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Abstrakt

V této praci byla vyvinuta miniaturizovand extrakéni metoda pro rychly screening
net¢kavych  nitrososlou¢enin ~ ve  sladu  pomoci  plynové  chromatografie
s chemiluminiscen¢ni detekci specifickou pro nitrososlouc¢eniny. Podle vysledné metody,
byly vzorky pfipravovany extrakci namletych sladovych zrn ve smési rozpoustédel
pyridinu a acetonitrilu v poméru 60:40 (v/v). Pro zvyseni tékavosti stanovovanych analyt
nasledovala dvoukrokova derivatizace pomoci hexamethyldisalazanu a N,O-bis(trimethyl)-
trifluoroacetamidu. Celkovy objem vzork(l ¢inil 200 pl a cas piipravy vzorkd po
optimalizaci Cinil 80 min.

Extrak¢ni metoda byla spojena s klasifikacni metodou, ktera chromatografické piky
rozdélila do skupin N-nitrososloucenin, C-nitrososlouc¢enin a interferujicich latek.
Po aplikaci obou metod na redlné vzorky sladu byly vytipovany konkrétni
chromatografick¢é piky C-nitrososloucenin a N-nitrososloucenin, jejichz vlastnosti

a struktura budou studovany v nasledném vyzkumu.

Klicova slova

Nitrososlouc¢eniny, slad, extrakce, derivatizace, plynova chromatografie,

chemiluminiscenéni detektor



Abstract

The aim of this diploma thesis was to develop a miniaturized extraction method for
a fast screening of non-volatile nitroso compounds using gas chromatography with
a nitroso specific chemiluminescence detection. According to a final methodology,
the samples were prepared by extraction of grinded malt using a mixture of pyridine and
acetonitrile in ratio 60:40 (v/v). To enhance volatility of the determined analytes, the two-
-step derivatization using hexamethyldisalazane and N,O-bis(trimethyl)-trifluoroacetamide
was used. The total volume of the sample was 200 pl and the preparation time after
optimization was in total 80 min.

The extraction method was connected to a classification method, which can divide
chromatographic peaks into the groups of N-nitroso and C-nitroso compounds,
and interfering substances. After application of the methods mentioned above to real malt
samples, the specific chromatographic peaks of C-nitroso and N-nitroso compounds were
selected. Description of their properties and structure suggestion will be a subject of

the following study.
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Seznam zkratek a symbolu

ATNC

BSTFA
GC
HMDS

HPLC

MS

NCD

NDBA
NDEA
NDiPA
NDMA
NDPA
NDPhA
NHPRO
NMOR
NMU
NPIP
NPRO
NPYR
NSAR

NTCA

Koncentrace zdanlivych celkovych nitrososloucenin
(z ang. Apparent Total Nitroso Compounds)
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

Plynova chromatografie (z ang. Gas Chromatography)
Hexamethyldisilazan

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

(z ang. High Performance Liquid Chromatography)
Hmotnostni detektor (z ang. Mass Spectrometer)
Chemiluminiscencni detektor selektivni pro nitrososlouceniny
(z ang. Nitroso Specific Chemiluminescence Detector)
N-nitrosodibutylamin

N-nitrosodiethylamin

N-nitrosodiisopropylamin

N-nitrosodimethylamin

N-nitrosodipropylamin

N-nitrosodifenylamin

N-nitrosohydroxyprolin

N-nitrosomorfolin

N-nitroso-N-methylmocovina

N-nitrosopiperidin

N-nitrosoprolin

N-nitrosopyrrolidin

N-nitrososarkosin

N-nitrosothiazolidin-4-karboxylova kyselina



1 Teoreticky uvod

V Ceské republice patfi pivo mezi nejoblibengjsi napoj, a proto je tieba peclivé
sledovat jeho sloZeni 1 kvalitu jeho surovin. Jelikoz t€kavé N-nitrosaminy, které byly
v pivu nalezeny ve stopovém mnozstvi, pfedstavuji vazné zdravotni riziko pro ¢lovéka [1],
bylo v zajmu tyto latky podrobné studovat. Studium problematiky tékavych N-nitrosaminii
v pivu a sladu bylo zapoc¢ato koncem 70. let minulého stoleti, kdy byl v némeckych pivech
nalezen N-nitrosodimethylamin (NDMA) v koncentracich az 68 ng/kg [2]. Pozdé&ji bylo
zjisténo, ze NDMA piechdzi do piva prevazné ze sladu, ve kterém se tvoifi b&hem
sladovani [3]. V reakci na toto zjisténi byla technologie sladovani upravena tak, aby béhem
ni vznikalo co nejméné tékavych N-nitrosamint [4]. Za UCelem kontroly, byla vyvinuta
metoda stanoveni tékavych N-nitrosamint, kterd vyuziva vakuovou destilaci a naslednou
analyzu plynovou chromatografii s hmotnostni detekci nebo chemiluminiscenéni detekei
selektivni pro nitrososlouceniny (NCD) [5]. Nejvyssi pfipustna koncentrace NDMA v pivu
je 0,5 ug/l a ve sladu 1,0 pg/kg. Tato doporudeni byla vydana Ceskym svazem pivovari
a sladoven a byla soucasti dnes jiz zruSené vyhlasky ¢. 305/2004. Obecné se vsak tyto
hranice stale dodrzuji.

Ve sladu jsou mimo tékavé N-nitrosaminy pfitomny 1 dalsi nitrososlou€eniny, které
jsou obecné netékavé nebo jen malo tékavé. Tuto obsahlou skupinu latek mohou tvofit
N-nitrosamidy, N-nitrosoguanidiny a C-/O-/S-nitrososlouceniny [6]. Pro stanoveni
celkovych nitroso skupin ve sladu i pivu se dodnes pouzivda Waltersova metoda ATNC
(Apparent Total Nitroso Compounds) vyuzivajici také NCD detekci [7]. Pro ATNC ve
sladu 1 pivu podobna opatfeni jako pro t€kavé N-nitrosaminy doposud neexistuji, ale
obycejné se za limitni koncentraci povazuje 20 pg (N-NO) na kilogram sladu[8].

V dnesni dobé patii tyto dvé vySe zminéné metody stanoveni k rutinnim analyzdm
piva a sladu, které slouzi pirevdzné pro kontrolu spravnych technologickych postupti. Pro
potvrzeni zdravotni nezévadnosti piva jsou vSak nedostacujici. Dle vysledkli méfeni na
VUPS zroku 2012 vyplyva, ze NDMA v pivu tvoii 0,1-0,6 % celkového obsahu ATNC
[9]. Dle vyzkumu zr. 1987 tvoii NDMA 0,3-4,8 % celkového ATNC ve sladu [10].
Tékavé N-nitrosaminy piispivaji k celkové koncentraci ATNC tedy pouze malym podilem
a zbylou ¢ast tvoii nitrososlouceniny o neznamé strukture. ZjiSténi struktury téchto latek

by pftispélo k pfesnéjsSimu odhadu zdravotni nezavadnosti sladu a zejména jeho



nejoblibengjsiho produktu - piva.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo vyvinout rychly extrakéni postup pro
screening nitrososloucenin ve sladu pomoci plynové chromatografie s chemiluminiscen¢ni
detekci. Ukolem bylo najit vhodné extrakéni &inidlo pro extrakci pievazné netékavych
nitrososlouc¢enin. Net¢kavé nitrososlouceniny kromé funkcéni nitroso skupiny mohou
obsahovat 1 dalsi polarni skupiny (-OH, -SH, , -CHO, -NH,, -COOH, -CONH,,), z toho
davodu bylo nutné nalézt 1 vhodné derivatiza¢ni ¢inidlo. Aby bylo zabranéno derivatizaci
polarnich skupin pochazejicich z rozpoustédla, bylo potieba vyvinout extrakci za pouziti
polarnich aprotickych rozpoustédel. V souvislosti s ochranou Zivotniho prostiedi by
metoda méla byt miniaturizovanda, aby bylo dosazeno minimalni spotifeby organickych
rozpoustédel.

K detekci analyti byl pouzit specificky NCD detektor. Bylo zjisténo, Zze odezva
detektoru na konkrétni nitrososlouceniny se 1iSi v zavislosti na pyrolyzni teploté [11].
Na vybrané vzorky sladi proto byla aplikovana detekéni metoda, pomoci které byly
nitrososlouc¢eniny klasifikované¢ do konkrétnich podskupin: C-nitrososlouceniny,
N-nitrososlou¢eniny, C-nitroso/nitroslou¢eniny a byly odliSeny od interferenci [11].
Vybrané klasifikované nitrososlouceniny nadale poslouzi jako podklad pro dalsi vyzkum,

ktery se bude podrobnéji zabyvat jejich identifikaci.

1.1 Slad

Slad je jednou z hlavnich ptisad pro vyrobu piva. Nejvice se slad vyrabi z je¢mene
set¢ho (Hordeum sativum, L., lipnicovité, Poaceae) [12]. Existuji vSak i slady z jinych
druhli obilovin, napf. pSeni¢né slady, které jsou hojné vyrdbény naptiklad v Belgii

a Némecku [13].

1.1.1 Vyroba sladu a druhy sladii

Princip sladovani spociva v naklieni a usuSeni je¢mene za kontrolovanych
podminek. Jednoduché schéma vyroby sladu je zobrazeno na Obr. 1.1.1. V prvnim kroku
je sladovnicky jeCmen ocistén a smacen po dobu 24-48 h. Namoceny je¢men dale kli¢i
5-6 dni. Podminky maceni a klieni davaji sladu specifické vlastnosti, kterymi jsou
napiiklad kyselost sladu a redoxni potencial [14]. V endospermu je¢mene dochazi k radé

fyzikalné-chemickych zmén. Enzymy uvolnéné ze zarodku a kofinkil rozkladaji Skrob
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v endospermu na niz$i sacharidové jednotky. K rozlusténi endospermu dochazi od kotinku
postupné podél celé délky zrna, a proto 1ze dobou kli¢eni ovliviiovat miru jeho rozlusténi.
V dobfe rozlusténém endospermu jsou Skrobovd zrna lépe pfistupna plsobeni

amylolytickych enzymi pii varnim procesu.

voda (cca5m*t") | 1. maceni jeémene

Je€men
71 (24-48 h)
cisténi, zlomky,
tridéni plevy, \
pfimési splavky, odpadni voda do COV

2. kliceni jecmene
(5-6 dni)

/— horky vzduch (cca 60 m? plynu t-')

\\9 teplo a CO:2 Sladovy kvét
3. hvozdéni J -
Hotovy slad

zeleného sladu odkligovan(
(24-48h) w

teplo a vihky vzduch

Obr. 1.1.1: Schéma vyroby sladu (zdroj [14])

Béhem hvozdéni je slad kontrolované susen po dobu az 48 h a tim je enzymaticky
proces ukonc¢en. Béhem hvozdéni nejvice vznikaji latky aromatické a barevné [12]. Razné
druhy sladt jsou vyrabény upravou technologickych podminek maceni, kli¢eni i hvozdéni
a vybérem odrudy sladu. Zména podminek kliceni a méaceni zajisti sladim predevsim
riznou miru rozlusténi vysokomolekuldrnich latek, ¢imZ ovlivni napt. kiehkost zrna.
Uprava podminek hvozdéni naopak uréuje mnozstvi vody ve vysledném sladu, & tvorbu
aromatickych a barevnych latek [14].

Na vyrobu béznych vycepnich piv, lezakl i1 piv specialnich se pouziva svétly slad
plzenského typu. Vyrabi se pii teploté hvozdéni 80-85 °C a je typicky nizkou hodnotou
barvy kongresni sladiny. Dal$im b&Zné pouzivanym sladem je slad mnichovského typu,
ktery se vyrabi pii teploté hvozdéni 100-105 °C, ma vyssi hodnotu barvy kongresni sladiny
a siln€j$i aroma. Dale jsou vyrabény slady specialni, které se ptidavaji k béznym sladiim
pro zvyraznéni jejich uréitych charakteristickych vlastnosti. Casto se tyto specidlni slady
1i$i enzymovou aktivitou, redoxnim potencidlem, kyselosti nebo barvou. Mezi specidlni
slady se fadi karamelovy slad, barvici (¢okoladovy) slad, nakufovany slad, melanoidinovy

slad, diastaticky slad, proteolyticky (kysely) slad ¢i slad zvySujici redoxni kapacitu piva
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[14]. Karamelovy slad se vyrdbi pfi teplotach hvozdéni 120-180 °C, ma vysoky obsah
aromatickych a barevnych latek a je silné hydroskopicky [12].

1.1.2 SloZeni sladu

Slozeni sladu je dulezité kritérium ovlivilujici jeho chemické a biochemické
vlastnosti, které¢ jsou dilezit¢ pro spravnou vyrobu piva. U sladu se urcuje fada
kvalitativnich znakt bud’ pfimo analyzou sladového zrna ¢i analyzou jeho kongresni
sladiny [12]. Prvnim sledovanym kritériem je vihkost sladu, kterd by méla byt maximalné
6 %. Vlhkost svétlych sladi byva kolem 3,5 % a u tmavych sladii az 2 %. Pfili§ vlhky slad
je nachylnéjsi k rozmnozeni mikrobidlni kontaminace nebo miize vykazovat nizsi
extraktivnost. Extraktivnost sladu je dal§im kritériem, pfedev§im ekonomickym a ma vliv
na vysledky kvaseni ¢i chemické a organoleptické vlastnosti vysledného piva [14].

Endosperm sladu je tvofen malymi Skrobovymi zrny (& 1-5 um) a velkymi
skrobovymi zrny (& 25-30 pm); jejich zastoupeni je dané geneticky [14]. Skrobova zrna
jsou z 98 % tvotena chemicky Cistym Skrobem (amylosou a amylopektinem) a zbytek tvofi
neskrobové polysacharidy, lipidy a dusikaté latky [12]. Neskrobové polysacharidy tvoii
10-14 % jec¢ného zrna a patii mezi né celulosa a hemicelulosa. Celulosa zpevituje bunééné
stény a je obsazena predevsim v pluchdch sladu. Hemicelulosa pak slouzi jako zpeviujici
a vypliujici latka v prostoru mezi celulosovymi vlakny. Podil neskrobovych polysacharidii
v hotovém sladu je rizny, jelikoz je zavisly nejen na genetickych vlastnostech sladu, tak
1 na technologii sladovani. Obecné vsak plati, Ze jejich podil béhem sladovani klesa. Lipidy
sladu tvofi pomérné riznoroda skupina: mastné kyseliny, lipoproteiny, fosfolipidy,
acylglyceroly, lipopolysacharidy a doprovodné latky lipidi - steroly. Tyto latky jsou
dilezité pro spravny metabolismus pivovarskych kvasinek a jejich obsah v je¢meni byva
kolem 4,5 %. Béhem sladovani se podil lipidu ptili§ neméni [14].

Ve sladu je dale ptitomna fada dusikatych latek, od vysokomolekularnich proteini
pies polypeptidy aZ po jednoduché aminokyseliny [12]. Béhem kliceni jeémene dochazi ke
Stépeni proteinll, ¢imz stoupa podil polypeptidi a aminokyselin ve sladu. Nékteré dusikaté
latky sladu maji pfiznivy vliv na pénivost a stabilitu pény, plnost chuti a barvy piva.
Jednoduché aminokyseliny davaji pfiznivé prostfedni pro mnoZeni a metabolismus
pivovarskych kvasinek béhem kvaseni.

V pluchach a aleuronové vrstvé je€ného i1 sladového zrna jsou dale ptfitomny
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polyfenoly, mezi které patii naptiklad flavonoidy ¢i fenolové kyseliny. Polyfenoly tvoii
ruznorodé¢ latky, které mohou pozitivné ale 1 negativné ovliviiovat vlastnosti vysledného
piva [14]. Pozitivni vliv maji napiiklad nezoxidované formy ¢i volné fenoloveé kyseliny,
které maji pfirozen¢ antioxidacni GCinky a oddaluji starnuti chuti piva [15]. Negativni

ucinky zptsobuji naopak zoxidované polyfenoly, které zhorSuji chut piva [16].

1.1.3 NezZadouci latky obsaZené ve sladu

Ve sladu se miiZze nachéazet fada latek, které bud’ zhorSuji organoleptické vlastnosti
piva (napf. sirné latky), nebo jsou dokonce ve vysSich koncentracich zdravi Skodlivé
(napt. mykotoxiny, akrylamid, toxické kovy a N-nitrosaminy) [14].

Sirné latky jiz ve stopovém mnozstvi mohou zhorSovat senzorickou kvalitu piva, do
kterého se mohou dostat zje¢mene i chmele. Nejznaméjsim a nejvice sledovanym
zastupcem této skupiny latek je dimethylsulfid, ktery je slozkou pivni viné [17]. Je-1i v§ak
jeho koncentrace v pivu vyssi nez 35-40 pg/l, vyrazné se tim zhorSuji senzorické vlastnosti
piva [18].

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity mikroskopickych hub (napt. houby rodu
Fusarium) a jsou piirodnimi toxiny pro zivé organismy vcetné Cloveéka [19]. Vyskyt
mykotoxinii ve sladovnickém je¢meni je ovlivnén nachylnosti odriidy je¢mene, zplisobem
pestovani ale 1 poskliziovou upravou a skladovanim. Mykotoxiny jsou schopny
z nakazeného jeCmene piejit skrze sladovaci 1 varni proces az do piva [20] a proto jsou tyto
latky pfisné kontrolovany piislusSnymi statnimi organy [14]. Dalsi karcinogenni
a mutagenni latkou je akrylamid, ktery nejvice vznika ve sladu pfi teplotdch hvozdéni
150-170°C [21]. Je proto pievazné piitomen ve specidlnich sladech [14]. Vznika v priabéhu
Maillardovy reakce, tj. reakce mezi redukujicimi cukry a aminokyselinami. Touto reakci
vznika hnédy odstin sladu, jehoZ intenzita roste s rostouci teplotou hvozdéni [22]. Toxické
kovy mohou ve sladu pochazet ze samotného je¢mene, maceci vody ¢i z technologického
zafizeni. Pfevazné se koncentruji ve sladovém kvétu a do samotného piva piechazi pouze
v zanedbatelném mnozstvi, i piesto je nutné tyto latky sledovat [23].

Mezi dal§i vyznamné karcinogenni a mutagenni latky sladu patii tckavé
N-nitrosaminy. V surovém je¢meni se tékavé N-nitrosaminy pfirozené nevyskytuji [14]
a jednou z moznych cest kontaminace je¢mene nitrososlou¢eninami by mohlo byt pouZiti

herbicidi ¢i pesticidit na ochranu rostlin [24]. Nebylo vSak dok4zano, ze by bé&zné
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pesticidy a dusikatd hnojiva, pouzivana béhem vegeta¢niho obdobi sladového jeCmene,
mély vyznamny vliv na mnozstvi tékavych N-nitrosaminti v hotovém sladu [25]. Bylo
zjisténo, ze t€kavé N-nitrosaminy nejvice vznikaji béhem hvozdéni sladu, predevsim pfii
pouzivani otevienych hotdkt [3]. Proto byly ddle hledany optimdlni technologické
podminky hvozdéni [26] i kliceni [27], s cilem snizit tvorbu tékavych N-nitrosaminil.
N-nitrosaminy obecné spadaji do skupiny nitrososlouc¢enin, avSak zbylym

nitrososlouc¢enindm, vyskytujicim se ve sladu, nebylo doposud vénovéno pfiili§ pozornosti.

1.2 Nitrososlouceniny

Nitrososlou¢eniny jsou latky obsahujici ve své chemické struktufe charakteristickou
skupinu -NO. Podle toho kjaké molekule je nitrososkupina vazana, rozliSujeme
C-/N-/S-/O-nitroslouceniny. Skupinu N-nitrososloucenin Ize rozd¢€lit na N-nitrosamidy a
N-nitrosaminy. Rada N-nitrosaminii byla nalezena v potravinach [28], [29], v kosmetice
[30], v pitné vode [31], [32] a také v pivu a sladu [2], [33]. V té€chto produktech vétSinou
vznikaji béhem vyrobniho procesu, napf. po piidani konzervacnich latek nebo tepelnym
zpracovanim [34]. Skupinu N-nitrosamidi tvoii naptiklad N-nitrosokarbamaty a
N-nitrosoguanidiny, které vSak zatim nebyly v potravinach stanoveny [34]. Divodem muiZe
byt jejich nizké stabilita, a proto nemohou byt v koneéném potravinovém vyrobku
detekovatelné [35]. Mezi ostatni, pievazné netékavé nitrososlouceniny, lze déale zatadit
N-nitroso derivaty glykosylaminti a Amadoriho sloucenin, N-nitrosované substituované

indoly nebo C-/S-nitrososlouc¢eniny [36].

1.2.1 N-nitrosaminy

N-nitrosaminy jsou obecné N-nitrosované sekundarni aminy, jejichz obecna
struktura je zobrazena na Obr. 1.2.1. Na zdklad¢ rozdilné tenze par jsou N-nitrosaminy
dale d€leny na tékavé a neteékavé. Te¢kavé N-nitrosaminy maji substituenty R; a R, tvofeny
nepolarnimi kratkymi alifatickymi fetézci ¢i jednoduchym heterocyklem a netékavé
naopak obsahuji dlouhé¢ uhlovodikové fetézce s navdzanymi polarnimi skupinami

(-OH, -SH, -NH, nebo -COOH) [34].
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Obr. 1.2.1: Obecna struktura N-nitrosamint

Nejvyznamnéj$im zastupcem tékavych N-nitrosaminii je N-nitrosodimethylamin
(NDMA), ktery byl v pivu stanoven jiz koncem 70. let [2]. DalSimi zastupci, nalezenymi
vpivu ¢i sladu, jsou N-nitrosodiethylamin (NDEA) [2], N-nitrosopiperidin (NPIP) a
N-nitrosopyrrolidin  (NPYR) [37]. Vjinych matricich byly dale stanoveny
N-nitrosodifenylamin (NDPhA) [31], N-nitrosodipropylamin (NDPA), N-nitroso-
dibutylamin (NDBA), a N-nitrosomorfolin (NMOR) [38], [39]. Struktury vybranych

zastupctl jsou zobrazeny na Obr. 1.2.2.

HiC, P Va Ve
/N—N N—N Q\I—N O N—N
HaC —

NDMA NPIP NPYR NMOR

Obr. 1.2.2: Struktury vybranych tékavych N-nitrosamini

Netékavé N-nitrosaminy obecné tvofi N-nitrosoaminokyseliny, N-nitrosované
heterocyklické karboxylové kyseliny a N-nitrosomocoviny. Nejvyznaméj$imi zastupci jsou
N-nitrosoprolin (NPRO), N-nitrosohydroxyprolin (NHPRO), N-nitrososarkosin (NSAR),
N-nitrosothiazolidin-4-karboxylova kyselina (NTCA) nebo N-nitroso-N-methylmoc¢ovina
(NMU) [34]. Struktury téchto zastupcii jsou zobrazeny na Obr. 1.2.3.

Osn Osn o 7
| O | O SN @) H3C. )j\
Myl SN)..& W N
OH OH H,;C~ OH 2N
HO
NPRO NHPRO NSAR NMU

Obr. 1.2.3: Struktury vybranych netékavych N-nitrosamin(

Tékavé N-nitrosaminy jsou latky s prokazanymi karcinogennimi a mutagennimi
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ucinky [1]. Vyzkum Helguera a kol. [40] studoval vztah mezi strukturou molekuly (druh
a symetrie substituenti R; a R;) na karcinogenni aktivitu latky. Bylo zjisténo, Ze ke
karcinogenité¢ pozitivné ptispivaji zejména kratké nesubstituované uhlovodikové zbytky
aopatny efekt davaji poldrni substituenty (hydroxyly, karboxyly) ¢i nenasycené
uhlovodikové zbytky. Tato studie je v souladu s obecnymi poznatky o nizké nebo zadné
karcinogenité netékavych N-nitrosaminii [34].

Odbouravani N-nitrosamini probihd v jatrech, kde dochazi k jejich aktivaci
oxida¢nimi enzymy [41]. V prvnim kroku podléhaji oxidaci na a-uhliku za vzniku
aldehydu a nestabilniho diazohydroxidu. Diazohydroxid se déale rozkldda na diazoniovy
ion a dale na karbokation zplisobujici mutaci DNA [42]. Je-li na a-uhliku pfitomen
substituent, k aktivaci nedochazi a latka neni pro organismus toxickd [40]. Tento proces
odbouravani N-nitrosamintl se shodoval na vSech testovanych savcich a predpoklada se tak
i stejny prabéh u lidi [35].

Skupinu netékavych N-nitrosaminii tvoii riznorodé latky, které jsou obecné
povazovany za mén¢ toxické. Jednoduchymi reakcemi se vSak néktefi zastupci mohou
které dekarboxylaci za vysokych teplot davaji vzniknout t€kavym N-nitrosodimethylaminu
a N-nitrosopyrrolidinu [43]. DalSim piikladem je translokacni reakce N-nitrosoprolinu
a N-methylmocoviny za pfitomnosti thiomocoviny v kyselém prostiedi, pfi které vznika
mutagenni N-nitroso-N-methyl moc€ovina [44].

1.2.2 Ostatni nitrososlouceniny

Zbylou cast netékavych nitrososloucenin vsak tvoii mnoho dal§ich rozmanitych
struktur, které doposud nebyly dostatecné charakterizovany [8].

Netekavé nitrososlouceniny sladu mohou tvotit i N-nitrosoderivaty glykosylamini a
Amadoriho sloucenin. Glykosylaminy a Amadoriho slouceniny (derivaty aminodeoxy-
sacharidl) jsou meziprodukty Maillardovy reakce, coz je reakce redukujicich sacharida
s aminy, ktera probiha pii vysokych teplotaich b&hem hvozdéni sladu. Rada Amadoriho
sloucenin a glykosylaminti byla stanovena ve svétlém i tmavém sladu. Tmavy slad obecné
obsahuje vice Amadoriho slouc¢enin disledkem vyssi teploty hvozdéni [45]. Byl studovan
vznik N-nitrosoderivati Amadoriho sloucenin a glykosylaminti béhem Maillardovy reakce
za pritomnosti oxidii dusiku na masnych produktech [46]. Béhem hvozdéni je slad také

v piimém kontaktu s oxidy dusiku susSiciho vzduchu a z toho divodu nelze vyloucit jejich
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piitomnost i ve sladu. N-nitrosoderivaty glykosylamini a Amadoriho slou¢enin byly uméle
syntetizovany a vykazovaly pfimé mutagenni uCinky [47]. Mutagenni aktivita je zavisla
na struktufe aminu, sacharidu i na pfitomnosti hydroxylovych skupin. Tyto derivaty
podléhaji v organismu hydrolytickému S$tépeni za vzniku arenodiazoniového kationtu,
ktery zptsobuje mutaci DNA.

Dalsi zéastupce mohou tvofit N-nitrosoderivaty indolii, heterocyklickych
aromatickych slou¢enin vznikajicich béhem kli¢eni rostlinného semene. Indoly a jeho
derivaty podléhaji nitrosacnim reakcim za pomérné¢ mirnych podminek a podle druhu
substituentli na C-3 uhliku mtzou tvofit rizné produkty nitrosace [34]. Naptiklad nitrosaci
graminu (derivatu indolu pfirozené pifitomném ve sladu) za kyselych podminek vznika
nejen t€kavy NDMA, ale 1 net€kavy N-nitroso-3-nitromethylindol [48], ktery je zobrazen
na Obr. 1.2.4. Mutagenni ucinek N-nitrosoindoli na nukleotidy DNA je zalozen
na prenosu nitrososkupiny na nukleofilni skupiny purinové baze [49].

/ O
N N
N ~O
N\ N\ N\
N N
H

NN
~0

Indol Gramin N-nitroso-3-nitromethylindol

Iz

Obr. 1.2.4: Struktura indolu a jeho derivat(

C-nitrososlouceniny sladu jsou pravdépodobné tvofeny C-nitrosovanymi
polyfenoly [50] a jsou obecné povazovany za netoxické latky [35]. Nitrosace polyfenolil
probiha za kyselych podminek [51]. Polyfenoly reaguji s nitrosacnimi ¢inidly pfednostné,
¢imZ inhibuji tvorbu N-nitrosamind. Napiiklad kyselina kofeinova a ferulova inhibovaly
vznik NDMA [52], nebo polyfenoly v cajovych listech a kavé inhibovaly nitrosaci
methylmocoviny [53]. Za bazickych podminek vSak mizou N-nitrosaci i katalyzovat [54].
Napriklad di-/trihydroxy fenoly a dalsi fenolové slouceniny katalyzovaly vznik NDEA
[55]. Byla provedena nitrosace tyraminu (derivatu tyrosinu), pii které vznikaly bud’
N-nitroso nebo C-nitroso produkty [56]. Za podminek pH podobnym v Zaludku probihala

piednostné C-nitrosace na aromatické jadro, jehoz produktem vsak byla mutagenni latka.
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S-nitrososlouceniny sladu vznikaji nitrosaci thioll a dale mohou podléhat
trans-nitrosacni reakci za vzniku N-nitrosamint [54]. Z 1-thiosacharidu bylo pfipraveno
nekolik derivati S-nitrososloucenin [57]. Krom¢& S-nitroso-1-thio-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-
glukopyrandzy byly vSechny nestabilni v pevné fazi i v roztoku. S-nitrososlouceniny jsou
obecné povazovany za netoxické latky [35] s vazodilatacnimi u€inky (rozsituje cévy) [57].
1.2.3 Vznik nitrososloucenin

Nitrososlou¢eniny mohou v potravinarskych vyrobcich vznikat nékolika moznymi
zpusoby: piidanim dusi¢nand, dusitanti nebo jinych konzervantii do procesu vyroby,
tepelnou Upravou (koufové uzeni nebo suSeni spalovacimi plyny) a mikrobidlni
kontaminaci [34]. Ve sladu vznika nejvice nitrososlouc¢enin béhem procesu hvozdéni, kdy
je slad v pfimém kontaktu se suSicim vzduchem, obsahujicim oxidy dusiku. V minulosti
technologie sladovani vyuzivala suSeni nad pfimymi hotéky, které byly pfi¢inou vysoké
koncentrace NDMA ve sladu [4]. Pouzitim nepiimych hotékl ¢i suSeni za nizSich teplot
pak vedlo k mensi produkci NDMA i dalsich tékavych N-nitrosamint [3]. Studie Culika a
kol. [25] potvrdila, Ze v jeCmeni a zeleném sladu byla koncentrace NDMA nizs$i nez
v hotovém sladu.

Z chemického hlediska nitrososlouceniny vznikaji reakci ptirozenych prekurzora
sladu s oxidy dusiku. Nitrosac¢ni reakce muze byt ovlivnéna fadou faktorti, kterymi jsou:
mnozstvi a druh nitrosa¢niho ¢inidla a prekurzorii, hodnota pH prostiedi ¢i pfitomnost
katalyzatoru nebo inhibitoru [3].

Oxidy dusiku jsou nitrosa¢ni Cinidla, kterd vznikaji ve spalovacim procesu reakci
kysliku s dusikem za vysokych teplot. Kyslik je ziskdn hlavné¢ z okolniho vzduchu,
zatimco dusik pochdzi z riznych zdroj, jako je pouzité palivo ¢i olej [4]. Oxidy dusiku
tvofi smés o rizném oxidacnim stupni dusiku, ale pouze oxid dusity a oxid dusicity jsou
nitrosaénimi ¢inidly. Dusitanové ionty nejsou piimymi nitrosa¢nimi cinidly, avSak
v kyselém roztoku caste¢né prechazeji na oxid dusicity [3].

Pfirozenymi prekurzory tékavych i net€kavych N-nitrosaminll jsou predevsim
sekundarni a tercialni aminy, které jsou pfitomné v zeleném sladu a vznikaji béhem kli¢eni
je€mene [58]. Pfikladem jsou alkaloidy hordenin a gramin, které jsou prokazanymi
prekurzory dimethylaminu, jehoz nitrosaci vznika NDMA [59]. Nitrosaci primarnich
aminl s jednou aminoskupinou vznikaji alkoholy, ma-li v§ak molekula dvé aminoskupiny

mohou vznikat cyklické N-nitrosaminy.
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Mechanismem vzniku netékavych nitrososloucenin se zabyvalo pouze n€kolik praci
[8] [43]. Jednou z moznosti vzniku netékavych N-nitrosaminti jsou translokacni reakce
nitrososkupiny mezi dvéma riznymi molekulami [3]. Kondenza¢nimi reakcemi
aminokyselin (cystein, serin, threonin nebo tryptofan) s jednoduchymi aldehydy
(formaldehyd nebo acetaldehyd) mohou vznikat N-nitrosované heterocyklické karboxylové
kyseliny, napfiklad NTCA vznikd kondenzaci cysteinu a formaldehydu [34]. Dalsi
moznosti je pfima nitrosace aminokyselin, kdy napt. NPRO a NHPRO mohou vznikat
pfimo z prolinu nebo 4-hydroxyprolinu [60]. V obilnych semenech je pfitomen kreatin,
ktery dava vzniku sekundarnimu aminu sarkosinu, jehoz nitrosaci vznikéd netékavy NSAR
[3]. Dalsim ptfikladem je vznik N-nitrosopipekolové kyseliny, kterd vzniké
z aminokyseliny lysinu [61].

Vyznamnym faktorem ovliviiujicim priibéh nitrosa¢ni reakce je pH prostiedi.
Nitrosace prolinu probiha pti pH 2-2,5; piperidinu a morfolinu pti pH 3, dimethylaminu pfi
pH 3-4 a nitrosace graminu a hordeninu pii pH 4,4 [3]. Také oxidy dusiku jsou zavislé na
pH prostiedi, jelikoz rozhoduje o dominanci konkrétni formy oxidu dusiku. Pro nitrosa¢ni
reakci je optimalni rozmezi pH 2-5, kdy ma nejvétsi zastoupeni pravé oxid dusity a oxid
dusic¢ity. Dalsim dulezitym faktorem je i pK, daného aminu [54].

Katalyzatory nitrosacnich reakci mohou byt slabé kyseliny, karbonylové slouceniny
a obecné nukleofilni anionty, napf. jodidy, bromidy, chloridy a thiokyanatany [35].
Katalyzatory nitrosace sekundarnich amini mohou byt napiiklad formaldehyd ¢i
benzaldehyd [34].

Zndmymi inhibitory nitrosacnich reakci jsou naopak fenoly, jelikoz reaguji
pfednostné s oxidy dusiku za vzniku nitrofenolu a nitrosofenolu. I dal$i aromatické
a heterocyklické slouceniny jako kyselina askorbova (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E)
a kyselina amidosulfonova reaguji s nitrosa¢nimi Cinidly pfednostng, ¢imz inhibuji vznik
N-nitrosaminti [62]. Hordenin, ktery je dle struktury také fenol, mize byt v kyselém
prostiedi inhibitorem. Kyselina kéavova, kyselina ferulova a katechin dobfe inhibuji
nitrosaci dokonce pifi pH 5,5. Bylo zjisténo, ze pii inhibici hraji dilezitou roli
3,4-dihydroxyskupiny na fenolech a konjugované olefinové vazby s volnymi
karboxylovymi skupinami [63]. Oxid sifi¢ity ma téz inhibi¢ni U¢inky, jelikoz redukuje
oxidy dusiku na méné aktivni formy — oxid dusnaty a oxid dusny. V minulosti se

do sladovaciho procesu ptidavala kyselina sirova, ktera piechazela na oxid sificCity.
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Tato metoda inhibice vSak neni Setrnd k Zivotnimu prostiedi, a proto byla v nékterych
statech zakazana [4]. Navic, tento druh inhibice zabranoval pouze vzniku tékavych
N-nitrosaminti a nemé¢l vliv na vznik netékavych N-nitrosamint [10].

Do piva se t€kavé N-nitrosaminy mohou dostat dvéma moznymi zpiisoby: prvnim
zptisobem je nitrosace prekurzorl ze vstupnich surovin béhem varniho procesu, coz dava
vzniknout hlavng t€kavym N-nitrosaminim. Druhym zplisobem je bakteridlni kontaminace
béhem vaieni piva [34]. Je-li varni proces kontaminovan redukujicimi bakteriemi, mohou
pak byt dusi¢nanové ionty, ptfitomné ve vod¢, zredukovany na ionty dusitanové, které
reaguji s vhodnymi prekurzory za vzniku tékavych i netékavych N-nitrosaminti [64]. Pti
zkoumani vzniku netékavych nitrososlouc¢enin béhem varniho procesu piva bylo zjisténo,
7e nejvice nitrososloucenin vznikalo b&éhem procesu kvaSeni. Podil netékavych

nitrososloucenin ze sladovych meziprodukti (sladiny a mladiny) byl zanedbatelny [65].

1.3 Metody stanoveni nitrososloucenin

Nitrososlou¢eniny, zejména N-nitrosaminy, byly stanoveny v masnych produktech
[28], v tabakovych vyrobcich [66] [67], v kosmetickych piipraveich [30] [68], v pitné vodé
[32] [31], ptip. i v odpadni vodé [69] [38] [70]. Z alkoholickych népoji byly detekovany
v ¢erveném vinu [71], whiskey [72] a zejména v pivu [67] [72] a sladu [73] [74]. Metody
stanoveni vétSinou zahrnovaly extrakéni kroky, nasledovanou separaci analytii pomoci

plynové nebo kapalinové chromatografie.

1.3.1 Extrakcni metody

Extrakéni postupy pro stanoveni tékavych N-nitrosamint musely byt ptizplisobeny
matrici a vykazuji tak vysokou variabilitu. Diky jejich vysoké tékavosti mohou byt vzorky
pfipravovany extrakci na pevné fazi nebo vakuovou destilaci. Pro stanoveni tékavych
N-nitrosamini v kapalné matrici byla pouzita extrakce na pevné fazi s polymernim
nosi¢em [33], s kokosovym uhlim [75] ¢i metoda headspace [71], vSe bylo spojeno
s plynovou chromatografii. S kapalinovou chromatografii byla spojena extrakce na pevné
fazi s polymernim nosi¢em [31] [70], s aktivnim uhlim [69] ¢i kokosovym uhlim [32]. Pro
stanoveni t¢kavych N-nitrosaminii v pevné matrici se standardné¢ vyuzivaji vakuové
destilacni metody [76] [25]. Dale byly vyzkousSeny pokrocilé extrak¢ni techniky, jako

napiiklad superkritickda fluidni extrakce [77], mikrovinna extrakce [78], spojeni
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mikrovinné a disperzni extrakce [79] nebo mikroextrakce na pevné fazi s pomocnym
zafizenim pro piimou extrakci z pevnych vzorki [80]. VétSinu z téchto extrakénich technik
je treba doplnit poextrak¢nim Ccisténim; napiiklad pro odstranéni lipidi byla pouzita
extrakce hexanem [73] nebo heptanem [29].

Pro stanoveni neté¢kavych N-nitrosaminti, konkrétné NSAR a NPRO v pivu a sladu
byla pouzita extrakce kapalina-kapalina s ¢iSténim na extrakénich kolonkach. Primérna
koncentrace NPRO ¢inila 24,1 ppb (od 5,6-113,3 ppb) a primérna koncentrace
NSAR 1,7 ppb (<1,0-6,0 ppb) v pivu i ve sladu [73]. Ve vyzkumné laboratoii na VUPS
byla vyvinuta metoda stanoveni NPRO a NSAR ve sladu plzeiiského, mnichovského
a pSeni¢ného typu extrakci s ethylacetdtem. Primérna koncentrace NPRO ve sladu ¢inila
13,2+ 2,9 ppb a koncentrace NSAR byla pod limitem detekce, ktery byl 4,0 ppb [81].
BéZznym postupem je piidavek standardu a latky potlacujici nitrosaci. Pro potlaceni
nitrosaéni reakce jsou vyuzivany napft. kyselina amidosulfonova a sulfamat amonny [73].
Kvantifikace se v obou ptipadech provadi ptes kalibra¢ni piimku interniho standardu [35].

Tyto metody jsou obecné ¢asoveé narocné a produkuji velké mnozstvi organického odpadu.

1.3.2 Separacni metody

Nejcastéji se ke stanoveni t€kavych i net€ékavych N-nitrosamind vyuziva plynova
chromatografie s chemiluminiscen¢ni detekci selektivni pro nitrosaminy (GC-NCD) [82]
[76]. Dalsi casté zapojeni je s hmotnostnim detektorem (GC-MS) [79] [80], které bylo
vyzkouSeno 1 v tandemovém uspofddani (GC-MS/MS) [30] [83]. Spojeni GC-MS
se nejvice pouziva pro stanoveni N-nitrosamind ve vodé, pro komplexni matrice
je nevhodné. Hmotnostni detekce nizkomolekularnich latek jako NDMA vykazuje
nedostateCna spektra, jelikoz molekularni ion je pfili§ malé hmoty a intenzity, a proto
se dava prednost NCD detekci [35]. Dal§im moznym zapojenim s plynovou chromatografii
byl napiiklad plamenové-ioniza¢ni detektor [39].

Stanoveni t€kavych N-nitrosamini pomoci plynové chromatografie vyzaduje pouze
kratky Cas analyzy a jako stacionarni faze je vyuzivan stfedné polarni sorbent. Z divodu
jejich vysoké tékavosti neni nutna jejich derivatizace [35]. Pro stanoveni netékavych
N-nitrosaminll je pfedchozi derivatizace nutna, pro snizeni vyparné teploty a zvySeni
stability molekul. Derivatizace se obvykle provadi pfevedenim polarnich skupin na methyl

estery pomoci diazomethanu [43] [73] nebo na trimethylsilyl estery pomoci
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N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu (BSTFA) [74]. Jako katalyzator derivatizacni
reakce lze pouzit napi. kyselinu trifluoroctovou [84].

S klasickou vysokou¢innou kapalinovou chromatografii byl zapojen hmotnostni
detektor (HPLC-MS) [70] i v tandemovém uspotfadani (HPLC-MS/MS) [29] [31] [32],
a tyto metody umoznily stanoveni tékavych i neté¢kavych N-nitrosaminli soucasné [29]
[31]. Dale byl pouzit i reduktivni elektrochemicky detektor [37] nebo fluorescencni
detektor [67]. Spojeni HPLC-NCD je naro¢né z diivodu nutnosti zmlzeni velkého objemu
mobilni faze v pyrolyzéru detektoru. Z toho divodu musi byt na vystupu z kolony
ptipojeno nékolik vymrazovaci, které zkondenzuji veSkeré latky kromé nitroso radikald,
které putuji az do specidlni pyrolyzni pece [35]. Takovéto spojeni bylo vyuzito pro

stanoveni t€kavych N-nitrosamind v potravindch a napojich [85].

1.3.3 Stanoveni ATNC

Stanoveni ATNC (Apparent Total Nitroso Compounds) udavd koncentraci
celkovych nitrososkupin ve vzorku. Princip metody stanoveni je nasledujici: v prvnim
kroku jsou funkéni nitrososkupiny od zbytku molekuly S$tépeny pomoci kyseliny
bromovodikové v ledové kyseliné octové. Vznikly produkt nitrosylbromid je v pyrolyzni
peci pii teplot€¢ 500 °C S$t€pen na nitrosylové a bromidové radikaly, které v reakéni
komiirce detektoru reaguji s ozonem za vzniku excitovan¢ho oxidu dusicitého. Relaxaci
excitovaného oxidu dusicitého je vyzareno charakteristické zateni, které je detekovano na
chemiluminiscen¢nim detektoru. Samotné méfeni je prakticky velmi naro¢né a odezva
detektoru zalezi na mnoha dalSich faktorech, jako napf. obsah vody ve vzorku, rychlost
pritoku nosného plynu a kvalit¢ vymrazovacich lazni; stejné tak je i dilezitd vysoka
Cistota pouzitych chemikalii [35].

Stanoveni celkovych nitrososloucenin u nékterych potravinovych vyrobki, jako
jsou masné produkty, s6jovd omacka a pitna voda, vyuzivaly upravené metody ATNC.
Naptiklad byla pouZzita denitrosaéni smés jodu a jodidu draselného v kyselém prostiedi
[86]. Jina varianta vyuzivala smés chloridu méd’ného v kyseliné¢ chlorovodikové [87].

Vysoky obsah ATNC v pivu byva v dne$ni dobé zpisoben mikrobidlni
kontaminaci. Kontaminované pivo ma vyss$i podil biogennich aminti, které mohou byt
pfimymi prekurzory i netékavych N-nitrosaminti [61]. Radové stovkové hodnoty ATNC

zpravidla svédc¢i o mikrobidlni kontaminaci v nékteré fazi pivovarského provozu [50].
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Metoda ATNC slouzi jako alternativni stanoveni netékavych nitrososloucenin.
Koncentrace ATNC je vyjadiena v jednotkdch pg(N-NO) na kilogram sladu, pfip. na litr
piva, a udava tedy pouze sumu skupin N-NO od vSech ptitomnych tékavych i net€ékavych
N-nitrosaminti a dalSich nitrososloucenin, které se obecné povazuji za zdravotné
nezdvadné. Struktura jednotlivych nitrososloucenin je vSak povétSinou neznama a nelze tak
jejich zdravotni UCinek prokdzat. Zdravotni nezdvadnost piv se doposud posuzuje
sledovanim koncentraci ATNC. Zastoupeni latek v ATNC je velice variabilni, napiiklad
stejna hodnota ATNC u piv riiznych vyrobcli neznamena totozné zastoupeni jednotlivych

nitrososloucenin [8].

1.4 Chemiluminiscencni detektor selektivni pro
nitrososlouceniny

Chemiluminiscencéni detektor se ve starsi literatufe objevuje pod ndzvem TEA
(z ang. Thermal Energy Analyzer). Cim dal ¢ast&ji se viak pouziva presn&jsi nazev NCD
(zang. Nitroso Specific Chemiluminescence Detector), nebo-li chemi-luminiscencni
detektor selektivni pro nitrososlouceniny. Detektor NCD se zapojenim k plynovému
chromatografu se Siroce vyuziva pro komercéni stanoveni N-nitrosaminll v ruznych
matricich [88].

Princip detekce je nasledujici: vystup z kolony plynového chromatografu usti do
pyrolyzni pece, ve které jsou analyty termicky St€peny za vzniku nitrosyl radikala. Vzniklé
nitrosylové radikaly pokracuji do evakuované reakéni komory, kde reaguji s ozonem za
vzniku oxidu dusi¢itého v excitovaném stavu. Pii piechodu z excitovaného stavu do
zékladniho stavu emituje charakteristické elektromagnetické zafeni o vinové délce
blizkého infraerveného zateni (600-3000 nm). Uvolnéné energetické kvantum je
zachyceno citlivym fotonasobi¢em a intenzita vyzafené energie je piimo Umérna
koncentraci analytu [89]. Schéma detekce je zobrazeno na Obr. 1.4.1.

Mozné interference mohou zplsobit fragmenty, napt. ethylen nebo oxid uhlicity,
které reaguji s ozonem a vyzaii energetické kvantum. Tento typ interferenci je eliminovan
cervenym optickym filtrem, ktery odfiltruje zafeni o vinové délce mensi nez 600 nm [89].

Nevyhodou NCD detektoru je jeho citlivost na okolni tlak a narocnost na udrzbu a servis.
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Obr. 1.4.1: Schéma principu detekce

1.4.1 Klasifikacéni metoda

Detektor NCD je obecné selektivni na N-nitrososkupiny. Pfi teplotach <500 °C jsou
Stépeny vyhradné N-nitrososlouceniny, jelikoz vazba N-NO je energeticky chudsi nez
vazba C-NO. Bylo vsak zjisténo, Ze jeho selektivita se méni s rostouci pyrolyzni teplotou.
Pti vyssSich teplotich pravdépodobné dochdzi ke Stépeni 1 dalSich vazeb obsahujicich
nitroso- nebo nitro- skupinu, napiiklad C-NO/NO, ¢i N-NO,.

Na tomto principu byla vyvinuta nova metoda, kterd byla poprvé pouzita pro
klasifikaci neté¢kavych nitrososloucenin v kontaminovaném pivu [11]. Metoda je zaloZena
na profilovani pyrolyznich produktl netékavych nitrososloucenin, jez jsou zaznamendvany
ve form€& chromatografickych piki. Bylo zjiSténo, Ze latky stejnych skupin vykazuji
podobné pyrolyzni profily. Byla proméfena fada standardnich latek spadajicich do skupin
N-nitrososloucenin, C-nitrososloucenin, N-nitroslou¢enin, C-nitroso/nitroslou¢enin a
interferentli pii pyrolyznich teplotaich 500, 600, 700, 750 a 800 °C. Vystupni data
z chromatogramti pak byla nasledné zpracovana diskriminac¢ni analyzou. Vysledna funkce
vykazovala dobré klasifikaéni schopnosti se spravnosti az 96,12 %. Vysledkem
diskriminacni analyzy jsou tii proménné, podle kterych jsou analyty klasifikovany do
rozdilnych skupin, viz Obr.

1.4.2. Nejmensi spravnost vykazovala klasifikace

C-nitrososloucenin, kviili prekryvu funkci s N-nitraminy [11].
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Obr. 1.4.2: Grafické zobrazeni klasifikaéni funkce (zdroj [11])

Spojeni této klasifikacni metody s vyvinutou extrakéni metodou sladu umoZzni
vzniknout rychlé screeningové metodé pro orientacni rozd€leni netékavych
nitrososlouc¢enin sladu do charakteristickych skupin. Metoda umoziuje odliSeni
N-nitrososloucenin a C-nitrososloucenin od interferujicich latek sladu, a tim tvoii zaklad

pro dalsi vyzkum strukturnich vlastnosti net€kavych nitrososloucenin.
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2. Experimentalni cast

2.1 Chemikalie

Extrakénimi Cinidly byly pyridin (99,8 %, Sigma-Aldrich), chloroform p.a.
(>299,8 %, Merck), acetoniril p.a. (99,9 %, Sigma-Aldrich), ethylacetat p.a. (=99,5 %,
Sigma-Aldrich), diethylether p.a. (99,9 %, Lach-Ner), aceton p.a. (99,97 %, Lach-Ner)
atoluen p.a. (299 %, Lach-Ner). Kderivatizaci analytd byla pouzita smés
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu a trimethylchlorsilanu (99:1, v/v,
Sigma-Aldrich), hexamethyldisilazan (=99,0 %, Sigma-Aldrich) a kyselina trifluorooctova
(>99,0 %, Sigma-Aldrich). Dale byl pouzit kovovy zinek zrnény p.a. (399,9 %,
Chemapol), kyselina dusi¢na (65%, Merck) a pevny dusitan sodny p.a. (Lach-Ner).

Jako standardni roztoky byly pouzity N-nitrosodimethylamin, N-nitroso-
diethylamin, N-nitrosodiisopropylamin a N-nitrosodipropylamin (100 upg/ml, Ultra
Scientific), ze kterych byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 200 pg/l v hexanu.
Ze standardniho roztoku N-nitrosoprolinu (100 pg/ml, Isconlab) byl pfipraven zasobni
roztok o koncentraci 200 pg/l vroztoku acetonitrilu a smési N,O-bis(trimethylsilyl)-

trifluoroacetamidu s trimethylchlorsilanem (1:1, v/v).

2.2 Seznam vzorku

Pro praci byly pouzity experimentalni i komer¢ni slady plzeniského, mnichovského,
karamelového, pSeni¢ného a barviciho typu 1 sladovnicky je¢men. Seznam pouzitych sladi
a sladovnického jeCmene s uvedenymi koncentracemi tékavych N-nitrosamind je uveden
v Tab. P1 v kapitole PFilohy. Koncentrace te€kavych N-nitrosaminti byly ziskany
z databaze VUPS.

2.3 Pristrojové vybaveni

Extrakce a derivatizace vzorkli byla provedena na blokové ldzni Pierce Reacti-
Therm I #18822, Thermo Scientific, USA. Analyza vzorkl byla provedena na plynovém
chromatografu Trace 1310, Thermo Scientific, USA. Analyty byly separovany na kapilarni
kolon¢ TG-200 MS (30 m, 0,25 mm a s tloustkou wvrstvy stacionarni faze
trifluoropropylmethyl polysiloxan 0,25 pum, Thermo Scientific, USA). Mobilni fazi byl
argon, 99,996 % (Messer Technologies, Némecko). Detekce analytii probihala pomoci
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chemiluminiscen¢niho detektoru TEA 820 Series, Ellutia, UK. Chromatogramy byly

zpracovany s vyuzitim softwaru Chromeleon 7.

2.4 Postup pripravy vzorku

Obecny postup ptipravy vzorkll je zobrazen pomoci schématu na Obr. 2.4. Zra
sladu byla namleta na jemnou moucku pomoci elektrického mlynku. Pluchy sladu byly
pripraveny hrubym namletim sladu a naslednym odd€lenim pluch od sladové moucky
pomoci pinzety. Pluchy byly najemno namlety pomoci ruéniho mlynku na kotfeni. Zbyla
sladovd moucka byla najemno namleta opét elektrickym mlynkem. Namlety slad
(ptip. namleté pluchy nebo sladovda moucka) byly pifevedeny do 0,4ml insertu s plochym
dnem a jejich hmotnost €inila pfesné asi 50 mg. Insert byl umistén do 2ml Sroubovaci
vialky a ke sladu bylo pfidano 50 pl extrakéni smési pyridinu a acetonitrilu (60:40, v/v).
Vzorek byl extrahovan pfi 65 °C po dobu 10 min a nasledné¢ byl piidan
hexamethyldisilazan (100 pl) a kyselina trifluorooctova (1 ul). Prvni ¢ast derivatizace byla
ponechdna 30 min pfi 65 °C. Dale bylo pfidano 50pl  smési
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu a trimethylchlorsilanu (99:1, v/v). Druha cast
derivatizace Cinila dalSich 30 min pfi 65 °C. Vzorky byly pro ustdleni ponechdny pfi
laboratorni teploté (20 °C) po dobu 10 min. Extrakce, derivatizace a ustalovani probihalo
vzdy vuzaviené vialce bez pfistupu svétla. Extrakt byl zvialky odebran pomoci

mikrostiikacky, pfeveden do nového insertu a analyzovan pomoci GC-NCD.

Mleti sladu —»| Extrakce +—»| Derivatizace —»| Ustaleni

Obr. 2.4: Schéma pfripravy vzorkl k analyze

2.5 Podminky analyzy na GC-NCD

Vsechny vzorky byly analyzovany za nésledujicich podminek: nastiik technikou
split (1:10) s objemem nastiiku 2,0 pl a teplotou nastiiku 210 °C. Oplach septa ¢inil
6 ml/min. Konstantni rychlost pritoku mobilni faze byla 0,6 ml/min. Teplotni program
béhem analyzy byl: 50 °C (1 min) - 20 °C/min - 150 °C (5 min) - 10 °C/min - 210 °C
(3 min) - 10 °C/min - 320 °C (6 min). Na vystupu kolony cinila teplota rozhranni 250 °C.
Pyrolyzni pec byla standardn¢ vyhiivana na 750 °C. Pratok kysliku do detektoru Cinil
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3,2 ml/min. Teplota v reakéni komirce Cinila —18 °C s tlakem 93,3 Pa. Celkova doba

analyzy byla 37,5 min.

2.6 Zpracovani dat

Pro statistické zpracovani vysledki byly vychozimi daty plochy nebo vysky
chromatografickych pikli. Navrhy experimentéalnich designt jsou uvedeny v Tab. P2-P4
v kapitole PFrilohy. Experimentalni designy byly vyhodnoceny metodou analyzy rozptylu
strategii zpétné eliminace na hladin€ pravdépodobnosti 95 %.

Pro tucely hodnoceni kvality prolozeni dat matematickou funkci byly pouzity
diagnostické grafy rezidui. Pro vyhodnoceni dat byla déale pouzita analyza hlavnich
komponent a pro sestaveni teplotni mapy byla pouzita Euklidovské vzdalenost s Wardovou
metodou shlukovani. Béhem aplikace screeningové metody na redlné vzorky byly pted

diskriminac¢ni analyzou odebrany plochy piki, které byly pod limitem detekce.

2.7 Postup kompletni screeningové metody

Na Obr. 2.7 je zobrazeno schéma spojené extrakeni a klasifikaéni metody déavajici
kompletni screeningovou metodu pro stanoveni nitrososlouc¢enin ve sladu. Po ptipravé
vzorkl dle vyvinuté extrakéni metody byl pyrolyzni profil zaznamenan pro teploty 500,
650, 700, 750 a 800 °C. Vychozi data, kterymi byly plochy nebo vysky pikt, byla

vyhodnocena pomoci diskriminaéni analyzy v softwaru Statistica.

Vzorek sladu |» Priprava , Extrakce a Analyza na
o >
sladu derivatizace GC-NCD
v
Klasifikace Diskriminadni Zpracovani Zaznarr)
i - I <« pyrolyzniho
piku analyza dat profilu

Obr. 2.7: Obecné schéma screeningové metody

2.8 Priprava vzorku s vy$Sim mnozstvim nitrososloucenin

2.8.1 Priprava extraktu sladu nitrosovaného roztokem dusitanii

Do 20ml krympovaci vialky bylo navazeno 400,2 mg namletych pluch sladu MN1
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a bylo pfidano 10 ml extrakéni smési pyridinu a acetonitrilu (60:40, v/v). Extrakce
probihala v uzaviené vialce a bez ptistupu svétla po dobu 60 min pii 65 °C a ustalovani
probihalo 30 min pii 20 °C. Pomoci nedélené pipety byly do dvou 50ml srdcovych banék
prevedeny 2,0 ml extraktu. Extrakty byly odpafeny na vakuové rota¢ni odparce za
podminek 27 mBar a 40 °C. Dale byl pfipraven vodny roztok dusitanu sodného
o koncentraci 9,5 mg/ml. Odparek byl rozpustén ve 3 ml destilované vody a pouze do
jedné banky bylo pfidano 50,0 pl roztoku dusitanu sodného. Banky byly ponechany
v temnu pii 20 °C po dobu 90 min. Obsah ban¢k byl odpaien na vakuové rota¢ni odparce
za podminek 27 mBar a 40 °C. Odparky byly rozpustény v 200 pl extrakéni smési pyridinu
a acetonitrilu (60:40, v/v) a ptevedeny do 0,5 ml insertu s plochym dnem umisténém v 2ml
Sroubovaci vialce. Do insertu bylo pfiddno 200 pl smési N,O-bis-(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamidu s 1% trimethylchlorsilanem. Vzorky byly ponechany derivatizovat po
dobu 30 min pii 65 °C a ustalovany po dobu 30 min pii 20 °C v uzavienych vialkach

v temnu. Nasledné byla provedena analyza na GC-NCD.

2.8.2 Priprava sladu nitrosovaného plynnym oxidem dusicitym

Aparatura pro nitrosaci sladu plynnym oxidem dusi¢itym za horka je
zobrazena na Obr. 2.8 A. V reak¢ni bance s kulatym dnem bylo 46 g celého sladu PL3
navlhéeno 10 ml destilované vody. Banka generujici oxid dusicity byla naplnéna 50 ml
koncentrované kyseliny dusicné, ke které byl postupné piidavan kovovy zinek. Vznikajici
oxid dusicity Ustil do reakcéni bainky se sladem. Reak¢ni banika byla uzaviena a mirné
zahfivana na topném hnizd¢ po dobu 2 h v atmosféfe oxidu dusicitého (teplota nad sladem
¢inila 36-40 °C). Slad byl néasledn¢ ususen pii 83 °C po dobu 2 h. Stejnym postupem byl
pfipraven nenitrosovany slad PL3, ktery byl zahiivan bez piidavku oxidu dusi¢itého. Cas
zahtivani ¢inil 60 min, z diivodu vysokych teplot v reak¢ni banice ze vznikajici vodni pary.
Doba suSeni ¢inila 1,5 h. Oba slady byly pro GC analyzu pfipraveny standardnim
zpusobem.

Aparatura pro nitrosaci sladu plynnym oxidem dusi¢itym za studena je zobrazena
na Obr. 2.8 B. Do banky se zabrusem bylo ptfevedeno 20 g celé¢ho sladu PL3. Ke sladu
byly pfidany 4 ml destilované vody a navlhceny slad byl ponechan 40 min v dusikové
atmosfére. Slad byl rozdélen do dvou ban¢k se zabrusy. Pfiblizné polovina navlhc¢eného

sladu byla ponechana v uzaviené¢ banice v atmosféfe dusiku vtemnu do druhého dne.

29



Druhd banka byla naplnéna oxidem dusicitym, ktery byl pfipraven nésledovné: banka
generujici oxid dusiCity byla naplnéna 10 ml koncentrované kyseliny dusicné, ke které byl
postupné ptridavan kovovy zinek. Vznikajici oxid dusicity tustil do baiiky se sladem, ktera
byla nésledné uzaviena a ponechdna do druhé¢ho dne v temnu. Oba slady byly druhy den
ususeny pii 40 °C podobu 2 h a pro analyzu na plynové chromatografii pfipraveny

standardnim zptisobem.

<+T— Zn+4HNO; —»Zn{NOz);+2H,0+2N0O; —»
4 -4

Obr. 2.8: Aparatura pro nitrosaci sladu za horka (A) a za studena (B)
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3. Vysledky a diskuze

Prvotnim cilem této diplomové prace bylo optimalizovat vhodny extrakéni
a derivatizaéni postup pro stanoveni netékavych nitrososloucenin ve sladu pomoci
GC-NCD. Toho bylo dosazeno =za pouziti metod experimentdlniho designu
a vicerozmérnych statistickych metod. V pribchu vyvoje extrakéni metody byla na
vybranych vzorcich testovana klasifikacni metoda podle literatury [11]. Jelikoz jsou
koncentrace hledanych analyti v iadu ppb, bylo Zzadouci pfipravit slad se zvySenym
mnozstvim nitrososlouc¢enin. Dal§i ¢ast prace byla proto veénovana piipraveé
a charakterizaci vzorkd sladu, které byly v pifimém kontaktu s nitrosaénim cinidlem.
Nakonec byla vyvinuta extrakéni metoda spojena s klasifikaéni metodou a aplikovéna na

realné vzorky.

3.1 Vyvoj extrak¢ni metody

Hlavnim cilem extrakéni metody bylo pievést pokud mozno maximum analyta,
konkrétné nitrososloucenin, ze sladu do roztoku. Podminkou pfi tom bylo zachovat metodu
po celou dobu vyvoje v miniaturizovaném méftitku, aby byl dodrZzovan konstantni objem
extrakénich a derivatizacnich ¢inidel, ktery dohromady ¢inil 200 pl. Tento objem byl
zvolen experimentdln¢ v rdmci prvotniho experimentu, kdy byla testovana extraktivnost
hledanych analyta z pluch sladu. VEtsi objem ptidanych ¢inidel by zptasobil tbytek analyti
v extraktu z divodu jejich nafedéni.

Vramci vyvoje analytické metody byly dodrZzovany zédkladni postupy, které
v prvnim kroku zahrnuji screeningové metody pro vymezeni vhodnych extrakénich ¢inidel.
V dalsi fazi bylo slozeni extrakéni smési optimalizovano a byl studovan vliv ultrazvuku na
extrakci. Déle bylo zkoumano, z jakych ¢asti sladovych zrn se extrahuje nejvice hledanych
analytii. Porovnany byly extrakty pfipravené z pluch sladu, sladové moucky a z celych zrn
sladu.

Z divodu nizké tékavosti hledanych analytli bylo nutné extrahované analyty pted
analyzou na GC derivatizovat. Jako extrakéni Cinidla byla pouZita pouze aproticka
rozpoustédla, kterd se nelcastni derivatizani reakce a derivatizace analytli tak probiha
kvantitativng. Pivodnim derivatizacnim ¢inidlem byla pouze smes
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu s trimethylchlorsilanem (99:1, v/v, dale jen

BSTFA). Derivatizacni postup byl v rdmci vyvoje rozsifen pouzitim hexamethyldisilazanu
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(dale HMDS) jako druhého derivatiza¢niho ¢inidla.

Vysledna metoda by méla byt rychld, a proto byl cely extrakéni a derivatizacni
postup optimalizovan, aby bylo dosazeno pozadovaného =zkraceni casu pfipravy.
Pro kontrolu spravnosti klasifikacni metody byly analyzovany vzorky jeCmene a k nim

ptislusnych sladu.

3.1.1 Test extraktivnosti vybranych analyti

V prvotnim experimentu byla testovana extraktivnost hledanych analytl z pluch
sladu mnichovského typu MNI1. Pluchy byly zvoleny proto, Ze se v nich ptedpoklada
nejvetsi koncentrace nitrososloucenin a jejich prekurzorti [4]. Byly pfipraveny celkem tii
extrakty z pluch. Extrakénimi ¢inidly v prvnim vzorku byl pyridin a ve druhém
chloroform. Derivatiza¢ni ¢inidlo BSTFA bylo pfidano k extrakénimu cinidlu ihned
po sobé a v poméru 1:1. Ve tfetim vzorku bylo derivatiza¢ni ¢inidlo BSTFA pouzito i jako
extrakéni ¢inidlo. Objem pfidanych ¢inidel byl dohromady 200 pl. Doba extrakce €inila
60 min pii1 65 °C a doba ustalovani 60 min pii 20 °C. U vSech vzorkii byl pomoci GC-NCD
zaznamenan cely pyrolyzni profil a byla aplikovana diskriminaéni analyza, ktera
klasifikovala chromatografické piky do skupin N-nitrososloucenin, C-nitrososloucenin,
latek obsahujici kombinaci C-nitroso/nitroslou¢enin a interferenci.

Vzorek ptipraveny extrakci pyridinem s BSTFA obsahoval dohromady 12 pikd,
vzorek extrahovany samotnym BSTFA obsahoval celkem 10 pik a vzorek extrahovany
chloroformem s BSTFA obsahoval celkem 8 pikd klasifikovanych jako
N-nitrososlouceniny a C-nitrososlouceniny (pfip. C-nitroso/nitroslouceniny). Klasifikované
piky skupin N-nitrososlou€enin, C-nitrososlouc¢enin a C-nitroso/nitroslouc¢enin, mély
v kazdém vzorku rozdilné retencni ¢asy. Do roztoku tak z pluch pravdépodobné piechazely
latky rozdilné struktury, dle jejich afinity k pouzitému extrakénimu ¢inidlu. Jelikoz byly
zaznamenany chromatografické piky i u vzorku ptipraveného extrakci pluch pomoci pouze
BSTFA, lze usoudit, ze k extrakci nezndmych analytl do roztoku pfispiva i samotné
derivatiza¢ni ¢inidlo.

Ve vysledku vSak nelze odliSit, zda dand latka do roztoku ptechazi diky
extrakénimu ¢inidlu, ¢i diky BSTFA nebo kombinaci téchto dvou latek. V dal§im kroku
bylo zapotfebi pomoci jednoduchého screeningu vybrat takovd extrakéni cinidla,

do kterych v kombinaci s BSTFA piechazi nejvétsi spektrum analytd. Proto byly
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porovnany vzorky zpluch sladu MNI, které byly pfipravené za pouziti nasledujicich
extrak¢nich Cinidel: aceton, acetonitril, chloroform, diethylether, ethylacetit a toluen.
Derivatiza¢ni ¢inidlo BSTFA bylo pfidano k extrakénimu Cinidlu ve stejny ¢as v poméru
1:1, ¢as extrakce a ustalovani byl stejny jako v prvotnim experimentu. VSechny vzorky
byly analyzovany na GC pfi pyrolyzni teploté 750 °C.

Extrakéni ucinek jednotlivych rozpoustédel byl posuzovan podle poctu
chromatografickych pikii a podle jejich vysky. Nejlepsimi extrakénimi Cinidly byly
acetonitril a pyridin, tedy rozpoustédla obsahujici ve své struktuie bazicky dusik. Dalsi
nejlepsi extrakéni UCinnost mél ethylacetat. Tato rozpoustédla maji stfedné¢ polarni
charakter [90]. Z toho lze ptedpokladat, Ze skupinu netékavych nitrososlouc¢enin

pravdépodobné tvoii latky podobné struktury a podobné polarity.

3.1.2 Slozeni smési extrakcniho cinidla

Na zaklad¢ ptedchoziho experimentu byla vybrana tfi rozpoustédla: pyridin,
acetonitril a ethylacetat, kterd v kombinaci s BSTFA m¢la nejlepsi extrakéni G¢innost
v ramci testovanych rozpoustédel. Extrakéni vlastnosti Cistych rozpoustédel jsou vsak
odli$na od extrakénich vlastnosti smési dvou a vice rozpoustédel. K nalezeni vhodné
kombinace téchto tii rozpoustédel, které by v kombinaci s BSTFA extrahovaly z pluch
nejvice analytd, byl vyuzit tzv. smésovy design (z ang. mixture design) [91] s objemem
extrak¢ni smési 100 pl. Derivatiza¢ni ¢inidlo BSTFA (100 pl) bylo ptidano k extrakénimu
¢inidlu ve stejnou dobu, Cas extrakce a ustalovani byl stejny jako v prvotnim experimentu.
Navrh smésového designu pro tifi rozpoustédla je zobrazen na Obr. 3.1.1, kde jsou
cervenym bodem oznaceny provedené experimenty. Jednicky ve vrcholech trojuhelniku
oznaCuji Cist¢é rozpoustédlo a ostatni body v prostoru trojuhelniku oznacuji smeés
o konkrétnim pomérném zastoupeni rozpoustédel. Nuly na spojnici mezi dvéma
rozpoustédly oznacuji nulové zastoupeni tfettho rozpoustédla, které se nachézi
v protilehlém vrcholu od této spojnice. Vzorky byly pfipravovany i analyzovany na

GC-NCD podle Tab. P2 v kapitole Prilohy.
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Obr. 3.1.1: Smésovy design pro tfi rozpoustédla, kde ¢ervené body oznacuji experiment
o konkrétnim pomérném zastoupeni jednotlivych rozpoustédel ve smési

Pro vyhodnoceni byly pouzity plochy chromatografickych pikd. Z divodu
rozdilnych velikosti ploch byly piky eluujici v retenénim case 4-16 min (Blok 1)
vyhodnoceny zvlast’ od pikl eluujici v ase 23-27 min (Blok 2). Suma ploch pikd v ramci
kazdého bloku byla pouzita pro vyhodnoceni matematického modelu, ktery méa obecny

tvar:

k k
y = 231'951' + z Bijxi x; (1
=1 1=izj

kde y je velikost odezvy (suma ploch pikli v daném bloku), £ je regresni koeficient daného
faktoru x; (objemové procento dané¢ho rozpoustédla) a f; je regresni koeficient interakce
mezi faktory x; a x; [92]. Vyhodnocené regresni koeficienty se standardni chybou a
koeficientem determinace jsou vyneseny v Tab. 3.1.1. Na =zikladé¢ rovnice (1)
s dosazenymi regresnimi koeficienty z Tab. 3.1.1 byly vykresleny konturové grafy
Bloku 1 a Bloku 2 (viz Obr. 3.1.2). Zbarveni vrstevnic odpovida intenzit¢ odezvy
v kazdém bod¢ prostoru. V konturovém grafu prvniho bloku znaéi tmavé zelend barva
oblast optimalnich smési s vysokou odezvou a naopak tmavé modra barva znaci oblasti
s nizkou odezvou. Ve druhém bloku se vysoké odezvové plochy (tmavé zelend barva)
nachazi ve stejné oblasti jako v prvnim bloku. Pomoci matematického modelu a regresnich
koeficientii byla jako optimalni uréena smés pyridin: acetonitril: ethylacetdt v poméru

(60:40:0, v/v/v).
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Tab. 3.1.1: Regresni koeficienty se standardni chybou vypocitané dle rovnice (1) smésového
designu tfi rozpoustédel, véetné koeficientu determinace

Blok 1 Blok 2
R’ [%] 81,04 76,20
1 Regresni Standardni Regresni Standardni
Faktory . .
koeficient chyba koeficient chyba
pyridin 18,66 5,86 321,40 89,42
acetonitril 10,11 5,86 157,00 89,42
ethylacetat 4,91 5,86 223,70 89,42
pyridinxacetonitril 73,66 27,00 1024,60 412,14
pyridinxethylacetat 24,19 27,00 184,20 412,14
acetonitrilxethylacetat 10,90 27,00 -255,10 412,14

! Faktorem je objemové procento jednotlivych rozpoustédel pyridinu, acetonitrilu, ethylacetatu

pyridin

15 200
20 300
25 400
30 500
30 500
1 0 1 1 0 1
acetonitril ethylacetat acetonitril ethylacetat
Blok 1 Blok 2

Obr. 3.1.2: Konturovy graf smésového designu tfi rozpoustédel pro Blok 1 a Blok 2

Smési rozpousStédel mohou mit oproti Cistym rozpouStédlim vyssi extrakéni
ucinnost, coz nastalo v ptipad¢ pyridinu a acetonitrilu. Mtze vSak nastat i opacny jev, kdy
je ve smesi extrakéni G¢innost daného rozpoustédla sniZzena. Dle zaktiveni vrstevnice
v Bloku 2 pak tento jev pravdépodobné nastal v piipadé smési ethylacetatu s acetonitrilem.
I kdyz byla pomoci smésového designu pro tii rozpoustédla vyhodnocena optimalni smés
pyridin a acetonitril, bylo v dalSim zdjmu ovéfit opacné vlastnosti ethylacetatu. V dalSim
experimentu bylo opét za pomoci smésového designu testovano SirSi spektrum

rozpoustédel: aceton, acetonitril, chloroform, ethylacetat a pyridin. Timto experimentem
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mély byt zkoumany interakce ethylacetdtu s dal§imi rozpoustédly a zarovenn mohla byt
navrzena jind optimalni smés, piipadné potvrzena dosavadni optimalni smés pyridin:
acetonitril (60:40, v/v).

Vzorky smésového designu pro pét rozpoustédel byly pfipravovany a analyzovany
v ndhodném v potfadi podle Tab. P3 v kapitole PFilohy. Chromatografické piky byly
porovnany s klasifikovanymi piky skupin N-nitrososlou¢enin a C-nitrososlou¢enin
z prvotniho experimentu na zakladé shodnych reten¢nich casi. Plochy pouze
klasifikovanych piki N-nitrososlouc¢enin a C-nitrososloucenin skupin byly secteny
a pouzity pro vyhodnoceni matematického modelu daného designu podle rovnice (1).
Vyhodnocené regresni koeficienty se standardni chybou a koeficientem determinace jsou
vyneseny v Tab. 3.1.2. Na zéklad¢ rovnice (1) s dosazenymi regresnimi koeficienty
z Tab. 3.1.2 byl vykreslen konturovy graf na Obr. 3.1.3. V pfipad¢ péti rozpousStédel neni
mozné grafické zobrazeni pro vsSechna rozpoustédla, ztoho divodu byly aceton a
acetonitril dle optimalnich parametr zvoleny za nulové. Zbarveni vrstevnic v konturovém
grafu je totozné s piedchozim experimentem. Optimalni objemovy pomér pyridin:

chloroform: acetonitril: ethylacetat: aceton byl vyhodnocen jako 65:35:0:0:0 (v/v/v/v/v).

Tab. 3.1.2 Regresni koeficienty se standardni chybou vypocitané dle rovnice (1) smésového
designu péti rozpoustédel, véetné koeficientu determinace

R? [%] 89,46

Faktory' Regresni koeficient Standardni chyba
aceton 191,00 51,51
acetonitril 283,00 56,00
chloroform 42,00 56,00
pyridin 448,00 56,00
ethylacetat 322,00 56,00
acetonitrilxethylacetat —2690,00 821,87
chloroformxpyridin 1344,00 821,87

Faktorem je objemové procento jednotlivych rozpoustédel acetonu, acetonitrilu, chloroformu, pyridinu a ethylacetatu
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Obr. 3.1.3 Konturovy graf smésového designu péti rozpoustédel

Prvnim smésovym designem byla jako optimalni vyhodnocena smés pyridinu
a acetonitrilu v poméru 60:40 (v/v) a druhym smésovym designem smés pyridinu
a chloroformu v poméru 65:35 (v/v). V obou ptipadech se jedna o smés, ve které je pyridin
v nadbytku. Mimo extrakéni ¢inidlo se pyridin pouziva i jako katalyzator derivatizacnich
reakci a proto pravdépodobné vytvaii pfiznivé prostfedi pro kvantitativni derivatizaci
analytii. Neshoda v druhém rozpoustédle smési s pyridinem (tj. acetonitril a chloroform) je
pravdépodobné zplsobena rozdilnym smésovym designem experimentd. V piipadé
smésového designu tii rozpoustédel byly experimenty na dané plose pravidelné
rozprostteny tak, ze danou plochu popisovaly s vyssi pfesnosti. V piipadé¢ smésového
designu péti rozpoustédel byly vzdalenosti mezi jednotlivymi experimenty vétsi, z diivodu
vetsi designove plochy. Navic experimenty smésoveho designu byly navrzeny tak, ze vzdy
obsahovaly vsSech pét rozpoustédel o riizném poméru, pfipadné obsahovaly jen Cisté
rozpoustédlo. Ve smési péti riznych rozpoustédel se pak extrakéni ucinnost smési pyridinu
a acetonitrilu neprojevila, jelikoZ mohla byt jinym rozpoustédlem potlacena.

Doposud byly vzorky extrahovany dle postupu prvotniho experimentu,
tj. ze derivatizacni ¢inidlo bylo pfidavano ve stejném cCase s extrakénim Cinidlem a doba
extrakce Cinila 60 min (65 °C) a doba ustalovani 60 min (20 °C). V tomto experimentu
bylo zkoumano, zda BSTFA pfidané k extrak¢ni smési v rizny Cas ovliviluje extraktivnost
analyti do roztoku. Vramci experimentu bylo derivatizacni c¢inidlo pfidavano

v rizném &ase (0, 30 a 60 min) po piidavku extrakéniho ¢&inidla k plucham sladu. Cas
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extrakce pfi 65 °C a cas ustalovani pfi 20 °C vSak zlstal zachovan. Vzorky byly
analyzovany pomoci GC-NCD pfi pyrolyzni teploté 750 °C.

V ziskanych chromatogramech bylo integrovano celkem 63 pikd, jejichZ plochy
byly sefazeny dle retencnich Casti a zaroven dle Casu pfidani BSTFA. Plochy pika
o stejném retenénim Case byly mezi sebou standardizovany. Vzorky liSici se Casem
ptidavku BSTFA byly vyhodnocovany na zadkladé¢ porovnani poctu piklt v daném
chromatogramu s nejvetsi relativni plochou. Prvni vzorek, ve kterém byl piidavek
derivatizacniho ¢inidla aplikovan v Case 0, obsahoval celkem 13 pikl s nejvyssi relativni
plochou. Druhy vzorek, ve kterém bylo BSTFA pfidano az po 30 min extrakce, obsahoval
celkem 42 relativné nejvétsich pika a tieti vzorek, do kterého bylo BSTFA ptidéno az po
60 min extrakce, bylo pouze 8 pikl s relativné nejvyssi plochou. Na zaklad€ porovnani
poctu relativné nejvétSich pikli prvniho a druhého vzorku lze usoudit, Ze derivatizacni
¢inidlo pfispiva k extrakci analytii vice, je-li pfidano az po 30 min extrakce. Ve tfetim
vzorku bylo BSTFA pfiddno az na konci extrakce a derivatizace probihala pouze za
laboratorni teploty. Derivatizacni reakce pak za nizSich teplot neprobihala kvantitativné
a ve vzorku tak zlstal pravdépodobné velky podil nezderivatizovanych analyti, které pak
nemohly byt detekovatelné pomoci GC-NCD. Ptiprava druhého vzorku, ktery obsahoval
nejveétsi poCet chromatografickych pikll s relativné nejvétsi plochou (tj. 42 z celkem
63 pikl), byla povazovéna za nejvhodnéjsi pro dalsi experimenty. Tento experiment vSak
slouzil jako rychly orientacni test a Cas extrakce, derivatizace a ustdleni byl kompletné
optimalizovan pozd¢;ji.

Dal§im testovanym faktorem byl vliv ultrazvuku na extrahovatelnost
nitrososloucenin z pluch sladu. Zaroven byly testovany obé vyhodnocené optimalni smési
pyridin:acetonitril a pyridin:chloroform pro zjisténi, kterd extrakéni smés extrahuje vice
analytl. Vzorky sladovych pluch se 100 ul extrakéni smési byly umistény do ultrazvukoveé
lazn€ po dobu 0, 1, 5 a 15 min. Vzorky byly nésledné extrahovany a derivatizovany novym
postupem z predchoziho orienta¢niho testu, tj. BSTFA bylo pfidano po 30 min extrakce pfi
65 °C. Zpusob ptipravy a analyzy vzorkl jinak zlstal zachovan. Pro kazdy vzorek bylo
provedeno celkem 6 opakovani.

Vychozimi daty byly sumy ploch vSech pikii v chromatogramu daného vzorku,
které byly vyhodnoceny dvoufaktorovou analyzou rozptylu. Prvnim faktorem byla doba

oSetfeni vzorkl v ultrazvukové lazni a druhym faktorem byla pouzita extrakéni smes.
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Dle vysledkii analyzy rozptylu byl vliv ultrazvuku i vliv extrakéni smési statisticky
vyznamny na hladin€ pravdépodobnosti 95 %, kde hodnota p < 0,05. Sloupcovy graf
na Obr. 3.1.4 zobrazuje vliv obou faktord. Vysky jednotlivych sloupcii urcuji velikost
medianti ze souctl ploch chromatografickych pikt. Jednotlivé mediany extrakéni smési
pyridin: acetonitril se s rostoucim ¢asem v ultrazvuku snizuji. Ultrazvuk pravdépodobné
degraduje extrahované analyty v roztoku, coz se projevuje na snizujici se velikosti ploch
piki. Na vzorky pfipravené v extrak¢ni smési pyridin: chloroform nemél ultrazvuk na
extraktivnost analytl do roztoku vliv. Vyrazné vyssi medidn sumy ploch pikd u vsSech
vzorkll smési pyridin: acetonitril ukazuje, ze smées pyridin: acetonitril mé lepsi extrakéni
ucinnost nez smés pyridin: chloroform, a proto byla tato smés zvolena jako optimalni pro

nasledujici experimenty.
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Obr. 3.1.4: Sloupcovy graf vlivu ultrazvuku a extrakéni smési na medidn sumy ploch vsech piki
chromatogramu dvoufaktorové analyzy rozptylu

3.1.3 Volba upravy vzorkii pred extrakci

Pro ovéfeni predpokladu z literatury [4], Ze nejvice nitrososloucenin a jejich
moznych prekurzord je koncentrovano v pluchach, byly pfipraveny extrakty z namletych
sladovych pluch, sladové moucky a celych sladovych zrn. K experimentu byly pouzity dva

slady plzenského typu a jeden mnichovského typu. Cilem bylo zjistit vlastnosti extraktd
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podle toho, zjakych ¢asti zrn byly extrakty pfipraveny. Pro vyhodnoceni byla pouzita
analyza hlavnich komponent. Vychozimi daty byly plochy chromatografickych pika, které
v daném retenénim case eluovaly ve vSech vzorcich. Na Obr. 3.1.5 je vysledny graf
analyzy hlavnich komponent. Modré body odpovidaji jednotlivym vzorkiim, které se
rozdélily do shlukii podle pouzité ¢asti sladovych zrn. Komponentni védhy reprezentuji
jednotlivé piky s uvedenymi retennimi Casy.

Vysledkem analyzy hlavni komponent jsou vytvotrené shluky vzorkt, které se lisi
podle toho, zjaké casti sladu vzorky byly pfipravené. Ve sméru osy latentni proménné
popisujici nejvétsi variabilitu pavodnich dat je vyznamné rozdé€leni shluku moucky
od shlukti sladového zrna a pluch. Rozptyl mezi shluky zrna a pluch jiz tak veliky neni.
A jelikoz separace pluch od zbytku zrna je ¢asov€ naro¢nym krokem, bylo na zékladé¢ vyse
zminénych vysledk od ptipravy vzorkd z pluch sladu odstoupeno, ¢imz byla vyrazné
zkracena doba piipravy vzorkii. Pro nasledujici analyzy byly vzorky pfipravovany
z namletych celych zrn sladu.
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Obr. 3.1.5: Analyza hlavnich komponent vzork( z pluch, zrn a moucky. Popisky komponentnich
vah znadi retencni ¢asy jednotlivych pik

3.1.4 Optimalizace derivatizace
Derivatiza¢ni ¢inidlo BSTFA je silnym silyla¢nim c¢inidlem, které je ucinné
na Sirokou Skdlu sloucenin vcetné netékavych N-nitrosaminti [74]. Nevyhodou

jednokrokové silylace pomoci BSTFA je fakt, Ze zpusobuje Stépeni sacharidovych
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jednotek [93]. JelikoZ by se ve sladu mohly nachéazet i nitroso derivaty sacharidt, bylo
v zajmu derivatiza¢ni postup modifikovat. Proto byl testovan novy derivatizacni postup,
skladajici se ze dvou riznych silylaénich Cinidel. Tato dvoukrokovéa derivatizace byla
provedena podle literatury, kde pomoci modifikovaného derivatizacniho postupu byly
stanoveny glykosidové derivaty flavonoli [94]. Novy postup zahrnuje slabsi silylacni
¢inidlo HMDS, které se uzivd na derivatizaci sacharidli, protoze dané sacharidy nestépi
[95]. Pro testovani nového derivatizacniho postupu byla pouZita optimalizovana smeés
pyridin:acetonitril. Pomér extrakéniho a derivatiza¢niho ¢inidla byl od piivodniho postupu
upravena na pomér extrakéni ¢inidlo: HMDS: BSTFA (50:100:50, v/v/v). Doba extrakce,
prvni derivatizace a druhé derivatizace ¢inila vzdy 30 min pifi 65 °C. Pro zachovani
celkového Casu pripravy extraktli z pluch (tj. 2 h) byl ¢as ustalovani zkracen na 30 min pfi
20 °C. Na Obr. 3.1.6 je chromatogram srovnavajici vzorky, pfipravované pitvodnim
postupem derivatizace (¢ernd linie) a novym postupem derivatizace (modré linie). Cervené
jsou oznaceny piky analytl, které byly po aplikaci dvoukrokové derivatizaéni metody nové
detekovany. Novym derivatizacnim postupem byla detekovana fada novych analyt
o neznamé¢ struktufe, a proto byla tato dvoukrokova derivatizace pouzivana pro dalsi

experimenty.
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Obr. 3.1.6: Srovnani vzork( PL3 s pavodnim jednokrokovym derivatizaénim postupem a s novym
dvoukrokovym derivatizacnim postupem. Vzorky byly analyzovany na GC-NCD za totoznych
podminek v kapitole 2.5, pfi pyrolyzni teploté 750 °C
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V této fazi jiz byla zndma optimalizovand extrakéni i derivatizaéni smés,
ale celkovy Cas extrakce, derivatizace a ustalovani ¢inil 120 min. Cilem optimalizace bylo
tento Cas zkratit. Nasledujici experiment kladl za tkol zjistit vyznamné faktory, které
ovliviiuji extrakéni postup. Pro odhaleni vyznamnosti faktord byl zvolen Plackettiiv-
-Burmantv design. Zkoumanymi faktory byly Cas extrakce, ¢as obou derivatiza¢nich kroki
a Cas ustdleni. Vzorky byly pfipravovany a analyzovdny v pofadi podle Tab. P4
v kapitole Prilohy. Suma standardizovanych ploch byla pouzita pro vyhodnoceni

matematického modelu dle rovnice (2), kterd byla ve tvaru [92]:
k
y=p+ Z Bix; (2)
i=1

kde y je velikost odezvy (plocha piku), £ je hodnota regresniho koeficientu dané¢ho
systému bez vlivu faktoru (usek na ose y, prvni fadek Tab. 3.1.3) a 3 je regresni koeficient
daného faktoru x;. Vyhodnocené regresni koeficienty se standardni chybou jsou vyneseny
v Tab. 3.1.3. Z nulové hodnoty regresniho koeficientu faktoru D (Cas ustaleni) plyne,
ze dany faktor neni pro velikost odezvy vyznamny. Faktory A-C jsou vSak podle
vyhodnocenych regresnich koeficientt z Tab. 3.1.3 vyznamné. S rostouci hodnotou
faktori A a C (Cas extrakce a druhé derivatizace) roste i velikost odezvy. Naopak zaporna
hodnota regresniho koeficientu B (Cas prvni derivatizace) zna¢i o opacném vlivu faktoru B

na odezvu.

Tab. 3.1.3: Regresni koeficienty se standardni chybou vypocitané dle rovnice (2), vcetné
koeficientu determinace

R? [%] 30,82

Faktory Ozn. Regresni koeficient Standardni chyba
- B 3,67 0,63

Cas extrakce A 0,33 0,63

Cas po pFidavku HMDS B -0,67 0,63

Cas po pridavku BSTFA C 0,83 0,63

Cas ustalovani D 0,00 0,63

Z dbavodu nizkého koeficientu determinace piisluSného matematického modelu,
bylo vysvétleno pouze 30,82 % z celkové variability odezvové plochy pomoci regresniho
modelu, a proto nelze s jistotou rozhodnout o vyznamnosti faktori A-C. Grafické

zobrazeni zavislosti velikosti odezvy na kombinaci faktort A-D je zobrazeno
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na Obr. 3.1.7. Kombinace faktorti, které spolu interaguji, jsou v grafu zobrazeny jako
protinajici se useCky. V pravém sloupci grafii se usecky neprotinaji, coz znaci nulovou
interakci faktoru D s ostatnimi faktory. Protinajici se usecky jsou zaznamenany pouze na
grafech kombinaci AB a BC, z nichz lze vyhodnotit dvé mozné kombinace faktorti davajici
vysokou odezvu. Prvni kombinace faktorGt AB, kdy faktory A i B ¢ini 10 min
(pti konstantni hodnoté¢ C = 30 min) a druha kombinace faktorti BC, kdy faktory B i1 C ¢ini
30 min (pfi konstantni hodnot¢ A =10 min). Byla zvolena druha kombinace faktort,
protoze bylo v zajmu extrakéni metody prevést co nejvice analytd do roztoku a analyty
kvantitativné derivatizovat. Budou-li oba kroky derivatizaéniho postupu probihat delsi
dobu, dosdhne se tim spi$§ pozadované derivatizace. Jako nejvhodnéjsi kombinace faktort
byly zvoleny: faktor A byl zkracen na hodnotu 10 min, faktory B a C byly ponechany
30 min a faktor D byl zkrdcen na 10 min a tim bylo dosazeno pozadované¢ho zkraceni Casu

pro piipravu vzorkl. Z pivodnich 120 min extrakéni a derivatizacni faze byl ¢as zkracen

na 80 min.
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3.1.5 Kontrola klasifikacni metody

Aby byla vyvinuta screeningova metoda kompletni a mohla byt aplikovana
na realné vzorky, byl proveden nasledujici kontrolni experiment. V ramci experimentu
byly piipraveny extrakty ¢ty druhli jeCmene a k nim odpovidajicich sladi. Vzorky byly

piipraveny vyvinutou extrakéni metodou a u jeCmene JE2 byl zaznamenan pyrolyzni
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profil. Cilem bylo ovéfit, Zze latky, klasifikované jako N-nitrososlouceniny,
C-nitrososlouc¢eniny a C-nitroso/nitroslouceniny nebudou ptitomny v extraktech je¢mene,
¢imZ by se potvrdila spravnost klasifika¢ni metody.

V chromatogramu  je¢mene nebyly Zzadné piky klasifikovany  jako
N-nitrososlouceniny a pouze jeden pik jako C-nitrososloucenina. Vzhledem ke koeluci
totoho piku s vedlejsim pikem, mohlo by se v tomto ptipadé jednat o chybnou klasifikaci.
Predpoklada se, ze nitrososlouceniny by se obecné v jeCmeni nemély vyskytovat. AvSak
vzhledem k nizkému poctu praci zabyvajicimi se C-nitrososlouc¢eninami ve sladu
a v je¢meni, nelze vyloucit, Ze by se n¢které C-nitrososlouc¢eniny mohly v je¢meni objevit.
Obecné vSak vysledky byly vsouladu s pfedpokladem, Ze C-nitrososlouceniny

1 N- nitrososlouc¢enin vznikaji béhem sladovani [26].
3.2 Nitrosace sladu

Nasledujici experimenty mély za cil pfipravit vzorky extraktd sladi, ptip. pluch
s vysS§im podilem nitrososloucenin. Vyssiho podilu nitrososloucenin bylo dosazeno
plsobenim nitrosacniho ¢inidla na prekurzory nitrososloucenin sladu. Béhem vyvoje
extrakéni metody byly na slad aplikovany celkem tfi rizné nitrosacni metody. Prvni
metoda spocivala v nitrosaci extraktu sladu ve vodném prosttedi pomoci dusitanovych
iontll. Dal$i dv€é metody byly zaloZzeny na nitrosaci namoc¢ené¢ho sladu pomoci plynného
oxidu dusicitého.
3.2.1 Nitrosace extrakti sladu v roztoku dusitani

Vzorky piipravené nitrosaci extraktl zpluch sladu roztokem dusitanti byly
analyzovany pomoci GC-NCD a byl zaznamenan cely pyrolyzni profil nitrosovanych
vzorkl. Postup ptipravy vzorka byl popsan v kapitole 2.8. Chromatogramy extraktii pluch
sladu MN1 jsou zobrazeny na Obr. 3.2.1. Piky analytl z nitrosované¢ho extraktu pluch
(¢erna linie) mnohonasobné zvétsily svoji velikost oproti piklim v nenitrosovaném extraktu
(modra linie). Ve vétsiné piipadt doslo pravdépodobné ke vzniku novych latek. Nelze téz
vyloucit, Zze byly tyto analyty pfitomny v nenitrosovaném extraktu, avSak v koncentracich
pod limitem detekce. Po aplikaci klasifikacni funkce byla vétSina novych pika
nitrosovaného  sladu  klasifikovdna jako latky skupin  N-nitrososlouceniny,

C-nitrososlouceniny a C-nitroso/nitroslouceniny.
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Obr. 3.2.1: Chromatogram extraktu nitrosovanych a nenitrosovanych pluch dusitanovymi

ionty. Vzorky byly analyzovany na GC-NCD za totoznych podminek v kapitole 2.5, pti pyrolyzni
teploté 750 °C.

Retencni cCasy detekovanych N-nitrososloucenin byly porovnany se znamymi
standardy tékavych N-nitrosamini (NDMA, NDEA, NDiPA, NDPA). Detail
chromatogramu v reten¢nim ¢ase 6-10 min je zobrazen na Obr. 3.2.2, ve kterém je patrna
shoda se standardy NDMA, NDEA a NDPA. Vramci tohoto experimentu bylo
pravdépodobné piipraveno nékolik tékavych N-nitrosaminli i fada C-nitrososloucenin.
Z divodu rizného postupu piipravy nitrosovanych extrakti vSak nelze chromatogramy
porovnavat s chromatogramy vzorkl, které byly pfipravovany vyvinutou extrakéni
metodou. Aby mohly byt vzorky extrakti z pluch s vysSim podilem nitrososloucenin
porovnatelné s nenitrosovanymi vzorky pluch (pfip. slad), musel by v ramci piipravy
zustat zachovan vyvinuty extrakéni postup. Z toho divodu byl nitrosovan cely slad

nasledujicimi dvéma metodami.
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Obr. 3.2.2: Detail chromatogramu nitrosovaného sladu a tékavych N-nitrosamin(. Vzorky byly
analyzovany na GC-NCD za totoznych podminek v kapitole 2.5, pfi pyrolyzni teploté 750 °C.

3.2.2 Nitrosace sladu plynnym oxidem dusicitym

V prvnim experimentu byl slad zahtivan v atmosféfe oxidu dusicitého. Nitrosace
probihala pfimo na namocenych zrnech sladu a napodobovala fazi hvozdéni, pti které
nitrososlouc¢eniny vznikaji nejvice [25]. Pfiprava nitrosovaného sladu byla popsana
v kapitole 2.8. Extrakty byly pfipraveny vyvinutou extrakéni metodou, a proto bylo mozné
chromatogramy porovnat s nenitrosovanymi slady. Nevyhodou tohoto zpiisobu pfipravy
byl nerovnomérny ohiev sladu na topném hnizd€. Nové latky mohly vznikat nasledovné:
pusobenim oxidu dusicitého na prekurzory ve sladu za vzniku novych nitrososloucenin,
pusobenim vysokych teplot mohou vznikat 1 jiné nenitrosované latky, které se
v chromatogramu mohou objevit nebo kombinace obou zminénych faktorii. Bylo proto
v dal$im kroku diilezité pfipravit nitrosovany slad tak, aby vysoké teploty nepfispivaly ke
vzniku novych nenitrosovanych latek, jez nebyly pfedmétem této prace.

Postup piipravy sladu pro nasledujici experiment je popsan v kapitole 2.8. Vzorky
byly analyzovany na GC-NCD a byl zaznamendn pyrolyzni profil. Na Obr. 3.2.3 je
chromatogram sladu, ktery byl nitrosovan stejnym zplsobem avSak bez ohfevu (Cerna
linie); sladu, ktery byl pfipraven stejnym zplisobem, ale bez ptidavku oxidu dusic¢itého

(modra linie) a surového sladu, ktery nebyl nijak oSetfen (rizova linie). Podle vyssiho
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poctu pikli u nitrosovaného vzorku je patrny vznik novych latek. Vznik téchto latek jiz
vysokymi teplotami. V detailu chromatogramu na Obr. 3.2.3 je zobrazen vyiez
chromatogramu nitrosovaného sladu, analyzovaném pii pyrolyzni teploté¢ 500 °C a vzorku
standardu N-nitrosoprolinu (NPRO). Dle shody reten¢nich casi lze s vysokou mirou
pravdépodobnosti predpokladat vznik N-nitrosoprolinu ve sladu, ktery byl upraven vyse

zminénym zpisobem.
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Obr. 3.2.3: Srovnani nitrosovaného sladu za studena, se sladem nenitrosovanym ale stejné
upravenym a se surovym sladem bez pfedchozi Upravy. Vzorky byly analyzovany na GC-NCD za
totoznych podminek v kapitole 2.5, pfi pyrolyzni teploté 750 °C (pro chromatogram v zelené
oramovaném detailu byla pyrolyzni teplota 500 °C).

3.3 Aplikace na realné vzorky

Vyvinutd metoda byla na zavér aplikovana na realné vzorky sladi pochézejicich
zraznych sladoven (viz Tab. P1). Pro kazdy slad byl zaznamenan pyrolyzni profil a
chromatografické piky byly klasifikovany. Z provoznich dvodld, méfeni probihalo
ve tiech fazich po osmi vzorcich. Pro kontrolu opakovatelnosti metody byl v kazdé fazi

méten stejny slad plzeniského typu PL1. Bylo zmétfeno celkem devét plzenskych sladd,
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tfi mnichovské, tfi karamelové, tfi jeCmeny, jeden pSeni¢ny, jeden barvici a dva
nitrosovan¢ slady piipravené nitrosaci plynnym oxidem dusic¢itym za horka i za studena.

Celkoveé porovnani vysledkl vSech analyz pomoci teplotni mapy (z ang. Heat map)
je zobrazeno na Obr. 3.3.1. Barevna Skala mapy zobrazuje rozdéleni klasifikovanych pikt
do skupin N-nitrososlouc¢enin, C-nitrososlouc¢enin, C-nitroso/nitrosloucenin a interferenci.
Teplotni mapa vznikla kombinaci dvou dendrogramil. Ve vertikdlnim sméru byly redlné
vzorky rozdéleny do tfi klastri (ozn. I, II, III) podle podobnosti detekovanych
a klasifikovanych piki. Druhy dendrogram rozdé¢lil klasifikované piky do dvou hlavnich
klastrti, také podle typu jejich klasifikace.

Analyzované slady sefazené do jednotlivych klastri jsou vyneseny v Tab. 3.3.1.
U kazdého sladu je uvedena suma tékavych N-nitrosamini, které byly v téchto sladech
stanoveny v ramci rutinnich analyz v laboratofich VUPS. Slady klastru I obsahuji vyssi
koncentrace t€kavych N-nitrosamind, na rozdil od slada klastru II a III, kde byly tékavé
N-nitrosaminy pod limitem stanovitelnosti. Dle teplotni mapy je pro slady klastru I
charakteristické velké mnozstvi pikli C-nitrososloucenin v danych reten¢nich cCasech.
Mnozstvi C-nitrososlou¢enin v jednotlivych klastrech koresponduje s koncentraci t€kavych
N-nitrosaminti. Vyjimkou v klastru I tvofi pSeni¢ny slad, ktery ma sumu tékavych
N-nitrosaminti pod limitem stanovitelnosti. Pficinou stejné vysokého mnozstvi t€kavych

C-nitrososlouc¢enin mohlo byt, Ze slad pochazi z jiné matrice.

Tab. 3.3.1: Slady klastru I, Il a lll s hodnotami tékavych N-nitrososloucenin

Suma Suma
Slad (NDMA,NPYR, NPIP) Slad (NDMA,NPYR, NPIP)
[ne/kgl [ne/kgl
MN2 10,9 PL5 1,0
PL4 8,4 PL7 0,6
MN3 4,0 T PL8 <0,2
PL2 22 fz"’v KA4 2.1
— MN1 1,8 PL9 0,8
'E PL1 1,6 PL3 + NO, za horka -
X KA2 1,5 BAR <0,2
PL6 1,5 = JE1 -
PL3 0,6 2 JE2 -
KA3 0,6 < 8 -
PSE <0,2 PL3 + NO, za studena -

*Sumy koncentraci NDMA, NPYR, NPIP byly ziskany z databaze VUPS
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Pro slady klastru II jsou charakteristické naopak shluky pikd, klasifikované jako
C-nitroso/nitroslouceniny piip. C-nitrososlou¢eniny. Klastr III obsahuje obecné jeCmeny a
slady s nizkym zastoupenim C-nitrososloucenin. Dalsi vyjimky tvofi nitrosované slady,
které spadaji zvlast do rozdilnych klastri. Divodem mize byt skutecnost, ze v téchto
sladech bylo nalezeno mensi mnozstvi C-nitrososloucenin nez ve zbylych vzorcich.
Naopak jako jediné, tyto vzorky obsahovaly N-nitrososlouceniny, ales rozdilnymi
reten¢nimi Casy. Jelikoz byly nitrosované slady piipravovany za rozdilnych podminek,
vznikaly v nich proto latky rizného ptavodu.

Lze si vSimnout rozdilné klasifikace pro piky eluujici ve stejném retenénim case.
Uzivand klasifikacni funkce €inila po validaci pfesnost 96,12 % a da se tedy povaZovat za
spolehlivou metodu [11]. Nicmén¢ v chromatogramech takto komplexnich vzorka sladu se
ve stejném retencnim case nachazi koeluujici piky dvou riznych latek, které zptisobuji
riznorodou klasifikaci.

Aplikaci extrakéni metody s klasifika¢ni funkei na realné vzorky byly vytipovany
retencni Casy pikti hledanych nitrososloucenin s neznamou strukturou. Diky této
screeningové metode 1ze piky klasifikované jako N-nitrososlouceniny, C-nitrososlou¢eniny
a C-nitroso/nitroslou¢eniny rozlisit od pikl interferenci. Metoda tak tvofi zaklad pro dalsi

vyzkum, ktery se bude zabyvat zjisténim jejich strukturnich vlastnosti.
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Zaveér

Cilem prace bylo vyvinout rychly extrakéni postup pro screening netékavych
nitrososlou¢enin ve sladu pomoci plynové chromatografie s chemiluminiscencni
detekci. Jelikoz jsou hledané analyty netékavé, pro zvySeni jejich tékavosti bylo nutné
dané analyty derivatizovat. Aby derivatizace hledanych analytl probihala kvantitativné,
mohla byt jako extrakcni Cinidla pouzita pouze aproticka rozpoustédla. Postup piipravy
vzorkll m¢l byt jednoduchy a Casové nenarocny. Pro pfipravu vzorkti mélo byt pouzito
co nejmensi mnozstvi organickych rozpoustédel, cehoz bylo dosazeno, protoze pro
uspésnou extrakci bylo potieba pouze 200 pl smési extrakéniho a derivatiza¢niho
¢inidla.

Béhem vyvoje extrakéni metody byly optimalizovany nésledujici dil¢i postupy:
vzorky extrahovanych nitrososlouSenin lze pfipravit extrakci z namletych celych zrn
sladu aneni nutna separace sladovych pluch od zbytku zrna. Smés rozpoustédel
pyridinu a acetonitrilu v poméru 60:40 (v/v) méla nejlepsi extrakéni ucinnost pro
hledan¢ analyty. Ultrazvukova lazenh na mnozstvi analytii v extraktu ptisobi negativné,
jelikoz hledané analyty pravdépodobné rozklada. Dvoukrokovy derivatizani postup
zahrnujici silylacni ¢inidla HMDS a BSTFA je vhodny pro silylaci derivati sacharid
a dalSich hledanych analyti o neznamé struktufe. Tento derivatizaéni postup
nezpusobuje Stépeni hledanych analytli a umoziuje tak analyzu téchto latek na plynoveé
chromatografii. Pomér jednotlivych cCinidel extrakéni smési: HMDS: BSTFA ¢inil
50:100:50 (v/v/v). Po celkové optimalizaci metody byl Cas extrakce a ustalovani
zkracen na 10 min (pii 65 °C a 20 °C). Cas prvni a druhé derivatizace byl ponechan
po dobu 30 min pii 65 °C.

Extrakéni metoda byla ndsledn€ spojena s klasifikaéni metodou. Klasifika¢ni
metoda  rozdélila  chromatografické piky do  skupin  N-nitrososloucenin,
C-nitrososloucenin a C-nitroso/nitrosloucenin a oddé¢lila je tim od pika klasifikovanych
jako interference. Spojenim téchto dvou metod, extrakéni a klasifikacni, byla ziskana
pozadovana screeningova metoda, na zékladé které lze stavét dalsi vyzkum, zabyvajici

se strukturou a vlastnostmi netékavych nitrososlouc¢enin.
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Prilohy

Tab. P1: Seznam pouzitych sladd’

Ozn. Typsladu NDMA [ug/kg] NPYR [ug/kg] NPIP [ug/kg] Ptlivod sladi

PL1 plzerisky 1,6 - - Sladovna Prostéjov

PL2 plzerisky 2,2 - - Sladovna Prostéjov

PL3 plzerisky - - - Sladovna Prostéjov

PL4 plzerisky 8,4 - - DruZina spol. s r.o. Dacice
PL5 plzerisky 0,6 - 0,4 Sladovna Nymburk

PL6 plzerisky 1,5 - - Slodownia Soufflet, Polsko
PL7 plzerisky 0,6 - - Sladovna Nymburk

PL8 plzerisky <0,2 - - Sladovna Nymburk

PL9 plzerisky 0,8 - - Pivovar FERDINAND s.r.o.
MN1 mnichovsky 1,8 - - Sladovna Prostéjov

MN2 mnichovsky 10,2 0,7 - Sladovna Prostéjov

MN3 mnichovsky 4,0 - - Druzina spol. s r.o. Dacice
KA1 karamelovy - - - DruZina spol. s r.o. Dacice
KA2 karamelovy 0,9 0,6 - DruZina spol. s r.o. Dacice
KA3 karamelovy <0,2 0,4 - Sladovna Litovel

KA4 karamelovy 0,9 1,2 - Sladovna Litovel

PSE  psSenicny <0,2 - - Sladovna Prostéjov

BAR barvici <0,2 - - Sladovna Litovel

JE1  Je¢men - - - VUPS Brno

JE2  Je¢men - - - VUPS Brno

JE3  Je¢men - - - VUPS Brno

JE4  Je¢men - - - VUPS Brno

SL1  plzerisky - - - VUPS Brno

SL2  plzefisky - - - VUPS Brno

SL3  plzefisky - - - VUPS Brno

SL4  plzerisky - - - VUPS Brno

"Koncentrace NDMA, NPYR a NPIP byly ziskdny z databaze VUPS

Tab. P2: Navrh smésového designu pro tfi rozpoustédla

Standardni Postup Objemovy pomér

postup pFipravy pyridin acetonitril ethyacetat
2 1 0,0 1,0 0,0
5 2 0,5 0,0 0,5
10 3 0,2 0,2 0,7
4 4 0,5 0,5 0
1 5 1,0 0,0 0,0
7 6 0,3 0,3 0,3
3 7 0,0 0,0 1,0
8 8 0,7 0,2 0,2
9 9 0,2 0,7 0,2
6 10 0,0 0,5 0,5
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Tab. P3: Navrh smésového designu pro pét rozpoustédel

Standardni Postup Objemovy pomér

postup pfipravy aceton acetonitril chloroform pyridin ethyacetat
4 1 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0
3 2 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0
10 3 0,1 0,1 0,6 0,1 0,1
11 4 0,1 0,1 0,1 0,6 0,1
2 5 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 6 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
6 7 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
1 8 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0
7 9 0,1 0,1 0,1 0,1 0,6
8 10 0,6 0,1 0,1 0,1 0,1
9 11 0,1 0,6 0,1 0,1 0,1
5 12 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0
Tab. P4: Navrh Plackettova-Burmanova designu pro celkovou optimalizaci

Standardni Postup Faktory

postup pfipravy A [min] B [min] C [min] D [min]
12 1 10 10 10 10
6 2 30 30 30 10
11 3 10 30 10 10
9 4 10 10 10 30
10 5 30 10 10 10
5 6 30 30 10 30
1 7 30 10 30 10
3 8 10 30 30 10
7 9 10 30 30 30
2 10 30 30 10 30
8 11 10 10 30 30
4 12 30 10 30 30
A - Cas extrakce, B - ¢as prvni derivatizace HMDS, C - ¢as druhé derivatizace BTFA a D - ¢as ustaleni
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