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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva procesnim kontaminantem 3-MCPD (3-chlorpropan-1,2-diol),
ktery vznika pii zpracovani potravin. Teoreticka ¢ast prace shrnuje dostupné védecké poznatky
0 vlastnostech 3-MCPD, jeho moznych tGéincich na lidsky organismus, vyskytu v potravinach
a zpusobech analyzy.

V experimentalni ¢asti byl sledovan obsah 3-MCPD Vv je¢meni, v zakladnich i specialnich
druzich sladu a v pivu. Derivatizace 3-MCPD byla provedena pomoci kyseliny fenylborové
(PBA) a derivaty 3-MCPD byly analyzovany metodou plynové chromatografie s hmotnostni
detekci s pouzitim deuterovaného 3-MCPD jako vnitfniho standardu. Mez stanoveni metody
byla 1 pg-kg? pro vzorky je¢émene a sladu a 10 pg-kg™ pro vzorky piva. Ve vzorcich jeémene
byla zjisténa pritomnost 3-MCPD pod LOQ. Ve sladech byla naméfena koncentrace v rozmezi
<LOQ-112 pgkg?! Nejvyssi mnozstvi bylo piitomno ve specidlnich tmavych sladech
pouzivanych k dobarveni piva (8,8-112 pg-kg?). Ve viech méfenych vzorcich piva byla
koncentrace 3-MCPD opét pod LOQ. Bylo tedy zjisténo, Ze je¢na zrna jako vychozi surovina
pro vyrobu sladu kontaminant neobsahuji. 3-MCPD vznika v priab&éhu vyroby sladu, konkrétné
pii hvozdéni.

ABSTRACT

The master’s thesis focuses on a process contaminant 3-MCPD (3-chloropropane-1,2-diol),
which is formed during food processing. The first part of the thesis summarizes scientific
knowledge about its chemical and physical properties, toxicity, occurrence in food and methods
of analysis.

In the second part is monitored the content of 3-MCPD in barley, in standard and special
types of malts and beer. Samples were derivatized with phenylboronic acid (PBA) and 3-MCPD
derivatives were analyzed by gas chromatography with a mass detector. Deuterated 3-MCPD
was used as an internal standard. The limit of quantification was 1 pg-kg™ for barley and malt
samples and 10 pg-kg™ in case of beer. The barley samples contained concentration of 3-MCPD
below LOQ. In samples of malt was found concentration <LOQ-112 pgkg™. The highest
amount of 3-MCPD contained samples of special dark malts used for dying purposes
(8,8-112 ng-kg™). In all beer samples was concentration of 3-MCPD below LOQ. It was
concluded that barley grains as a raw material for malt production does not contain 3-MCPD,
so the contaminant has to be formed during kilning of malt.

KLICOVA SLOVA
3-chlorpropan-1,2-diol, je¢men, slad, pivo
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3-chloropropane-1,2-diol, barley, malt, beer
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1. UVOD

Potraviny jsou nezbytnou soucasti zivota ¢lovéka, kontrola jejich bezpecnosti a zdravotni
nezavadnosti je proto klicova. Ackoli je srozvojem technologii, vytvoienim legislativy
a zaloZzenim organizaci zabyvajicich se touto problematikou (napi. EFSA, WHO) bezpecnost
potravin na vysoké urovni, stale dochazi k odhalovani novych zdravotnich rizik.

Jednim z téchto rizik je problematika procesnich kontaminantt. Procesni kontaminanty jsou
nezadouci latky, které vznikaji v potravinach béhem jejich zpracovani z pfirozené se
vyskytujicich prekurzorti. Mezi procesni kontaminanty fadime akrylamid, furan, 3-MCPD
a dalsi chlorpropanoly. Vsechny tyto latky jsou zkoumany jako potencialni lidské karcinogeny
a jejich obsah v potravinach je monitorovan. Lze je najit v celém spektru riznych potravin od
chleba a susenek az po maso, kavu nebo i détskou vyzivu.

Procesni kontaminanty vznikaji v potravinach z riznych prekurzorti, ale ukazuje se, Ze
spoleénym znakem jejich vzniku je vétSinou pouziti vyssi teploty pii technologickych
procesech vyroby, at’ uz se jedna o pe¢eni, smazeni, prazeni nebo suseni.

Poprvé byl 3-MCPD spolu s dalsimi chlorpropanoly objeven v kyselych hydrolyzatech
bilkovin v roce 1978. Obsah 3-MCPD je od roku 2002 Evropskou komisi legislativné omezen,
toto opatieni se v8ak vztahuje pouze na sdjové omacky, které prokazatelné obsahovaly velké
mnozstvi 3-MCPD [1]. Vyzkum 3-MCPD a ostatnich chlorpropanoli stale neni u konce a je
potieba provést dalsi studie zabyvajici se jejich toxicitou. Dale je nutné ovéfit z hlediska
3-MCPD bezpecnost vSech potravin, které prosly tepelnym zpracovanim a zaroven obsahuji
latky, ze kterych by mohl tento kontaminant vznikat.

Faktorem vzniku tohoto kontaminantu je kromé¢ jiz zminéného pouziti vysoké teploty také
dostupnost prekurzorii. 3-MCPD muze vznikat v potravinach nebo surovinach, které obsahuji
vyS§8i mnozstvi tukd, chloridu sodného a maji nizkou aktivitu vody.

Tato prace V teoretické ¢asti shrnuje dosavadni shromazdéné poznatky o 3-MCPD a v ¢asti
experimentalni monitoruje obsah tohoto kontaminantu v je¢meni, sladu a pivu. Cilem prace je
zjistit, zda 3-MCPD vznika v zrnech je¢mene béhem procesu vyroby sladu a posoudit, zda je
pivo z hlediska obsahu 3-MCPD bezpecné. Prace byla feSena ve spolupraci s Vyzkumnym
ustavem pivovarskym a sladafskym v Brné.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Druhy sladu

Zakladni surovinou pro vyrobu sladu je je¢émen sety (Hordeum vulgare L., viz obrazek 1). Dnes
se ze zrn je¢mene po celém svété vyrabéji predevsim svétlé slady plzenského typu a tmavé slady
mnichovského typu. Déle se v mensim mnozstvi vyrabéji specialni slady, které se pouzivaji pro
zvyraznéni kvalitativnich a specifickych vlastnosti zakladnich typii piv nebo pro vyrobu
specialnich druht piv. V nékterych zemich se ve vét§Sim mnozstvi vyrabéji piva z pSeni¢ného
sladu.

Jednotlivé druhy sladd (viz obrazek 2) se ziskavaji Gipravami technologie maceni a kliceni
zrn je¢mene (nebo jinych obilovin). Tim lze regulovat biosyntézu a aktivitu sladovych enzymd,
které ovliviiuji miru degradace vysokomolekularnich latek, redoxni potencidl a aciditu sladu.
Tvorbu dal$ich slou¢enin 1ze ovlivitovat dal§imi ipravami v postupu hvozdéni. [2, 3]

Obr. 1: Je¢men sety dvoutady (Hordeum vulgare L.) [35]

2.1.1. Svétlé slady plzeniského typu

Svétlé slady plzenského typu se pouzivaji pro vyrobu svétlych piv typu lezaki, konzumnich piv
a také pro vyrobu specialnich piv s riznou koncentraci ptivodni mladiny. Typickym znakem je
nizka hodnota barvy kongresni sladiny (3,0—4,2 jednotek EBC). Dale se vyznacuji pfiméfenym
proteolytickym rozluSténim a dostatecnou aktivitou amylolytickych enzymu. Hvozdéni tohoto
sladu se provadi pii teplotach 80-85 °C, kdy dochazi k optimalni tvorbé barevnych a aroma-
tickych latek. Pro zajisténi piirozené stability by mél tento slad mit optimalni obsah
nezoxidovanych polyfenoll, nizky obsah dusikatych prekurzord koloidnich zakali a také
dobrou redukéni kapacitu. [2, 3]

2.1.2. Videnské slady

Videiiské slady jsou pfechodnym typem mezi slady svétlymi a tmavymi. Hodnota barvy tohoto
sladu je asi dvakrat vy$$i nez u svétlého plzeiiského sladu. V soucasnosti se videiiské slady
vyrabi velmi malo a pouZzivaji se pouze pro vyrobu nékterych specialnich druht piv. [3]



2.1.3. Tmavé slady mnichovského typu

Tmavé slady mnichovského typu, také ¢asto nazyvané bavorské slady, se pouzivaji pro vyrobu
tmavych piv. Typické jsou vysokou hodnotou barvy kongresni sladiny (11,0 az 17,3 jednotek
EBC). Maji vyssi obsah bilkovin, vyrazné aroma, nizsi extraktivnost, nizsi aktivitu sladovych
enzymu a v neposledni fadé také vyssi obsah produktii Maillardovy reakce. Tyto slouceniny
vznikaji pouzitim vyssich teplot pii hvozdéni (100 az 105 °C). [2]

2.1.4. PSenicné slady

PSeni¢né slady se pouzivaji pro vyrobu svrchné kvasenych piv, piv typu Lambic apod. Svrchné
kvaSena piva s pouzitim pSeni¢ného sladu se ve vétsi mife vyrabéji v Némecku nebo Belgii. Na
nasem Uzemi pouzivani pSeni¢nych sladi k vyrobé piv pievazovalo az do 18. stoleti, kdy je
postupné zadal nahrazovat slad ze zm je¢mene. Od 19. stoleti se v Cechach a na Moravé
pouziva témét vyhradné slad je¢ny a v soucasnosti se pSeni¢nd piva piipravuji pouze v nékte-
rych malych pivovarech. [3]

Vychozi surovinou je pSenice seta (Triticum aestivum L.) nebo i pSenice $palda (Triticum
aestivum var. spelta). PSeni¢ny slad ve srovnani s jeénym obsahuje o 4-5 % vice extraktu, ma
vyssi podil dusikatych a polysacharidickych latek. PSenicny slad se vyznacuje zvlastnimi
chutovymi vjemy, podporuje pénivost a muze byt tedy pfidavan do piv z je¢ného sladu se
Spatnou stabilitou pény. Slady se vyrabéji podobné¢ jako slady z jeCmene, kliceni ale trva kratsi
dobu a susSeni probiha pfi nizsich teplotach. [2, 3]

2.1.5. Specialni slady

Specialni slady se pouzivaji pro vyrobu tmavych a specidlnich piv. Od béznych sladl se lisi
enzymovou aktivitou, redoxni kapacitou, kyselosti a v neposledni fadé¢ také barvou a vini. [4]

2.1.5.1. Slady karamelové

Karamelové slady obsahuji velké mnozstvi aromatickych a barevnych slozek. Vyrabé&ji se
z dobfe rozlusténého zelen¢ho sladu nebo 1 zhotovych sladii po zpétném navlhceni.
Karamelizace sladu se nasledné provadi v rychloprazi¢ich. Nejprve dochazi k ¢aste¢nému
zcukteni endospermu pii teplotach 70 az 75 °C po dobu 30-45 minut. Samotny karameliza¢ni
proces se poté provadi pii teplotaich 120 az 180 °C (podle druhu sladu). Dochazi k tvorbé
aromatickych a barvicich latek z nizSich sacharidii a také se méni obsah latek koloidniho
charakteru, které pfispivaji k pénivosti piv. Rozlisuji se ¢tyfi typy karamelovych sladu. [4]
zpusobem vyroby je suSeni na normalnim hvozd€ hned po zcukieni v prazi¢ich. Barva
kongresni sladiny je 3,5-6 jednotek EBC a obsah extraktu minimalng 70 % v susiné.

Karamel stiedni se prazi pii teplotach 130—150 °C a po dobu 2,5 hodiny. Barva kongresni
sladiny je 2040 jednotek EBC, vin¢ sladiny je karamelova a chut’ sladka.

Karamel normalni se prazi pti 150 az 170 °C, opét po dobu 2,5 hodiny. Tento typ
karamelového sladu se pouziva nejcastéji. Barva sladu je 50 az 70 jednotek EBC a extrakt
Vv susin€ je minimaln¢ 75 %. Chut’ sladiny je karamelova, slab¢é nahotkla a viiné aromaticka.
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Karamel porterovy se pouziva pii vafeni velmi tmavych piv typu porteri. Vyrabi se
prazenim pii 180 °C. Barva sladu je 100—120 jednotek EBC, chut’ je siln¢ karamelova, nahotkla
a vun¢ aromaticka. [3, 4]

2.1.5.2. Slady barvici

Barvici slady se pouZzivaji pro vyrobu silné tmavych piv. Pfipravuji se z hotovych, navlhéenych
slad uprazenych s gradaci teplot az ke 225 °C. Tim se zajisti vysoka tvorba melanoidinti
a postupna degradace Skrobu. Ze skrobu vznikaji dextriny, karamel, a nakonec hotka latka
asamar. Jejich drsnou a natrpklou chut’ je potieba zmirnit nejméné dvoutydennim odlezenim.
Barvici slady maji diky vysoké teploté vyrazn¢ pozménéné fyzikalné-chemické, fyziologické
a dietetické vlastnosti.

Specialnim vyrobkem je slad cokoladovy, ktery je typicky tmavé hnédou barvou a chuti
popisovanou jako suchou, sviravou, kyselou s naznakem sladké chuti. [2]

2.1.5.3. Slady diastatické

Diastatické slady se pouZzivaji pii zpracovani enzymové chudych sladt. Pro vyrobu se pouziva
je¢men S vys$im obsahem dusikatych latek. Vysoké hodnoty diastatické mohutnosti se dosa-
huje studenym vedenim a opatrnym susenim pfi teploté 50 °C. Diastaticka mohutnost by méla
byt okolo 300 jednotek podle Windische a Kolbacha. [2]

2.1.5.4. Slady melanoidinové

Melanoidinové slady se pouzivaji pro vyrobu tmavych piv. Charakteristicka viing, barva a chut’
je docilena prostfednictvim intenzivnéjsiho priibéhu Maillardovy reakce. Viing je €isté sladova
a chut’ bez nahotkl¢ ptichuté. Barva je 20 j. EBC a extrakt je nejméné 74 % v susing. [2]

2.1.5.5. Slady proteolytické

Proteolytické slady se pouzivaji ke zvySeni kyselosti. Vyrabéji se ze zeleného nebo hotového
sladu skrapénim mléénymi bakteriemi ve sladince. V hotovém sladu se tak zajisti obsah mlécné
kyseliny 0,7 az 4 %. Ptidani kyselého sladu pak zlepSuje varni vytézek, pénivost a trvanlivost
piva. [2]

2.1.5.6. Slady zvysujici redoxni kapacitu piva

Tyto slady se vyrabéji podobné jako melanoidinové slady. Maji vyrazné redukéni vlastnosti
zpusobené vyssim obsahem produktii Maillardovy reakce a karamelizac¢nich reakei. Pridavaji
se z divodu oddaleni starnuti chuti pti skladovani a ke zvySeni biologické trvanlivosti piva. [2]
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Obr. 2: Zakladni a specialni druhy sladu [36]

2.2. Nahrazky sladu

Za nahrazky sladu jsou povazovany vSechny suroviny poskytujici extrakt piva kromé sladu
a chmele. V uzsim pojeti jsou to hlavné Skrobnaté obiloviny, které se pouzivaji ke zvySeni
extraktu jecného sladu. Jejich pouziti je rozSitené v mistech, kde je nedostatek sladu pro vyrobu
piva. Pouzivaji se také pro vyrobu specifickych druhi piv (napi. v Belgii) nebo pro vyrobu piva
bezlepkového.

Ackoli v tradi¢nich pivovarskych zemich je pouziti nahrazek spiSe ojedin€lé, ve svétové
produkci je s pouzitim nahrazek sladu vyrabéno az 90 % piv. Divodem pouziti podilu nahrazek
sladu mtze byt sniZeni ceny piva, zlepSeni koloidni stability piva a vyroba leh¢ich a svétlejSich
piv. [2, 3]
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2.2.1. Skrobnaté nahrazky sladu

Za Skrobnaté nahrazky sladu se povazuji vSechny suroviny obsahujici vysoky obsah Skrobu
nebo podobnych polysacharidi, které 1ze zpracovat v pivovarské technologii. Podil v sypani,
ktery je mozno pouzit, zavisi na druhu obiloviny a enzymovém potencialu soucasné pouzitého
sladu. Pouziti nahrazek do 10 % sypani je zpravidla bezproblémové, pii pouziti 10—20 % jsou
nutné mensi technologické tpravy a nad 30 % je uz nutny pridavek enzymt a dochazi ke zméné
senzorickych vlastnosti piva. Skrobnaté nahrazky se déli na nesladované obiloviny, $krobnaté
vyluhy, sirupy a koncentraty a specialni sladové nahrazky. [2, 3]

2.2.1.1. Nesladované obiloviny

Nesladovana zrna je¢mene patii mezi dlouho pouzivané nahrady sladu, protoze jejich pouziti
zachovava ptavodni senzorické vlastnosti piva. Nevyhodou pouzZiti zrn jeémene je jejich obtizné
mleti, protoze jemny §rot mize negativné ovlivnit scezovani. Zvyseni podil zrn je¢mene muize
také zptisobovat zhorsenou filtrovatelnost nebo nizky stupeti prokvaseni. Redenim je piidavek
mikrobialnich enzymi nebo pouziti je¢ného Skrobu. [2, 3]

Podil nesladovanych zrn pSenice se pouziva pro vyrobu tradi¢nich belgickych piv (napf.
Lambic). Vyhodou pouziti pSenice jsou typické organoleptické vlastnosti a lepsi pénivost piva.
Nevyhodou je zhorSeni pribéhu scezovani, filtrovatelnosti a koloidni stability. Pti pouziti
vhodného kvasni¢ného kmenu maji pSeni¢na piva typickou vuni a chut’ po 4-vinylguajakolu,
ktery pfipomina hiebicek.

Pti pouziti kukufice je nutné odstranit klicek, ktery obsahuje prekurzory staré chuti a lipidy
zhorSujici pénivost piva. Kukufice se pouziva ve formé Srotu, CiSténého Srotu, vlocek,
kukuti¢ného Skrobu nebo sirupu. Pfidava se v mnozstvi 10-30 % sypani a rmutuje se
dekokénim zplsobem za ptidavku sladu nebo enzym?.

Pouziti ryZe je velmi oblibené pii vyrobé americkych piv. Ryze ma ze vSech néhrazek
nejvyssi podil Skrobu, obsahuje nizké mnozstvi dusikatych a mineralnich latek. Nevyhodou je
niZ§i intenzita kvaSeni mladin, snizeni plnosti chuti a svétla barva piva. PouzZiti ryze také mliZze
zpusobovat zmény senzorickych vlastnosti, jako je aroma fenolové nebo po kouti. Tomu lze
predejit pouzitim urcitych ovérenych odrid ryze.

Okrajové se také pouzivaji i dalsi obiloviny jako je Zite, oves, ¢irok, triticale nebo proso
(obrazek 3). Oves se pouziva pro vyrobu specialniho belgického piva Blanche de Louvain.
Pouziti téchto obilovin je omezené, protoze mohou zplisobovat technologické problémy pfti
vyrobé piva. Cirok a proso jsou roziifené v netradi¢nich oblastech vyroby piva, pfedevsim
v Africe. [2, 3]

Obr. 3: Triticale (Triticosecale Wittm.), proso (Panicum miliaceum L.), ¢irok (Sorghum vulgare) [35]
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2.2.1.2. Skrobnaté vyluhy, sirupy a koncentréty

Vyluhy, sirupy a koncentraty se vyrabéji ze Skrobnatych surovin, kde miize byt obsah Skrobu
zachovan nebo miize byt &aste¢nd hydrolyzovan na niZ§i sacharidy. Skrobnaté sirupy se
vyrabgji pomoci enzymové hydrolyzy. Skrobnaté néahrazky ziskané z jeémene, psenice, triticale
a ovsa lze vyuzit v infuzni pfipravé mladiny. [2]

2.2.1.3. Specidlni sladové nahrazky

Mezi specialni sladové nahrazky patii nakli¢ena zrna je¢mene a zeleny slad. Slad lze nahradit
do 10 % sypani nakli¢enymi zrny je¢mene bez vyraznych zmén chuti vyrobeného piva. Pfi
pouziti 15 % se zlepSuje pénivost piva, ale jiz dochédzi ke zméné senzorickych vlastnosti. Zeleny
slad 1ze pouzit az do 30 % sypani, jeho vyraznou nevyhodou je ale omezena trvanlivost.
Vyhodou specialnich ndhrazek je ptfedev§im uspora nakladi na hvozdéni a v pfipadé
nakli¢enych zrn je¢mene i ispora Casu na vyrobu zeleného sladu. [2]

2.2.2. Cukerné nahrazky

Vyhodou cukernych nahrazek je snadnéjsi zpracovani nez u nahrazek Skrobnatych. Cukernych
nahrazek se pouziva podle druhu cukru 5 az 10 %, ziidka do 20 %. Zpravidla se davkuji do
mladiny v priab&hu chmelovaru. Pii pouziti cukernych nahrazek dochazi v mladinach ke sniZeni
obsahu dusikatych, polyfenolovych a rastovych latek, zvySuje se prokvaseni a obsah alkoholu.
Tyto nédhrazky také mohou zplisobit snizeni pénivosti a plnosti chuti.

Piva vyrobena s pouzitim krystalového cukru (fepného i titinového) maji svétlou barvu
a vyssi obsah alkoholu. Nesmi byt pouzit pfili§ velky podil cukru, protoZze mize dochéazet
Kk problémuim pfti hlavnim kvaSeni a fermentace se mize zpomalit az zastavit. Pouziti surového
cukru se zbytky melasy je vhodné pii vyrobé tmavych a specidlnich piv. | zde mohou nastat
komplikace pti kvaseni mladin spojené se zbytky titinové bagasy.

Dale je mozné pouzit dokonale zkvasitelny invertni cukr nebo skrobovy cukr, ktery pivu
dodava plngjsi chut’ a pouziva se pii vyrobé piva v Belgii, Anglii, Francii a USA. [2]

2.2.3. Sladové vytazky

Sladové vytazky se piipravuji rmutovanim infuznim zptisobem ze svétlého plzeniského sladu
nebo sladu diastatického, kdy ma byt co nejvice zachovana enzymova aktivita sladovych
enzymu. Vyluhy se po scezeni zahust'uji na sirupy na vakuové odparce pfi teploté 40-55 °C.
Sladové vytazky se d€li na jedlé sladové vytaiky s medovou barvou prvnich podili
separovan¢ho vyluhu, kanditni sladové vytazky s tmavsi barvou ze zahusténych vystrelka,
pekaiské sladové vytaZky ze smési jednotlivych podila vyluhu a textilni vytaZky. [2]

2.3. Druhy piv

Celosvétove je vyrabéno nekolik set druhti piv. Mohou byt rozdéleny do dvou typa — Ale
a klasicky lezak, coz také zhruba odpovida déleni na spodné kvasend a svrchné kvasena piva.
Mohou se vyskytovat i hybridni druhy piv, protoze spodni kvasinky lze pouzit i k vyrobé
svrchnich piv, a naopak kvasinky svrchni k vyrobé¢ lezdkti. Piva lze rozdélit také podle barvy
na svétla, tmava, polotmava a jejich smési — piva fezana. [2, 5]
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2.3.1. Druhy piv vyrabéné v Ceské republice

V Ceské republice jsou tradiéné vyrabéna spodné kvasena piva. Existuje mnoho zptsobti déleni
piv, napf. podle obsahu pivodniho extraktu, obsahu alkoholu a zpisobu kone¢né upravy do
nasledujicich skupin. [2, 5]

Lezaky: pojem svétly lezak je u nas reprezentovan pivem plzeniského typu, které ma
koncentraci pivodni mladiny 11-12 %, vyznacuje se vyraznou hoikosti, dobrou
pénivosti a plnosti. Vyrabi se zpravidla dvourmutovym dekokénim zplisobem a je
sttedn¢ prokvasSené.

Vycepni piva: jsou vyrabéna piedev§im z je¢nych sladl a obsahuji 7-10 % extraktu
puvodni mladiny.

Stolni piva: jsou pfevazné z je¢nych sladu s obsahem extraktu ptivodni mladiny do 6 %
hmotnostnich vcetn¢.

Specialni piva: jsou vyrabéna predevsim z jeCnych sladi a obsahuji extrakt pivodni
mladiny minimalné 13 %.

Portery: jsou tmava piva, ktera by méla obsahovat minimalné 18 % extraktu pivodni
mladiny.

Piva se sniZenym obsahem alkoholu: obsahuji 0,5-1,2 objemovych procent alkoholu
a nesm¢;ji tedy byt pozivana fidici.

Nealkoholicka piva: jsou vhodna pro fidi¢e, nebot’ obsahuji do 0,5 objemovych procent
alkoholu. Vyrabi se tfemi moznymi zplsoby. Jednim zplsobem je pierusSeni kvaSeni
mladiny o nizkém pivodnim extraktu mladiny (4—6 %). Dale lze z hotového piva
odpaftit alkohol na vakuové odparce nebo alkohol odstranit pomoci polopropustné
membrany. Pivo miZe mit mladinovou az slabé karamelovou chut’.

Piva se sniZenym obsahem cukri: jsou uréena pro diabetiky a jsou to piva hluboce
prokvasend s obsahem zatézujicich sacharidii do 7,5 g-1* a bilkovin do 4,0 g-1™.
PSeni¢na piva: obsahuji podil extraktu pSenicného sladu vétsi nez jedna tietina
hmotnosti celkové dodaného extraktu.

Kvasnicova piva: jsou vyrobena ptidanim ¢isté kvasni¢né kultury nebo malého podilu
rozkvaSené mladiny do hotového piva béhem staceni. Diky tomu ma pivo vyraznéji
kvasnicovou chut’ a je slab¢ zakalené az zakalené.

Ochucena piva: jsou vyrobena piidavkem latek uréenych k aromatizaci, potravnich
doplnkd, potravin, surovin s vlastnim aromatem nebo lihovin a ostatnich alkoholickych
napoji. Obsah alkoholu z pfidanych surovin ale nesmi presdhnout obsah alkoholu
Vv ptvodnim pivu. [5, 6]

2.3.2. Zahrani¢ni druhy piv

U zahrani¢nich piv se Casto pouziva termin Ale, ktery oznaCuje svrchné kvasena piva

pochazejici z Anglie a Irska. Toto pivo muze mit riiznou barvu i1 razny obsah ptavodniho

extraktu. Existuje mnoho druhti piv typu Ale a mezi nejznadmé;jsi patii Pale Ale, Old Ale, Brown
Ale, Cream Ale, Scotch Ale nebo Bitter. [2, 5]

Dalsimi druhy jsou Porter, coz je tmavé, silné, svrchné kvasené pivo a Scout — ¢erné plné
pivo. Znamym pivem typu Porter je pivo Guiness s nizkym obsahem oxidu uhli¢itého, které je
¢epované s piidavkem dusiku pro trvanlivou pénu. [2]
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Mezi piva némecka patii Vollbier, coz je svétlé nebo tmavé spodné kvasené pivo s nizsi
horkosti. Piva s vétsi hotkosti se nazyvaji Pilsener Bier, Exportbier Bock a nejsilnéjsi je
bavorsky Doppelbock. Kvasnicova piva se oznacuji jako Keller nebo Zwickel Bier. Mirzen
neboli biezndk je zase pivo stfedné silné, tmavsi barvy. Némecka svrchné kvasena piva jsou
Kolsch a Weizenbier, do kterych se pridava vice nez 50 % pSeni¢ného sladu. Dale sem patii
pivo Hefeweizen, které ma v lahvi ptidany kvasnice a Kristall, které je filtrované.

Berliner Weisse je dalsi pivo psSenicné, které je ale kvasené za pfitomnosti mlécnych
bakterii a vyznaCuje se vysokym obsahem oxidu uhli¢itého. Dalsi piva byvaji oznaCovéana
mistem vyroby, naptiklad Miinchener (Mnichovské), Wiener (Videnské) nebo Dortmunder
(Dortmundské).

Mezi piva belgicka patii bilé pivo Hoegaarden witbier a také znamé pivo Lambic, které se
vyrabi spontannim kvaSenim za pouziti gramnegativnich a grampozitivnich kultur bakterii
a kvasinek. Belgicka piva také byvaji oznaCovana jako Tripel (Trippel, Triple Ale), Dubbel
a Quadrapel, u nichz je dvakrat az Ctyfikrat zvySena davka pouzitého sladu oproti klasickym
pivim. Tyto piva jsou sladkd a ¢asto nefiltrovana.

Zajimavosti jsou napfiklad piva ledova. Tento zvlastni druh lezdku pochéazi ptivodem
z Kanady a ziskdva se silnym zchlazenim, které zptisobuje vylouc€eni krystalkti ledu. Krystalky
se poté odstrani a zbylé pivo se staci. Pivo se vyznacuje vyraznou chuti a dobrou pitelnosti. [2]

2.4. Chemické a fyzikalni vlastnosti 3-MCPD a chlorpropanoli

3-chlorpropan-1,2-diol patii do skupiny chlorhydrinti glycerolu nebo také chlorpropanol. Mezi
nejcastéji se vyskytujici chlorpropanoly Vv potravinach patii kromé 3-MCPD také 1,3-dichlor-
2-propanol (1,3-DCP). Nalezeny byly ale i 2-chlor-1,3-propandiol (2-MCPD) a 2,3-dichlor-1-
propanol (2,3-DCP). Jejich strukturni vzorce jsou znazornény na obrazku 4. V potravinach byly
objeveny také monoestery a diestery chlorpropanold, u nichZ jsou jedna nebo dvé hydroxylové
skupiny acylovany zbytkem mastné kyseliny. [7]

OH
Cl /
3-chlorpropan-1,2-diol (3-MCPD) 2-chlorpropan-1,3-dial (2-MCPD)
Cl OH
cl /OH cl c
2 3-dichlorpropan-1-al (2.3-DCP) 1,3-dichlorpropan-2-ol (1,3-DCP)

HO/\/\CI

3-chlorpropan-1-ol

Obr. 4: Struktura chlorpropanolii vyskytujicich se v potravinach [9]
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3-MCPD a 2,3-DCP jsou chiralni slouceniny a piirozené se tedy v potravinach nachazi ve
dvou opticky aktivnich formach, R- a S-. U 3-MCPD jsou to (2R)-3-chlorpropan-1,2-diol
a (2S)-3-chlorpropan-1,2-diol a u 2,3-DCP jsou to izomery (2R)-2,3-dichlorpropan-1-ol a (2S)-
2,3-dichlorpropan-1-ol (viz obrazek 5). V potravinach se tyto izomery nachazeji jako racemicka
smés, tedy v poméru 50:50. [7]

CH,OH CH,OH
O == (== Home (== OH
E‘H:L‘l i'n:u
(R)-~(-)-3-chlorpropan-1,2-diol (S)-(+)=-3-chlorpropan-1,2-diol
CH,OH CH,OH
Clom = Home == Cl
i'n_,cl i'nzu

(R)~(=)-2,3-dichlorpropan-1-ol (S)=(+)-2,3-dichlorpropan-1-ol

Obr. 5: Opticky aktivni formy 3-MCPD a 2,3-DCP [1]

Jako cista latka je 3-MCPD bezbarva, lehce olejovita kapalina s pfijemnou vini. Tato latka
ma relativni molekulovou hmotnost 110,54 g-mol™. Bod varu je 114-120 °C a bod tani 213 °C.
Snadno se rozpousti ve vodé, alkoholech, diethyletheru a acetonu. V minulosti byl 3-MCPD
pramyslové vyuzivan naptiklad pii vyrobé barviv, jako rozpoustédlo pro acetat celulozy nebo
jako ptimés do dynamitu ke snizeni teploty mrznuti. 3-MCPD byl pod nazvem a-chlorhydrin
pouzivan také jako chemosterilant pro hlodavce. Dnes muze byt 3-MCPD pouzit pii vyrobé
atorvastatinu nebo guaifenesinu, ktery se pouziva jako 1ék proti kasli. [8, 9]

2.5. Toxikologické hodnoceni

3-MCPD se mize v potravinach vyskytovat bud’ ve volné form¢ nebo vazany ve formé esterti
s mastnymi kyselinami. 3-MCPD pravdépodobné muze byt z monoesterti a diesterd v orga-
nismu uvolnovan ptisobenim stievnich lipaz. V ptipadé monoestert je toto St€peni velmi rychlé,
pfi studiich in vitro bylo zji$téno, ze po 1 minuté je uvolnéno vic nez 95 % 3-MCPD. Diestery
se §tépi pon€kud pomaleji, 95 % 3-MCPD se uvolni az po 90 minutach inkubace s lipazou. [7]

Pii studiich t¢inku chlorpropanold in vitro jiz byla prokazana genotoxicita a karcinogenita,
in vivo vSak genotoxicky ucinek nebyl potvrzen. Jednotlivé izomery také vykazuji rtzné
toxikologické efekty. Naptiklad u (S)-enantiomeru bylo pii studiich provedenych na krysach,
kterym byly pravidelné podavany vyssi davky 3-MCPD, prokazano ovlivnéni plodnosti.
Naproti tomu (R)-izomer vykazoval Skodlivé u¢inky na funkci ledvin. Genotoxicky potencial
maji jeho degradac¢ni produkty a metabolity glycidol a 2-chlormlé¢na kyselina. U glycidolu byl
potvrzen mutagenni G¢inek Vv riznych testech in vitro a in vivo. [1, 10, 11]
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Jak uz bylo zminéno, 3-MCPD ma negativni vliv na plodnost jak u zkoumanych
hlodavct, tak pravdépodobné i u ¢lovéka. Ukazuje se, ze 3-MCPD ma spermatotoxicky efekt,
dochazi k naruseni zrani a mobility spermii. Pfi podavani 3-MCPD bfezim samicim dochéazelo
ke snizeni télesné hmotnosti, avSak varlata plodu nebyla nijak poSkozena a nezménila se ani
jejich genova exprese plodu. 3-MCPD tedy nejspi$e nema vliv na testikularni organogenezi. [7]

Na zékladé dostupnych toxikologickych informaci je Mezinarodni agenturou pro vyzkum
rakoviny (IARC) 3-MCPD klasifikovan jako karcinogen tiidy 2B, tedy ma potencialni
karcinogenni uc¢inky pro ¢lovéka. Z tohoto diivodu bylo Evropskou unii stanoveno maximalni
povolené mnozstvi 20 ng-kg™ pro séjové omacky a 50 pug-kg™ (susiny) pro ostatni potraviny
obsahujici kyselé¢ hydrolyzaty bilkovin. V roce 2017 byl Evropskym tfadem pro bezpecnost
potravin (EFSA) stanoven tolerovatelny denni piijem (Tolerable Daily Intake, TDI) v olejich
a ostatnich potravinach 2 ugkg? télesné vahy. Potravindiskym zavodim bylo doporudeno
provadét vSechny nezbytné kroky pii vyrobé€, které povedou k vyznamnému snizeni kon-
centrace tohoto kontaminantu v potravinach a potravinaiskych surovinach. Krom¢ zminénych
bilkovinnych hydrolyzati a sdjovych omacek vSak zatim neni obsah 3-MCPD vV potravinach
legislativné omezen. [9, 10, 12, 13]

2.6. Metabolismus a kinetika 3-MCPD

Bylo zjisténo, Zze 3-MCPD se snadno dostava do vsech télesnych tekutin, snadno prestupuje
pres hemoencefalitickou bariéru do mozku a ptes bariéru oddélujici krev a tkan varlat. Snadno
prestupuje i pies placentarni bariéru a mize se tak dostat do vSech tkani plodu. [7]

3-MCPD se v organismech nejspise rozklada dvéma riznymi metabolickymi cestami (viz
obrazek 6). V piipadé prvni cesty je pocateénim krokem odstranéni chloru prostiednictvim
enzymu halohydrin dehalogenazy. Vznika tak meziprodukt glycidol s mutagennimi uc¢inky.
Kone¢nym produktem této drahy je bud’ glycerol nebo po konjugaci s glutathionem kyselina
merkapturova. Druha cesta vede k tvorbé kyseliny Stavelové a moznym toxickym mezi-
produktem v této draze je kyselina 2-chlormlééna. Prvni cesta rozkladu 3-MCPD pravdé-
podobné prevazuje u mikroorganismi, zatimco druhd zminéna cesta prevlada u savci, nebot
pii studiich na krysach bylo v moc¢i objeveno vétsi mnozstvi kyseliny 2-chlormlééné a jen
nepatrné mnozstvi glycidolu. [9, 11]
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Obr. 6: Metabolické cesty vedouci k odbourani 3-MCPD [9]

2.7. Vyskyt 3-MCPD v potravinach

Jak jiz bylo zminéno, 3-MCPD je procesni kontaminant, tedy latka vznikajici pfi zpracovani
potravin. Nejvétsi mnozstvi bylo nalezeno v bilkovinnych hydrolyzatech ptipravenych kyselou
hydrolyzou, tedy ve vyrobcich jako s6jova nebo tstficova omacka. 3-MCPD byl ale objeven
I v Sirokém spektru dalSich potravin jako jsou susenky, pekaiské vyrobky, kava, vyrobky
Z masa a ryb, polévky, uzené vyrobky a v nékterych tradi¢nich ptisadach jako jsou specialni
tmavé slady, upravené Skroby a extrakty masa. V menSim mnoZstvi se chlorpropanoly
nachazeji i v tavenych a grilovanych syrech a fermentovanych salamech (viz tabulka 1Tabulka
1). Chlorpropanoly se do potravin mohou uvoliovat také z vodovzdornych potravinaiskych
obalu. [1, 7, 10]
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Tabulka 1: Obsah 3-MCPD vV jednotlivych potravinach (upraveno podle Veliska et al. [10])

Potravina Obsah 3-MCPD Potravina Obsah 3-MCPD

(ng-kg™) (ng-kg™)

chléb <10-55 kava <9-19
chlebova kuirka 24-275 slad <10-850
toasty 20-679 uzena Sunka <1047

koblihy 11-24 Sunka <5-22
hranolky <10-15 masové extrakty <10-14
bramburky 15 mleté hovézi maso <10-71
uzené ryby <10-191 salamy <10-69
syry <10-95 modifikované skroby <10-488

tuky, oleje <5-12 Cesnek (zpracovany) 5-690

V posledni dobé jsou také intenzivné studovany estery chlorpropanoli s mastnymi
kyselinami. Z esteri mize volny 3-MCPD vznikat chemickou a enzymovou hydrolyzou pti
zpracovani potravin nebo i puisobenim lipas in vivo. Jak je patrné z tabulky 2, obsah esterd
Vv potravinach je mnohdy vyssi nez obsah volného 3-MCPD. [10]

Estery chlorpropanoli se nachazeji zejména v rostlinnych olejich. Jejich obsah je zavisly na
technologii zpracovani, nejnizsi byva u oleju lisovanych za studena, a naopak vyrazné vyssi

obsah byva zjistén u oleju rafinovanych. [7]

Tabulka 2: Obsah estertt 3-MCPD v potravinach (upraveno podle Veliska et al. [10])

Obsah esterii Obsah estert
Potravina (vyjad¥eno v pg-kg Potravina (vyjad¥eno v pg-kg
3-MCPD) 3-MCPD)
salamy 1399-1760 hranolky 230-6100
chléb 6-85 bramburky 400
chlebova kiirka 547 maslo, sadlo, 14y <10-140
toasty 86 tuky po smazeni 11206
koblihy 200-1690 kojeneckd vyziva <72-8470
kava 210-390 Rafinované oleje:
prazeny jeCmen 1184 palmovy 2821
slad plzensky 5-11 kokosovy 1556
slad praZzeny 463-650 olivovy <300-24

2.7.1. Kyselé hydrolyzaty bilkovin

Hydrolyzaty bilkovin obsahuji nejvétsi mnozstvi 3-MCPD. Toto mnozstvi zdvisi na obsahu
lipidt, koncentraci kyseliny chlorovodikové a pouzité teploté pii hydrolyze. Chlorpropanoly se
nachazeji i vsojovych omackach, které byly vyrobeny smichanim kyselych hydrolyzatd
s produkty ziskanymi fermentaci. Naopak soéjové omdacky vyrobené pouze fermentaci

chlorpropanoly neobsahuji.
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Tradi¢ni vyroba sojovych omacek se sklada ze dvou hlavnich krokd — koji a moromi
fermentace. Ani jeden z téchto krokti nezahrnuje pouziti vysokych teplot, proto zde nedochazi
k tvorbé 3-MCPD. U fermentovanych séjovych omacek ale byla prokazana ptitomnost jiného
potencialn¢ karcinogenniho kontaminantu — ethylkarbamatu. [9, 10]

Vychozi surovinou pro vyrobu kyselych hydrolyzati mohou byt odtucnéné s6jové boby,
psSeni¢ny lepek nebo kukufi¢nd mouka. Tyto suroviny jsou hydrolyzovany za pouziti 4 az 9
molarniho roztoku kyseliny chlorovodikové. Hydrolyza obvykle probihd pti teplotach
103-110 °C po dobu 20 az 35 h. Pravé zahtivani za vysokych teplot je povazovano za davod
vzniku 3-MCPD, ktery v tomto ptipad¢ vznika z glycerolu, lecithinu a jinych glycerida
obsazenych v surovinach. [9]

Od 80. let minulého stoleti jsou proto postupné zavadény nové€jsi technologické postupy
vyroby, které maji vést ke snizeni obsahu chlorpropanolii v kyselych hydrolyzatech a sdjovych
omackach. Jednou z moznosti, pii které 3-MCPD vibec nevznika, je pouziti hydrolyzy
alkalické. Pti pouziti alkalické hydrolyzy se vychozi suroviny nejprve zahieji, poté se ptida
hydroxid sodny, vapenaty nebo draselny. Hydrolyza probiha pfi teploté 27 az 54 °C a trva
nékolik hodin. Tento zplGsob vyroby hydrolyzati bilkovin je sice vyhodny z hlediska
neptitomnosti 3-MCPD, ale vysledny produkt je zpravidla chutové nevyhovujici a obsahuje
rozdilné slozeni aminokyselin v porovnani s kyselou hydrolyzou. [9]

Dalsim zptisobem je zména podminek kyselé hydrolyzy, naptiklad snizeni koncentrace
kyseliny chlorovodikové. Snizeni koncentrace HCI ale také snizi Gi¢innost hydrolyzy, proto je
nutné zaroven pouzit postupné zvysovani teploty, coz vede ke zvySeni ucinnosti. [9]

Pouzit 1ze i upravu pH po kyselé hydrolyze, nebot’ v alkalickém prostiedi je 3-MCPD
nestabilni. Uprava na pH> 6 v kombinaci s pouzitim vys§i teploty je i¢inna metoda pro sniZeni
koncentrace 3-MCPD. Protoze tvorba 3-MCPD je zavisla na pfitomnosti chloridovych ionti,
dal$i moznou upravou hydrolyzy mize byt nahrazeni kyseliny chlorovodikové kyselinou
sirovou. Nedostatkem tohoto postupu ale je mens$i vytéZzek aminokyselin nez pii klasické
hydrolyze. [9, 10]

Poslednim navrzenym zptsobem je odstranéni 3-MCPD za pomoci enzymil. Tento postup
navrzeny Bornscheuerem a Hesselerem (2010) vychazi z jiz zminéného metabolismu rozkladu
3-MCPD u mikroorganismt. Enzym halohydrin dehalogenéaza, ktery rozlozi 3-MCPD na
glycidol je ziskan z Arthrobacter sp. AD2. V dal$im kroku je glycidol pfeménén na glycerol
pusobenim epoxid hydrolazy. Tento postup je vsak ¢asové naro¢ny, vyzaduje optimalizaci a
imobilizaci danych enzymt, proto je jeho pouziti v primyslovém métitku zatim nevhodné. [9]

2.7.2. Oleje a tuky

Ve studii provedené Zelinkovou et al. (2006) bylo analyzovano 25 vzorkli surovych
arafinovanych oleji a tuk izolovany z ofechli. Obsah 3-MCPD v olejich se pohyboval od
panenského olivového oleje a ve vzorcich kukuficného oleje. Naopak nejvy$si mnozstvi
obsahoval pSenicny olej. Stanovovan byl 1 obsah vazaného 3-MCPD, ktery byl vyznamné vyssi
a pohyboval se od <100 ug-kg™! (LOD) do 2462 ng-kg™'. Panenské oleje v piipadé vazaného
3-MCPD obsahovaly relativné mala mnozstvi. Proti tomu velka mnozstvi byla naméfena u oleji
rafinovanych. [14]
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Vyznamné mnozstvi esterti 3-MCPD bylo zjisténo i v tukovych frakcich ze smetan do kavy,
Slehacek ve spreji a bujonti (KarSulinova et al., 2007). Mnozstvi 3-MCPD se u téchto potravin
pohybovalo od 220 do 4480 pg-kg ! tuku. V této studii bylo vysoké mnozstvi 3-MCPD zjisténo
i u rafinovaného palmojiadrového oleje (850-1400 ng-kg™!), rafinovaného kokosového oleje
(1418-1694 pg-kg™') a rafinovaného palmového oleje (1390—4170 pg-kg™'). Potraviny upra-
vené smazenim v palmovém oleji jako naptiklad hranolky nebo bramborové lupinky také
obsahuji vyznamné mnozstvi esterd 3-MCPD (Zelinkova et al., 2009). [15, 16]

2.7.3. Kojenecka vyziva a materské mléko

Vyskyt 3-MCPD ve vyzivé malych déti mize byt zvlasté rizikovy, proto bylo zkoumano, zda
muze z pozitych kontaminovanych potravin pfechazet do matefského mléka. Ukazalo se, ze
7adny ze vzorkii mléka neobsahoval volny 3-MCPD v mnoZstvi vétsim nez LOD (300 pug-kg ™),
vSechny vzorky ale obsahovaly vét§i mnozstvi vazaného 3-MCPD. Prumérny obsah byl
1014 pg-kg ! izolovaného tuku, coz odpovida 35,5 pg-kg ™ mléka (Velisek et al., 2007).

Zelinkova et al. (2009) analyzovala 14 vzorkl kojenecké vyzivy, kterd se svym slozenim
podobala mateiskému mléku. Vysledky byly podobné jako u matefského mléka. Zadny ze
vzorkd neobsahoval volny 3-MCPD, avsak obsah vazaného 3-MCPD se pohyboval od LOD
(300 pg-kg ™) do 2060 pg-kg? tuku. To odpovidd 62 az 588 ug vazaného 3-MCPD na kg
produktu. [15]

2.7.4. Vyrobky z obilovin

Vyrobky z obilovin se zabyvala studie provedena Crewsem et al. (2001). V této studii bylo
3-MCPD nalezeno v riznych druzich susenek, keksi a chleba. Nejvyssi obsah 3-MCPD byl
zjistén v opeceném chlebu (88 ug-kg™). V dalsi studii (Breitling-Utzmannova et al., 2003) bylo
objeveno velké mnozstvi 3-MCPD v chlebové kiirce (> 400 pg-kg™!). Diivodem je vysoka
teplota, které je vystavena prave tato ¢ast chleba béhem peceni. U opecenych toustti nebo chleba
bylo nalezeno mnozstvi 3-MCPD jesté vyssi (> 500 ug-kg™!). Zda se tedy, Ze u vyrobkl
z obilovin ma velky vliv na tvorbu 3-MCPD vysoka teplota. [15, 17]

Breitling-Ultzmannova et al. (2005) testovala také vliv riznych ingredienci pouzivanych pro
peceni na tvorbu kontaminantu. Konkrétné€ se zabyvala tuky, kypficim prostiedkem, kvaskem,
emulgatory, cukry a kvasnicemi. Kypfici prostiedek obsahoval cukr, mouku, s¢jovou mouku,
siran vapenaty, emulgator (mono- a diglyceridy mastnych kyselin, E471), enzymy a kyselinu
askorbovou. Bylo zjisténo, Ze nejvetsi vliv na tvorbu 3-MCPD mél kypfici prostiedek. Ze vsech
sloZek pouzitého kypfticiho prostfedku nejvice ovlivnil vznik kontaminantu obsah cukru, ostatni
slozky ale musely mit synergicky efekt. Zminény Uc¢inek cukru byl pozorovan také v dalsi
studii, kde obsah cukru neovlivnil tvorbu glycerolu kvasnicemi, ale souvisel se zvySenim
obsahu kontaminantu vytvoieného béhem procesu peceni.

Dalsi slozkou pec€iva, ktera by mohla pfispivat k tvorbé 3-MCPD, je komeréni zlepSujici
prostiedek do mouky. Ten obsahuje kyselinu askorbovou, séjovou mouku a zdroj
monoglyceridi (napf. glycerol monostearat nebo modifikované diglyceridy). [17]
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2.7.5. Vyrobky ze sladu

Do této skupiny mizeme zatadit slad, sladovou mouku a sladové extrakty, které jsou uréené
pro barveni a dochucovani. 3-MCPD ve sladech pravdépodobné vznika pfi suseni za vyssich
teplot. Samotné zrno je¢mene ziejme obsahuje latky, které umoznuji tvorbu kontaminantu. [17]

Studie ukazaly, Ze sladové mouky a svétly slad obsahuji pouze mala mnozstvi 3-MCPD,
zatimco tmavy slad obsahuje velké mnozstvi kontaminantu. Ackoli je kontaminant zna¢né
ziedény ve vysledném produktu, je mozné, ze 3-MCPD by se mohl vazat na dalsi slozky
obsazené v pivu, napiiklad na kyseliny, aldehydy nebo na ethanol. [17]

Svétlé slady (pod 9 jednotek EBC) obsahuji mnozstvi 3-MCPD <10 pg-kgt. U sladi
barevnosti nad 20 jednotek EBC bylo naméifeno mnozstvi od <30 do 500 pgkg™. Nejvyssi
mnozstvi obsahuji slady prazené o barevnosti 300-1400 j. EBC (MAGB, 2013). [18]

Ve studii z roku 2007 (Divinova et al.) byl zkouman obsah volného a vazaného 3-MCPD
ve 14 riznych druzich sladu. Konkrétné se jednalo o 2 slady plzenské, 2 slady mnichovské,
4 slady karamelové, 4 tmavé prazené slady, 1 pSeni¢ny slad a 1 slad karapils. Obsah volného
3-MCPD byl relativné nizky (<9-45 pg-kg™). Nejvyssi obsah byl podle oéekavani naméfen
v prazenych sladech (16-45 pg-kg™). Obsah vazaného 3-MCPD se pohyboval v rozmezi od
4 ngkgt do 650 pgkg. Mensi mnozstvi obsahovaly slady mnichovské, pseni¢ny slad, slady
plzeniského typu a karamelové slady (4,0—29,6 pg-kg™). Nejvyssi obsah vazaného 3-MCPD byl
opét zjistén ve sladech prazenych (463—650 ug-kg™). [19]

2.7.6. Kava a nahrazky kavy

3-MCPD byl nalezen v prazené kavé a ve vétsim mnozstvi také v instantni kaveé. Barva praze-
nych kavovych zrn je spojena s tvorbou 3-MCPD. Cim tmavsi je vyslednd barva zrna, tim vétsi
koncentrace kontaminantu je pfitomna. Za tvorbu 3-MCPD béhem prazeni je zodpovédné
sloZeni zrna, které ptirozen¢ obsahuje chlorid sodny a lipidy. V kavovych napojich ale 3-MCPD
byva pfitomen v mensich mnozstvich z divodu zfedéni vodou. [17]

V zelené kavé bylo nalezeno pouze stopové mnozstvi 3-MCPD. V kavach prazenych byla
naméiena koncentrace 3-MCPD od 10,1 do 18,5 pg-kg™. Nejvyssi mnozstvi bylo p¥itomno ve
vzorku instantni kavy a také v kavé prazené po del§i dobu. Také bylo zjisténo, Ze robusta
zpravidla obsahuje vétsi mnozstvi 3-MCPD nez arabika. Obsah vazaného 3-MCPD v kavé se
pohyboval od 6 pg-kg™? u rozpustné kavy do 390 pgkgu vzorki kavy bez kofeinu (Dolezal et
al., 2005). [19]

3-MCPD je pritomen i V ndhrazkach kavy. Kurzrock a Speer (2005) analyzovali 10 vzorkt
riznych kavovych nahrazek a obsah 3-MCPD se pohyboval v rozmezi od 43 pgkg? do
759 pgkg. Mensi mnozstvi bylo naméfeno v rozpustnych vzorcich (do 120 pgkg™), naopak
ve vzorcich nerozpustnych byla koncentrace 3-MCPD vyrazné vyssi. Obsah 3-MCPD v bio-
vyrobcich a klasickych kdvovych nahrazkach se vyrazné nelisil.

Obsah vazaného 3-MCPD v kavovych nahrazkach byl ve studii Divinové et al. (2007)
mnohonasobné vyssi nez obsah volného. Koncentrace vazaného 3-MCPD se pohybovala
v rozmezi 19 300-50 600 pg na kg tuku, coz odpovida 145-1184 pg na kg vyrobku. Nejvyssi
obsah byl ptitomen v prazenych zrnech jecmene. Vysoky obsah vdzaného i volného 3-MCPD
vysvétluje nejvyssi naméteny obsah tuku a chloridd ze vSech analyzovanych kévovych
nahrazek. [19]
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2.7.7. Uzené vyrobky

Dalsi potravinou, ve které byl podle studie uskute¢néné v Némecku (Kuntzer et al., 2006)
nalezen 3-MCPD, jsou uzené masné vyrobky. Autofi se zabyvali vlivem procesu uzeni na
tvorbu 3-MCPD u fermentovanych klobas a Sunky. Mnozstvi vzniklého kontaminantu bylo
zavislé na délce uzeni a druhu pouzitého dieva. V této studii bylo uzeni provedeno za nizké
teploty (28 °C) a bylo zjisténo, ze samotny kouf a vzorky ze zdi udirny obsahovaly vysoké
koncentrace 3-MCPD. Pelety pouzité Kuzeni pfed uzenim kontaminant neobsahovaly.
V pfipadé uzenych vyrobki tedy 3-MCPD pochazi z tzv. tekutého koute (200-760 pg-kg™),
popiipad¢ muze pochazet z kyselych hydrolyzati pouzitych jako kotfeni. 3-MCPD v tekutém
koufi vznika z prekurzoru 3-hydroxyacetonu, ktery vznika pii pyrolyze celuldzy. [10, 17]

2.7.8. Maso

3-MCPD se muze nachazet v peCeném masu a v masnych vyrobcich (saldmy, slanina, Sunky
atd.). Bohuzel v tomto pfipadé neni jasny prekurzor, ze kterého 3-MCPD vznika. Ve studii
provedené Crewsem et al. bylo zjiSténo, ze 3-MCPD se netvofi, pokud je maso upraveno
vafenim ve vodé nebo v pare. Pravdépodobn¢ je pro jeho tvorbu nezbytna teplota nad 100 °C
a nepiitomnost vody. V pfipadé salamu muze 3-MCPD pochazet také z pouzitého obalu
obsahujiciho epichlorhydrin. [17]

Obsah 3-MCPD naméfeny v masnych vyrobcich se pohyboval v intervalu 14-51,8 ug-kg™
(Divinova et al., 2004). Nejmensi mnozstvi bylo obsazeno v saldmu a nejvyss$i naopak ve
vzorku klobasy. Ve stejné studii byl analyzovan také vzorek grilovaného kufete, ktery
obsahoval 26 pg-kg~!' kontaminantu. [20]

2.7.9. Vyrobky z ryb

3-MCPD byl objeven i v nékterych vzorcich ancovicek v olivovém oleji. Ve studii bylo
zjisténo, ze 3-MCPD se v tomto piipad¢ tvoti az béhem baleni a skladovani. Predpoklada se,
ze kontaminant zde mize vznikat pisobenim enzymil na tuky, coz by mohlo vést k uvoliiovani
glycerolovych prekurzord, které nasledné reaguji s chloridy (Reece et al., 2005). [17]

Ve studii Divinové et al. (2004) bylo ve vzorku an¢ovi¢ek naméfeno 14,6 pg-kg™'. Kromé
toho byly analyzovany i vzorky uzené makrely (18,6 ug-kg™') a slaneckd (28,2 pg-kg™). [20]

2.8. Mechanismy vzniku

Obecné chlorpropanoly vznikaji v potravinach, které soucasné obsahuji vyssi obsah tuki a soli,
maji nizkou aktivitu vody a jsou vystavené puisobeni vyssich teplot. [1]

Jak jiz bylo feceno, prekurzorem pro vznik chlorpropanolii v potravinach jsou tuky.
Ptedevsim to jsou tii lipidické slozky: triacylglyceroly, fosfolipidy a glycerol. Nezbytna je
pritomnost chloridi, které jsou Vv podobé soli pfitomné témét v kazdé potravin€. Primarnimi
produkty reakci mezi témito slozkami jsou diestery MCPD, které se hydrolyzuji na monoestery
MCPD. Reakci estert MCPD s chloridy vznikaji estery DCP a volné chlorpropanoly nasledné
vznikaji hydrolyzou estert. [7]
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Vyznamné mnozstvi chlorpropanolii se také mtize tvotit pii pyrolytické reakei glycerolu se
sukralozou, syntetickym chlorovanym sladidlem. V mens$i mife byla zjiSténa tvorba
chlorpropanolt i z allylalkoholu, ktery je jednim z produktt alliinu nachéazejicim se v cibuli,
¢esneku a dalSich rostlinach z ¢eledi ¢esnekovitych (Alliaceae). [7]

2.8.1. Vznik z triacylglycerola

Hlavni reakci, ktera vede ke vzniku esterti i volnych chlorpropanolt z triacylglycerold, je
pravdépodobné tvorba reaktivnich cyklickych acyloxoniovych kationtti. Reakci téchto kationt
s chloridovymi ionty vznikaji diestery 3-MCPD nebo diestery 2-MCPD. Pomér vznikajiciho
3-MCPD a 2-MCPD z triacylglycerolt zavisi na sterickych a dalsich vlivech a je ptiblizn¢ 10:1
(viz obrazek 70br. 7). [7] [10]
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Obr. 7: Vznik chlorpropanolt z triacylglycerolu [7]
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2.8.2. Vznik z fosfolipida

Pii vzniku chlorporopanolu z fosfolipidi dochazi k hydrolyze fosfolipidu a vzniku deacy-
lovanych produktld (naptf. 1,2-diacyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin poskytuje 1-acyl-sn-
glycero-3-fosfatidylcholin, 2-acyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin a sn-glycero-3-fosfatidyl-
cholin). Parcialni estery pak poskytuji chlorderivaty, které se nasledné hydrolyzuji na smés
3-MCPD a 2-MCPD a to v poméru asi 4:1 (obrazek 8). [7, 10]

OCOR OH OH
. 0
H /H20 I
OCOR — = OH —_— OP-OR
0 0 |
| + I OH
OP - OCH,CH,NMe3 OP-OR OH
| | "
OH OH R=H nebo CH,CHoNMes
Fosfolipid
l cl
e | OH OH
HH 0
OCOR —— OH + cl
OP - OCH,CHoNMe; | Cl OH
+ isomery 3MCPD cca2-1 2-MCPD

Obr. 8: Vznik chlorpropanoli z fosfolipidu [7]

2.8.3. Vznik z glycerolu

U glycerolu se v kyselém prostiedi bilkovinnych hydrolyzatu protonuji hydroxylové skupiny
za vzniku alkyloxoniovych iontil. V ptipadé primarnich hydroxyskupin je v dalS§im kroku voda
z alkyoxoniového iontu substituovana chloridovym aniontem. Tento krok je stereospecificky
avznikd racemickd smés 3-MCPD. Alkyloxoniovy kation vznikly ze sekundérni
hydroxyskupiny pak disociuje na karbokation a vodu. Karbokation nasledné reaguje
S chloridovym aniontem za vzniku 2-MCPD. Pomér vznikajiciho 3-MCPD a 2-MCPD je
Vtomto piipadé asi 2:1. Dale mohou také vznikat cyklické acyloxoniové ionty, které
s chloridovymi ionty tvofi smés 3-MCPD a 2-MCPD v poméru zhruba 6:1 (obrazek 9). [7]
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Obr. 9: Vznik chlorpropanoltl z glycerolu [7]

Dalsi moznou reakci je dehydratace karbokationu na kation glycidolu (hydroxy-
methyloxiran) a nasledny vznik 3-MCPD nebo 2-MCPD otevienim oxiranového kruhu chlori-
dovymi ionty (viz obrazek 10). 3-MCPD a 2-MCPD pak vznika v poméru 3:1. [7]
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Obr. 10: Vznik 3-MCPD z glycerolu [7]
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2.9. Regulace obsahu 3-MCPD

Snizeni obsahu 3-MCPD v potravinach neni jednoduchy ukol, protoze kontaminant muze
vznikat riznymi mechanismy a jeho pfitomnost je navic ¢asto spojena s ptitomnosti nezbytné
suroviny ve vyrobku. Mnohdy tedy musi byt nalezen kompromis mezi senzorickymi
vlastnostmi kone¢ného vyrobku a mnozstvim ptisad spojenych se vznikem 3-MCPD. [17]

Obecné moznosti snizeni obsahu kontaminantu jsou nasledujici:

e zvySeni pH u potravin s vysokym obsahem vlhkosti,

e snizeni pouzité teploty pfi zpracovani potraviny,

e snizeni obsahu soli,

e oOmezeni obsahu glycerolu, ktery by Vv potraviné mohl vznikat béhem zpracovani
a skladovani,

e nahrazeni glyceridd jinymi aditivy,

e nahrazeni kofeni ptislusnymi extrakty z koteni,

¢ inaktivace lipaz a esteraz,

e kontrola materiald, které pfichdzeji do kontaktu s potravinou, zda neobsahuji
prekurzory pro tvorbu 3-MCPD.

Dal$i moznosti by mohlo byt vyuziti mikroorganismi, bunéénych extraktli nebo enzymi
s dehalogenacnimi vlastnostmi. Ackoliv provedené modelové studie vykazuji dobré vysledky,
tento pristup ma zatim sva omezeni. [17]

Jak uz bylo naznaéeno v prvnim bod¢, 3-MCPD je nestabilni v zasaditém prostredi, kdy se
rozklada na glycerol (viz obrazek 11). Této reakce se komeréné vyuzZiva pii sniZovani obsahu
3-MCPD v kyselych hydrolyzatech bilkovin.

OH

HO
OH w0
= - HCI ioj e OH
— alycerol

OH \7

HO\

diglycerol a vyssi oligomery
3-monochlorpropan-1,2-diol glycidol

Obr. 11: Rozklad 3-MCPD v alkalickém prostiedi (upraveno podle Hamleta et al., 2002) [12]

2.10. Zpisoby analyzy

Ackoli ma 3-MCPD jednoduchou strukturu, jeho vlastnosti jako je absence vhodného
chromoforu, vysoky bod varu a nizkd molekulova hmotnost, zt¢Zuji provedeni analyzy.
Z t&chto ditvodii je obtizné 3-MCPD stanovit pomoci vysoko u¢inné kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii. Pouziti plynové chromatografie je také omezené z divodu nizké
t€kavosti. Hrozi také nezadouci interakce stanovované latky s dalSimi komponenty vzorku. Pro
stanoveni 3-MCPD bylo vyvinuto mnoho metod a jejich modifikaci, nejcastéji za pouZiti
plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Pichled vybranych metod je v tabulce 3. [8, 15,
17]
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Pfi stanoveni pomoci plynové chromatografie je velmi dilezita derivatizacni reakce pro
ziskani t€kavého derivatu 3-MCPD. Pro tyto ucely bylo jako prvni derivatizaéni ¢inidlo pouZzito
heptafluorobutyrylimidazolu (HFBI). Pozdéji se ale zjistilo, Ze derivatizace pomoci HFBI neni
prilis selektivni a dostate¢né G¢inna. Nahradou za HFBI miize byt kyselina heptafluoromaselna
(HFBA) nebo v soucasnosti nejpouzivanéjsi derivatiza¢ni c¢inidlo, kterym je Kyselina
fenylborova (PBA). Mén¢ Casto se jako rozpoustédlo a zaroven derivatiza¢ni ¢inidlo pouziva
aceton nebo N,O-bis(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (BSTFA). Struktury vybranych derivata
3-MCPD jsou znazornény na obrazku 12. [15]

a) b) c)
Obr. 12: Produkty derivatizace 3-MCPD za pouziti: a) HFBI b) acetonu ¢) PBA [15]

Pied analyzou i derivatizaci je ve vétSin€ ptipadll jeSté nutné vzorek upravit. Pro derivatizaci
Vv nevodném prostiedi je potieba provést extrakci na pevné fazi. 3-MCPD je potieba nejprve
extrahovat do solného roztoku. Tento extrakt je pfeveden do kolony obsahujici kiemelinu jako
stacionarni fazi a jako mobilni faze je pouzito protické rozpoustédlo. Ziskany eluat je vysusen
a mize byt podroben derivatizaci. K extrakci 3-MCPD je také mozné pouzit jiz predpfipravené
komeréni kolony jako je naptiklad Chem Elut nebo EXtrelut. [9]

Pii pouziti PBA jako derivatiza¢niho ¢inidla 1ze derivatizaci provadét ve vodném prostiedi,
extrakce 3-MCPD ze vzorku se tedy provadi nejprve smési hexanu a acetonu a nasleduje

extrakce do vody. Po vysuseni extraktu do sucha je mozné provést derivatizaci. [9]

2.10.1. Metody s HFB derivaty

Metoda stanoveni pomoci GC/MS vyuzivajici jako derivatiza¢ni ¢inidlo HFBI je evropskou
normou pro stanoveni 3-MCPD v potravinach (v CR pod ndzvem CSN EN 14537). Tato norma
je zalozend na metod¢ Breretona et al. (2001), ktera byla validovana na vzorcich sladovych
extrakti, polévek v prasku, strouhanek, salamu, nahrazek syru a hydrolyzovanych rostlinnych
proteint. Principem metody je smichani vnitiniho standardu (zpravidla deuterované 3-MCPD),
roztoku NaCl, pevné matrice (napf. kfemeliny) a vzorku do homogenni smési, ktera je
pfevedena do chromatografické kolony a zbavena necistot promytim smési hexanu a etheru.
3-MCPD je poté vyextrahovan do diethyletheru, zakoncentrovan na vakuové odparce
a derivatizovan pomoci HFBI. Derivat 3-MCPD je poté analyzovan GC/MS. [17]
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Na této metod¢ jsou zalozeny dal$i metody, které ale umoznuji stanovit zaroven jak
3-MCPD, tak 1,3-DCP. Né¢které metody také pouzivaji jako derivatiza¢ni ¢inidlo HFBA misto
HFBI (napf. Chung et al. 2002). Dalsi modifikaci je pouziti injektoru s programovatelnou
teplotou (PTV), s nastfikem velkého mnozstvi vzorku a spojeni tandemu GC/MS/MS (Leon et
al., 2008). Tato metoda je citlivéjsi nez metoda pivodni. [17]

Nevyhodou téchto metod je pouzitd derivatizace, protoze HFBI reaguje se vSemi
nukleofilnimi molekulami a je tak snizena selektivita. Mize také dochazet k nelplné
derivatizaci a nestabilité derivati. [17]

2.10.2. Metody s PBA derivaty

BPA jako derivatiza¢ni ¢inidlo pouzili ve své metodé Rodman a Ross (1986). Derivatizace byla
provedena v nevodném prostiedi a struktura derivatu 3-MCPD byla potvrzena metodou ply-
nové chromatografie s detekci pomoci infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci.
Pesselman a Feit (1988) nasledné uspésné¢ 3-MCPD derivatizovali pomoci PBA ve vodném
prostiedi, extrahovali derivat hexanem a analyzovali metodou GC/ECD. [9, 17]

Dalsi metodou vhodnou pro vzorky hydrolyzovanych rostlinnych proteinii je metoda
Plantinga et al. (1991). V metodé byl jako nejvhodngjsi rozpoustédlo pro analyzu 3-MCPD
zvolen n-hexan. Pozorovan byl vliv soli ptfitomné v roztoku vzorku na extrakci pii pouziti
n-hexanu, kdy se jako optimalni ukazala koncentrace soli 12—-20 %. Principem metody je smi-
chéni a homogenizace vzorku a chloridu sodného (vysledna koncentrace NaCl ma byt 20 %
w/v). Vzorek je néasledné derivatizovan PBA, derivat je extrahovan do hexanu a analyzovan
GC/MS nebo GC/FID. Mez detekce metody je 0,5-1 mg-kg™!, coz naznacuje Ze metoda neni
dostate¢né citliva. [9, 17]

Pro zvyseni citlivosti byla navrZzena metoda detekce derivatu pomoci GC/MS SIM se selekti-
vnim sledovanim iontli. Pouzitim GC/MS SIM byla vylepSena mez detekce na 3-10 pg-kg ™
(IARC, 2004). Na tuto metodu navazuje prace Divinové et al. (2004), ktera pouziva znaceného
3-MCPD jako vnitiniho standardu, je selektivni, jednoduchd a mtze byt pouzita pro méfeni
obsahu 3-MCPD v s6jovych omackach i v jinych potravinach. [9, 17, 21]

2.10.3. Metody s dioxolanovymi derivaty

Dalsi moZnosti je pouziti acetonu jako rozpoustédla 1 derivatiza¢niho ¢inidla, nebot” aceton
muze reagovat s dioly za tvorby cyklickych acetalt a ketalt. Meierhans et al. (1998) vytvofil
selektivni metodu s derivatizaci acetonem a analyzou pomoci GC/MS. LOD této metody je
0,01-10" mg-kg ™. [9]

Modifikaci této metody provedli Rétho a Blanchard (2005) a Dayrit a Nifionuevo (2004).
Prvni zminéna metoda je na rozdil od metody Meirhanse vhodn4 pro analyzu Sirokého spektra
potravin s mezi stanoveni 5 pug-kg!. Metoda se sklada se ze &tyt hlavnich krokd. Prvnim je
vodna extrakce, kdy je ke vzorku ptidan vnitini standard 3-MCPD-d5 a voda. Smés je michana
po dobu 3 h a poté se necha stat pfes noc. Druhym krokem je extrakce pevnou fazi s pouzitim
Extrelutu NT20. Derivatizace je provedena roztokem acetonu (1 mg-ml~! monohydratu
kyseliny p-toluensulfonové v bezvodém acetonu) a nasleduje analyza GC/MS. [17, 22]
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Metoda druha je podobna vyse popsanym a lisi se pfedevs§im v pouzité derivatizaci. Jako
derivatiza¢ni ¢inidlo je zde pouzit 4-heptanon z divodu problematického pouziti acetonu.
Pouziti acetonu je podle autord nevhodné ze tfi divodi. Za prvé, derivatizace vyzaduje
bezvodné prostiedi, coz je u acetonu problematické. Druhym divodem je ¢aste¢na rozpustnost
dioxolanového derivatu ve vodé€, coz by mohlo vést ke ztratdm pii déleni mezi vodou
a hexanem. Poslednim divodem je omezeni pouziti vyssi teploty pii derivatizaci, nebot’ bod
varu acetonu je 56 °C. [17]

2.10.4. Ostatni metody

Pro stanoveni bez derivatizace pouzil Spyres (1993) ptimou detekci 3-MCPD metodou plynové
chromatografie s detektorem elektronového zachytu (GC/ECD). Mez detekce byla u této
metody 1 mg-kg L. [9]

Jednou z metod, ktera nevyuziva chromatografické metody, je metoda stanoveni 3-MCPD
pomoci kapilarni elektroforézy s elektrochemickou detekei (CE/ED). Vyhodou této metody je
pouze mala aprava vzorku a rychlost analyzy. Bohuzel metoda byla zatim pouzita pouze pro
sojovou omacku a jeji citlivost v porovnani s GC je nizsi (Xing a Cao 2007). [17]

Dalsi metoda vyuziva molekuldrné vtistény polymer (MIP), ktery funguje jako
potenciometricky chemosensor pro 3-MCPD ve vodnych vzorcich (Leung et al., 2003). Sirsi
vyuziti této metody je ale omezené kvuli malému rozsahu kvantifikace. 3-MCPD MIP muze
byt vyuzit pro extrakci 3-MCPD ze vzorkt a ndsledné mtize byt pouzita derivatizace a analyza
GC/MS. [9]

Déle je nutné zminit metodu, ktera je navrZzena pro stanoveni monochlorpropanol
I dichlorpropanoli v kofeni a vyrobcich obsahujici koteni (Wittman, 1991). V této metodé jsou
chlorpropanoly ze vzorku extrahovany v Extrelut koloné ethylacetatem. Ptida se vnitini
standard (1,3-dichloraceton), vzorek je zakoncentrovan a analyzovan GC/MS. [17]

Crews et al. (2002) vytvoril alternativni metodu stanoveni s pouzitim headspace GC/MS.
Metoda ma mez detekce 3 pg-kg™' a nevyzaduje sloZitou tpravu vzorku. BohuZel je ale tato
metoda navrzena pouze pro 1,3 DCP. Dalsi metody vyuzivaji headspace v kombinaci
s mikroextrakci tuhou fazi (HS-SPME). Huang et al. (2005) nejprve vzorek podrobuje
derivatizaci s PBA, poté extrakci HS-SPME s vyuzitim polydimethylsiloxanového vlakna
a nasleduje detekce 3-MCPD pomoci GC/MS. Lee et al. (2007) nejprve extrahuje 1,3-DCP
a 3-MCPD s pouzitim vlakna pokrytého vrstvou polyakrylatu a po desorpci nasleduje HS
derivatizace s parami N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamidu (MSTFA). VSechny tyto
metody byly navrzeny pro analyzu vzorku sdjovych omacek. [17]

2.10.5. Metody analyzy esteru 3-MCPD

Pti analyze esterti 3-MCPD je dtlezitd uprava vzorku, nebot’ 3-MCPD musi byt z vazané formy
uvolnéno, a to za pomoci kyselé nebo alkalické transesterifikace. Hamlet a Sadd (2004) ve své
praci pouzivaji dvé metody stanoveni vazanych chlorpropanold. V prvni je vysuSeny vzorek
extrahovan ethylacetatem, estery jsou izolovany chromatografii na tenké vrstvé a analyzovany
GC/MS. Estery jsou kvantifikovany jako 3-MCPD dipalmitat a jako vnitini standard je pouzit
Sa-cholestan. Druhd metoda vyuzivd enzymovou hydrolyzu pomoci komercni lipazy
Aspergillus oryzae. Chlorpropanoly jsou analyzovany jako HFB estery metodu GC/MS. [17]
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Jiz zminéna metoda Divinové et al. také umoziuje stanoveni esterd 3-MCPD. Vzorky jsou
predupraveny, podrobeny transesterifikaci roztokem kyseliny sirové v methanolu a analyzo-
vany stejn¢ jako v pfipad¢ volného 3-MCPD. [17]

Pro vzorky tukii byla neddvno navrzena metoda nepiimého stanoveni pomoci kyselé
transesterifikace (Ermacora a Hrncirik, 2012), pii které by nemélo dochazet ke konverzi
glycidolu na 3-MCPD jako u transesterifikace bazické. Jako vnitini standard v této metod¢ byl
vyhodnocen jako nejvhodnéjsi deuterovany diester 3-MCPD. Metoda transesterifikace je oproti
jinym metodam méné Casové narocnd. Transesterifikace bézné¢ probiha po dobu 16 h, tato
metoda ale potvrdila, Ze po 4 hodinach transesterikace se vysledky vyznamné nelisi jako po
16 h a tento ¢as je tedy dostacujici pro uvolnéni 3-MCPD. [15, 23]

Pro olejnaté vzorky byla také navrzena metoda (Jiao et al., 2017) za pouziti extrakce
disperzni tuhou fazi v kombinaci s extrakci kapalina-kapalina (DMSP-SLE) pro odstranéni
necistot a analyza GC/MS. Protoze se jednd o vzorky oleji, soucasti této metody je kysela
transesterifikace pro uvolnéni vazaného 3-MCPD. Derivatizacnim ¢inidlem pro tuto metodu je
HFBI. [24]

Tabulka 3: Piehled vybranych metod stanoveni volného a vazaného 3-MCPD [9, 15]

Tvo vzorku Derivatizacni Zpisob LOD pro Autori
yp Sinidlo detekce  3-MCPD [pg/kg] metody
Ruzné Rodman a Ross
PBA MI/FTIR -
vzorky GCIMI/ (1986)
Vodné Pesselman a Feit
PBA ECD 1 |
vzorky GCIEC hg/m (1988)
Kofeni 74dné GC/MS SIM 500-1000 Wittmann (1991)
KHB s4dné GC/ECD 1000 Spyres et al.
(1993)
Sojove Fhdné CE/ECD 130 Xing a Cao (2007)
omacky
KHB PBA HS- 3,87 Huang et al. (2005)
SPME/GCIMS ! getal
Vodné
vzorky, HFBA MIP/GC/MS — Leung et al. (2003)
KHB
Sojove HFBA GCIMS SIM 5 Chung et al. (2002)
omacky
GC/IMS/MS
KHB, kofent HFBI MRM (iontové 5 Hamlet a Sutton
ast) (1997)
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Tabulka 3 — pokra¢ovani

Tvo vzorku Derivatizacni Zpusob LOD pro Autoii
yp Sinidlo detekce  3-MCPD [pg/kg] metody
Matthew a
Vod HFBA GC/ECD 0,7 )
oda Anastasio (2000)
Riizné Breitling-
otravin PBA GC/MS SIM 3-10 Utzmannova et al.
P y (2003)
Rlzné Divinova et al.
) PBA GC/MS SIM 3
potraviny (2004)
Obilné Hamlet a Sadd
NP M B
virobky zadné GC/MS Scan (2004)
Oleje TSIM GC/MS SIM 0,14 Cao et al. (2009)
Oleje PBA GC/MS SIM 50 Kuhlmann (2010)
. NP Ermacora a
Oleje, tuky zadné GC/MS - Hméifik (2012)

2.11. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC — Gas Chromatography) je separacni technika, ktera pro déleni
latek vyuziva dvou fazi — stacionarni a mobilni. U této metody jsou sloZky separované v plynné
fazi, vSechny slozky vzorku tedy musi byt vypatfeny definovanym zptisobem. GC je vhodna pro
organické latky s teplotou varu asi do 400 °C. Analyzovat Ize i latky anorganické, pokud spliiuji
podminku tékavosti. Latky net€kavé je mozno v nékterych ptipadech analyzovat po pfevedeni
na tekavé derivaty. [25]

2.11.1. Princip metody a zakladni chromatografické charakteristiky

Principem metody plynové chromatografie je postupné a opakované vytvateni rovnovaznych
stavll separovanych latek mezi dvéma fazemi. Prvni stacionarni faze je umisténa v koloné (ve
vrstve) a druhd faze mobilni unasi délené latky loZzem stacionarni faze. Stacionarni faze mlize
mit formu ¢astecek tuhé latky o priméru jednotek az stovek mikrometrii nebo to muize byt
kapalina umisténa na povrchu inertniho nosice. [26]

V ptipadé plynové chromatografie je mobilni faze plynnd. Stacionarni faze ptsobi selektivné
na jednotlivé latky a na zaklad¢ interakci mezi separovanou latkou a stacionarni fazi dochazi
k rozdéleni jednotlivych slozek a k jejich rozdilné eluci. Jednotlivé slozky jsou unaSeny
nosnym plynem z kolony a na vystupu jsou zaznamenavany detektorem. [26]

Charakteristickou veli¢inou kazdé separované latky je retencni Cas nebo retencni objem (tr,
resp. VRr). Reten¢ni ¢as je doba, kterou dany analyt stravi v koloné, tedy doba od nastiiku po
maximum piku. Analogicky pak reten¢ni objem je objem mobilni faze, ktery protece kolonou
od nasttiku vzorku po maximum elu¢ni kiivky. Tyto dvé veliiny lze vyjadiit vztahem
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Ve =1tg"F 1)

kde F je pritokova rychlost mobilni faze [cm®s™].
Retenéni Cas, resp. retenéni objem je dan souctem dvou veli¢in

Vg = Vg + Vi, )
tR =tp tty (3

kde Vm je mrtvy objem (objem mobilni faze od nastiiku ptes kolonu az po detektor), V'r je
redukovany retencni objem, tm je mrtvy ¢as (retencni ¢as analytu, ktery neni v kolon¢ zadrzovan
a pohybuje se tedy rychlosti mobilni faze) a t'r je redukovany retencni Cas (Cas, ktery analyt
stravi ve stacionarni fazi). [26]

Dalsi zakladni charakteristikou chromatografického systému je mira jeho wc¢innosti.
Utinnost separace klesa s rostouci rychlosti rozmyvani zén separovanych latek. Kinetiku
procesu rozmyvani zon popisuji dvé nejznaméjsi teorie — teorie chromatografickych pater
(Martin a Synge, 1941) a dynamicka teorie (van Deemter, 1956). [27]

Teorie chromatografickych pater vychazi z ptedpokladu, ze kolonu je mozno rozd¢lit na
elementarni jednotky — patra. V kazdém patie dochazi k ustaveni rovnovahy mezi mobilni
astacionarni fazi. Cim vice méa kolona téchto pater, tim je separace u¢inngjsi. Pocet
teoretickych pater kolony Ize vypocitat ze vztahu

£\ 2 to \2
n=16<ﬂ) =554<J1) 4
Y Y12 ()

kde Y je sitka piku v zakladné a Y12 je Sitka piku v poloving vysky.

Udaj o poétu teoretickych pater musi byt vzdy uvadén zaroven s informacemi o délce kolony
a pouzité testovaci latce. K porovnani kolon rliznych délek se pouziva vyskovy ekvivalent
teoretického patra H a plati pro n¢j vztah

L
H=— (5)

kde L je celkova délka kolony. [27]

Vztah mezi vySkovym ekvivalentem teoretického patra a rychlosti toku mobilni faze popisuje
dynamicka van Deemterova rovnice:

B
H=A+—+C-u 6)

kde A je prispévek turbulentni difize v mobilni fazi, B je pfispévek molekularni diftize
v mobilni fazi, C je ptispévek odporu vici prevodu hmoty v mobilni a stacionarni fazi a u je
prutokova rychlost mobilni faze. [27, 28]

Prispévek turbulentni difiize vznika v disledku proudéni mobilni faze mezerami mezi zrny
naplné riznych tvart a velikosti. Separované slozky maji tedy v riznych mistech napIné riznou
rychlost a dochazi k vzdjemnému pifedbihani a opozd’ovani molekul. Z toho vyplyva, Ze vliv
turbulentni diftize je umérny velikosti ¢astic sorbentu, tvaru a rovnomeérnosti naplné€ kolony.

Molekuldrni difiize souvisi s Sitenim molekul z mist o vyss§i koncentraci do mist s koncen-
traci nizsi. Tento pohyb se déje po sméru 1 proti sméru toku mobilni faze. Molekularni difuze
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byva ovlivnéna tvarem kanalkti sorbentu a linearni rychlosti mobilni fdze. V plynové chromato-
grafii ma tento pfispévek znaény vliv. [29]

Ptispévek odporu proti prevodu hmoty Vv podstaté charakterizuje dobu pfechodu molekul mezi
mobilni a stacionarni fazi. Ve staciondrni fazi difunduji separované molekuly do mikropért
a vraceji se pak z riznych hloubek do mobilni faze. V disledku toho dochdzi k opozd’ovani
a roz$ifovani zon. [28, 29]

Van Deemterova rovnice se uplatiiuje ale pfedev§im Vv kapalné chromatografii. V plynové
chromatografii je ptispévek turbulentni diftize zanedbatelny, proto se zde vyuziva Golayovy
rovnice:

H—B+C 7
==+C-u ™

2.11.2. Instrumentace

Plynovy chromatograf se sklada z téchto zakladnich ¢asti (viz obrazek 13):
e zdroj nosného plynu
e regulator tlaku a pratoku nosného plynu
e davkovaci zafizeni
e chromatograficka kolona
e termostat
e detektor
e pocitac s pfisluSnym programem

Zesileni signalu

Vzorek z detektoru
Regulace tlaku
a prutoku Davkovaci zafizeni o
AMML
tR
Chromatogram

\ Detektor
\ Termostat

\ Chromatograficka kolona

AY

Zasobnik nosného
plynu

Obr. 13: Schéma plynového chromatografu
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2.11.2.1. Zdroj nosného plynu

Zdrojem nosného plynu jsou tlakové lahve, které jsou znaCeny piislusSnymi barvami podle
obsazené¢ho plynu. Nejcastéji pouzivanou mobilni fazi byva vodik a helium, méné Casto se
pouzivé dusik, argon nebo oxid uhli¢ity. Cistota plynii se oznatuje pomoci dvojéisla X.Z, kde
X je pocet devitek a Z je Cislo nésleduji za devitkami (tedy napt. oznaceni Cistoty 4.5 znamena
Cistotu plynu 99,995 %, plyn obsahuje 50 ppm necistot). [28]

2.11.2.2. Davkovaci zafizeni

Déavkovaci zafizeni slouzi k vpraveni vzorku do chromatografické kolony. Vzorek muze byt
Vv plynném stavu nebo castéji muze byt rozpustény V organickém rozpoustédle. Teplota
davkovaciho zafizeni mé byt o n€kolik stupnti vyssi, nez je bod varu nejvySe vrouci slozky
vzorku. [29]

Davkovani vzorku se provadi bud’ piimo na kolonu (v pfipadé kapilarnich kolon) nebo nad
usti kolony umisténé na konci injektoru (napliiové kolony). Davkovani vzorku pfimo na kolonu
muze byt provedeno riznymi zpisoby. Nejpouzivangj$i metody jsou: davkovani s délicem toku
(split injector), davkovani bez dé¢lice toku (splitless injector), davkovani ptimo do kapilarni
kolony (on column injector) a davkovani s programoveé zvySovanou teplotou vypafovani
vzorku.

Davkovani s délicem toku se pouziva, pokud vzorek obsahuje velké mnozstvi analyzo-
vanych slozek. Vzorek se po vypareni smicha s nosnym plynem, rozd¢€li se na dvé ¢asti a pro
vlastni analyzu je nasledné pouZzivana pouze ¢ast (0,1-10 %) a zbytek tvoii odpad. Zpusob je
vhodny pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. Davkovani bez délice toku se vyuziva pro
analyzu zifedénych vzorki a pii pfisnych pozadavcich na kvantitativni stanoveni slozek vzorku.
Davkovani ptimo do kolony se Vv pfipadé¢ kapilarnich kolon provadi specialni mikrostiikackou
a je vhodné pro analyzu vzorkd, jejichz slozky se tésné nad bodem varu rozkladaji. Vzorek se
vnasi do kfemenné kapilary na zacatku kolony, ktera ma deaktivovany povrch a dochazi zde ke
kondenzaci vzorku v uzké zon¢. [30]

2.11.2.3. Chromatografické kolony

V plynové chromatografii se vyuzivaji dva druhy kolon: kapilarni a naplnové. Do roku 1957 se
pouzivaly vyhradné kolony népliové, dnes se tyto kolony pouzivaji méné€, predevsim pro
analyzu nizkomolekularnich latek (alkoholy, estery atd.) a také pro separaci smeési plyni.
Kapilarni kolony se hojné vyuZivaji pro separaci vysokomolekuldrnich latek, t€kavych latek
a vSude, kde je potieba dosahnout vyssich separac¢nich ucinnosti. [29]

Kapilarni kolony jsou kfemenné kapilary, které byvaji pokryté ochranou vrstvou polyimidu.
Délka téchto kapilar byva 15-100 m a vnitini primér se pohybuje v rozmezil00—700 pm.
Staciondrni faze je bud’ uchycena na vnitini sténé kapilary (vrstva je silna 0,1-10 um) nebo
muZe byt kapilara naplnéna stacionarni f4zi v celém objemu. Podle charakteru stacionarni faze
se rozlisuji kolony WCOT (Wall Coated Open Tubular), které maji kapalnou stacionarni fazi
a PLOT kolony (Porous Layer Open Tubular), které maji vrstvu pevného aktivniho sorbentu na
vnitinim povrchu kapilary. [30]
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2.11.2.4. Termostat

Funkci termostatu je udrzet konstantni teplotu kolony a injektoru. Termostat také umoziuje
tvorbu teplotniho programu pro gradientovou eluci. Teplotni gradient je vhodné provadét pro
separaci slozek smési s Sirokym rozsahem boda varu. Teplota kolony se miize zvySovat bud’
kontinualn¢ nebo skokové. Pozadavkem na termostat je teplotni stabilita (= 1 °C), moznost
zmény teploty po 1 °C za €asovou jednotku a teplotni rozsah do 450 °C.

2.11.2.5. Detektory

Detektor slouzi k detekci jednotlivych slozek vzorku po separaci v kolon€. Detektor by mél
spliiovat nékolik pozadavkl: mél by byt dostatecné citlivy, mit co nejniz§i mez detekce
a okamzitou odezvu. Univerzalni detektor, ktery by splioval vSechny pozadavky, ale neexi-
stuje. V praxi se proto pouzivaji rizné typy detektorii. Mezi nejpouzivanéjsi patii hmotnostni
detektor, plamenovy ionizacni detektor a detektor elektronového zachytu. [29]

Hmotnostné spektrometricky detektor je v soucasnosti nejcastéji pouzivanym detektorem ve
spojeni s plynovou chromatografii (obrazek 14). Technika GC/MS je vhodna pro analyzu
slozitych smési organickych latek ale i smési latek organokovovych a anorganickych, pokud se
jedna o smési tékavé.

Detektor je zaloZen na interakci ionti s elektrickym nebo magnetickym polem. Analyzované
ionty jsou separovany na zakladé poméru hmotnosti a naboje (m/z). Zakladnimi castmi
hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, analyzator, detektor, vakuovy systém a zatizeni
pro sbér a zpracovani dat.

Privod nosného

plynu
Hmotnostni Vstup do Plynovy Davkovaci
detektor detektoru chromatograf zafizeni
000000 2 || & == i —_— L
ooo "‘; wi I | ) . IQ_‘ [ T
0oo F o | 18 | | 1l Al - =+
000 / g 11 = ||
. ‘ lontovy Kolona
Detektor Analyzator 2droj ——
i — oog
—— —— \ \—/ Doo
%
oog | [Termostat
Vakuovy systém ['ﬁéﬁ '

Regulace tlaku a pratoku plynu

Obr. 14: Schéma spojeni plynového chromatografu s hmotnostnim detektorem [31]

Iontovy zdroj slouzi k pfevedeni neutrdlnich molekul na ionty. Pro plynné vzorky se
nejcastéji vyuziva ionizace elektronova (EI) a chemicka (CI). Pro prvkovou analyzu je vhodna
ionizace pomoci indukéné€ vazaného plazmatu (ICP).
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Analyzator slouzi k rozdé€leni iontl podle poméru m/z (oznacovaného jako efektivni
hmotnost). Analyzatory se dé€li podle fyzikalnich principi, které vyuzivaji. Prvni skupinou jsou
sektorové analyzatory, které vyuzivaji odchyleni trajektorie v magnetickém a elektrickém poli.
Do druhé skupiny patii kvadrupdl, sférickd iontova past a linearni iontova past. Tyto
analyzatory vyuzivaji oscilace v elektrickém poli vytvaienim kombinaci stejnosmerného
a vysokofrekvencniho stfidavého napéti. Analyzator doby letu funguje na principu méfeni doby
letu ionttl a koneéné orbitrap vyuziva absorpce energie pii cykloidalnim pohybu v elektrickém
poli.

Detektory hmotnostniho spektrometru prevadi intenzitu iontového toku na elektricky
méfitelnou a zpracovatelnou velic¢inu. Pouziva se zde elektrondsobi¢ s kontinualni dynodou,
s diskrétnimi dynodami nebo mikrokanalkova desti¢ka. [28]

Tepelné vodivostni detektor (TCD, katarometr) je univerzalni a nedestrukéni detektor.
Detektor sleduje zménu tepelné vodivosti nosného plynu vychazejiciho z kolony v porovnani
s ¢istym nosnym plynem. V pritokové cele detektoru jsou umisténé spiralky z wolframu nebo
platiny, které obtékd nosny plyn s vyssi vodivosti nez maji separované latky. Kdyz se do
detektoru dostane analyt, snizi se tepelna vodivost a zméni se napéti na spiralce. Pfi rozdilu
vodivosti vznikd proud umérny obsahu slozky v nosném plynu. TCD se pouziva piedevsim pro
detekci neuhlovodikovych plynii a nizkomolekularnich uhlovodikd. [30]

Plamenové ionizacni detektor (FID) je univerzalni detektor pouzivany ke stanoveni
organickych slou¢enin. Souc¢asti tohoto detektoru jsou dvé elektrody, mezi kterymi hoti vodiko-
vzduchovy plamen. Anodou je kovova cast télesa hotdku, katodou je kovova sitka nebo
trubicka. Organické slouceniny poskytuji v plameni radikaly, které nasledné pfechazi na ionty
a ty poté zvySuji vodivost plamene. Detektorem pak probiha proud tmérny koncentraci
analyzované organické slouceniny. [30]

Detektor elektronového zichytu (ECD) obsahuje beta zafi¢ (nejéastdji %Ni), jehoz
elektrony vyvolavaji ionizaci nosného plynu a produkei elektronii. Pokud jsou pak pfitomny
slouceniny obsahujici prvky s velkou elektronovou afinitou, dojde k pohlceni energeticky
chudych elektronti. Tyto nové ¢astice jsou méné pohyblivé a srazi se s pritomnymi kladnymi
¢asticemi a dochazi tak k eliminaci a snizeni celkového poctu negativnich €astic a tim 1 hodnoty
ionizovaného proudu. Detektor detekuje selektivné latky, které zachycuji elektrony za vzniku
stabilnich iontl a vyzaduje vysokou ¢istotu nosného plynu. [30]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité chemikalie

3-MCPD-d5, Sigma-Aldrich

Kyselina fenylborova purum (> 97,0%), Sigma-Aldrich
aceton pro plynovou chromatografii SupraSolv, Merck
chlorid sodny p.a., Lach-Ner s.r.o.

3-MCPD, Sigma-Aldrich

n-hexan pro kapalinovou chromatografii LiChrosolv, Merck
helium 5.5, Siad

deionizovana voda

0O 0O O 0O O 0 O ©O

3.2. Laboratorni pristroje

o plynovy chromatograf Trace GC Ultra Finnigan s hmotnostnim detektorem Trace DSQ
Thermo Finnigan

e kapilarni kolona SLB-5MS, Supelco

ty¢ovy homogenizator DI 18 basic, IKA

analytické vahy, Denver Instrument

predvazky GE512-OCE, Sartorius

mlynek, Biihler-Miag

rotacni vakuova odparka RV 10, IKA

ultrazvukova lazen Elmasonic S 60, ElIma Schmidbauer GmbH
chlazena centrifuga 3-16K, Sigma Laborzentrifugen GmbH
vyhiivany termoblok, EVATERM

mikropipeta, Hamilton

mikropipeta, Eppendorf Research

0O O 0O O 0O 0O O O O O

3.3. Material

3.3.1. Je¢men a slady

Pro analyzu obsahu 3-MCPD byly pouzity vzorky nesladovaného zrna je¢mene, dale vzorky
komeréné€ vyrabénych sladi: 5 vzorku svétlych plzenskych sladi, 2 vzorky mnichovského sladu
a vzorky né€kterych specialnich sladti: 1 vzorek svétlého karamelového sladu, 1 vzorek tmavého
karamelového sladu, 5 vzorka tmavych barvicich slada, 5 vzorkt pseni¢nych sladi a 1 vzorek
zitného fermentovaného sladu.

Pro simulaci zavislosti tvorby 3-MCPD na teploté pii hvozdéni byl pouzit zeleny slad, ktery
byl susen V laboratorni susarné. Pocatecni teplota v susarné byla 60 °C a gradient teploty suSeni
byl 5 °C za hodinu. Vzorek byl odebiran kazdé dveé hodiny a konec¢na teplota byla 210 °C,
celkem tedy bylo odebrano 16 vzorkd.
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3.3.2. Piva

Pro analyzu obsahu 3-MCPD v pivu byly pouzity vzorky komeréné dostupnych piv. Jednalo se
0 2 vzorky svétlého vycepniho piva, 3 vzorky svétlého lezaku a S vzorkt tmavého piva.

3.4. Priprava pracovnich roztoki

3.4.1. Vnitini standard 3-MCPD-d5

Navazka 0,00229 g 3-MCPD-d5 byla pfevedena do 25 ml odmérné baiky a doplnéna po rysku
deionizovanou vodou. Tento roztok byl ndsledné¢ nafedén dvakrat tak, aby vysledna
koncentrace byla 45,8 pg-ml™. Ke kazdému méfenému vzorku bylo pfidano 50 pl tohoto
roztoku.

3.4.2. Roztok kyseliny fenylborové (PBA)

Navazka 1 g kyseliny fenylborové byla rozpusténa ve 4 ml smési acetonu a vody (19:1, v/v).

3.4.3. Roztok standardu 3-MCPD

Navazka 0,02482 g 3-MCPD byla pievedena do 25 ml odmérné banky a doplnéna po rysku
20% roztokem NaCl. Vysledna koncentrace tedy byla 0,9928 mg-ml™,

3.4.4. Kalibrac¢ni roztoky 3-MCPD

Pracovni roztok standardu 3-MCPD byl dale pouzit pro piipravu kalibraénich roztoki. Redénim
20% roztokem NaCl do 25 ml odmérnych banc¢k byly pfipraveny kalibracni standardy
0 koncentracich 0,005; 0,02; 0,1; 0,5; 1,5a 3 ug-ml'l.

Z takto ptipravenych roztokt byly napipetovany 2 ml do 10 ml vialek, bylo pfidano 50 pl
roztoku vnitfniho standardu a 0,4 ml roztoku derivatizacniho ¢inidla (PBA). Vialky byly
uzavieny septem a zahiivany v termobloku pii 90 °C po dobu 20 minut. Po vychlazeni na
pokojovou teplotu bylo pfiddno 2 ml hexanu a derivat 3-MCPD byl intenzivnim tfepanim
extrahovan. 1 ml hexanové faze byl analyzovan metodou GC/MS.

3.5. Priprava vzorku sladu

Vzorek sladu byl rozemlet na praSek a 5 g tohoto prasku bylo navazeno kadinky. Bylo pfidano
30 ml smési hexan/aceton (1:1, v/v) a 50 pl roztoku deuterovaného vnitiniho standardu. Tato
smés byla homogenizovana po dobu 1 minuty ty¢ovym homogenizatorem a poté extrahovana
20 minut na ultrazvuku. Kapalna faze byla slita do centrifugacnich zkumavek a pevny zbytek
byl dvakrat promyt 10 ml smési hexan/aceton. Spojené kapalné faze byly centrifugovany po
dobu 15 minut pii 6500 ot/min. Supernatant byl pienesen do dé€lici nalevky obsahujici 10 ml
vody. Po extrakci byla spodni vodna vrstva odd€lena a organicka vrstva byla opét extrahovana
10 ml vody. Spojené vodné extrakty byly odpatfeny na vakuové odparce pfi teploté 55 °C do
sucha. Zbytek po odpaieni byl rozpustén ve 2 ml 20% roztoku chloridu sodného. Roztok byl
prenesen do 10 ml vialky, bylo pfidano 0,4 ml roztoku PBA a vialka byla uzaviena septem.
Vzorek byl zahtivan v termobloku pfi teploté 90 °C po dobu 20 minut. Po vychlazeni bylo
pfidano 2 ml hexanu a derivat 3-MCPD byl téepanim extrahovan do hexanu. Do vialky byl
odebran 1 ml hexanov¢ faze, vialka byla uzaviena septem a nasledovala analyza GC/MS.
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3.6. Piiprava vzorku piva

Vzorek piva byl odplynén po dobu 20 minut v ultrazvukové lazni a po odplynéni bylo 10 ml
tohoto vzorku napipetovano do vialky o objemu 20 ml. Ke vzorku bylo ptidano 50 pl roztoku
vnitiniho standardu, 1 g chloridu sodné¢ho a 1 ml roztoku kyseliny fenylborové. Vialka byla
uzaviena septem a zahtivana pfii teplot€¢ 90 °C po dobu 20 min. Po zchladnuti na pokojovou
teplotu byl do vialky pfiddn 1 ml hexanu a derivat 3-MCPD byl intenzivnim tfepanim
extrahovan do hexanu. Do mikrozkumavky Eppendorf byl odebran 1 ml hexanové faze a byl
stocen po dobu 5 minut na centrifuze. Do vialky bylo odebrano 300 ml hexanové faze, vialka
byla uzaviena septem a vzorek byl analyzovan metodou GC/MS.

3.7. Podminky metody GC/MS

Pro analyzu derivatu 3-MCPD ve vzorcich byl pouzit plynovy chromatograf Trace GC Ultra
Finnigan s hmotnostnim detektorem Trace DSQ Thermo Finnigan. Pro separaci byla pouzita
kapilarni kolona SLB-5MS (délka kolony 60 m X vnitini pramér 0,25 mm X tloustka filmu 0,25
um). Injektor byl udrzovan pfi teploté 250 °C (splitless).

Kolona byla vyhtivana na teplotu 80 °C s vydrzi 1 minutu, poté stoupala teplota s gradientem
10 °C za minutu az do 250 °C s vydrzi 37 minut. Jako nosny plyn bylo pouzito helium a pratok
nosného plynu byl 1,5 ml za minutu. Objem nastiiku vzorku byl 1 pl. Detekce byla provedena
hmotnostnim detektorem Trace DSQ Thermo Finnigan. Detektor métil v SIM modu s pozitivni
elektronovou ionizaci (EI) pti 70 eV. Sledovany byly specifické ionty m/z 91, 147, 196 (3-
MCPD) a m/z 93, 150, 201 (3-MCPD-d5).

3.8. Validace metody

Validace slouzi k ovétovani, Ze specifikované pozadavky jsou pfiméfené pro zamysSlené
pouziti. U stanoveni 3-MCPD metodou GC/ MS byly stanoveny tyto valida¢ni parametry: mez
detekce, mez stanovitelnosti a kombinovana standardni nejistota méteni. [32]

3.8.1. Mez detekce

Mez detekce metody (limit of detection — LOD) je definovana jako nejmensi mnozstvi analytu
ve vzorku, které mize byt detekovano. LOD se stanovuje analyzou blanku za podminek
metody. Hodnota LOD pak odpovida trojnasobku velikosti Sumu. [32] [33]

3.8.2. Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti (limit of quantification — LOQ) je nejnizsi koncentrace analytu, ktera muze
byt stanovena s piijatelnou Grovni nejistoty. Teoreticky Ize ptibliznou hodnotu LOQ vypocitat
jako trojnasobek hodnoty LOD nebo miiZe byt zvolena jako dolni mez pracovniho rozsahu
metody. Experimentalné se LOQ stanovuje méfenim 1 az 3 velmi nafedénych vzorki a uréenim
nejniz8i hodnoty, pfi které je dosazeno pozadované presnosti. [34] [32]
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3.8.3. Kombinovana standardni nejistota méieni

Nejistota métfeni je parametr souvisejici s vysledkem méfeni, ktery charakterizuje rozptyl
hodnot, které¢ by bylo mozno diivodné ptifadit méené veli¢ing (timto parametrem miize byt
napt. smérodatna odchylka, jeji nasobek nebo sitka intervalu spolehlivosti). Kazdy vysledek
méieni je ovlivnén fadou faktorti, mize dochazet k chybam v rtiznych fazich analyzy.
Nejbéznéjsi zdroje nejistot jsou odbér vzorki, chyby pfistroji, Cistota chemikalii, podminky
meéteni, efekt vzorku, vypocetni vlivy, kontaminace (ze vzorki, skla, prostiedi), subjektivni
chyba operatora a nahodné vlivy. [34]
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Validaéni parametry

Mez stanoveni metody GC/MS byla stanovena na 1 pg-kg? pro pevné vzorky a 10 pg-kg™ pro
vzorky piva. Mez detekce pro pevné vzorky byla uréena na 0,5 pg-kg™ a pro stanoveni 3-MCPD
vpivu na 5 pgkg?. Kombinovana standardni nejistota méfeni metody byla stanovena
z opakovatelnosti, ktera byla vypocitana z 10 méfeni. Pro pevné vzorky tato nejistota byla 13 %
a pro vzorky piva 18 %.

4.2. Optimalizace metody GC/MS

Pfi analyze vzorki metodou GC/MS je dileZity vybér vhodnych podminek stanoveni tak, aby
bylo dosazeno dobré reprodukovatelnosti, poZadovaného rozliSeni a zaroven aby nedochazelo
ke koeluci s jinym analytem. Tvar pikt by mél byt gaussovsky a nemélo by dochazet napf.
K jejich chvostovani nebo frontovani.

Zakladnim parametrem byl vybér vhodné chromatografické kolony. Pro ucely stanoveni
polarniho 3-MCPD byla vybrana nepolarni inertni kapilarni kolona SLB-5MS (Supelco)
vhodné pro MS detektor. Pro dosaZeni dobrého rozliSeni separovanych zon je klicové nastaveni
teplotniho programu kolony. Nastaveni teploty kolony z&visi na bodu varu separovanych slozek
vzorku. Obecné 1ze optimalniho rozlieni dosahnout s minimalni teplotou kolony, problémem
je pak ale zvySovani retenénich ¢ast slozek [30]. Jako nejvhodng;jsi teplotni program byl zvolen
program s pocatecni teplotou 80 °C s vydrzi 1 minutu a kone¢nou teplotou 300 °C s vydrzi
37 minut a s gradientem 10 °C za minutu.

Prtitok nosného plynu byl optimalizovan tak, aby dochéazelo co nejméné k rozsifovani zon.
Pratok nosného plynu ma také vyznamny vliv na rychlost analyzy. Optimalni pritok helia, ktery
splioval podminku co nejmensiho rozSifovani zon a zaroven piijatelnou rychlost analyzy, byl
1,5 ml/min.

Davkovani vzorku bylo provedeno za pouZiti splitless injektoru (davkovani bez délice toku),
nebot’ toto davkovani je vhodné pii analyze zfedénych vzorki a v pfipadé ptisnych
kvantitativnich pozadavku. [30]

4.3. Vyhodnoceni obsahu 3-MCPD ve vzorcich

Pro vyhodnoceni analyzy GC/MS byl proveden full-scan hmotnostniho spektra derivatu
3-MCPD (obrazek 15) a derivatu deuterované¢ho 3-MCPD-d5 (obrazek 16). Pro kvantitativni
analyzu pak byly sledovany charakteristické ionty o poméru hmotnosti a naboje (m/z) 147 pro
3-MCPD a 150 pro deuterované 3-MCPD. Pro kvalitativni analyzu byly sledovany
charakteristické ionty o m/z 91 a 196 pro 3-MCPD a 93 a 201 pro 3-MCPD-d5.
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Obr. 15: Hmotnostni spektrum derivatu 3-MCPD
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Pro stanoveni koncentrace 3-MCPD ve vzorcich byla pouzita metoda s izotopicky znacenym
vnitinim standardem. V ziskanych chromatogramech (viz obrazek 17) byly podle retencnich
Cas a odpovidajicich charakteristickych iontl nalezeny piky odpovidajici 3-MCPD
a 3-MCPD-d5 a pomoci programu byla zjisténa jejich plocha.

Z poméru plochy piki standardu a vnitiniho standardu a koncentraci standardi byla
sestavena kalibracni kiivka (obrazek 18). Kalibra¢ni kfivka byla linearni v rozmezi 0,005—
2,98 pg'ml? (to odpovida 1-596 pg 3-MCPD na 1 kg vzorku) s koeficientem determinace
0,9999.
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Obr. 17: Ukazka chromatogramu vzorku tmavého barviciho sladu
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Obr. 18: Kalibra¢ni kiivka (zavislost poméru plochy piku standardu a vnitiniho standardu na
koncentraci 3-MCPD)
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Obsah 3-MCPD byl sledovan ve 3 vzorcich zrna je¢mene, 20 vzorcich sladti a 10 vzorcich
piv. Konkrétné bylo analyzovano 5 svétlych slada plzenského typu, 2 mnichovské slady, 1 Zitny
fermentovany slad, 5 sladi pSeni¢nych, 1 karamelovy slad tmavy, 1 karamelovy slad svétly
a5tmavych sladi barvicich. Vzorky byly upraveny podle vySe zminénych postupt
a analyzovany metodou GC/MS. Obsah 3-MCPD ve vzorcich byl vypocten z rovnice kalibra¢ni
ktivky (viz Obr. 18). Kazdy vzorek byl méfen dvakrat a vysledky jsou uvadény jako aritmeticky
priamér téchto dvou meétenti.

Koncentrace 3-MCPD ve vSech vzorcich zrna je¢mene byla pod LOQ, coz potvrzuje ze
samotné zrno je¢mene jako surovina pro vyrobu sladu 3-MCPD neobsahuje a kontaminant
vznika az pii vyrob¢ sladu. V plzenskych sladech se obsah 3-MCPD pohyboval od <LOQ do
2,3 ugkg?, ve sladech pseniénych <LOQ-9,0 pgkg?, svétly i tmavy karamelovy slad
obsahovaly mnozstvi pod LOQ, v mnichovském sladu bylo naméfeno mnozstvi od <LOQ do
1,5 pg'kg? a nejvétsi mnozstvi obsahovaly tmavé barvici slady 8,8-112,0 ugkg™. Piehled
vysledki je uveden Vv tabulce 4.

Z té&chto vysledku je patrné, Ze vznik 3-MCPD ve sladu s nejvétsi pravdépodobnosti zavisi
na pouzité teploté pii hvozdéni, nebot’ svétlé slady, které se hvozdi pfi teplotach 60-85 °C
obsahovaly pouze malé koncentrace 3-MCPD, zatimco slady barvici, které se hvozdi pii
teplotach az 225 °C, obsahovaly mnozstvi mnohonasobné vyssi.

Vysledky koresponduji s vysledky Divinové et al. [19], ktera ve své praci naméiila
koncentrace 3-MCPD ve sladech <9,0-45 pg-kg? a nejvétsi obsah 3-MCPD byl také zjistén
v tmavych sladech (16-45 pgkg?). Vysledky se vyrazngji lisi jen u dvou vzork tmavych
sladi. Dva vzorky métené v této praci pievySovaly piiblizné dvakrat obsah 3-MCPD ve
srovnani s nejvys§im namérenym obsahem Divinové et al., coz mize byt zpisobeno rozdilnymi
podminkami pii vyrobé téchto specialnich sladi (napt. pouzitim vyssich teplot pii prazeni).

Vyssi obsah 3-MCPD v tmavych sladech ve srovnani se svétlymi je i v dokumentu
zvetejnéném MAGB [18]. Na rozdil od pfedchozi prace je zde ale obsah 3-MCPD v tmavych
sladech 0 300-1 400 jednotkdch EBC né&kolikandsobné vyssi (50-500 pg-kg?). Tento rozdil
muze byt opét zpuisoben rozdilnymi podminkami pii vyrobé sladt (napf. se muze liSit vyroba
klasického barviciho sladu a sladu ¢okoladového).

Pro ovéteni, ze 3-MCPD skute¢n¢ vznika béhem vyroby sladu pti hvozdéni bylo 16 vzorki
zeleného sladu podrobeno simulaci hvozdéni v susarn€. Slady byly suSeny pfi teplotach od
60 °C do 210 °C. Jak ukazuje obrazek 19, u vzorkl susenych pii teploté¢ 60 az 130 °C byly
naméteny hodnoty 3-MCPD pod LOQ, pii téchto teplotach se tedy jesté 3-MCPD ve vétsi mife
netvoii. Zlom pak pravdépodobné nastava pii teplotach kolem 140 °C. Pii teploté 140 °C byla
naméfena koncentrace 3-MCPD 1,6 ug-kg™ a pti teploté 210 °C byla jiz koncentrace 3-MCPD
48,0 ng-kg™. Obsah 3-MCPD se tedy zvysoval se zvysujici se teplotou pouZitou k suseni. Tento
experiment potvrzuje, ze 3-MCPD vznika ve sladech béhem procesu hvozdéni a vznik
vyznamného mnozstvi V jecnych sladech je podminén pouzitim vysoké teploty pii zpracovani
(nad 140 °C).
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Tabulka 4: Naméfeny obsah 3-MCPD ve vzorcich sladu

Vzorek

Obsah 3-MCPD

Vzorek

Obsah 3-MCPD

[pg - keg'] [pg - keg']
Zrna je¢mene PSeni¢ny slad
1 <1,0 1 1,5
2 <1,0 2 9,0
3 <1,0 3 1,5
Plzensky svétly slad 4 <1,0
1 2,3 5 <1,0
2 1,8 Tmavy karamelovy slad <1,0
3 2,2 Tmavy barvici slad
4 <1,0 1 55,1
5 <1,0 2 98,2
Mnichovsky slad 3 8,8
1 1,5 4 112,0
2 <1,0 5 57,6
Svétly karamelovy <10 Zitny fermentovany <10
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Obr. 19: Zavislost vzniku 3-MCPD ve sladech na teploté pouzité pii hvozdéni
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Protoze v nékterych sladech byla potvrzena ptitomnost 3-MCPD, bylo nutné ovéfit, zda
bude tento kontaminant pfitomen i1 V pivu. Pro tento ucel byly analyzovany 2 vzorky svétlého
vyCepniho piva, 3 vzorky svétlych lezdki a 5 vzorkli tmavych piv. Z vysledkli shrnutych
v tabulce 5 je patrné, ze v zadném analyzovaném pivu nebyla naméfena koncentrace piva nad
LOQ.

Tabulka 5: Naméteny obsah 3-MCPD ve vzorcich piva

Vzorek piva Obsah 3-MCPD Vzorek piva Obsah 3-MCPD
Svétla vyCepni piva <10,0 Tmava piva <10,0
1 <10,0 1 <10,0
2 <10,0 2 <10,0
Svétlé lezaky <10,0 3 <10,0
1 <10,0 4 <10,0
2 <10,0 5 <10,0
3 <10,0

Z téchto vysledka vyplyva, ze obsah 3-MCPD v pivu je zanedbatelny, nebot’ pfi vystirani se
pouzivana 100 kg sypéni 5 az 6 hl vody u svétlych piv a4 az 5 hl vody pfi ptipravé piv tmavych
a dochazi tak k velkému nafedéni. Také barvici slady, které obsahuji nejvétsi koncentrace
3-MCPD, se pouzivaji ve velmi malém mnozstvi 1 az 2 % sypani [2].

Problematicky by ovSem mohl byt obsah tohoto kontaminantu v ostatnich vyrobcich ze
sladu, u kterych nedochazi k natfedéni vodou. Suseny je¢ny slad se napiiklad pouziva do
vyrobkt vhodnych pro diabetiky, vyrabé&ji se z néj ty¢inky nebo sladké pomazanky. Popularni
jsou také sladové sirupy (sladénka, sladovit) s nizkym glykemickym indexem. Slad mlze byt
ptisadou i Vv pe¢ivu nebo cukrovinkach. Vsechny tyto vyrobky by mohly obsahovat 3-MCPD
a jejich bezpecnost z tohoto hlediska by méla byt sledovana.
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5. ZAVER

V této praci byl sledovan obsah 3-MCPD ve vzorcich zrna je¢mene, sladu a piva metodou
GC/MS. 3-MCPD ve vzorcich byl derivatizovan pomoci PBA, derivat byl extrahovan do
hexanu a analyzovan. Jako vnitini standard bylo pouzito deuterované 3-MCPD. Mez stanoveni
metody pro vzorky je¢mene a sladu byla 1 pg-kg? a pro vzorky piva 10 pug-kg™. Standardni
kombinovana nejistota méteni byla 13 % pro jeCmen a slad a 18 % pro pivo.

Pro vyhodnoceni obsahu 3-MCPD byly sledovany ionty 0 m/z 147 pro 3-MCPD a 150 pro
3-MCPD-d5 (kvantitativni analyza) a ionty o m/z 91 a 196 pro 3-MCPD a 93 a 201 pro
3-MCPD-d5 (kvalitativni analyza). Kvalitativni charakteristikou byl také retencni cas
a kvantitativni pomér odezvy. Kalibra¢ni kiivka byla linearni v rozmezi 0,005-2,98 pg-ml?,
coz odpovidalo 1-596 pg 3-MCPD na 1 kg vzorku (R?= 0,9999).

Ve vzorcich zrna je¢mene byl zjistén obsah 3-MCPD pod LOQ. Ve vzorcich sladll byla
naméfena koncentrace v rozmezi <LOQ-112 pgkg™. Nejvyssi obsah 3-MCPD byl ptitomen
ve vzorcich specialnich tmavych sladf, které se pouzivaji k dobarveni piva (8,8-112 pgkg™?).
Ve vSech analyzovanych vzorcich piv byla koncentrace 3-MCPD pod LOQ. Bylo tedy
prokazéano, ze zrno jeCmene jako vychozi surovina pro vyrobu sladu kontaminant neobsahuje
a 3-MCPD vzniké az pii vyrobé sladu, konkrétné pii hvozdéni. Cim vyssi je pouzita teplota
hvozdéni, tim vétsi koncentrace 3-MCPD je pfitomna v hotovém sladu. Pii laboratornim
experimentu s hvozdénim zeleného sladu se 3-MCPD zacal ve vétsi mife tvofit pii teplotach
nad 140 °C.

Pti vyrobé piva nicméné dochazi k nékolikanasobnému natredéni sladu vodou a z hlediska
obsahu 3-MCPD je tedy konzumace piva bezpecna a nemél by byt presahnut tolerovatelny
denni ptijem stanoveny EFSA, ktery je 2 ug 3-MCPD na kg télesné vahy. Neni v tomto ptipadé
potieba ani zadnych uprav technologickych postupt pii vyrobé sladu ani piva.
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6. POUZITE ZKRATKY

1,3-DCP — 1,3-dichlor-2-propanol

2-MCP — 2-chlor-1,3-propandiol

2,3-DCP — 2,3-dichlor-1-propanol

3-MCPD - 3-chlorpropan-1,2-diol

GC — plynova chromatografie

GC/ECD —plynova chromatografie s detektorem elektronového zachytu
GC/MS — plynova chromatografie s hmotnostni detekci
HFBA — kyselina heptafluoromaselna

HFBI — heptafluorobutyrylimidazol

KHB — kyselé hydrolyzaty bilkovin

LOD — mez detekce metody

LOQ — mez stanoveni metody

MIP — molekularné vtistény polymer

MS — hmotnostni spektrometrie

PBA — kyselina fenylborova

TSIM — 1-trimethylsilylimidazol
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