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Stanovenie obsahu N-nitrozodimetylaminu v pivovarniekom slade
a pive metodou plynovej ehromatografie
a hmotnostnej spektrometrie

IVAN RUCKA — ANTON KOCAN — ALEXANDER MADARIC

Sthrn. Na stanovenie mnozstva prchavych N-nitrézaminov v pive a slade —
predovietkym N-nitrézodimetylaminu — sa vyvinula metéda vyuzivajaca ply-
novt chromatografiu a hmotnostnt spektrometriu. Medza stanovitelnosti je 1 pg.
.kg! pre N-nitrézodimetylamin. V préci sa uvddzaju vysledky rozboru série
ndhodne zvolenych &eskoslovenskych neexportnych piv.

PouZité skratky: m/z — relativna i6novéd hmotnost pripadajica na jednotkovy né-
boj, ppb — pars per billion (1 pg.kg™), MS — Mass Spectrometry (hmotnostné spektro-
metria), NDIPA — N-nitrézodiizopropylamin, NDMA — N-nitr6zodimetylamin, PFTBA
— perfluérotributylamin, SIM — Selected Ion Monitoring (sledovanie vybranych iénov),
TEA — Thermal Energy Analyser (chemiluminiscentny analyzitor), WCOT — Wall
Coated Open Tubular (kapilérna koléna, typ), WHO — World Health Organization
(Svetova zdravotnicka organizacia).

V stivislosti s vyskumom v oblasti tzv. civilizatnych chordb sleduje sa blizsie
aj vplyv simultdnného posobenia velkého poétu réznych chemickych karcino-
génov v mikromnozstvach. Z hladiska synkancerogenézy nie je zanedbatelna
ani pritomnost potvrdenych karcinogénov v niektorych potravinirskych vy-
robkoch alebo polotovaroch.

Z tohto hladiska je vyznamné aj sledovanie kvality piva a pivovarnickeho
sladu vzhfadom na obsah predovSetkym prchavych N-nitrézaminov. Pocas
ostatnych 10 rokov autori [1—4] pouzili rozne pristupy k rieSeniu tohto analy-
tického problému. Zname a osvedéené (WHO) st predovsetkym metddy vyuzi-
vajice chemiluminiscenc¢nt detekeiu (TEA) a metédy hmotnostnej spektro-
metrie (MS).

Opisand metdéda umoziiuje priamu detekeiu a stanovenie obsahu prchavych
N-nitrézaminov, predovietkym N-nitrézodimetylaminu (NDMA) v pivovar-
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nickom slade, pive a ostatnych népojoch vyrabanych na béize fermentacne
spracovaného sladu. Medza stanovitelnosti metédy je 1 pg.kg! (ppb) v 250 g
vzorky pri pouziti skanovacej techniky. Metéda je optimalizovani na stano-
venie obsahu N-nitrézodimetylaminu.

Experimentalna €ast

Odber a priprava vzoriek. Vzorky sladu sa odoberaji priamo v sladovni pri
hvozdeni. Odoberie sa reprezentativna vzorka a uchovava sa v tesnych skle-
nych prachovniciach z tmavého skla. Odporica sa vzorku spracovat do mesia-
ca po odobrani a skladovat v chladnom priestore.

Vzorky piva (flaskové) sa otvoria tesne pred analyzou, ¢apované pivo sa
odobera do 1—2-litrovych nadob a spracuje v den odberu.

Spracovanie pivovarnickeho sladu

Vzorky sladu sa spractivaji metéddou vikuovej destilacie. Navazi sa 250 g
sladu a vzorka sa homogenizuje v mixéri. Potom sa vzorka vlozi do 1000 ml
banky s okrtithlym dnom a zébrusom. Podobne sa postupuje aj pri fortifikova-
nej vzorke.

Do vzorky sa postupne prida 2,5 ml standardného roztoku N-nitrézodiizo-
propylaminu (NDIPA) ako vnitorny standard s koncentriciou 1 ng.ul-,
dalej 150 ml H,O a 50 ml 1 M roztoku NaOH. Do fortifikovanej vzorky sa
okrem toho prid4 2,5 ml standardného roztoku NDMA koncentracie 1 ng.pl-1.

Po instalovani vzduchom chladeného destila¢ného mostika esovitého tvaru
a vychladeni predlohy pod —50 °C sa systém evakuuje. Obsah banky sa postup-
ne zahrieva a vodny destilat sa zachytdva do mnozstva asi 150 ml.

Po roztopeni sa destildt upravi na pH 10, extrahuje dichlérmeténom, pre-
piera zriedenou HCl a vysusi cez vrstvu bezvodého Na,SO,. Extrakt sa dalej
spracuje rovnako ako pri analyzach vzoriek piva.

Spracovanie piva

Izoldcia v pristroji podla Likensa—Nickersona [1]. Do 1000 ml banky s okrtih-
lym dnom a zédbrusovym hrdlom sa postupne vlozi 250 ml piva, 20 g pragkové-
ho Ba(OH), ako protipenotvorny prostriedok a 2,5 ml $tandardného roztoku
NDIPA (1 ng.plt); pri fortifikovanej vzorke aj 2,5 ml standardného roz-
toku NDMA (1 ng.pul-1).
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vzorka (250 g)

¢
v V v
slad pive
+ 160 ml H,0 + 50 ml 1 N NaOH +
4 Standard e -+ 20 g Ba(OH), -+ standard
. v v v
! véakuové destilécia metdda L-N atmosferické destilacia
|
} ¥ \
Eaiﬁ)iemﬁ afl 1.‘20 mIIIdes; destilovat a extrahovat nazbierat asi 150 ml destildtu,
e o s do 50 ml CH,Cl, nastavit pH na 9—10 1 N NaOH
¥ v ¢
extrakeia 3-kréat 30 ml prepranie 3-krét 30 ml . ,
CH,Cl, 20 9% NaHSO, extrakeia 3-krét 30 ml CH,CI,
1 t
l-————-——) prepranie 50 ml 6 M roztokom HCl
+
I suSenie bezvodym Na,SO, ‘
' ¥
’ zakoncentrovanie na K-D na objem 3—5 ml |
+
zakoncentrovanie pod pridom N, na objem 1 mll
¥

‘ ¢istenie na kolénke Al,O4/Florisil (3 g Al,O,, 2 g Florisil, 1 em Na,S0,) I. frakoia: '
’ 50 ml 1 %, CH,Cl, v hexéne II. frakeia: 90 ml CH,CI, '

+
l zakoncentrovanie na K-D na objem 3—5 ml
¥
l zakoncentrovanie pod pridom N, na objem 0,5 ml
4

GC-MS analyza I

Obr. 1. Blokové schéma metddy .
Fig. 1. Flow-chart of the method.
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Po premiesani zmesi sa banka s obsahom pripoji na modifikovany pristroj
Likensa-Nickersona pre pracu s rozptstadlom taz$im ako voda. Do banky pre
extrahovadlo sa vlozi 50 ml dichlérmetinu s varnymi telieskami.

Simultédnna extrakeia a destilicia prebieha 4 hodiny a po jej skondeni sa
ochladeny extrakt pretrepava 20 9, roztokom NaHSO,; a 6 M roztokom HCI
a napokon sa vysusi preliatim cez vrstvu bezvodého Na,SO,. Dalej sa extrakt
spraciva rovnako ako pri postupe vyuzivajicom atmosferickd destilaciu.

Metoda atmosferickej destildcie. Do 1000 ml banky s okrthlym dnom a zdbru-
sovym hrdlom sa postupne vlozi 250 ml piva, 20 g praskového Ba(OH), ako
protipenotvorny prostriedok a 2,5 ml Standardného roztoku NDIPA (1ng.ul-1);
pri fortifikovanej vzorke aj 2,5 ml standardného roztoku NDMA (1 ng.pul-1).

Po premiesani sa banka s obsahom pripoji na klasickt destila¢ni aparatiru
so zostupnym chladi¢om a cdobre vychladenou predlohou (Iad, NaCl).

Atmosferické destildcia sa robi az do oddestilovania 200 ml vodného desti-
latu (1—2h).

Spracovanie destildtu je obdobné ako pri analyze sladu. Po Gprave pH na
9—10 sa extrahuje do dichlérmetanu, pretrepava 20 %, roztokom NaHSO,
a 6 M roztokom HCIL. Vysusi sa preliatim cez vrstvu bezvodého Na,SO,.

Dalej opisané spracovanie extraktu je spolotné pre vietky tri opisané postu-
py izolacie. Extrakt sa zakoncentruje na Kudernovom-Danishovom koncen-
tratore na 3—5 ml a pod pridom suchého a Cistého dusika na 1 ml.

Za mokra sa pripravi deliaca kolénka s kombinovanou napliou — 38 g Al,O,
a 2 g Florisilu (aktivované 3 h pri 140 °C). Sorbenty st vo vrstvach nad sebou.
Na vrchu stipea je vrstvitka bezvodého Na,SO,.

1 ml extraktu sa zriedi na 4 ml n-hexdnom a neché postupne nasiaknut na
celo kol6nky.

Eluuje sa najprv 1 9%, dichlérmeténom v n-hexéne (50 ml). Vlastné N-nitréz-
aminy (NDMA a NDIPA) sa eluuji v 90 ml &istého dichlérmeténu.

Eluat dichlérmeténovej frakcie sa znova zahusti na Kudernovom—Danisho-
vom koncentritore na 3—>5 ml a pod priidom suchého a ¢istého dusika sa do-
siahne finalny objem 0,5 ml.

Takyto extrakt sa potom pouziva priamo na analyzu, kde sa injikuje po 2 ul
riadnej aj fortifikovanej vzorky na analytickd kolénu systému GC-MS.

Prehladna schéma metdédy je na obrézku 1.

Vlastné stanovenie

Vsetky merania sa robili na pristroji GC-MS HP 5985A Hewlett—Packard.
Plynovy chromatograf, ktory je ¢astou systému, musi umoziiovat pracu s ka-
pildrnymi kolénami. Vlastné prepojenie plynového chromatografu a hmotnost-
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ného spektrometra sa realizuje alternativne, bud priamo vyuastenim kapilary
do i6nového zdroja, bud cez medzistupeni obtekany héliom (open-split inter-
face).

Predpokladom je moznost prace technikou snimania vybranych skupin
iénov pocas analyzy (Selected Ion Monitoring).

Podmuenky merania.
Plynova chromatografia:
Koléna: 30 m sklenend WCOT, 0,31 mm ID, Carbowax 20M.
Teplota: inj. priestor 130 °C, koléna 30° (1 min)/30°. min—*/130 °C.
Nosny plyn: He, 101 kPa, 21 cm s~
Technika davkovania: bez delic¢a (splitless), 2 pl extraktu.

Hmotnostné spektrometria:

GS-MS prepojenie: a) Pt/Ir kapilara priamo do i6nového zdroja,
b) open-split interface.

Teplota prechodovej zény: 275 °C.

Teplota idnového zdroja: 200 °C.

Teplota analyzatora: 200 °C.

Napatie elektrénového nasobica: 2600—2800 V.

Emisny prad (EI ionizécia): 300 pA.

Tonizaéné energia: 70 eV.

MS kalibraény standard: PFTBA.

Hmotnostny spektrometer je automaticky naladeny podla kalibracného
standardu a potom Specidlne manuélne na oblast 10—150m/z —optimalizova-
né citlivost. 4

Princip GC-MS stanovenia. Nastavia sa podmienky pre analyzu STM pre
obidve sledované latky — NDMA a NDIPA, t. j. tieto skupiny iénov:

I NDMA m/z 74, 30
N NDIPA m/z 130, 30

Nastrieknu sa 2 ul standardu NDMA a NDIPA zndmej presnej koncentracie
a vykonajd sa prislu$né analyzy. Tak isto sa postupne analyzuji vietky vzorky
aj fortifikované extrakty. Nastrek standardu sa opakuje podla velkosti zafa-
zenia systému a stability odozvy po kazdych 4—8 meraniach vzorky.

Na vyhodnotenie sa zmeraja plochy zodpovedajicich elu¢nych vin jednotli-
vych hmotnostnych fragmentogramov. Najvhodnejsie sa ukézalo pouzit na
kvantifikéciu stopy tzv. molekulovych idnov (74 a 130 m/z), stopa pre m/z 30,
zodpovedajica nitrozylovej skupine, sltzi najmé na kontrolu kontaminacie
zlozkou s blizkymi alebo identickymi retenénymi viastnostami.
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YVysledky a diskusia

Statistickym rozborom (stibor 11 analyz) sa zistila priemerna vytainost pre
NDMA 40,15 4 2,35 9, (po korekcii na prirodzeny obsah NDMA v pive),
NDIPA 97,6 + 3,13 9,. Stvztaznost siborov vytaznosti NDMA a NDIPA
je charakterizovand korelatnym koeficientom »,, = 0,934 ako velmi tesnd.

Metéda sa pouzila pri hodnoteni niektorych druhov 10-stuprniového a 12- stup-
nového piva z hladiska obsahu N-nitrézodimetylaminu. Pre hodnotenie kvality
ceskoslovenského exportného piva bolo v Prahe vybudované rezortne pésobiace
oddelenie §pecidlnych analyz. Toto laboratérium disponuje pristrojom TEA
(chemiluminiscenény analyzator). Na zéklade kapacitného limitu a hygienic-
kych noriem pre pracu s chemickymi karcinogénmi nemozno o¢akivat plné
pokrytie velkej skupiny neexportnych druhov piva rozbormi na obsah N-nit-
rézodimetylaminu. To viedlo autorov k nazoru, ze vznikla situécia, ktord umoz-
nuje vyvoj alternativnej laboratérnej metddy.

Tabulka 1 zhfiia data ziskané rozborom vyrobkov niektorych éeskych, najma
vSak slovenskych pivovarov. Vsetky vzorky sa odobrali a analyzovali v prie-
behu septembra a oktébra 1984. Vo vietkych pripadoch sa pouzila metéda
atmosferickej destilécie.

Tabulka 1. Obsah NDMA vo vybranych vzorkéch éeského a slovenského piva v ug.kg™ (ppb)
Table 1. NDMA content in selected Bohemian and Slovak beer samples in pg kg~ (ppb)

|
Vzorka! Druh piva? Koncentrécia NDMA?
1 10° svetlét 1,5
2 11° tmavés 1,4
3 12° svetlé 1,3
4 12° svetlé 1,2
5 12° tmavé 1,5
6 12° tmavé 6,1
7 12° svetlé 7,8
8 11° tmavé 3,6
9 12° svetlé 3,3
10 12° DIA svetlé 2,6
15 12°gvetlé 0,2
12 12° svetlé 5,8
i3 12° svetlé 3,1
14 12° gvetlé 0,2

!Sample; ?*Beer, 3N-nitrosodimethylamine concentration; 4Light; *Dark.
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Onpenenenne [N-HUTPO3OAUMETHIAMIHA B NHBOBAPDEHHOM COJONE M IINBe
METOJIOM ra30BOii XpoMaTOrpauu H Macc-CHeKTPOMETPHM

PeswoMme
Iois onpejesieEdsa KoIMyecTBa JIeTydnx N-HUTPO3AaMUHOB B IIUBe II cOJIOe — Ipex[ie
Beero N-EATpO3OUMeTHIaMuHa — ObLT paspaboTald MeTox, MCIONB3YIONIMI Ta30BYI0 XPO-

Marorpauio n Macc-coerTpomerpuio. Ilpegessr ompemeauMocT cocTaBiaser 1 MKr.Kr—t s
N-gurposoguMermiiaMuEa. B pafore IPUBOJATCA Pe3yIbTAThl aHAIM3a CEPHH CIydaliHO
oro6pamHEBIX BHAOB 4eXOCJOBAIMKOIO NMUBA, He IPEIHA3HAYEHHOIO Ha IKCIIOPT.

Determination of N-nitrosodimethylamine in brewery malf
and beer using the methods of gas chromatography and mass
spectrometry

Summary

To be able to determine content of volatile N-nitrosamines, especially N-nitrosodimethyl-
amine in beer and malt a method making use of gas chromatography and mass spectro-
metry has been developed. The determination limit for N-nitrosodimethylamine is
1 pg.kg. In the paper results of analysis are given that was made on a number of ran-
domly selected non-exported beers of Czechoslovak provenance.
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