyhodou tejto metddy je kompenzacia ME vo vzorke [41].

Kvantifikacia prostrednictvom metddy vnatorného Standardu spociva v pridani znameho
mnozstva vnutorného Standardu k analyzovanej latke. Nasledne sa vyhodnotia plochy
analyzovanej latky a vnutorného $tandardu, ¢im sa ziska ich vzajomny pomer. Standardna
laitka by mala byt svojou chemickou Struktirou podobnd analytu, nesmie s nim vSak
interagovat’ a byt pritomna vo vzorke [41,42]. Tato metoda patri medzi najpresnejSie

kvantitativne techniky, pretoze je nezavisld na ddvkovanom objeme. Medzi jej vyhody patri
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kompenzacia strat vzorky pocas jej Upravy (extrakcia, Cistenie vzorku, derivatizacia), pretoze
sa predpoklada ze straty Standardu st identické so stratami analytu [42].

Pri stopovych analyzach moze byt ziskand odozva plochy piku ovplyvnend matricou,
Vv ktorej sa dany analyt nachadza. Vplyv ME je jednym z hlavnych problémov v kvantitativne;j
analyze, pretoze ich vyznamny UCinok moéze spdsobit’ zmenu signalu vo forme faloSne
pozitivnych, resp. negativnych vysledkov, zvySenie LOD a zniZenie robustnosti metody.

Vplyv ME vo vzorke je mozné potvrdit’ prostrednictvom nasledujiceho vztahu:

ME=(B_D— 1);: 100
A (4)
kde, A je odozva analytu v Cistom rozptstadle, B je odozva analytu vo vzorke s pridavkom
Standardu, D je odozva pdvodného analytu vo vzorke [43].
Idealne je ak sa ME = 0 [47] ale v praxi sa zvyCajne pouziva tolerovatel'na hranica do 20%.
Velkost ME zavisi aj na prisluSnej separacnej metdde a konkrétne v plynovej
chromatografii méze byt vysledna odozva ovplyvnena viacerymi spdsobmi. Vo véicsine
pripadov Casti matrice sutazia s analytmi o pristup na aktivne miesto v lineri a tym zabranuju
retencii atermalnej degradacii analytov. V mnohych stanoveniach nie je mozné tUplne
odstranit’ vplyv ME ale urcitymi spdsobmi je im mozné predist’ [44]. Kompenzacia ME je
mozna zostrojenim matricove] kalibra¢nej krivky. Prvym krokom je porovnanie odozvy
analytu v ¢istom rozpustadle s odozvou rovnakého mnozstva analytu v matrici a vo vysledku
mozu nastat’ tri situacie: (1) signal nemusi byt’ ovplyvitovani mnozstvom analytu v matrici (2)
zmena signalu moze byt variabilna (3) kombinacia oboch predchadzajucich typov [41].
Eliminovat’ vplyv matrice je mozZzne zavedenim distiaceho kroku pred separaciou ale tato
moznost’ je ¢asovo naroc¢nejsia, zvySuje moznost’ straty analytov a ich kontaminaciu. Jednou
z dalSich moznosti je pouZitie inej injek¢nej techniky (pulzovany splitless, programovany
teplotny odparovat — PTV), ktord moZe zniZit' vplyv matrice na odozvu systému. V pripade
plynovej chromatografie je mozna redukcia matricovych efektov prostrednictvom pridania
latky (do extraktu vzorky a zérovenl aj do Standardnych roztokov kalibra¢nej krivky), ktorad

interagaje s aktivnymi miestami v lineri alebo na kolone v GC [44].
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2 Experimentalna c¢ast’

2.1 Pouziteé chemikalie

N-nitrozoprolin, N-nitrozosarkosin, N-nitrozopipekolova kyselina (100 ug/ml v
etanole, Isconlab, Heidelberg, Nemecko), n-hexan (= 99,5 %), dichlormetan, (= 99,9 %),
etylacetat (= 99%), butylacetat (= 99%), kyselina mrav¢ia (= 98% vsetko od Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nemecko), etanol (= 96%), aceton (= 99%) a kyselina sirova (96%, vsetko od
Lachner, Neratovice, Ceska Republika), kyselina sulfanilova (= 99%, Merck, Darmstadt,
Nemecko), 10 % trifluorid bority v metanole (Fluka, Steinheim, Nemecko), deionizovana
voda produkovana Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA), argon a kyslik (>99 % obe od
firmy Messer, Praha, Ceska republika). Pouzitymi SPE kolonkami boli: Strata C18, 500 mg/6
ml (Phenomenex, Torrance, Kalifornia, USA), Supelclean Envi-carb 500 mg/6 ml (Sigma
Aldrich, Steinheim, Nemecko), Bond Elut SAX , 500 mg/3 ml a Bond Elut NH, LRC, 500
mg/10 ml (obe od firmy Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Na LLE bola
pouzita kolonka Extretut NT 20 (Merck, Darmstadt, Nemecko).

2.2 Pristrojové vybavenie

K vSetkym analyzam bol pouZity plynovy chromatogram GC 8000 s typom kolony
TR-WAX (30m, 0,32mm ID, hribka filmu staciondrnej faze Ium a s typ stacionarnej faze
polyetylénglykol, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Bola pouzita
predkoléna (0,530 mm x 1,5 m) a restriktor (0,25 mm x 1,5 m, obe od firmy Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Nosnym plynom bol argon. Na detekciu bol
pouzity chemiluminescenény detektor 800 Series TEA (Ellutia, Kassel, Germany).

Vsetky vzorky boli rozomleté na mlynéeku MKM 6003 (Bosch, Gerlingen, Nemecko)
a vazené na predvazkach (Sartorius Extend, Gottingen, Nemecko). Extrakcia vzorky
Vv organickom rozpustadle sa uskuto¢nila pomocou trepacky KS 15 A (Edmund Biihler
GmbH, Hechingen, Nemecko). Odparenie extrakéného rozpustadla a vody bolo prevedené na
vakuovej rotacnej odparke G3 (Heidolph, Schwabach, Nemecko). K premieSaniu vodnej
aorganickej fazy bol pouzity vortex Zx® (Velp Scientifica, Usmate Velate, Taliansko).

Vzorky boli derivatizované v suiarni typu WiseWen (Verkon, Praha, ,Ceska republika). Na
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extrakciu za zvySenej teploty bol pouzity extraktor na fluidnym 16zi KHS 1 (IKA, Staufen,
Nemecko).

Vysledné chromatogrami boli spracované programom CSW 1.7. Na navrh
experimentalneho dizajnu a na Statistické vyhodnotenie ziskanych dat bol pouzity program
Minitab 16.1 (Minitab, Inc., USA). Grafy a tabul’ky boli spracované v programe Microsoft

Office Excell 2007. Data boli Statisticky spracované na hladine vyznamnosti 95 %.

2.3 Priprava roztokov

Pouzité Standardné roztoky boli upravené nasledujicim postupom: zmes 1 ml
Standardného roztoku NSAR a NPRO v etanole (c = 100 pg/l) a200 pl (c = 100 pg/l )
interného Standardu NPIC bolo odparené do sucha pomocou vakuovej rota¢nej odparky. Do
rezidua bol pridany 1 ml derivatizacného cinidla t.j. 10 % trifluorid bority v metanole
a derivatizacia prebiehala 40 min pri teplote 65 °C. Derivatizacia bola ukonéena pridavkom 4
ml deionizovanej vody. Vzniknuté metylestery N-nitrozoaminokyselin boli vytrepané do 1 ml
dichlormetanu (DCM).

Roztoky kalibra¢nej rady boli pripravené v koncentraénom rozsahu 0-100 ug/l vhodnym
nariedenim $tandardného roztoku. Vnutorny Standard mal vo vSetkych roztokoch rovnakua

koncentraciu 100 ug/I.

2.4 Uprava vzorky

Jemne rozomleta vzorka sladu bola zmieSana s kremelinou. K zmesi bol pridany urcity
objem vodného roztoku kyseliny sirovej s percentualnym obsahom kyseliny sulfanilovej,
ktory posobil 15 minit. Po ukonceni extrakcie bol do roztoku pridany interny Standard.
Nésledne bola zmes extrahovand etylacetatom. Extrakt rozpustadla bol odpareny na vakuovej
rotacnej odparke s pociatoénym tlakom 240 mbar, krory bol v priebehu odparovania
znizovany na 110 mbar pri teplote vodného kupel'a 45 °C. Hodnoty ostatnych paramterov boli
optimalizované a su uvedené v kapitole 3.3 Reziduum sa rozpustilo v 2 ml vody a pripadne
necistoty, nepolarne zvysky a interferenty z matrice boli vyextrahované hexanom (1x20 ml,
1x10 ml). Extrakt vody bol nasledne odpareny do sucha na vakuovej rota¢nej odparke pri

tlaku 37 mbar a teplote vodného kupel’a bola 45 °C. Do upravenej vzorky bol pridany 1ml
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derivatizacného Cinidla BF3; v MeOH a derivatizacia prebiehala 40 min pri teplote 65 °C.
Derivatizacia bola ukoncena pridavkom 4 ml deionizovanej vody a ziskané analyty boli

vyextrahované do 1 ml DCM. Nasledovala analyza pomocou GC-TEA.

2.5 Analyza GC-TEA

Podmienky analyzy GC-TEA boli nastavené rovnako pre vSetky vzorky s nasledujucimi
hodnotami: objem vzorky 8,9 ul technikou splitless, doba splitlessu 60 s, teplota injektoru 250
°C a konStantny prietok bol nastaveny na 2 ml/min. Nosnym plynom bol argéon. Teplotny
program pece bol nasledujici: pociato¢na teplota bola 35 °C, 1 min izotermicky, narast
s gradientom 20 °C/min na teplotu 210 °C, ktora sa drzala 3 min a opét’ vzrastla s gradientom
20 °C/min na teplotu 230 °C, kde bola drzana 3 min. Celkovy ¢as analyzy bol 16,75 min.

Teplota pyrolyznej pece chemiluminescenéného detektora bola nastavené na 500 °C
a prietok kyslika 3,2 ml/min. Chladenie reakénej komdrky bolo priblizne -17 °C s tlakom
Vv reak¢énej komorke priblizne 0,81 torr. Tieto hodnoty sa udavaju ako priblizné, pretoze

zavisia na vonkajSich podmienkach.
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3 Vysledky a diskusia

3.1 Optimalizdacia podmienok GC

Ciel'om optimalizacie podmienok GC bolo najst optimalne podmienky pre separaciu
analytov (NPRO, NSAR) ainterného $tandardu (NPIC), pri ktorych dostaneme najvacsiu
odozvu ploch pikov. Sledovanou odozvou bola plocha pikov analytov, v niektorych pripadoch
(konkrétne pri optimalizacii konStantného prietoku a tlaku) sa pozorovala aj vyska pikov,
Sirka piku v polovici jeho vysky a reten¢ny Cas analytov.

Optimalizované boli nasledujuce parametre:

e Prietok mobilnej faze

e Teplotny program

e Teplotu injektoru

e Doba splitlessu (doba nastreku)

e Davkovany objem

Vzorka pouzita na optimalizaciu GC bol Standardny roztok NPRO a NSAR v etanole,
s koncentraciou 100 ug/l. Interny Standard bola NPIC, s koncentraciou 100 ug/l (priprava
a uprava vzorky — kapitola 2.3).

Prvym optimalizovanym parametrom bol prietok mobilnej fazy, ktory musi byt
zvoleny tak, aby sa dosiahlo ¢o najlepSie rozdelenie latok na koléne a najmenSie
rozSirenie separovanych zon. Pre najlepSiu ucinnost’ separacie sa voli takd linearna
prictokova rychlost, pri ktorej ziskame najvyssi pocet teoreticky patier na kolone.
Hodnotu pre optimalnu prietokovt rychlost’ je mozné zistit' z minima van Deemterovej
krivky, ktord vyjadruje zavislost' vysky teoretickych patier od linearnej prietokovej
rychlosti aje charakteristicka pre kazdy nosny plyn. Vzhladom na pouzity detektor
(TEA), je tato hodnota pre argéon vel’'mi nizka a dokonca v niektorych pripadoch ju nie je
mozné ani prakticky dosiahnut’. Preto bola zvolena najblizSia prakticky mozna hodnota
linearnej prietokovej rychlosti argénu, ktorh sme vypocitali pomocou kalkulatora
(Hewlett-Packard FlowCalc 2.0).

V plynovej chromatografii je moZzné zvolit' konStantny tlak alebo konStantny prietok
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mobilnej faze. Vol'ba, ktora ztychto dvoch typov je vyhodnejSia sa odvija od typu
pouzitého detektora. V naSom pripade je pouzity chemiluminiscenény detektor, ktory patri
do kategorie tzv. mass flow sensitive detektorov, pre tento typ sa uprednostiuje pouzit
konstantny prietok nez konStantny tlak. V rdmci optimalizacie GC boli aplikované
a porovnané obe techniky. Pri konStantnom tlaku bol nastavend hodnota 35 kPa, ktora
bola zvolend na zaklade predchadzajucich experimentov. Pri vol'be konStantného prietoku
sa za pomoci kalkuldtora vypocitala hodnota pre konStantny prietok, ktord bola 1,8
ml/min. Od tejto hodnoty boli odvijané d’alSie merania s nasledujicimi hodnotami: 1,5;
1,8; 2,0 a2,4 ml/min. Vysledky tychto merani su zosumarizované v obr. 3.1, odkial’ je
vidiet’ ze najvacsie odozvy ploch pre NSAR a NPIC boli ziskané pri konStantnom tlaku 35
kPa a konstantnom prietoku 2 ml/min. Najvacsia plocha pre NPRO bola namerana pri

konstantnom prietoku 2 ml/min. Rozlisenie vsetkych pikov bolo vyssie ako 3.

700

600

500 A

400 -+ B NSAR

ENPIC

A, mV.st

300 = NPRO
200 -

100 -

35kPa  1,5ml/min 1,8 ml/min 2,0 ml/min 2,4 ml/min

konstantny tlak/prietok

Obr. 3.1: Optimalizacia konStantného prietoku nosného plynu; RSD (NSAR) = 4,53 %, RSD
(NPIC) = 4,50 %, RSD (NPRO) = 6,97 %

V nasledujucej tabul’ke 3.1 st uvedené ziskané hodnoty pre tie podmienky pri ktorych

su plochy pikov najvécsie, t.j. konstantny tlak 35 kPa a konStantny prietok 2 ml/min. Tu
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mozeme pozorovat’ ze nastavenie konstantného prietoku je vyhodnejSie, pretoze retenéné Casy
analytov su kratSie, tzn. ze aj celkovy Cas analyzy sa skrati. Plochy a vysky pikov pre NSAR
su porovnatelné ale u NPIC a NPRO je vidiet’ rozdiel a v porovnani s konstantnym tlakom su
vicsie. Z hlladiska pouzitého detektora a ziskanych vysledkov je zvoleny pre vSetky analyzy

konstantny prietok s hodnotou 2 ml/min.

Tab. 3.1: Ziskané parametre pikov pre zvoleny konstantny tlak 35 kPa a konstantny prietok
2 ml/min — t, [min] — reten¢ny &as, A [mV.s™] — plocha piku, h [mV] — vyska piku, wo,s [min]
— §irka piku v polovici jeho vyiky, = Ai [mV.s™ '] — suma ploch pikov NSAR, NPIC, NPRO

tr A h Wo 5 XA

min mV.s* mV Min mV.s*
NSAR 12,27 631,027 129,721 0,073
35 kPa NPIC 16,96 600,705 79,863 0,113 1536,749
NPRO 17,98 305,018 40,961 0,115
NSAR 11,07 559,656 122,380 0,068
2 ml/min NPIC 14,63 597,760 94,792 0,093 1555,486

NPRO 1530 398,071 60,540 0,098

podmienky a analyt

Druhym krokom bola optimalizacia teplotného programu. Prvotny teplotny program
bol nastaveny nasledovne: pociato¢na teplota bola 50 °C, 1 min izotermicky, narast
s gradientom 20 °C/min na teplotu 210 °C, drzana po dobu 3 min a opat’ vzrastla s gradientom
20 °C/min na teplotu 230 °C, kde bola drzana 7 min. Vzhladom na to, Zze vzorka je
v dichlormetane, jeho teplota varu (39 °C) a typ nastreku (splitless) bolo nutné upravit
pociatocnu teplotu teplotného programu. Na ziskanie uzkej zony vzorky na zaciatku kolony
bolo potrebné zvolit’ pociatocnu teplotu o 20-30 °C nizsiu ako je teplota kolony. Konkrétne
u dichlormetanu bola tato teplota najprv nastavena na 30 °C, lenze plynovy chromatograf
na 35 °C. Vo vysledku v podstate cely teplotny program zostal zachovany az na pociato¢nu
teplotu a ¢as pri finalnej teplote 230 °C, ktory bol skrateny o 2 min.

Pre optimalizaciu davkovaného objemu, teploty injektoru a doby splitlessu bolo pre
kazdy parameter zvolenych pat’ hodnét a merania prebehli podl'a tabul’ky 3.2. Napriek tomu,

ze bolo naplanovanych 15 experimentov, nie vSetky sa uskuto€nili.
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Tab.3.2: Poradie experimentov optimalizacie teploty injektoru [°C], objemu nastreku [ul],

a doba splitlessu [s]

. teplota objem .
Experiment injgktoru nés‘:reku doba splitlessu
°C ul S

1 100
2 150
3 200 10 60
4 250
5 280
6
7 5
8 250 8,9 60
9
10
11 20
12 40
13 250 8,9 60
14 90
15 120

Objem nastreku bol vypocitany pomocou backflush kalkulatora (Hewlett-Packard
FlowCalc 2.0) na zaklade najvyssej teploty injektoru na hodnotu 10 pl. LenZze pri jej aplikacii
nastal problém v nemoZnosti nadavkovat’ autosamplérom 10 pl ale podarilo sa len 8,9 pl.
Napriek tomu, ze je davkovany objem pomerne vysoky tak vo vysledku boli piky symetricke,
vzhl'adom na fakty pouzitia predkolony a hrubej stacionarnej fazy. Pri menSich objemoch boli
piky malé, preto sa viac hodndt neskusalo a zvolil sa objem néstreku 8,9 ul. Pre dobu
splitlessu bolo vybranych pat’ hodndt v rozpiti 20-120 s. Z tychto merani sa vo vysledku
uskutocnili len tri t.j. pre 40 s, 60 s a 90 s, pretoze odozvy ploch pikov analytov pri 40 s a
90 s boli mensie ako pri 60 s (obr.3.2), preto sme predpokladali Ze tato tendencia bude
pokracovat’ aj pri 20 s a 120 s. Pre dobu splitlessu bola optimalizovana hodnota 60 s.
Z obrazku 3.3 je zrejmé Ze najvysSie odozvy ploch analytov (NSAR, NPIC, NPRO) boli pri
teplote injektoru 250 °C.
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Obr. 3.2: Optimalizacia doby spiltlessu; RSD (NSAR) = 2,36 %, RSD (NPIC) = 13,61 %,
RSD (NPRO) = 15,91 %
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Obr. 3.3: Optimalizécia teploty injektoru; RSD (NSAR) = 4,53 %, RSD (NPIC) = 4,50 %,
RSD (NPRO) = 6,97 %
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Najdené optimalne podmienky pre neprchavé N- nitrosaminy metédou GC-TEA:

Konstantny prietok mobilnej fazy argonu 2 ml/min

e Teplotny program = 35 °C (1 min), 20 °C/min, 210 °C (3 min), 20 °C/min,
230 ° (5 min)

e Teplota injektoru = 250 °C

e Doba splitlessu =60 s

e Davkovany objem = 8,9 ul

Na nasledujicom obrazku 3.4 st znazornené chromatogramy analytov NPRO, NSAR a

interného $tandardu NPIC.
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Obr. 3.4: Chromatogramy analytov NPRO, NSAR a interného Standardu NPIC: A — odozvy
analytov v cistom rozpustadle, B- odozvy analytov vo vzorke s pridavko Standardu, C —

odozva povodného analytu vo vzorku.
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3.2 Vyvoj metody

V ramci vyvoja analytickej metdody na stanovenie NPRO a NSAR v slade bolo
VvV prvom rade potrebné vyvinut' vhodny dCistiaci a extrakéni krok. Tieto latky sa vyznacuju
uréitymi charakteristickymi vlastnostami, napriklad patria medzi polarne latky dobre
rozpustné v polarnych organickych rozpustadlach, su citlivé na svetlo a pri zvysenej teplote
dekarboxyluju na iné formy N-nitrozaminov. Vzhl'adom na kombinéciu ich vlastnosti bolo
potrebné sa vyhnat uréitym typom CdCistiacich a extrakénych krokov (napr. extrakcia za
zvysenej teploty). Na zaklade predchadzajucich vyskumov sa predpokladd Ze obsah NPRO
a NSAR v slade je na koncentra¢nej Grovni ug/kg [2,4]. Behom vyvoja a optimalizacie bol
pouzity experimentadlny mnichovsky slad, ktory bol pripraveny s vyssim obsahom N-
nitrozaminov. Pocas rdznych foriem upravy vzoriek bola derivatizacia (kapitola 2.4),
separacia a detekcia zachovana, tak ako je opisana v kapitole 2.5.

Pociatky vyvoja tupravy vzorky Vslade vychadzali z publikovanej prace [6].
Z experimenalneho sladu bola pripravena kongresna sladina, ktorej Cistiacim krokom bola
LLE na kolénkach Extrelut NT 20, kde extrakénym c¢inidlom bol butylacetat. Nasledne bola
vzorka odparena na vakuovej rotacnej odparke a derivatizovana. Po zhodnoteni celej prace
bol aplikovany postup zdravy a boli pouzité vel'ké objemy organickych rozpustadiel.

Redukcia objemu organickych rozpustadiel bola mozna prostrednictvom extrakcii na
tuhej faze (SPE). Pri tomto type extrakcie bolo nutné najst’ vhodny sorbent na ktorom by sa
analyty sorbovali. Na tieto experimenty boli pouzit¢ modelové roztoky zlozené zo
Standardnych roztokov NPRO a NSAR v destilovanej vode (vid’ kapitola 2.3). Testovanymi
kolonkami bol silny a slaby anionovy menic, aktivne uhlie a oktadecilovy siloxanovy sorbent
(C-18). Silny anionovy meni¢ obsahoval chloridové iony ako protiionty. Problém tejto
extrakcie spocival v selektivite anionov, pretoze chloridovy anién ma vacsiu selektivitu voci
ionomenicu v porovnani s anionom karboxylovej kyseliny, ktory je obsiahnuty v analytoch.
Pri aplikéacii modelového roztoku, bolo nutné vymenit’ chloridové idny za hydroxylové iony
(mensia selektivita voci karboxylovému anionu), lenze po ich vymene kolonka hydrolyzovala.
Dal§im pouzitym sorbentom bolo aktivne uhlie, ktoré ma dobrii schopnost’ sorbovat’ polarne
latky. Analyty (NPRO, NSAR) sa na sorbente sorbovali ale problém nastal v elu¢nom kroku,

kedy sa ich nepodarilo vyeluovat’ z kolonky na 100 %. Na eluciu boli vyskuSané rozny druhy
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polarnych organickych rozptstadiel: metanol, acetonitril, etylacetat (EtAc), ich vzajomné
zmesi v roznych pomeroch (metanol:acetonitil) aj ich kombinacie s organickymi kyselinami
(acetonitril+kyselina mravc¢ia, metanol+ kyselina mravcia). Aktivne uhlie nebolo vo vysledku
uspesné, pretoze ak by bol na kolonku aplikovany extrakt sladu, tak polarne ¢asti matrice by
sa sorbovali na aktivne miesta sorbentu a tym by zabranovali naviazaniu cielovych analytov.
Obdobny problém s matricou nastal pri pouziti kolonky so slabom anionovym meni¢om.
Pouzitou kolonkou bola aj C-18 v ktorej sa NPRO a NSAR vdbec nezachytil. Napriek tomu,
ze SPE nebolo mozné pouzit’ ako extrakény krok, mohlo by byt vyuzité pri uprave vzorku
ako Cistiaci krok od necistot a interferentov.

Extrakcia pomocou SPE nebola vo vysledku uspesnd, preto bol navrhnuty dalsi
postup, spocivajuci V extrakcii sladu organickym rozpustadlom po dobu 24 hodin.
Testovanymi rozpustadlami boli metanol, etanol, dichlérmetan, aceton a roztok etylacetatu
sroznym percentudlnym zastipenim kyseliny mravéej (1 a3 % objemu). Extrakt bol
nasledne prefiltrovany a odpareny na védkuovej rotacnej odparke. Ziskané reziduum bolo
rozpustené v deionizovanej vode. Vyextrahované zlozky matrice boli zo vzorky odstranené
extrakciou hexanom a voda bola nasledne odparena do sucha na vakuovej rotacnej odparke.
Analyty vo vzorke boli derivatizované na ich prislusné metylestery. Vo vysledku metanol
a etanol neboli vhodnymi rozpustadlami na extrakciu analytov zo sladu, pretoze pri Cistiacom
kroku vznikla medzi hexdnom avodou emulzia, vd’aka ktorej nebolo mozné pokracovat
v d’alSej uprave vzorku. Vytaznost’ extrakcie pre dichlormetan, aceton a etylacetat bola nizka
(obr. 3.1). Najvacsiu odozvu vykazovala extrakcia etylacetatu s 1% a 3% zastupenim kyseliny
mravéej (obr. 3.1). Problém tohto postupu spocival v G¢inkoch kyseliny mravéej, pretoze pri
jej vyssom percentualnom zastupeni sa okrem ciel'ovych analytov do nej vyextrahovali aj iné
polarne Casti matrice. Vyslednd vzorka obsahovala mnozstvo koextrahovanych zloziek zo
sladu a ziskané reziduum nebolo mozné odparit’ do sucha na vakuovej rota¢nej odparke.

Jednym z d’al§ich navrhnutych postupov bola extrakcia s pouzitim extraktora na
fluidnym 16zi. Vyvoj tejto bol od pociatku diskutabilny, pretoze bolo potrebné najst vhodné
rozpustadlo, vzhl'adom na to Ze analyty pri vysSich teplotach dekarboxyluji na prislusné N-
nitrozaminy. Testovanymi rozpuStadlami boli etylacetat (teplota varu 77,1°C), aceton (teplota
varu 56 °C) adichlérmetan (teplota varu 39 °C) ale nakoniec ani jedna z moznosti sa

nepreukdzala ako vhodna.
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Cielom d’alSej série pokusov bola snaha o zvySenie G¢innosti extrakcie analytov zo
sladu. Pracovny postup v nasledujucich experimentoch bol navrhnuty konzultantom
diplomovej prace Mgr. TomaSom Vrzalom. Princip spocival vo vytvoreni zmesi sladu
s kremelinou (sorbent kolonky Extrelut 20). Do tejto zmesi bol pridany vodny roztok
kyseliny sirovej (1 M) s jednopercentnym zastupenim kyseliny sulfanilovej. Kyselina sirova
dokaze desorbovat’ analyty, ktoré su naviazané na povrchu sladu a pridavok kyseliny
sulfanilovej je dolezity, pretoze inhibuje vznik N-nitrozaminov poéas tipravy vzorky. Dalsou
¢astou postupu bol pridavok organického rozpustadla, ktorym bol etylacetat. Napriek tomu,
ze v predchadzajucich experimentoch nepatril medzi ¢inné extrakéné rozpustadla, v tomto
pripade je situacia odliSna. Muselo sa brat’ do uvahy Ze v prvom kroku upravy vzorky nastava
extrakcia analytov zo sladu do vodnej fazy a preto bolo nutné zvolit' S vodou nemiesatel'né
rozpustadlo a vzajomny rozdelovaci koeficient analytov medzi organickycm rozpustadlom
avodou mal byt vysoky. Vzorka bola extrahovana etylacetitom 1 hodinu a 45 minut
anasledne bola dekantovand. Extrakt sladu bol odpareny na vadkuovej rota¢nej odparke
a vzniknuté reziduum bola rozpustené v destilovanej vode. Interferenty z matrice boli
odstranené pomocou extrakcii hexdnom a voda bola nésledne odparena do sucha na vakuove;j
rotaénej odparke. Analyty zo vzorky boli derivatizované na ich prislusné metylestery.
Utinnost  extrakcie bola v porovnani s predchadzajiicimi experimentmi vysoka a je
znazornend na obr 3.1. Vo vsetkych experimentech bola detekovany len NPRO, pretoze

NSAR bol vo vicsine pripadov pod limitom detekcie danej analytickej metddy.
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Obr. 3.5 Percentualne vyjadrenie odozvy (pomer ploch analytu a interného Standardu

vztiahnuté na 1 g sladu) voci najlepSiemu postupu (vodna faza + EtAc)
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V pociatkoch vyvoja metody sa pracovalo s navazkou sladu 5 g a na zaklade toho bol
urCeny pomer medzi sladom akremelinou. Bolo vyskiSanych viacero variacii ale
najvhodnej$im pomerom bol 1,4, pretoze pri tomto zastipeni slad nevytvaral s kremelinou
»zhluky“. Prvym extrakénym krokom je extrakcia vodnou fazou, ktora obsahuje kyselinu
sirovi a kyselinu sulfanilovi. Pri vol'be koncentracie kyseliny sirovej vo vodnom roztoku
a percentualneho zastipenia kyseliny sulfanilovej sa vychadzalo z publikovanej prace, ktora
bola venovana na stanovenie NPRO a NSAR v slade a v pive [31]. Objem vodnej fazy bol
uréeny pomocou sady experimentov, kde bolo testovanych pit objemov, vysledok je

znazorneny v obrazku 3.6.

0,285

AMPHO"ASTD

0,255 ~

0,25 ~ *

0,245

Obr. 3.6. Testované objemy vodnej faze, ktora je zlozena z 1,5 M kyseliny sirovej

S 1% zastipenim kyseliny sulfanilovej, pouzité na extrakciu analytov zo sladu

Z obrazku 3.6 je o€ividné ze pri pouzitom objeme 12 ml je vyrazny pokles pomeru
ploch pikov, ¢o m6zu byt spdsobené vplyvom matricovych efektov alebo chybou merania.
Najvyssi pomer ploch pikov bol dosiahnuty pri objemoch 14 a 15 ml. Volba, ktory
z optimalizovanych objemov bude ucinnej$i bolo overené v d’alSej sérii experimentov.

V tomto pripade sa znizila navazka sladu na hodnotu 2,5 g a odpovedajice objemy vodnej
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fazy boli 7 a 7,5 ml. Po vyhodnoteni odoziev ploch pikov prepocitanych na navazku sladu
boli ziskané nasledujuce udaje: (Anpro/Astp)/2,5 ¢ sladu (7 ml) = 0,112 g‘1 a
(Anpro/Astp)/2,5 g (7,5 ml) = 0,097 g'l, z ¢oho vyplyva ze pouzivanym objemom vodnej faze
bolo 7 ml. Doba extrakcie vodnou fazou bola 15 minat. Druhd faza extrakcie spocivala
v pridavku organického rozpustadla — etylacetatu a jej pociatocny objem bol 50 ml. Doba
extrakcie bola skratena z povodnej 1 hodiny a 45 minat na 40 minat, pretoze pri dlhsej
extrakcii dochadza k hydrolyze analytov i etylacetatu a ¢ast vodnej faze prechadza do
organickej Casti. V nasledujucich krokoch upravy vzorky boli objemy rozpustadiel stanovené
experimentalne, t.j. voda (V=2ml) potrebna na rozpustenie rezidua po odparovani etylacetatu
a hexan (1x20ml, 1x10ml) potrebny na Cistenie vzorky od koextrahovanych zloziek matrice.
Objem vody je pomerne nizky, pretoze voda nepatri medzi prchavé latky a odparovanie na
vékuovej rotaénej odparke pri vyssich objemoch vody bolo zdihavé a komplikované.
Vzhl'adom na skuto¢nosti, ze pri niektorych parametroch nie je vébec jednoznaéné ¢i
zvolena hodnota je spravna a nie su zname interakcie medzi jednotlivymi faktormi bola

potrebnd optimalizacia pomocou experimentalneho dizajnu.
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3.3 Optimalizacia extrakcného postupu

Optimalizacia extrakéného postupu bola uskuto¢nend podl'a navrhnutého
experimentalneho dizajnu v ramci ktorého bolo potrebné najprv zvolit parametre na
optimalizéciu a rozsahy experimentalnych podmienok. V rdmci experimentalnych dizajnov sa
voli pre dany parameter vyssi a nizsi rozsah (tab.3.3). Parametre, ktoré sa optimalizovali boli

vybraté na zaklade predchadzajucich experimentov a patri k nim:

e pomer hmotnosti kremelina:slad

e koncentracia kyseliny sirovej vo vodnej faze

e percentudlne zastipenie kyseliny sulfanilovej vo vodnej faze
e objem etylacetatu

e doba extrakcie

Vzhl'adom na prechadzajiuce merania bola sledovanou odozvou pomer plochy pikov NPRO a
NPIC.

Pri vyvoji extrakénej metdody bol pdvodne experimentdlne stanoveny pomer
kremenila:slad 1,4; tzn. ze hmotnost’ sladu je 2,5 g a k nemu prislicha hmotnost’ kremeliny
3,5 g. Pri optimalizacii zostdva navazka pre slad zachovand, pretoze v ramci vyskusaného
sladu bola tato navazka dostacujica, ale meni sa hmotnost’ extrelutu. Rozsah pre pomer
kremenila:slad bol 0,8 za 2.

Kyselina sirova a kyselina sulfanilovéa su zlozkami vodnej faze. V predchadzajucich

experimentoch bola koncentracia kyseliny sirovej vo vode 1 mol/dm™

S 1% zastipenim
kyseliny sulfanilovej. V experimentalnom dizajne bol pre obe zlozky zvoleny rozsah 0,5 az
1,5 (mol/dm™ resp. %).

VysSia troven objemu etylacetatu (100ml) bol zvoleny najmé z asovych dovodov pri
odparovani rozpustadla a z ekonomického hl'adiska. Minimalny ¢as pre extrakciu bol desat
minut, pretoze sa predpokladalo ze pri niZzSej hodnote by nebola extrakcia dostacujuca.
Naopak horna hranica bola stanovena na 60 mintt, lebo pri dlhSej extrakcii méze dochadzat

k hydrolyze analytov a etylacetatu.
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Tab. 3.3: Testované parametre a ich prislusné zvolené hodnoty na nizsej a vyss$ej urovni

nizSia Groven vyssia Uroven

Parameter (-1) 1)
pomer extrelut:slad 0,8 2
koncentracia kyseliny sirove;j [mol/drn'3] 0,5 15
% zastupenie AMK 0,5 1,5
objem etylacetatu [ml] 40 100
doba extrakcie [min] 10 60

3.2.1 Vol'ba dizajnu

V ramci experimentalneho dizajnu bolo optimalizovanych pét faktorov. Ak by na
optimalizaciu bol zvoleny najjednoduchsi typ experimentalneho dizajnu — plny faktorovy
dizajn, tak vo vysledku je potrebné uskuto¢nit’ 32 experimentov. V tychto experimentoch nie
st zahrnuté replikacie merani, centralne body ani pripadné axialne body a ich zahrnutie by
tvorilo vo vysledku 76 experimentov. Uskuto¢nit’ tol’ko experimentov by bolo z ¢asového
a ekonomického hl'adiska naro¢né, preto bol zvoleny frakéni faktorovy dizajn rozdeleny do
dvoch blokov, v kazdom bloku bol vygenerovany jeden centralny bod a kazdy experiment bol
opakovany dvakrat. Program Minitab 16.1 navrhol 34 experimentov (tabulka 3.4 — body 1-
34), ktorych poradie bolo zndhodnené. Po ich prevedeni a vyhodnoteni dizajnu bolo zistené
vyznamné zakrivenie plochy a preto bolo programom Minitab 16.1 vygenerovanych d’alSich
10 axialnych bodov (tabulka 3.4 — body 35-44). Na zaklade vSetkych navrhnutych

experimentov bol spracovany central composite design, konkrétne face centered design.
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Tab. 3.4: Face centered design zlozeny =z frakéného faktorového dizajnu, axidlnych

a centralnych bodov: A-pomer hmotnosti kremelina:slad, B-koncentracia kyseliny sirovej

[mol/dm™], C- zastipenie kyseliny sulfanilovej [%], D-objem etylacetatu [ml], E- doba

extrakcie [min], odozva — pomer pléch pikov NPRO a NPIC vztiahnuté na navazku sladu [g™]

Cislo merania A B C D E odozva
1 0,8 1,5 0,5 100 60 0,124
2 2 0,5 1,5 40 60 0,096
3 0,8 0,5 1,5 40 10 0,079
4 0,8 1,5 1,5 100 10 0,094
5 2 1,5 1,5 40 10 0,107
6 2 1,5 1,5 100 60 0,120
7 2 0,5 0,5 40 10 0,089
8 2 1,5 0,5 40 60 0,100
9 2 1,5 0,5 100 10 0,105
10 1,4 1 1 70 35 0,117
11 2 0,5 0,5 100 60 0,091
12 0,8 1,5 1,5 40 60 0,103
13 0,8 0,5 1,5 100 60 0,100
14 0,8 0,5 0,5 40 60 0,097
15 0,8 0,5 0,5 100 10 0,107
16 2 0,5 1,5 100 10 0,119
17 0,8 1,5 0,5 40 10 0,098
18 0,8 0,5 1,5 100 60 0,101
19 2 1,5 1,5 40 10 0,106
20 2 0,5 1,5 100 10 0,108
21 0,8 0,5 0,5 40 60 0,091
22 2 1,5 0,5 100 10 0,117
23 0,8 1,5 0,5 100 60 0,123
24 0,8 0,5 1,5 40 10 0,078
25 0,8 1,5 1,5 40 60 0,098
26 1,4 1 1 70 35 0,111
27 2 1,5 1,5 100 60 0,120
28 2 0,5 0,5 100 60 0,101
29 0,8 1,5 0,5 40 10 0,086
30 2 1,5 0,5 40 60 0,103
31 2 0,5 0,5 40 10 0,086
32 0,8 1,5 1,5 100 10 0,089
33 0,8 0,5 0,5 100 10 0,116
34 2 0,5 1,5 40 60 0,086
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Tab. 3.4: pokra¢ovanie

Cislo merania A B C D E odozva
35 0,8 1,0 1,0 70 35 0,084
36 2,0 1,0 1,0 70 35 0,100
37 1,4 0,5 1,0 70 35 0,091
38 1,4 1,5 1,0 70 35 0,100
39 1,4 1,0 0,5 70 35 0,098
40 1,4 1,0 1,5 70 35 0,090
41 1,4 1,0 1,0 40 35 0,104
42 1,4 1,0 1,0 100 35 0,099
43 1,4 1,0 1,0 70 10 0,074
44 1,4 1,0 1,0 70 60 0,099

3.2.2 Vyhodnotenie optimalizacie

Prvym krokom vyhodnotenia optimalizacie bolo zistit, ktoré faktory a interakcie

medzi faktormi maji vyznamny vplyv na odozvu. Tieto Uidaje je mozné zistit' z p-hodnot,

ktoré su dané pre kazdy parameter (tab.3.3). Po urceni faktorov, ktoré maji vplyv na danu

odozvu bolo potrebné vytvorit polynomickil rovnicu, ktord bola ziskana na zaklade

experimentalneho dizajnu metddy odozvovej plochy, ktora reprezentuje vzt'ah medzi

ziskanou odozvou a faktormi, pripadne interakciami medzi faktormi. Na jej zostrojenie boli

pouzité koeficienty, ktoré su charakteristiké pre kazdu premennu a su zhrnuté v tabul’ke 3.5.
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Tab. 3.5: Kédované koeficienty vyznamnych parametrov, koeficienty vzajomnych interakcii

medzi faktormi, ich Stvorce v polynomickej rovnici a prislusna smerodajna odchylka (vyznam

jednotlivych parametrov vid’. tabul’ka 3.3)

Parametre
aich Koeficient S h dp- ¢
interakcie odnota
KonsStanta 0,108 0,003 0,000
A 0,003 0,001 0,030
B 0,005 0,001 0,000
D 0,007 0,001 0,000
C -0,001 0,001 0,304
E 0,003 0,001 0,018
A*A -0,004 0,004 0,319
B*B -0,001 0,004 0,832
C*C -0,002 0,004 0,559
D*D 0,005 0,004 0,262
E*E -0,010 0,004 0,028
A*B 0,002 0,001 0,150
A*C 0,005 0,001 0,000
A*D 0,000 0,001 0,666
A*E 0,666 0,001 0,005
B*C 0,000 0,001 0,827
B*D -0,002 0,001 0,173
B*E 0,003 0,001 0,007
C*D -0,001 0,001 0,347
C*E 0,001 0,001 0,001
D*E -0,001 0,001 0,584
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Studovany model je moZné zhodnotit' na zaklade §tatistickych koeficientov, ktoré st

zobrazené v tabul'ke 3.4. Predik¢nd schopnost’ modelu i popis experimentalnich dat st nizke.

Tab. 3.6 : Statistické vyhodnotenie $tudovaného modelu: S - §tandardna chyba regresie [g'l] ,
PRESS - predikcia sumy Stvorcov [g']?, R® — koeficient determinacie [%],
R-SQ (PRED) — predpovedany koeficient determinacie [%], R-sq (adj) — upraveny koeficient

determinacie [g™]

koeficient hodnota
S 0,006
press 0,004
R? 86,84
R? (pred) 41,72
R? (adj) 73,06

Na nasledujicom obrazku 3.7 si znazornené diagnostické grafy pre dany model.
Grafy AaC vyjadruju normalne rozdelenie rezidui. Test normality bol uskuto¢neni
Anderson-Darlingovym testom, kde p > 0,05, tzn. Ze rezidud maji normalne rozdelenie.
V grafe A je dolezité aby jednotlivé body nevykazovali odchylky od priamky. V grafoch B
aD je podstatné aby body nevykazovali ziadny trend, ¢i sa neformovali do tvaru lievika.
V grafe B su zndzornené predpovedané hodnoty aich prislusné reziduda, ktoré by mali
vytvarat’ suvisly homogénny mrak. V tomto pripade je zrejma tvorba lieviku. V grafe D je
zobrazend zévislost’ poradia experimentov a ich reziduii. Celkovo predpokladany model je zo

Statistického pohl'adu nedostatocny.
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Obr. 3.7: Diagnostické grafy rezidui pre dany model

V nasledujucej tabulke 3.7 st zaznamenané optimalne hodnoty pre jednotlivé parametre,
vygenerované programom Minitab 16.1, po spracovani experimentadlneho dizajnu metddou
odozvovej plochy. Predpovedand optimalna hodnota pre odozvu pomeru ploch NPRO a NPIC
vztiahnutt na gram sladu je 0,122 + 0,011 g™.

Tab. 3.7: Optimalne hodnoty jednotlivych parametrov ziskané pomocou funkcie vhodnosti

v programe Minitab 16.1

Parameter Hodnota
pomer kremenilaslad 1,4
koncentracia kyseliny sirovej [mol/dm-3] 1,5

zastupenie kyseliny sulfanilovej [%] 1

objem etylacetatu [ml]
doba extrakcie [min]

100
40
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Grafické znazornenie najdeného modelu je mozné prostrednictvom metody odozvovej
plochy. Grafy (kontirovy a trojrozmerny povrchovy graf) znazoriiuji skiimani odozvu
systému v zavislosti na dvoch parametroch a ostatné parametre su konstantné, najcastejSie na
optimalnych hodnotach (tab.3.7).

Obrazok 3.8 popisuje odozvu systému v zavislosti doby extrakcie od pomeru
extrelut:slad. Tmavé plocha v strede grafu zndzorfiuje najvyssie hodnoty odozvy pre dany
systém, t.j. doba extrakcie 40 minat a pomeru hmotnosti kremelina:slad 1,5. Ak by sme
znizovali dobu extrakcie a pomer hmotnosti kremellina:slad systém by dosahoval niz$iu
hodnotu odozvy. Ak by sme zvysili Cas extrakcie apomer extrelut:slad v ramci
experimentalnej oblasti na hodnoty ktoré by boli v stlade s tmavou plochou obrazku odozva

by bola priblizne rovnaka ako pre optimalne hodnoty.

60
odozva
B < 0,095
Il 0095 - 0,100
0,100 - 0,105
50 0,105 — 0,110
| 0110 - 0,115
E Bl o115 - 0,120
] > 0,120
@ 40
g Konstantné hodnoty
© koncentracia - kys.sirova, M 1,5
) zastupenie kys. sulfanilovej, % 1
(V) 30 objem etylacetatu, ml 100
[0
2
<]
©
20
10 .

1,00 125 150 1,75 2,00
pomer hmotnosti kremelina:slad

Obr. 3.8: Konturovany graf, ktory odpoveda odozve systému v zavislosti doby extrakcie od

pomeru kremelina:slad
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Kontirové grafy neurCujii len maximum resp. minimum ziskanej odozvy ale moézu
sluzit’ k ziskaniu smeru kam je mozné rozsirit’ experimentalnu oblast’. Tato situdcia nastava na
obr. 3.9, kde optimdlna hodnota koncentracie kyseliny sirovej sa s velkou
pravdepodobnostou nachddza mimo experimentdlnu oblast. Tym padom zvySenie jej

koncentracie v ramci testovania by mohla zvysit’ odozvu systému.

60 odozva
[ | < 0,105
Il 0105 - 0,108
B 0,108 - 0,110
50 0,110 - 0,113
0,113 - 0,115
£ B o115 - 0,117
£ B 0117 - 0,120
9 40 ] > 0,120
S
© Konstantné hodnoty
® pomer hmotnosti kremelina:slad 14
9 30 zastipenie kys. sulfanilovej, % 1
% objem etylacetatu, ml 100
o
20
10

0,50 0,75 1,00 1,25 1,50
koncentracia - kys.sirova, M

Obr. 3.9: Konttrovy graf, ktory znazoriiuje zmenu odozvy systému v zavislosti od doby

extrakcie a koncentracie kyseliny sirove;j
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Nasledujicim grafom (obr. 3.10) je zavislost’ odozvy od percentualneho zastupenia
kyseliny sulfanilovej a pomeru homotnosti kremelina:slad. Z tohto grafu je zrejma interakcia

medzi tymito dvomi parametrami.

1,50
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< 0,105
0,105 - 0,110
B o110 - 0,115
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1,25 [ | > 0,120
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objem etylacetatu, ml 100
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0,75
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0,50
1,00 1,25 1,50 1,75 2,00
pomer hmotnosti kremelina:slad

Obr. 3.10: Kontarovy graf, ktory zndzoriuje zmenu odozvy systému v zavislosti od

percentualneho zastupenia kyseliny sulfanilovej a pomeru kremenila:slad
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Prvy model bol zostrojeny pomocou vsSetkych moznych parametrov, interakcii a
Stvorcov, v ramci ktorého boli predpovedané optimalne hodnoty pre jednotlivé paremetre.
Nedostato¢nost’ modelu je zrejmé z tabul'ky 3.6 a z obrazku 3.7, preto bol hl'adany najlepsi
model, ktory sa dal nijst’ vramci experimentdlnich dat. Vysledny model zahriioval len
vyznamné parametry, vzajomné interakcie a Stvorce. a prislusné kodované koeficienty a p-
hodnoty st uvedené v tabulke 3.8. Statistické hodnotenie nového modelu je uvedené
v tabul’ke 3.9. Predpovedana optimalna hodnota pre odozvu bola 0,128 + 0,003 a zistené

optimalne hodnoty pre jednotlivé parametre st v tabul’ke 3.10.

Tab. 3.8: Kodované koeficienty vyznamnych parametrov, koeficienty vzajomnych interakcii
medzi faktormi, ich stvorce v polynomickej rovnici a prislusna smerodajna odchylka (vyznam

jednotlivych parametrov vid'. tabulka 3.2)

Parametre a .. -
ich interakcie Koeficient S hodpnota
KonsStanta 0,1080 0,0100 0,000

A 0,0026 0,0005 0,030
B 0,0046 0,0005 0,000
D 0,0067 0,0005 0,000
E 0,0028 0,0005 0,018
A*C 0,0053 0,0018 0,000
A*E -0,0036 0,0004 0,005
B*E 0,0034 0,0004 0,007
D*D -0,0150 0,0004 0,000

Tab. 3.9: Statistické vyhodnotenie tudovaného modelu: S - §tandardna chyba regresie [g"] ,
PRESS - predikcia sumy Stvorcov [g']%, R? — koeficient determinacie [%],
R-SQ (PRED) — predpovedany koeficient determinacie [%], R-sq (adj) — upraveny koeficient

determinacie  [g]

koeficient hodnota
S 0,0020
press 0,0003
R-sq [%] 97,54
R-sq (pred) [%] 93,67
R-sq (adj) [%] 96,18
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Z tabulky 3.9. je zrejmé ze predikcna schopnost’ i popis experimentdlnych dat je v ramci

Statistického spracovania nového modelu dostacujuca.

Tab. 3.10: Optimalne hodnoty jednotlivych parametrov ziskané pomocou funkcie vhodnosti

v programe Minitab 16.1

Parameter Hodnota
pomer extrelut:slad 0,8
koncentracia kyseliny sirovej [mol/dm-3] 15
% zastupenie kyseliny sulfanilovej 0,5
objem etylacetatu [ml] 75
doba extrakcie [min] 60

Diagnostické grafy pre novy model st znazornené na obr. 3.11. Test normality bol

zostrojeny pomocou Anderson-Darlingovho testu, kde p > 0,05, tzn. Ze model ma normalne

rozdelenie.V grafe B nie je zrejmy lievik ani iny trend. Vo vysledku je tento model zo

Statistického hl'adiska spravnejsi a presnéjsi, nez model predchadzajici.
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Obr. 3.11: Diagnostické grafy rezidui pre novy model
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V ramci porovnania vytvorenych modelov  boli optimalne hodnoty z
povodného modelu (tab. 3.7) vloZené do nového modelu a predpokladana odozva bola
0,105 + 0,002. Napriek tomu, ze novy model ma Statisticky lepSie predpoklady, v skutocnosti
su data zhodnejSie s pdvodnym modelom. Pre experimentalne overenie hodndt bolo
spracovanych sedem vzoriek experimentdlniho mnichovského sladu podla povodného
modelu. Vysledky st vyhodnotené ako pomer ploch pikov NPRO a NPIC vztiahnuté na
navazku sladu a su zaznamenané v tabul’ke 3.11. Vo vSetkych pripadoch bol detekovany len

NPRO, NSAR bol pod LOD danej analytickej metody.

Tab. 3.11: Statistické vyhodnotenie vzoriek sladu, x- median pomeru ploch pikov NPRO a
NPIC vztiahnuté na navézku sladu [g™], Ly, —interval spolahlivosti [g™], s — smerodajna

odchylka merania [g™], RSD — relativna smerodajna odchylka [%]

(ANpRo/ASTD)/Z,Sg x*+Lo S RSD
¢. vzorku - [g7] [gY] [%]
1 0,094
0,111
0,127
0,119 0,125+ 0,014 0,015 12,22
0,125
0,131
0,141

~N o OB N

Podla Statistického spracovania vzoriek experimentalniho mnichovského sladu
z tabul’ky 3.11 moézeme posudit’ ze ziskany median pomeru ploch pikov NPRO a NPIC
vztiahnuty na navazku sladu (0,125 £ 0,014) je v ramci intervalu predpovedanej hodnoty

0,122 £0,011.
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3.4 Matricové efekty

Stanovované analyty (NSAR, NPRO) sa Vv slade nachadzaji na nizkej koncentracnej
urovni avzhladom na mnozstvo inych interferentov bolo nutné zistit ovplyvnenie
matricovymi efektami. Ich vplyv bol overeny na zaklade vzt'ahu 4, kde koncentracia pridavku
Standardu bola 40 pg/kg. Vplyv matricovych efektov bol spracovany v rdmci dvoch réznych

typoch sladov — mnichovskom a plzefiskom slade (tab. 3.12).

Tab. 3.12: Matricové efetky na koncentracnej urovni 40 pg/kg sladu

mnichovsky slad svetly slad

ME ME

[%] [%]
NSAR 6,19 + 1,67 -3,23 +0,53
NPRO -0,04 + 0,02 8,30+ 1,11

Z vyhodnotenia tabulky 3.12 je zrejmé ze, v oboch sladoch na zvolenej koncentracne;j
urovni 40 pg/kg st prejavené matricové efekty. Tieto hodnoty st nizke a vzhl'adom na
tolerovanie matricovych efektov do 20 %, je mozne tento vplyv zanedbat. Na zaklade
ziskanych vysledkov bolo potrebné zostrojit’ matricovt kalibracnt krivku na overenie vplyvu
matricovych efektov na nizSich koncentratnych urovniach aby bola mozna pripadna
kvantifikacia analytov v sladoch..

Prva kalibra¢na zavislost’ (obr. 3.12) bola zostavena zo Standardnych roztokov NPRO,
NSAR (priprava vzorky vid’ kapitola 2.3) v rozsahu koncentracii 0-100 pg/l, odpovedajtce
koncentracie v slade su 0-40 pg/kg. Kalibracia zobrazuje zavislost pomeru ploch pikov
analytov a interného Standardu od koncentracie analytov v slade. Z vyhodnotenej regresie
vyplyva, Ze usek na osi y je Statisticky nevyznamne odlisny od nuly. Limit detekcie (LOD)
alimit kvantifikacie (LOQ) zavisi od citlivosti metddy a bol vypoclitany zo smernice
kalibrac¢nej krivky prislusného analytu a chyby strednej hodnoty regresnej priamky. Tieto

hodnoty st uvedené v tabulke 3.13.
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Tab. 3.13: Regresné parametry kalibra¢nej krivky pre NPRO, NSAR z kalibra¢nej krivky

chyba
analyt smernica  strednej R? LOD LOQ
hodnoty
[ug/kg]™ - - [ugikgl  [ug/kg]
NSAR 0,035 0,092 0,9972 40 12,0
NPRO 0,013 0,017 0,9952 43 13,0

1,6

AifAstp = NPRO

+ NSAR

0 10 20 30 40 50

¢, ug/kg

Obr. 3.12: Kalibra¢na zavislost' pre NPRO a NSAR

Vzhladom na overenie moZnych pritomnych matricovych efektov na niZSich
koncentra¢nych trovniach bola zostrojend matricova kalibra¢na krivka (obr.3.13), ktord
obsahovala matricu a k nej pridany standardny roztok NPRO, NSAR v etanole na rovnakej
koncentracnej urovni ako v predchadzajacom pripade, tzn. v rozsahu koncentracii 0-100 pg/l
(odpovedajice koncentracii analytov v slade 0-40 pg/kg). Matricové efekty boli overené na
zaklade vypoctu podla vztahu 4 a ziskané vysledky st zhrnuté v tabulke 3.14. Z ¢asovych

dovodov boli overené matricové efekty len pre experimentalny mnichovsky slad.
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Tab. 3.14: Matricové efekty pre NSAR a NPRO v experimentalnom mnichovskom slade na

roznych koncentraénych tirovniach

4 ng/kg 8 ug/kg 40 ng/kg
ME ME ME
[%] [%] [%]
NSAR 136,48 £ 42,16 73,11 +£20,94 9,71 +£0,61

NPRO 393,28+ 103,10 190,85+ 27,96 88,91 + 6,90

Z tabul’ky 3.14 su evidentne vidiet’ prejavené matricové efekty na nizSich koncentraénych
urovniach pre NSAR aj NPRO. Koncentra¢na uroven 20 pg/kg nie je uvedena v tabulke,
pretoze z asovych dovodov bolo uskutocnené len jedno meranie a nebolo mozné vypocitat’
prislusni kombinovani neistotu. Matricovy vplyv bol prejaveny aj vtomto pripade a
orienta¢nd hodnota pre NSAR je 1,43 % a pre NPRO 49,27 %. Ziskané vysledky su v rozpore
z predchadzajucim tvrdenim, Ze na vysSich koncentra¢nych urovniach nie je prejaveny
matricovy efekt v mnichovskom slade. Rozdielne hodnoty m6zu byt spdsobené nahodnymi
chybami pri priprave vzorky alebo problém spociva v opakovatelnosti danych
experimentovv.

Kvantifikacia analytov v experimentalnom mnichovskom slade bola mozna po zostrojeni
matricovej kalibracnej krivky (obr.3.13). Vo vysledku krivka nebola linearna, preto bolo
nutna linearizacia prevedenim odoziev ploch pikov na ich logaritmicku formu a vzhl'adom na
to je vysledna regresna rovnica v logaritmickej forme. Vysledky z vyhodnotenej regresie st
v tabul’ke 3.15. Na obr. 3.13 je zobrazena matricova kalibracna krivka v zavislosti logaritmu

pomeru ploch NSAR, NPRO od koncentracie prepocitanej na navazku sladu.
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Tab. 3.15: Regresné parametry kalibra¢nej krivky pre NPRO, NSAR z matricovej kalibracnej

Krivky
1sek 1 chyba
analyt  smernica usex na strednej R LOD LOQ
0si y
hodnoty
[ug/kg'] - - [ugikg]l  [ug/kg]
NSAR 0,045 -1,408 0,105 0,9931 3,7 4,0
NPRO 0,042 -1,741 0,137 0,9866 4,0 43
1
0,5 -
O_
In{A/Ag) 05 o foar
B NPRO
_1 -
-1,5 A
-2 T T
0 10 40 50

20 30
c[ue/kel

Obr.3.13: Matricova kalibra¢na krivka pre NPRO a NSAR
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3.5 Analyza redlnych vzoriek sladu

Vyvinutd metdoda bola aplikovana na pSeni¢ny, mnichovsky, svetly a karamelovy slad,
ktorych vyber spocival na zaklade r6znych koncentracii NDMA. Z kazdého typu sladu bolo
spracovanych niekol’ko vzoriek az na pSeni¢ny, pri ktorom bol analyzovany len jeden.
Z asového hladiska bola kazdd vzorka spracovand dvakrat a Statistické vyhodnotenie
jednotlivych sladov je uvedené v tabulke 3.14. Vo vsetkych sladoch bol detekovany NPRO,
na rozdiel od NSAR, ktory bol viéSinou pod limitom detekcie. Vysledky odoziev
jednotlivych druhov sladov su reprezentované ako pomer plochy daného analytu a interného
Standardu, prepocitané na navazku sladu. V ramci prace je mozna kvantifikacia len pre ten typ
mnichovského sladu (experimentalny mnichovsky slad), pri ktorom boli definované
matricové efekty a zostrejend prislusnd matricova kalibracné krivka. V pripade kvantifikécie

ostatnych druhov sladu je potrebné overit’ vplyv matricovych efektov.

Tabh.3.16: Statistické vyhodnotenie analyzovanych vzoriek sladu, x- median pomeru pléch
pikov NPRO a NPIC vztiahnuté na navazku sladu [g™'], L12 —interval spolahlivosti [g™], s —

smerodajna odchylka merania [g™], RSD — relativna smerodajna odchylka [%]

X+ L112 S RSD

slad ¢. vzorku - - [%]
pSeni¢ny 1. 0,008 £ 0,001 0,00 12,62
mnichovsky 1. 0,046 + 0,004 0,00 6,52
2. 0,270 £ 0,027 0,02 7,11
3. 0,049 + 0,008 0,01 11,29

svetly 1. 0,049 +£ 0,013 0,00 8,92

2. 0,030 + 0,005 0,00 541
3 0,020 + 0,007 0,01 25,87

V tabulke 3.16 nie st uvedené vysledky pre karamelovy slad. Tento slad nebolo mozné
analyzovat’, pretoze sa ho nepodarilo vycistit’ od koextrahovanych zloziek matrice. V pripade
d’alSieho vyvoja metddy by bolo mozné zaviest’ pre karamelovy slad este jeden Cistiaci krok,
napriklad precistenie pomocou extrakcii na tuhej faze prostrednictvom sorbentu C-18.
Cielové analyty sa na tomto type kolonky nezachytia ale je vysokd pravdepodobnost

zachytenie nepoldnych casti matrice, ktoré sposobuje zneSistenie vzorky. Z tabulky 3.16
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modzeme vidiet’ Ze najvicsie odozvy pomeru ploch NPRO/NPIC vztiahnuté na navazku sladu
vykazoval mnichovsky slad. Toto zistenie je vramci predpokladanych teorii, pretoze
V procese vyroby sladu sa pri hvozdeni pouzivaju vyssie teploty ako pri ostatnych typoch
sladu, ¢im sa podmieniuje vznik vicSieho mnozstvo N-nitrozaminov. Ziskané odozvy pre
mnichovsky a plzensky slad boli navzajom porovnané dvojvyberovym t-tesom pre nerovnost
rozptylov, p-hodnota bola vyssia ako 0,05, tym padom sa obsah NPRO v mnichovskom a
plzenskom slade Statisticky vyznamne nelisi.

V nasledujucej tabulke 3.17 je spracovana Statistika analyzy NPRO v experimentalnom
mnichovskom slade, pri ktorom bola mozna kvantifikicia na zaklade matricovej kalibracne;j

krivky. V ramci experimentov bolo pripravenych a zmeranych sedem vzoriek.

Tab. 3.17: Statistické vyhodnotenie experimentalneho mnichovského sladu pre NPRO,
X- median pomeru ploch pikov NPRO a NPIC, L;, —interval spolahlivosti, S — smerodajna

odchylka merania, RSD — relativna smerodajna odchylka [%], ¢ — hmotnostna koncentracia

[ng/kg]

(AnPro/AsTD) x+Lp S RSD CNPRO
¢. vzorku - - - [%] [ng/kg]
1 0,235
0,278
0,318
0,297 0,314 +0,014 0,04 12,22 132+29
0,314
0,328
0,353

~N o ok N

Z tabulky 3.17 vyplyva Ze koncentracia NPRO v experimentalnom mnichovskom

slade je 13,2 + 2,9 pg/kg.

Na zaklade vyvinutej metddy bolo potrebné zistit’ ¢i je vytaznost’ extrakcie analytov
(NPRO, NSAR) zo sladu 100%. Pre overenie vytaznosti extrakcie analytov bol pouzity
experimentalny mnichovsky slad a tri vzorky boli spracované trojndsobnou extrakciu
etylacetatom. VzhI'adom na to Ze, NSAR bol pod LOD danej analytickej metody, vysledky st
spracované len pre NPRO v tabul’ke 3.18.
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Tab. 3.18: Vytaznost extrakcie

optimalizovanym postupom

NPRO z experimentalneho mnichovského sladu

vytaznost’ x+Lg, S RSD
" 1.extrakcie 0 0 0
¢. vzorku [%] [%0] [%] [%]
1 92,69
2 98,41 9545+ 7,12 2,52 2,64
3 95,26

Z tabul’ky 3.18 moZeme vidiet’ Ze extrakcia NPRO z experimentalneho mnichovského

sladu je takmer 100 %. V ramci stanovenie analytov v slade sa pfedpoklada ze NSAR sa

sprava obdobne ako NPRO, pre jeho stanovenie je potrebné znizit’ LOQ.
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4 Zaver

Cielom diplomovej prace bol vyvoj a optimalizicia metédy na stanovenie
neprchavych N-nitrozaminov, konkrétne N-nitrozoprolinu
a N-nitrozosarkosinu Vv slade separacnou technikou plynovej chromatografie v kombinacii
S chemiluminiscenénym detektorom. Vzhl'adom na to, Ze N-nitrozosarkosin bol takmer vo
vSetkych pripadoch pod limitom detekcie danej analytickej metddy, sledovanou odozvou
Vv stanoveniach bola plocha piku N-nitrozoprolin. Na kvantifikdciu bola zvolena metoda
interného §tandardu (N-nitrozopipekolova kyselina) a na optimalizaciu extrakéného kroku
analytov zo sladu bola pouzitd metoda odozvovych ploch. Optimalizované boli nasledujtce
parametre: pomer hmotnosti kremelinat:slad, koncentracia kyseliny sirovej, percentudlny
obsah kyseliny sulfanilovej vo vodnej faze, objem etylacetatu a doba extrakcie. Zistené
optimalne podmienky pre jednotlivé faktory boli pomer hmotnosti kremelina:slad 1,4; 1,5 M
kyselina sirova, 1 % zastipenie kyseliny sulfanilovej vo vodnej faze, objem etylacetatu 100
ml a doba extrakcie 40 min.

V ramci vyvoja metddy bolo potrebné overit' vplyv matricovych efektov, ktoré boli
testované v experimentdlnom mnichovskom a v plzeiiskom slade. Ich vplyv bol potvrdeny
v oboch pripadoch ale v plzenskom slade bol vramci tolerovatelnej hranice. Z hladiska
prejavenych matricovych efektov v experimentalnom mnichovskom slade bolo potrebné pre
kvantifikdciu analytov zostrojit' matricova kalibracni krivku. Z cielovych analytov bol
Vv experimentalnom mnichovskom slade stanoveny len NPRO s koncentraciou
13,2 + 2,9 pg/kg. Vyvinuta metoda bola aplikovana na pSeni¢ny, plzensky a mnichovsky slad.
Vzhladom na to, Ze pre ostatné slady neboli overené matricové efetky nebola ich
kvantifikdcia moznd, preto boli ziskané vysledky vyhodnotené ako pomer ploch analytu a

interného Standardu vztiahnuté na 1g sladu.
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