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Observacni studie dusikatych latek vzniklych interakei
nitrosac¢nich Cinidel s latkami ve sladu

Souhrn

Vramci této diplomové prace byla provedena observacni studie na pritomnost
dusikatych latek vznikajicich interakci nitrosaCnich cinidel s latkami pfirozené obsazenymi
ve sladu. Mezi tyto latky patii nitrososlouceniny, nitroslouceniny, kyanoslouceniny, oximy
a dalsi dosud strukturné necharakterizované molekuly. Cilem prace bylo navazat na nedavny
vyzkum probihajici ve VUPS, ktery byl zamé&feny na detekci a strukturni identifikaci t&chto
analytd v pivu. Podle védomi autora a prostudovani literatury nebyla vét§ina téchto analytt
ve sladu dosud zkoumana. V Gvodni teoretické Casti byla zpracovana literarni reserSe vénujici
se problematice sladafstvi a zminénych dusikatych latek. V ramci praktické casti bylo
analyzovano celkem 200 vzorkd, prevazné komeréné dostupnych sladi, ale i nesladovanych
jeCment, experimentalnich sladd a vedlejSich produkti vyroby rizného puavodu. Jelikoz
sejedna o neté¢kavé latky, byla na 13 vzorcich provedena mala pilotni studie o jejich
schopnostech prechéazet do kongresni sladiny. Vzorky byly pfipraveny miniaturizovanou
extrakéni metodou kombinovanou s jednostupiiovou silylacni reakci. Kongresni sladiny byly
ptipraveny podle upravené metodiky Evropské pivovarské konvence (EBC), extrahovany
pomoci extrakce na pevné fazi (SPE), odpatfeny a silylovany. Analyza probihala na plynovém
chromatografu standemovou hmotnostni spektrometrii (GC-MS/MS) v moédu sledovani
mnoha reakci (MRM). K vyhodnoceni byly pouzity pfedevsim vicerozmérné chemometrické
metody.

V praktické c¢asti byl analyzou uméle nitrosovanych sladi nejprve potvrzen vznik
studovanych analytd ve sladové matrici. Dale byly rozpoznany analyty, které byly detekovany
pfevazné v nizkych, pfechodnych avysokych analytickych odezvach napfic zkoumanymi
vzorky. Také byly navrzeny konkrétni analyty typické projednotlivé druhy komeréné
dostupnych sladt. Zaroven byl potvrzen predpoklad vyskytu C-nitrososloucenin ve sladové
matrici. Vysoka teplota béhem hvozdéni byla urCena jako faktor podporujici vznik
sledovanych analyti ve sladech. Asociace mezi studovanymi analyty a obsahem NDMA
nebyla pozorovana. Stejné tak nebyla pozorovana zifejméa asociace mezi analytickymi
odezvami zkoumanych analyti a zemé€mi puvodu pfislusnych matric. Dale bylo potvrzeno,
ze analyty detekované v komeréné dostupnych pivech mohou wvznikat iv komeréné
dostupnych sladech. Hypotézu tykajici se prechodu zkoumanych analytd do kongresni sladiny
se vSak nepodafilo za zvoleného designu experimentu spolehlivé potvrdit ani vyvratit. Jelikoz
byla provedena observacni studie, neni vhodné z vysledki vyvozovat jednoznatné zaveéry
abylo by zadouci vysledky ovéfit dalsSimi metodami. Budouci vyzkum natomto poli
je tak jisté zadouci.

Kli¢ova slova: mod sledovani mnoha reakci (MRM); nitrososlouceniny; plynova
chromatografie (GC); silylace; slad; tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)



Observational Study of Nitrogenous Substances Formed
by Interactions of Nitrosating Agents with Substances in Malt

Summary

As part of this diploma thesis, an observational study was performed on the presence
of nitrogenous substances arising from the interaction of nitrosating agents with substances
naturally contained in malt. These include nitroso compounds, nitro compounds, cyano
compounds, oximes, and other structurally uncharacterized molecules. The work aimed
to build upon recent research performed in the Research Institute of Brewing and Malting
in Prague (VUPS), which focused on the detection and structural identification of these
analytes in beer. Based on the author's knowledge and searching the relevant literature, most
of these analytes in malt have not yet been studied. In the introductory theoretical part,
a literature search dealing with the issue of malting and the mentioned nitrogenous substances
was processed. Inthe practical part, atotal of 200 samples were analyzed, mainly
commercially available malts, but also unmalted barley, experimental malts and by-products
of various origins. Since these are non-volatile substances, a small pilot study of 13 samples
was conducted to research their abilities to pass into congress wort. The samples were
prepared by a miniaturized extraction method combined with a one-step silylation reaction.
Congress worts were prepared according to the modified methodology of the European
Brewery Convention (EBC), extracted by solid phase extraction (SPE), evaporated
and silylated. The analysis was performed on a gas chromatograph with tandem mass
spectrometry (GC-MS/MS) in multiple reaction monitoring mode (MRM). Multidimensional
chemometric methods were preferably used for evaluation.

In the practical part, the analysis of experimentally nitrosated malts first confirmed
forming the researched analytes in the malt matrix. Furthermore, the analytes, which were
detected predominantly in low, transitional and high analytical responses across the examined
samples, were recognized. Specific analytes, typical for the individual types of commercially
available malt, have also been proposed. At the same time, the assumption of the presence
of C-nitroso compounds in the malt matrix was confirmed. A high temperature during kilning
was determined as a factor supporting the formation of the monitored analytes in malts.
However, no association was observed between the studied analytes and an NDMA content.
Likewise, no apparent association was observed between the analytical responses
of the analyte studies and the countries of origin of the respective matrices. Further, it has
been affirmed that the analytes found in commercially available beers can also be formed
in commercially available malts. However, the hypothesis concerning the examined analytes
in the congress wort could not be reliably confirmed orrefuted for the chosen design
of the experiment. An observational study has been executed. Thus, clear conclusions cannot
be drawnfrom the results. It would be appropriate to verify them by other methods. Future
research in this field is therefore undoubtedly desirable.

Keywords: gas chromatography (GC); malt; multiple reaction monitoring (MRM); nitroso
compounds; silylation; tandem mass spectrometry (MS/MS)
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1 Uvod

Je vieobecn& znamo, Ze spotieba piva na osobu v Ceské republice dlouhodob& dosahuje
ve svété predniho postaveni. V roce 2019 to podle European Beer Trends Statistics Report
(2020) bylo 142 litra, tedy o35 litri vice pred druhym Rakouskem. Hlavni surovinou
pro jeho vyrobu je v tuzemsku jecny slad (Basafova et al. 2010), ktery se vyuziva i v jinych
potravinaiskych odvétvi (Baranwal & Sankhla 2019). Podle Ceského svazu pivovard
a sladoven (2020) bylo v roce 2019 v Ceské republice vyrobeno 543 000 tun sladu. Zaroveii
Basarova et al. (2015) uvadéji, ze se az 94 % vyrobeného sladu pouzije pro vyrobu piva.
Z tohoto divodu je velmi dilezité dobfe porozumét rizikovym latkam obsazenych ve sladu
a provadét jejich pravidelny screening. K témto latkdm fadime nitrososlouceniny a mezi
né patfici N-nitrosaminy, které vznikaji reakci nitrosacnich Ccinidel slatkami ve sladu
(Davidek 1995). Ve VUPS viak bylo zjiiténo, e se témito reakcemi tvoii i molekuly, které
obsahuji dusik vazany ve funk¢nich skupinach jako je nitro-, kyano-, anebo v oximech
(Maleckova et al. 2021).

V 70. letech zapocal vyzkum tykajici se problematiky tékavych N-nitrosaming, jelikoz
bylo prokazano, zesejednd o silné mutageny, karcinogeny a teratogeny vyskytujici
se v potravinach.  Pro stanoveni sumy nitrosylovych skupin se pouzivd oznaceni
tzv. zdanlivych celkovych N-nitrososlou¢enin (ATNC), které ale neposkytuje informace
ohledné struktur (Kellner 1994). Zhruba 1% ATNC vpivu jetvofeno dobie
charakterizovanymi té€kavymi N-nitrosaminy, zatimco zbytek je pfipisovan netékavym
nitrosaminim zejména neznamé struktury (Vrzal & Olsovska 2019). Ackoli nejsou
tak toxické jako jejich tékavé protéjsky, jsou v urcitych pripadech popsany mechanismy jejich
vzajemné premény. Vyzkum N-nitrosamind byl po odhaleni mechanismu vzniku tékavych
forem v potravinach a vyvoji novych technologickych postupti pro minimalizaci jejich tvorby
znacné omezen. Nékteré problémy vSak stale nejsou vytfeSeny (Vrzal & OlSovska 2016).
I z tohoto divodu byly v této praci pouzity také starsi zdroje odbornych informaci.

Cilem této prace je provést v pievazné komercéné dostupnych sladech screening
sloucenin, které nepatii pouze mezi N-nitrososlouceniny, ale které rovnéz vznikaji reakcemi
nitrosacnich cinidel. Dale pak otestovat, zda jsou schopny prechazet do kongresni sladiny.
Jedna se o latky, které byly objeveny v pivu a popsany v publikaci podle Maleckové et al.
(2021). Na zakladé prostudované literatury nebyla podle védomi autora vétSina téchto
sloucenin ve sladu dosud zkoumana. Z divodu neznamych toxikologickych vlastnosti téchto
latek zatim neni mozné zhodnotit zdravotni rizika vyplyvajici pro konzumenta (Maleckova
et al. 2021). Problematiku dusikatych latek vzniklych interakci nitrosacnich €inidel s latkami
ve sladu je tedy jisté dulezité fesit i nadale.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cile

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit relevanci dusikatych latek obsazenych
ve sladu vznikajicich zejména reakci nitrosacnich c¢inidel. Navazat tak na vyzkum probihajici
ve VUPS, ktery jezaméfeny na detekci a strukturni identifikaci téchto latek obsazenych
v pivu, potazmo sladu. Zhodnotit tak relevanci tohoto vyzkumu prostfednictvim screeningu
zde uvedenych latek v riznych druzich komeréné dostupnych sladu.

Jelikoz jsou tyto latky mnohdy netékavé, lze predpokladat, ze prechazeji do sladiny,
atedy ipiva. Ztohoto divodu bylo dil¢éim cilem prace provedeni malé pilotni studie
o schopnosti extrakce téchto latek béhem rmutovani do kongresni sladiny.

Hypotézy

Hl: Mezi detekovanymi dusikatymi latkami ve sladu (vznikajicimi zejména
nitrosa¢nimi reakcemi) a témito latkami detekovanymi v pivu existuje souvislost.

H2: Tyto latky ptfechazeji pfi rmutovani do kongresni sladiny.

H3: Slady hvozdéné pii vysSich teplotach (napt. mnichovské a specialni) obsahuji vyssi
hladiny téchto latek.



3 Literarni reSerse

3.1 Slad

Slad je jednou ze zékladnich surovin pro vyrobu piva a lze ho charakterizovat jako
obilovinu, ktera byla kontrolovanym zptisobem nakliCena a nasledné ususena (Basafova et al.
2010). Uplatnéni nachazi také v jinych potravinaiskych odvétvich, jako je vyroba whisky
(Russell & Stewart 2014) a pekarenstvi (Baranwal & Sankhla 2019). Procesem sladovani
dojde k aktivaci hydrolytickych enzymu, které béhem nasledné vyroby piva S§tépi
makromolekularni latky nalatky jednodussi, schopné prejit do roztoku. Zcela zasadni
je Stépeni skrobu na zkvasitelné sacharidy ptisobenim amylaz (Boulton 2013).

K vyrobé sladu se nejCasteji pouziva jeCmen sety (Hordeum vulgare L.), konkrétné jeho
jarni dvoutada (H. vulgare convar. distichon) forma. Mén¢ Casto pak pSenice, zito a jiné méné
obvyklé plodiny, jako je ¢irok, proso nebo pohanka (Basafova et al. 2015). Vyhoda jeCmene
spociva ve slozeni jeho bilkovin poskytujici idealni zastoupeni aminokyselin pro vyzivu
kvasinek a v obsahu jinych dusikatych latek zadoucich pro tvorbu pivni pény spolecné s jeho
technologickymi prednostmi (Hough 1991). Nicméné v nékterych zemich roste tendence
vyuzivat pro vyrobu piva nesladované plodiny. Duvody jsou zejména ekonomicke,
ekologické, ale i technologické. Takovéto produkty jsou inovativni, ale vykazuji zpravidla
niz§i obsah dusikatych latek (Kok et al. 2019).

3.1.1 Anatomie a chemické sloZeni je¢né obilky

Z mnoha anatomickych struktur jecné obilky lze z technologického hlediska povazovat
zavyznamné zejména tyto Casti: zarodek, endosperm, aleuronovu vrstvu a obalové vrstvy
obilky (Basafova etal. 2015). Z chemického hlediska je¢men obsahuje predevsim Skrob
(65 az 68 %), dale pak bilkoviny (10az 17 %), B-glukany (4 az9 %), tuky (2az3 %)
a mineralni latky (1,5 az 2,5 %); (Baik & Ullrich 2008).

Ze zarodku ¢i klicku nebo také embrya se postupné vyviji cela rostlina a spole¢né
se Stitkem (scutellum) predstavuje pfiblizné 3 % hmotnosti obilky. Najeho slozeni
se majoritn¢ podili dusikaté latky (34 %) ajeho vyznam pro sladovani je zcela zéasadni,
jelikoz produkuje fytohormon giberelin nutny k produkci hydrolytickych enzymi (Basafova
et al. 2015). Giberelin difunduje z embrya do distalni casti endospermu a indukuje genovou
expresi v burikach aleuronové vrstvy. Ta je spojena s tvorbou hydrolytickych enzymu, které
Stépi makromolekularni latky endospermu a ty z fyziologického hlediska vyzivuji skrze Stitek
embryo b&hem klideni (Betts et al. 2020). Stitek nebo také dé&lozni listek je bohaty na lipidy
a spolecné s aleuronovou vrstvou produkuje organické kyseliny, jako je kyselina jable¢na,
citronova a jantarova podporujici stépeni Skrobu (Ma et al. 2016).

Endosperm zaujima nejvétsi hmotnostni podil jecné obilky (az75 %) a je hlavnim
zdrojem latek, které béhem naslednych vyrobnich operaci pfechazeji do mladiny potazmo
piva. Hlavni slozkou je skrob ulozeny ve Skrobovych zrnech, které jsou obaleny zasobnimi
bilkovinami (Kok et al. 2019). Skrobova zrna je¢mene délime na velka skrobova zrna typu
A (promér 15 az 19 um) a mala $krobova zrna typu B (pramér 3,1 az 3,7 um). Skrob v nich
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ulozeny nabyva slozité trojrozmérné molekularni struktury, jejimz zadkladem jsou jednotky D-
glukdzy davajici vzniknout dvéma polysacharidim: amyloze aamylopektinu. V obou
ptipadech je k sobé D-glukoza v fetézci spojena glukosidickou vazbou a-(1,4), pficemz
prevladajici molekula amylopektinu je navic vétvena glukosidickou vazbou a-(1,6); (Bertoft
2017).

K endospermu tésné ptiléha aleuronova vrstva. Na rozdil od bun¢k endospermu jsou jeji
bunky pravidelné, malé s husté zrnitou cytoplazmou a v pfipadé jeCmene jsou usporadany
do tfi vrstev (Becraft & Yi 2011). Tyto buriky obsahuji prevazné bilkoviny, pficemz jejich
bunétna sténa je slozena zejména z B-glukant, arabinoxylani a fenolovych kyselin
(Jadskeldinen et al. 2013). Zde vyskytujici se bilkoviny jsou znac¢né€ raznorodé se slozitou
amnohdy neznamou strukturou. V porovnani sendospermem je aleuronova vrstva
vyznamnym zdrojem mineralnich latek, lipidd a tokoferolti (Finnie et al. 2011).

S aleuronovou vrstvou hrani¢i osemeni (festa), které je piekryto oplodim (pericarp).
Nejsvrchngjsi kryci vrstvou u pluchatych obilek je vSak plucha (palea inferior) spolecné
s pluskou (palea superior). VSechny tyto struktury se souhrnné oznacuji jako obalové vrstvy
obilky (Basafova etal. 2015). Plusku navic prekryva bazalni $§téticka slouzici jako
determinac¢ni znak jednotlivych odrid je¢mene (Briggs et al. 2004).

Osemeni se skladd zbunék obklopenymi dvéma lipidovymi vrstvami a na rozdil
od oplodi odolava pusobeni kyseliny sirové pii experimentech s odstranovanim obalovych
vrstev. Zaroven je bohaté na proanthokyanidiny (Stewart etal. 2018). Ty jsou druhem
oligomernich flavonoidi oznaCovanych také jako kondenzované taniny. Jejich konzumace
je davana do souvislosti s nizs§i prevalenci tfady chronickych onemocnéni skrze jejich
antioxidaCni a protizanétlivé vlastnosti, pfiCemz vjeCmeni se nachazi pestré zastoupeni
raznych chemickych forem téchto sloucenin (Zhu 2019). V pivu vsSak interaguji
s bilkovinami, atozejména s hordeiny bohatymi naprolin, ¢imz davaji vzniknout
technologicky nezadoucim koloidnim zakalim (Cejnar et al. 2017). Oplodi je oproti osemeni
nepropustné pro kyselinu giberelovou, kterd usnadiiuje modifikaci endospermu. Anatomicky
je tvoreno vrstvou bunék krytych tenkou voskovou kutikulou (Stewart et al. 2018).

Funkce pluch je ochranna a hydratacni (Hough 1991). Plucha kryje obilku ze strany
dorzalni, pficemz obsahuje pét cévnich svazki, zatimco pluska ji chrani ze strany ventralni
a prochazi ji dva cévni svazky (Briggs et al. 2004). Chemicky jsou pluchy slozeny zejména
z hemiceluldzy, celulozy a ligninu, oproti bilkovinam, které jsou zastoupeny pouze asi ze 3 %
(Olkku et al. 2005). Pluchy maji zasadni technologicky vyznam piivyrobé piva. Béhem
Srotovani sladu dojde k jejich oddéleni od endospermu a béhem scezovani sladiny slouzi jako
filtraéni vrstva. Poté se ve form& mlata stavaji odpadnim produktem (Hardwick 1995).
Existuji tak dnes snahy o vyuziti této biomasy napiiklad pro ziskani zkvasitelnych sacharidu
(Demirel et al. 2018). Anatomické struktury je¢né obilky jsou uvedeny na Obr. 1.
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dorzalni strana

a — plucha (palea inferior)
b — oplodi (pericarp)

¢ — osemeni (festa)

d — aleuronova vrstva

e — zarodek (embryo)

f — stitek

g — endosperm

h — bazalni stéticka

1 — pluska (palea superior)

ventralni strana

dorzalni strana b

a — cévni svazek
b — plucha (palea inferior)
¢ — oplodi (pericarp)
a d — osemeni (testa)
e — aleuronova vrstva
f — endosperm
g — pluska (palea superior)
h — cévni svazek
i — bazalni stéticka

AN

1
ventralni strana

Obr. 1: Anatomie jecné obilky

Zdroj: upraveno podle Briggs et al. 2004

Dusikaté latky jecné obilky

Podle Prokese (2000) maji dusikaté latky v je¢né obilce zasadni technologicky vyznam
a lze je rozdelit na latky bilkovinné a nebilkovinné povahy, pficemz se nachazi zejména
v aleuronové vrstvé. Jejich obsah je vysoce variabilni v zavislosti na podminkach vnéj§iho
prostfedni a ve sladovnickém jeCmeni se obsah samotného dusiku pohybuje kolem
1,6 az 1,84 % (prepocteno ze vztahu: obsah bilkovin [%] = N * 6,25 = N [%] = obsah
bilkovin / 6,25); (Kosat & Prochazka 2000). Jeho obsah v zrnu lze G¢inné ovlivnit hnojenim
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dusikem, jehoz pfijem a utilizace je podpofena souCasnou aplikaci siry, kterd ale vyrazné
neovliviiuje vyskyt sirnych aminokyselin v zrnu jeCmene (Hfivna et al. 2011).

Dusik rostlina absorbuje z pudniho roztoku skrze kofenovy systém. Jeho hlavnim
zdrojem je nitratovy aniont aamonny kationt, zatimco organické formy dusiku jsou
az na vyjimky (aminokyseliny) neabsorbovatelné. Naslednymi slozitymi procesy se takto
pfijaty dusik asimiluje do téla rostliny vznikem aminokyselin, bilkovin, nukleovych kyselin
a dalSich dusikatych latek (Mokhele et al. 2012). Z aminokyselin jsou nejvice zastoupeny
kyselina glutamova a asparagova, dale alanin, leucin, valin, serin a glycin. Méné
pak fenylalanin, tryptofan, tyrosin, prolin, arginin, histidin, lysin, threonin, methionin, cystin
aizoleucin (Gupta et al. 2010). Pii vyrobé sladu se stava jeho soucasti také dusik vznikly
nitra¢nimi a nitrosa¢nimi reakcemi. Zde naptfiklad reaguji atmosférické oxidy dusiku
s jiz dusik obsahujicimi aminy (Wainright 1986).

Mezi latky bilkovinné povahy fadime kromé bilkovin (proteind) také jejich St€pné
produkty (peptidy — peptony, albumoézy; aminokyseliny) a enzymy (Kosaf & Prochazka
2000). Bilkoviny je¢mene délime podle jejich rozpustnosti na albuminy — leukosiny
(rozpustné ve vod¢€), globuliny — edestiny (rozpustné v solnych roztocich), prolaminy
(rozpustné v alkoholu) a gluteliny (rozpustné v zasadach); (Kunze 2010). V je¢meni jsou
podle zastoupeni sefazeny takto: gluteliny (54,5 %), prolaminy (25 %), albuminy (12,1 %)
a globuliny (8,4 %); (Hulin et al. 2008). Prolaminy jsou zasobni bilkoviny bohaté na glutamin
a prolin a v pfipadé jeCmene se nazyvaji hordeiny (Kok et al. 2019). Jelikoz se hordeiny fadi
k lepkovym bilkovinam jejichz konzumace zptisobuje u ¢asti populace zdravotni komplikace,
existuje dnes snaha o Slechténi odrtid s extrémné nizkym vyskytem téchto latek (Tanner et al.
2016). Podle jejich anatomického umisténi a funkce lze bilkoviny rozlisit na lepkové (ulozené
v aleuronové vrstve), fyziologické/rezervni (ulozené pod aleuronovou vrstvou) a bilkoviny
histologické/tkanové (ulozené v endospermu); (Basafova etal. 2015). JeCmen obsahuje
s hordeiny podobnou, na leucin bohatou a hydrofobni bilkovinu — tzv. protein Z, ktery
je ulozen v endospermu navazany na thioly. Jeho uloha neni zcela pochopena, ale uvazuje
se 0 jeho vyznamu v proteinové modulaci. Spolecné s tzv. proteiny prenasejicimi lipidy
(LTPs) ovliviiyje kvalitu pivni pény (Steiner etal. 2011). ZvlaStnim typem bilkovin jsou
proteidy, tedy slozené C¢i konjugované bilkoviny, které svym hydrolytickym Stépenim
poskytuji navic fosfaty, cukry, lipidy, barviva a nukleové kyseliny (Kosat & Prochazka 2000).
Dalsi dusikaté latky majici vyznam prekurzorti pro tvorbu dusikatych latek vzniklych
interakci nitrosacnich Cinidel s latkami ve sladu jsou popsany v Kapitole 3.2.

3.1.2 Technologicky postup vyroby sladu

Podle Gupta et al. (2010) je podstatou sladovani docilit biochemickych, fyzikalnich
a strukturalnich zmén v obilnych zrnech pomoci fizeného procesu vedouciho k enzymatické
modifikaci endospermu spolecné s jeho stabilizaci odstranénim vétSiny vody. Tento proces
se sklada ze tfi hlavnich technologickych operaci: 1.maceni, 2.kliceni a 3. hvozdéni
(viz Obr. 2).
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obilky <22 mm
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voda + vzduch
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COa

horky vzduch
vihkost

sladovy kvét

Vhodnost jeCmene ke sladovani urcuje zejména jednotnd velikost obilek zajistujici
snadny prabéh maceni, atedy ikliceni, dale pak obsah dusiku (1,55 az 1,85 %) spolecné
s nizkym obsahem [-glukanli a samoziejmé absence plisni ¢i dal§ich kontaminanti (Hough
1991). Pro zajisténi rovnomeémého kliCeni, atedy iziskani kvalitniho sladu je dilezité,
aby pfed jeho samotnou vyrobou prosel jecmen dormanci (obdobi fyziologického klidu),
na kterou navazuje poskliziiové dozravani, které trva v ramci tydna (FiSerova et al. 2010).
Neméné dulezité je zjeCmene odstranit necistoty organického i anorganického pavodu
a roztfidit ho do jednotlivych velikostnich tifid. Tyto operace probihaji pomoci aspiratord,
triért, magnett, sit, tfidicich valcti a podobné. RozliSujeme prvni velikostni tfidu (>2,5mm),

pitjem jeémene

vihkost: <14 %%

|

teplota: 20-25 °C

cas: 20-24 h

teplota: 14-16 °C
cas: 5 dont

vihkost: =38 %

teplota: 50-60 °C
60-85 °C
vihkost: <4 %

I — cidténd a tiidéni
|
maceni
-—
|
” kli¢eni
-—
|
—
— hvozdéni
|
-—

Obr. 2: Technologicky postup vyroby sladu

E1ténd, lesténi a tiidéni

vihkost: <4 %

|

zlad

Zdroj: upraveno podle Erzetti et al. 2009

druhou velikostni tfidu (2,5-2,2 mm) a tzv. propad (<2,2 mm); (Kunze 2010).
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Zraly, vycistény avelikostné roztiidény jeCmen nejlépe stejné odridy vstupuje
do procesu maceni, kde dojde kjeho smiseni s tzv.maceci vodou v nadobach zvanych
naduvniky.  Principidlné jde o zvySeni obsahu vody vjecné obilce priblizné
z 12 na 45 az48 %, ¢imz dojde k jeji metabolické aktivaci a impulzu k dalsi technologické
operaci klieni. Béhem maceni zafne jeCmen intenzivné dychat a je tak tedy nezbytné
provadét vzdusné prestavky zajiStujici piisun kysliku (Mallett 2014). Maceci voda, ktera
do obilky pronikd primarné pfes embryo, by méla byt bez organického znecisténi a spise
tepla, jelikoz se zvySujici se teplotou vody stoupa rychlost jejiho pfijmu obilkou (Kosaf
& Prochazka 2000). Béhem maceni dojde také k vyplaveni zbylych nelistot, pficemz
lze zaroven kvalitu budouciho sladu ovlivnit také ptidavkem aditiv, jako je vapno, kyselina
giberelova, nebo peroxid vodiku (Boulton 2013).

Prestoze kliceni mlze byt provedeno rliznymi technologickymi cestami, jeho cilem
je vzdy syntéza a aktivace enzymu spoleCné s tzv. rozlusténim (degradace zasobnich latek).
Tento proces probihd piiteploté 16 az20 °C av zavislosti na pouzité technologii trva
3 az 6 dni (Bamforth 2000). Beéhem kliceni roste z embrya v dorzalni ¢asti obilky tzv. strelka,
ktera by ji z kvalitativnich divodi neméla nikdy prerast. Oproti tomu je z divodu modifikace
endospermu nutny rust kofinkd az do dvojnasobku délky obilky. Po dosazeni pozadované
modifikace endospermu vznika meziprodukt zvany zeleny slad (Mosher & Trantham 2017).

Zeleny slad je nasledné beéhem hvozdéni zbavovan nadbytecné vlhkosti, pfi¢emz
je zaroven dotvaren jeho charakter vznikem barevnych aaromatickych latek. Toho
je prakticky dosazeno tzv. predsousenim (teplota: <80 °C; vlhkost: 45— 10 %)
a tzv. dotahovanim (teplota: 80-105 °C; vlhkost: 10 = 4 %); (Preedy 2009). Z chemického
hlediska 1ze hvozdéni v zavislosti na rostouci teploté rozdélit na fazi rastovou (stale probiha
rast stfelky a kofinkl), enzymatickou (jiz neprobiha rast, zatimco enzymatické reakce ano)
a chemickou (vznik latek tvofici charakter sladu). Zvlasté v posledni fazi (Kosat & Prochazka
2000) se uplatiiuji reakce neenzymatického hnédnuti (Maillardovy reakce), pfi kterych reaguji
redukujici cukry saminoslouceninami za vzniku melanoidind. Ty maji pozitivni vliv
na barvu, chut, starnuti a pénivost piva (Hellwig et al. 2016).

Maillardovymi reakcemi vSak vznikaji ilatky nezddouci jako je neurotoxicky
akrylamid, jehoz prekurzorem je aminokyselina asparagin. Tvorba akrylamidu stoupa
v teplotnim rozmezi 120-180 °C a lze tak za rizikové povazovat slady specialni (Mikulikova
& Sobotova 2007). Zdravi Skodlivou latkou vznikajici rovnéz pii hvozdéni, avSak zcela jinym
mechanismem, je N-nitrosodimethylamin (NDMA); (Stewart et al. 2018). Operace hvozdéni
probiha na tzv. hvozdu, tedy zafizeni, kde dochézi k vhanéni suchého a teplého vzduchu pres
vrstvu zeleného sladu (Mallett 2014). V minulosti se pouzivaly hvozdy s pfimym vyhfivanim,
kdy byl slad suSen spalinami topného média, coz bylo rizikové z hlediska tvorby NDMA
a dalSich karcinogennich sloucenin. DnesSni nepfimo vyhfivané hvozdy jsou vybaveny
tepelnymi vyméniky, které toto riziko snizuji (Bamforth 2006).

Slad v této fazi vyroby stale obsahuje stfelku a kofinky (souhrnné oznacCované jako
sladovy kvét), které je nutné v procesu odkli¢ovani odstranit. Béhem odklicovani se slad také
ochladi a v dodateCném procesu lesténi (tzv. polirovani) ziska lesk (Basafova et al. 2015).
Sladovy kvét je vedlejsi produkt vyroby sladu, pouzivany vSedné jako krmivo
pro hospodaiska zvitata. Jelikoz je bohaty na dusikaté latky (22-25 %), vlakninu a mineralni
latky, pfedevsim fosfor (0,69 %), nachdzi dnes uplatnéni iv lidské vyzivé (Karlovi¢ et al.
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2020). Prosvlj vysoky obsah dusikatych latek a faktu, Ze se sladovy kvét separuje
az po hvozdéni, kde mohou dusikaté latky v ném obsazené reagovat s oxidy dusiku, existuje
i zde riziko tvorby nitrosamind, které je tfeba brat v potaz (Neylon et al. 2020).

3.1.3 Zmény v chemickém slozeni obilky vzniklé sladovanim

Z literarni reSerSe dosud vyplyva, Zzepfeména obiloviny naslad je doprovazena
mnohymi zménami. Kromé fyzikalnich a strukturalnich zmeén jsou jimi zmény biochemické.
K nim lze zaradit tvorbu hydrolytickych enzymu, $t€peni makromolekularnich latek, vznik
barevnych, aromatickych, novych, aleirizikovych sloucenin. Nasledujici text se vénuje
predevsim pfemé&nam sacharidd, proteind a lipidd v procesu sladovani. Resenou problematiku
nazorné¢ kvantifikuje Priloha I.

Z jecnych bilkovin jsou v procesu kliceni nejvice Stépeny prolaminy a gluteliny
pusobenim endoproteaz a karboxypeptidaz za vzniku peptida a volnych aminokyselin. Béhem
sladovani se dale vyznamné uplatfiuji cysteinové proteazy a dochazi ke glykaci proteinu Z,
zatimco LTPs pusobi jako jejich inhibitory (Steiner et al. 2011). a-aminokyseliny, amoniak
a nizkomolekularni peptidy se souhrnné oznacuji jako volny aminodusik (FAN), ktery tvofi
zdroj dusiku vyuzitelny kvasinkami v nésledujici vyrobé piva, pficemz az70 % FAN
obsazeného v mladiné se utvaii pravé béhem sladovani (Hill & Stewart 2019). V prabéhu
vyroby sladu vSak nedochazi pouze ke §t€pnym procesim, ale také k syntéze dusikatych latek
za ucelem rustu kofinka a stelky (Basafova et al. 2015).

Zda se, ze ptikliCeni jeCmene je ucinkem fosforylazy, oa-amylazy, B-amylazy a a-
glukosidazy hydrolyzovana pouze €ast Skrobovych zrn. Dale se snizuje viskozita, a naopak
zvySuje teplota zelatinizace Skrobu spole¢né se zvySenim obsahu amylézy v disledku
odstépeni amylopektinu (Contreras-Jiménez et al. 2019). Modifikace se netyka pouze Skrobu,
ale i B-glukani  a arabinoxyland, jejichz obsah je vjeCném sladu rovnéz nizsi
nez v nesladovaném jeCmeni (Langenaeken et al. 2020).

Toto se tyka také lipidu, které se hydrolyzuji najednotlivé mastné kyseliny, z nichz
je nejvice zastoupend kyselina linolova, u které byl také jako ujediné béhem sladovaciho
procesu zaznamenan nardst (Bravi et al. 2012). Stejny poznatek ptinaseji Ozcan et al. (2018),
ktefi dale uvadeji, ze zeleny slad vykazuje oproti jeCmene a hotovému sladu nejvyssi obsah
karotenoidim, fenolickych latek a nejvyssi antioxidacni aktivitu. Frank et al. (2011) studovali
metabolomiku jeCmene béhem maceni, kliCeni a hvozdéni a dospéli ke zjisténi dynamickych
metabolickych zmén.

3.1.4 Druhy slada

Podle Basafové etal. (2010) je vyroba riznych druht sladi docilena jak vybérem
konkrétni obiloviny ajeji odrudy, tak upravou technologického postupu maceni, klieni
a hvozdeéni a lze je rozdélit mimo jiné do nasledujicich kategorii:

= Svétlé slady plzenského typu;
* Tmavé slady mnichovského typu;
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* PSenicné slady;

» Specialni slady:
o Karamelové slady;
o Barvici slady;
o Nakufované slady.

Pravdépodobné celosvétoveé nejpouzivanéjsimi slady jsou svétlé slady plzeriského typu
ajsou tak uvétSiny sladoven hlavnim vyrabénym sladem (Kunze 2010). Pouzivaji
se pro vyrobu svétlych, ale i specialnich piv. Maji vysokou extraktivnost, enzymatickou silu,
slabou barvu a jejich susina se pohybuje kolem 96 % (Kosatf & Prochazka 2000). Po dosazeni
stupné domoceni 43 % nasleduje kliceni pii teplote nizsi nez 17 °C. Nejvyssi dosazena teplota
behem hvozdéni je 85 °C (Boulton 2013). Nékdy se vSak pfistupuje k vys§im dotahovacim
teplotam z diivodu inhibice tvorby dimethylsulfidu (DMS). Typicky dosahuji barvy v rozmezi
2,5az 3,5 j. EBC (Kunze 2010).

Tmavé slady mnichovského typu Ize rozdélit do neékolika kategorii podle intenzity jejich
barvy (Mallett 2014). Vétsina téchto sladi se pouziva pro vyrobu tmavych ¢i silnych piv
a pro jeho vyrobu je vhodny jeCmen s vy§S§im obsahem dusikatych latek (Kunze 2010). Vyssi
barvy je mimo jiné docileno prelusténim zeleného sladu, ktery klic¢i déle, pii vyssi teploté
a s vys$si vlhkosti (Kosar & Prochéazka 2000), pfiCemz strelka béhem klice vyroste az do tfi
ctvrtin délky zrna. Nejvyssi hvozdici teplotou je 105 °C, ¢imz dochazi k nizsi enzymatické
aktivité, ale vySsi barve, ktera odpovida 15az20j. EBC (Briggs etal. 2004). Jakymsi
pfechodem mezi dvéma vySe zminénymi slady je slad viderisky, jehoz vyroba je dnes
na ustupu (Basarova et al. 2015). Hvozdéni probiha pii 90 °C a vysledna barva se pohybuje
mezi 5,5 az 6j. EBC, cozdava vzniku typické zlaté barvy piv, kterd jsou z néj vyrobena
(Briggs et al. 2004).

Psenic¢né slady se pouzivaji pro vyrobu specialnich piv a mohou mit riznou intenzitu
barvy, nicméné prevladaji svétlé varianty. Zaroven se piidavaji do piv z divodu zlepSeni
pénivosti. Tyto slady maji vyssi obsah diastatickych enzymi, barvu v rozmezi 2 az 6 j. EBC
a obsahuji 5 % vody (Briggs et al. 2004). Sladovani pSenice pfinasi nékteré technologické
problémy stejné jako jeji pouziti v prub€hu vafeni piva. Absence pluch u pSeni¢nych slada
totiz muze zpusobit problémy béhem scezovani. Stejné tak problematicky muze byt oproti
jeCmeni vyS$si obsah bilkovin. Technologické vlastnosti 1ze do urcité miry ovlivnit odridou
pSenice (Mallett 2014).

Existuje mnoho typd karamelovych sladi, jejichz clenéni dle intenzity barvy neni
jednotné. Vyuziva sejejich barevnych a aromatickych vlastnosti, kterych je dosazeno
pfi jejich 4 az 8% zastoupeni v celkovém sypani. Jelikoz maji nizkou aznulovou
enzymatickou aktivitu, vyssi davky by mohly byt problematické z hlediska zcukteni
(Basarova etal. 2010). Hvozdici teplota dosahuje az 160 °C, ¢imz je dosazeno tvorby
melanoidinl, jako je maltol majici silné redukcni vlastnosti (Boulton 2013). Barva muze
u nejtmavsich karamelovych sladi dosahnout az450j. EBC. Za organoleptické vlastnosti
jsou odpovédné predevsim heterocyklické dusikaté latky (Basarova et al. 2015).

Patrné z divodu hotkého, sviravého a kyselého chutovému profilu by mély byt barvici
slady zastoupeny maximalné z2 % sypani (Basafova etal. 2010). Teplota béhem jejich
vyroby dosahuje az 225 °C, ¢imz dojde rozkladem skrobu ke tvorbé dextrint, karamelu
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a asamaru. Dosahuji barvy az 1500 j. EBC a jsou tak urCeny pro vyrobu velmi tmavych piv
(Basarova et al. 2015). Vyuziti nachazi také ve vyrobé sladovych extraktti (Bamforth 20006).

Principem vyroby nakufovanych sladd je jejich vystaveni koufi vzniklého spalovanim
bukovych Stépek. V minulosti méla ziejmé vétSina piv koufovy charakter z davodu
ptislusného technologického vybaveni sladoven. Tradi¢nim pivem vyrobenym z téchto slad
je némecky Rauchbier, nicméne dnes nakutfované slady nachazi uplatnéni i jinde diky rozvoji
minipivovard (Boulton 2013). Americké nakufované slady maji obecné vys§i intenzitu
nez evropské. Kromé bukového dieva je mozné vyuzit také olsi CitfeSeni (Mallett 2014).
Obsahuji az 0,2 mg fenola na kilogram sladu (Basafova et al. 2015).

Odborna literatura se problematice technologickych postupti vyroby jednotlivych druht
sladi priliS nevénuje, nebo jiz nemusi byt zcela aktualni. Dale se kvalita sladd muze lisit
v zavislostt na pouzitém typu sladovadla a technologickych postupech specifickymi
pro kazdou sladovnu. Z téchto davodi jsou zde na zakladé e-mailové komunikace ze dne
17. 1. 2022 také prezentovany poznatky zastupce sladmistra pana Marka Cerva z tradiGni
humnové sladovny beneSovského Pivovaru Ferdinand, s.r.o. Ten pfisuzuje zasadni vliv
na kvalitu sladu predev§im zakladni suroviné jeho vyroby, tedy sladovnickému jecmeni.
Zaroven povazuje za kvalitnéj§i slady vyrobené na klasickych humnech vlivem moznosti
pohotové reagovat na problémy béhem jeho vyroby vlivem zkuSenosti a znalosti pracovniki
sladovny. Naproti tomu pfisuzuje za vyznamny benefit pneumatickych sladoven jejich
schopnost vyrabét slad ve vysSich objemech, po cely rok s vysledkem vysoce sjednocené
kvality vyroby. Jedinym druhem sladu, ktery jev dnesni dobé vyrabén nahvozdech
s nepiimym otopem, je podle néj slad nakufovany. Za slady s nejvy$sim obsahem dusikatych
latek povazuje slady diastatické. Dale poznamenava, ze se vzristajici barvou (az na vyjimky)
klesa extraktivnost a enzymaticka aktiva sladu. Celkem prekvapive jsou na humnové sladovné
benesovského Pivovaru Ferdinand, s.r.o. prodavany nejvice slady mnichovské. Jednotlivé
slady jsou dale popsany v Tab. 1.

Tab. 1: Charakteristika typu slada

Jjakostni parametr  jednotky svétly  mnichovsky tmavy barevny pSenicny
slad slad karamelovy  slad slad
slad
obsah vody % 4 2,5-3 2 2 7
barva J-EBC 3,5-4 -10 +150 +150 +4
viskozita mPa.s™! +1,6 n n n n
pH - 5,8-6 n n n n
extrakt mladiny % -80 +79 +78 +75 -82
obsah bilkovin % 10-11,5 +12 n n -12
rozp. N mg.100ml?  75-85 n n n n
n = nestanovuje se; + = max. hodnota; - = min. hodnota

poznamka: bézné hodnoty v susiné€ vzorku

Zdroj: upraveno podle Kosar & Prochdzka 2000
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3.1.5 Sladové nahrazky

Prestoze hlavni zdroj extraktu pro vyrobu piva poskytuje tradi¢né je¢ny slad, je béznou
praxi nahrazovat urcity podil sladu sladovymi nahrazkami, jako je nesladovany je¢men ¢i jiné
nesladované obiloviny, ale i rizné cukerné roztoky (Bamforth 2016). Az 90 % celosvétove
vyrobeného piva obsahuje sladové nahrazky, atoz ekonomickych, ale itechnologickych
divodu, jelikoz jimi lze pozitivné ovlivnit jeho trvanlivost, pénivost a koloidni stabilitu.
Zatimco v Némecku plati zdkaz pouzivani sladovych nahrazek, v jinych evropskych zemi
se jimi nahrazuje 10 az 30 % sladu, v USA a Australii je to 40 az 50 % a v Africe dokonce
50 az 75 % (Bogdan & Kordialik-Bogacka 2017). Zarovein se objevuji i snahy o vyrobu piva
pouze z nesladovanych obilovin, avSak s nutnosti pouziti exogennich enzymt (Zhuang et al.
2017). Fyzikalné-chemické vlastnosti vybranych sladovych nahrazek jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Fyzikilné-chemické vlastnosti vybranych sladovych nihrazek

extrakt Zelatinacni energie sacharidy bilkoviny tuk  hruba popel

(% sus.) teplota (°C) (kcal)® ()" ()" (g)" vldknina (g)°
(8)

kukurice 88-93 62-75 358 73 9,2 1,2 2,8 1,2
ryze 89-94 61-78 362 76 79 2,7 1 1,3
¢irok 75-82 68-75 329 70,7 10,4 3,1 2 1,6
jeCmen 75-80 57-65 - - - - - -
pSenice - - 348 71 11,6 2 2 1,6
Zito 76-80 55-70 - - - - - -
Zitovec 70-75 55-70 - - - - - -
oves 45-50 55-62 390 66 17 6 11 2,6

*vyjadieno ve 100 g pfi 12% vlhkosti

Zdroj: upraveno podle Bamforth 2006 & Kaur et al. 2014
3.1.6 Rizikové latky sladu

Celosvétova ro¢ni produkce jeCmene Cinni asi 129 000 000 tun, z ¢ehoz se pro vyrobu
sladu pouzije zhruba tfetina (Baik & Ullrich 2008). S tim souvisi rostouci zajem o jeho
analyzu. Kromé N-nitrosamini muze slad obsahovat i dalsi nezadouci slouceniny, které¢ bud’
negativné ovliviiyji jeho kvalitu, potazmo kvalitu vyrobkl z né€j vyrobenych, anebo jsou
ptimo zdravi Skodlivé. Tyto latky se mohou nachdazet jiz ve vstupnich surovinach pro vyrobu
sladu ¢i vznikat pfi jeho vyrobé (Basarova et al. 2015).

Do prvni skupiny lze zafadit sirné slouceniny jako je S-methylmethionin (SMM)
spoleCn¢ s dimethylsulfoxidem (DMSO), tedy hlavni prekursory tvorby dimethylsufildu,
molekuly tvofici primarné lezakt, ktera ale v nadmémych koncentracich zapficifiuje
senzorické vady (Bamforth 2014). Také byla prokazana souvislost mezi teplotou hvozdéni
sladu anaslednym vyskytem oxidu sifi¢itétho v mladém pivu. Zda se, ze svétlé slady
plzeniského typu podporuji vyssi tvorbu SO2 nez tmavé a prazené slady (Kunz et al. 2010).
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Prestoze SOz plni funkci konzervacniho ¢inidla a tvofi adukty s nezddoucimi karbonylovymi
slouCeninami v pivu, tak stale existuje alergologickeé riziko pfi jeho expozici (Guido 2016).

JeCmen poskytuje vhodné prostiedi pro kontaminaci mykotoxiny, jejichz poziti
predstavuje vazné zdravotni riziko. Nejcastéji vyskytujicim se mykotoxinem ve sladovnickém
jeCmeni je deoxynivalenol (DON) produkovany plisnémi rodu Fusarium, ktery je schopny
diky své termostabilité prechdzet do sladu a nasledné piva. Presto sejevi, Ze je Castecné
degradovan béhem hvozdéni piiteplote¢ 150 °C. Spolecné s fumonisiny (FUM) se jedna
o ve vodé rozpustné slouceniny, a tak dochazi k ¢astecné eluci zjeCmene béhem maceni
(Pascari etal. 2018). Piacentini etal. (2015) wupozorfiuji naalarmujici kontaminaci
sladovnického jeCmene témito mykotoxiny. V jejich studii byl DON pfitomen v 18 % a FUM
ve 12 % analyzovanych jeCmend, pfiCemz za jejich vyskytem staly nejvice zastoupené plisné
druhtt  Fusarium graminearum a Fusarium verticillioides, produkujici toxiny primarné
v obdobi pted sklizni.

Ze zemédé€lské prvovyroby se do procesu sladovani dostavaji také rezidua pesticidu
predstavujici pro konzumenta riziko. Jejich koncentrace vSak lze uc€inné snizovat vlivem
technologickych operaci vyroby sladu apiva. Je ale nutné vzit v uvahu moznost vzniku
toxiCtéjSich produktt jejich rozkladu (Yigit & Velioglu 2020). Kaushik et al. (2009) ptikladaji
nejvetsi vyznam fedéni vodou. Jako nejucinnéjsi se tedy jevi operace maceni, kliceni a az poté
hvozdéni.

Spolecné s pesticidy se do pidy a nasledné jeCmene dostavaji tézké kovy (Eticha
& Hymete 2014). Ty se akumuluji pfedevsim v kofenech a zda se, Ze z kofent do rostliny,
potazmo potravniho fetézce nejvice prechazi Cd, Cu a Zn (Soriano-Disla et al. 2014). Podle
Cejky et al. (2011) dosahuje v pivu nadlimitnich koncentraci pouze As, zatimco ostatni t&zké
kovy jsou vylu¢ovany do odpadnich produktd, jako je pivovarské mlato.

V disledku jaderné Cinnosti Cloveéka se do Zivotniho prostiedi dostavaji nebezpecné
radionuklidy stroncia (°°Sr) a cesia (*’Cs). Ty jsou nejhojnéji zastoupeny ve svrchnich 30 cm
orné pudy, odkud putuji do zrn plodin a nasledné do potravin z nich vyrobenych, kde se zda
byt zavaznéjsi obsah *°Sr (Solecki & Kruk 2011). Jejich vstup do rostlin je ovlivnén typem
pudy, ale i fyziologii jednotlivych plodin, pficemz obiloviny vCetné€ jeCmene vykazuji nizsi
koncentrace té€chto radionuklidi (Al-Oudat et al. 2021).

Antropogenni Cinnosti také dochazi ke znecisténi pudy perzistentnimi organickymi
polutanty (POPs), znamymi prosvou toxicitu. Ktémto latkdm nalezi mimo jiné
polyaromatické uhlovodiky (PAHs) a polychlorované bifenyly (PCBs), které je i pfes jejich
lipofilni charakter (Dean & Ma 2007) mozné nalézt ve sladovnickém je¢meni a nasledné
i vpivu (Horak etal. 2002). Béhem procesu vyroby sladu vznika karcinogenni akrylamid,
o kterém pojednava Kapitola 3.1.2.

3.2 Dusikaté latky vzniklé interakci nitrosacnich ¢inidel s latkami ve sladu

Obiloviny, jako jejeCmen, jsou slozité matrice obsahujici mnoho riznorodych
slouCenin (Basafova et al. 2015), které pfi nasledné vyrobé sladu reaguji s oxidy dusiku
v suSicim vzduchu. Vysledkem této reakce jsou latky fadici se mezi nitrososlouceniny,
konkrétné¢ mezi tékavé N-nitrosaminy (Olsovska etal. 2014). Ostatni nitrosacni Cinidla
pravdépodobné nemaji ve sladafsko-pivovarnickém pramyslu takovy vyznam, alespon
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ne z pohledu tvorby NDMA. Nicméné vznik téchto sloucenin je velmi komplikovany d¢;
zavisly na mnoha proménnych, pfi¢emz vyroba sladu je stejné tak komplikovany reakéni
systém, kterému je slozité z hlediska tvorby nitrosamini porozumét (Wainright 1986).

Napiiklad z nepublikovanych vysledk( laboratornich experimentd ve VUPS vyplyva,
Ze pii vystaveni sladii extrémnim koncentracim nitrosacnich Cinidel (oxid dusiCity) dochazi
k tvorbé i jinych dusikatych latek, které nejsou charakterizované nitrososkupinou, ale jinymi
funkénimi skupinami obsahujicimi dusik z této reakce.

3.2.1 Nitrososlou¢eniny

Nitrososlouceniny jsou charakterizované kovalentné véazanou nitrososkupinou (-NO)
ve své molekule, ktera vznikda bud pfimym pasobenim nitrosacnich  Cinidel,
¢i mezimolekulovymi (transnitrosacnimi) pienosy (Vrzal & Olsovska 2016). Poznatky o této
elektrofilni avysoce reaktivni funkcni skupiné sahaji azdo 19. stoleti, kdy se podaftilo
syntetizovat nitrosobenzen a zacal tak byt studovan jeji chemismus (Yamamoto & Momiyama
2005), ktery je v neékolika ohledech zajimavy. Napfiklad proménlivost délky vazby mezi
dusikem a kyslikem, nebo schopnost pouze nékterych nitrososlouc¢enin dimerizovat (Linnett
& Rosenberg 1964).

V zavislosti, na ktery atom je nitrososkupina vazana, rozliSujeme C-, S-, O- aN-
nitrososlouceniny (Lee etal. 2002). Neékteré C-nitrososlouceniny jsou napiiklad schopny
tvorit toxické komplexy s hemoglobinem. Pozornost v této oblasti je vénovana predev§im C-
nitrosoalkanim  a C-nitrosoarenim  (Gowenlock & Richter-Addo  2004).  Naopak
nizkomolekularni S-nitrososlouceniny vykazuji fyziologické ucinky, jelikoz se v téle uplatiuji
jako ucinné vazodilatatory (Tsikas etal. 2000). Obdobné vlastnosti lze sledovat iu O-
nitrososloucenin jako je ethylnitrit, ktery vznikd v kyselém prostfedi zaludku reakci mezi
dusitany a ethanolem (Gago et al. 2008). Slouc€eniny obsahujici nitrososkupinu nachézeji
v soucasné dobé Siroké uplatnéni pii organickych syntézach (Huang et al. 2016), naproti tomu
se jedna zejména v pripadé N-nitrososloucenin o silné€ toxické latky (Lopez-Rodriguez et al.
2020). Pravné N-nitroslouCeninam je v nasledujicim textu vénovana nejvetsi pozornost.

N-nitrososlouc¢eniny

N-nitrososlouceniny de€lime na N-nitrosaminy, N-nitrosamidy a N-nitrosamidiny
(Lopez-Rodriguez etal. 2020). V potravindch je pozornost vénovana predevSim N-
nitrosaminim, které vznikaji reakci zejména sekundarnich aminu s nitrosacnimi Cinidly (Park
et al. 2015). Nitrosace amidd typu N-alkylmocCovin a N-alkylkarbamat dava vzniku N-
nitrosamidam, které se na rozdil od N-nitrosamini kvuli své nizké stabilité pravdépodobné
nevyskytuji v potravinach (Dietrich et al. 2005). Mezi zastupce fadime napiiklad silné
karcinogenni N-nitroso-N-methylmocovinu (NMU); (Inami et al. 2015). Nitrosace dvojné
vazby mezi uhlikem a dusikem v amidinové funkéni skupiné neni dosud presvédcive
prozkoumana. Prestoze nekteré amidiny nitrosaci vubec nepodléhaji, existuje obava z jejich
ptijmu skrze 1é¢iva, kde se hojné vyskytuji a nasledné tvorby N-nitrososloucenin v organismu
(Loeppky & Yu 2004).
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N-nitrososlouc¢eniny jsou do prostiedi exponovany déle skrze metalurgicky,
gumarensky, kozedélny, farmaceuticky, kosmeticky, agrochemicky a tabakovy pramysl.
Potravou vSak lze pfijimat bud’ pfimo N-nitroslouceniny, Ci prekurzory pro jejich naslednou
syntézu v téle. Zde mohou napiiklad interagovat aminy ¢iamidy s dusitany v kyselém
prostredi zaludku za vzniku N-nitrososloucenin (Dietrich et al. 2005). Pfedpoklada se, ze tyto
latky v organismu vznikaji vyhradné touto neenzymatickou reakci. Naproti tomu existuji
nazory ohledné mnohem slozit€jsiho mechanismu tvorby in vivo, na kterém se podileji
enzymatické procesy (He et al. 2019). Naptiklad dusi¢nany redukujici bakterie jsou teoreticky
schopny tvofit N-nitrososlouCeniny i pfi neutralnim pH také ve stfevech a moCovém méchyfi
(Montesano & Bartsch 1976). Samotna endogenni syntéza N-nitrososloucenin je ovlivnéna
mnoha faktory jako je pH, slozeni stfevniho mikrobiomu ¢i inhibitory nitrosace obsazenych
v pozité stravé. Mezi n¢ fadime antioxidanty, jako jsou nékteré polyfenolické latky nebo
vitamin C (Kobayashi 2018).

O toxicit¢ N-nitrososloucenin se uvazuje jizodroku 1937, kdy byli dva chemici
vystaveni inhalaci pramyslové vyrabéného NDMA, jemuz byly pfipisovany antikorozni
vlastnosti. U osob doSlo k mnoha zdravotnim komplikacim, pfiemz nejvice byla zasazena
jatra, ve kterych se NDMA redukoval na hydrazin (Freund 1937). V soucasnosti jsou N-
nitrososlouceniny povazovany za vysoce toxické, mutagenni a karcinogenni latky poskozujici
mnoho zivocisnych druhi vcetné Cloveka, u néhoz jsou potraviny jednim z hlavnich zdrojt
jejich expozice (Fan etal. 2018). Prestoze karcinogenita nebyla prokdzana u vsSech latek
s funk¢ni skupinou N-nitroso, uvadi se, ze nékteré tyto latky jsou schopny zptsobit nadorové
bujeni v mnoha organovych soustavach, ¢imz se odliSuji od ostatnich karcinogena (Lijinsky
1986). Toto multiorganové pusobeni je typické predevs§im pro skupinou N-nitrosamind
(Dietrich etal. 2005). Jak znazortiuje Obr. 3. N-nitrososlouceniny jsou do prostiedi
exponovany z mnoha zdroji. Nasledujici text, tak bude zaméfen natvorbu téchto latek
ve sladatsko-pivovarnickém prumyslu, potazmo potravinafstvi.

’7 celkova expozice —I

I_ E"{Dﬂf.'ﬂ.ﬂl E"‘IpDZIL'f.' I_ E'udogenm E}LPOZ.CE _l

wEvomi siyl” primysl DFijem prekurzori fvorba prekurzori

tabak + tabakovy kouf gumarensky p. dusicnany dusitany vzniklé

potraviny koZed&lny p. oxidy dusiku (NO) z dusiénani

kosmeticke produkty ocelafsky p. nitrosovatelné /\

vzduch v mistnostech chemicky p. amino sloudeniny

léciva téZebni p. sliny zaludecni 5favy
produkce pesticidn

produkce detergentt

rybarensky p.

Obr. 3: Zdroje environmentalni expozice N-nitrososloucenin

Zdroj: upraveno podle Preussmann 1984
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Nitrosacni reakce

Pti vyrobé sladu pusobi jako pfima nitrosa¢ni ¢inidla oxidy dusiku. V prib&hu hvozdéni
vznikaji pfi vysokych teplotach reakci mezi atmosférickym kyslikem a dusikem. Zdrojem
dusiku mohou byt téz pouzita topna paliva, pficemz zneciSténé okoli sladovny muze
poskytovat samotné oxidy dusiku (viz Tab. 3); (Wainwright 1986). Prestoze dusi¢nany
a dusitany nachazi své uplatnéni v fadé fyziologickych pochodi v lidském téle a zaroven
chrani potraviny pred ristem patogennich mikroorganismi, podili se také na nitrosaci (Ma
etal. 2018). Pii vyrobé sladu mize dojit k bakterialni redukci dusic¢nanti vyskytujicich
se vmaceci vodé na dusitany (Briggs etal. 2004). Stejny mechanismus Ize pozorovat
behem nasledné vyroby piva v procesu rmutovani a hlavniho kvaseni (OlSovska et al. 2014).
Dusitany ale nezplsobuji nitrosaci piimo, nicméné z nich mohou v kyselém prostredi vznikat
prave oxidy dusiku (viz Obr. 4); (Smith 1994).

Tab. 3: Formy oxidi dusiku

vzorec ndzev vlastnosti
N20 oxid dusny e nezplisobuje nitrosaci
NO oxid dusnaty e nezpusobuje nitrosaci, dokud aste¢né nezoxiduje
na NO>
NO2 oxid dusicity e zpusobuje nitrosaci, ale pouze jako dimer N2O4
(monomer)
N203 oxid dusity/anhydrid e N,O3; + H,O < 2HNO»
kyseliny dusité e Ize povazovat za: NO + NO,— pravdépodobné

nejaktivné)$§i formu oxidu dusiku pfi nitrosaci
e v roztoku se chovéa jako: ONO-NO + O;N-NO»
. prava strana rovnice zpusobuje spiSe nitraci
N204 oxid dusiCity (dimer) e N;O4 < 2NO;
e aktivni pfi nitrosaci
e |ze povazovat za: ON-NO3 « O2N-NO2
. prava strana rovnice zpusobuje spiSe nitraci

Zdroj: upraveno podle Wainright 1986
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NO2 » HNO: » | HoNO»

+(n _ +NO2
NO* NO;

r 3

NO;

L J

N-20y

I:I = silna N-nitrosaéni ¢inidla

Obr. 4: Kysele katalyzovana tvorba N-nitrosacnich Cinidel

Zdroj: upraveno podle Smith 1994

Prubéh nitrosace je ovlivnén faktory jako je teplota a pH prostiedi (Rostkowska et al.
1998). Nejvétsi vyznam je pripisovan pH, pfiCemz se vétSina amint nejrychleji nitrosuje
pii pH 2,5 az 4. Ackoli nékteré sekundarni nitrosaminy mohou vznikat i za pokojové teploty,
riziko tvorby nitrosamind obecné roste se vzrustajici teplotou nad 80 °C (Trégner & Trejbal
2017). Nitrosacni reakci katalyzuji anionty, jako jsou chloridy, jodidy ¢i bromidy a dale slabé
kyseliny, acetat a ftalat (Tricker & Kubacki 1992). Naopak za inhibitory nitrosace
lze povazovat kyselinu sorbovou, askorbovou, isoaskorbovou, askorbat sodny, isoaskorbat
sodny, oktylgallat, dodecylthiodipropionat, a-tokoferol nebo cystein (Kellner et al. 1982).

ATNC

Je znama existence velkého mnozstvi ruznorodych netékavych N-nitrososloucenin.
Jejich detekce apopis jsou vSak kviali jejich nesourodym vlastnostem souCasnymi
analytickymi  metodami problematické (narozdil od t€kavych), atak se pfistupuje
ke stanoveni ATNC. K netékavym N-nitrososlou¢eninam fadime i N-nitrosamidy, ke kterym
dale nalezi nitrosoquanidiny a nitrosopeptidy (Kellner et al. 1991). Jak jiz bylo uvedeno tyto
latky se, ale v potravinach pravdépodobné nevyskytuji, a tak se lze domnivat, ze ATNC
ve sladafsko-pivovarnickém primyslu je tvofeno zejména N-nitrosaminy. Tohoto nazoru jsou
Basafova et al. (2010), kteii ATNC povazuji za skupinu nitrosamind. Culik et al. (2012a) maji
ale odli$ny nazor.

Principem tohoto stanoveni je odStépeni veSkerych nitrosylovych skupin (t€kavych
i net€kavych nitrososloucenin) bromovodikem a kyselinou octovou za vzniku nitrosylbromidu
¢i oxidu dusnatého, ktery je nasledné€ stanoven chemiluminiscenénim detektorem jako suma
nitrosylovych skupin N-NO v ug/kg(l) potraviny (Kellner 1994). Stanoveni ATNC
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jejiz dlouhou dobu dobfe zavedené, nicméné v poslednich letech neproslo vyraznou
obménou. Za vyjimku lze oznacit pouzivani uc¢inné€j§iho denitrosa¢niho cinidla n-propyl-
acetatu Ci odstrafiovani interferonti nitritd za GCelem zvySeni citlivosti metody, tedy snizeni
meze detekce N-NO az na 10 pg/kg potraviny (Crews 2010).

Stanoveni ATNC ale neposkytuje poznatky ohledné struktur ani o pomérech molekul
obsahujici N-NO skupinu. Pfesto je vice nez pravdépodobné, ze mnozstvi ATNC v raznych
vzorcich piva ma odliné slozeni, tudiz piedstavuje rozdilné zdravotni riziko (Culik et al.
2012a). Ackoli C-nitrososlouc¢eniny nebyly ve sladu zatim nalezeny, mechanismus C-
nitrosace polyfenoli nachazejicich seivesladu jeznam aneni tak vylouceno, ze C-
nitrosované polyfenoly jsou soucasti ATNC (Vrzal & OlSovska 2016). Tomu nasvédcuje
i studie Vrzala & OlSovské (2019).

Pfi nadmérném vyskytu oxidi dusiku béhem hvozdéni lze oCekavat vysoky obsah
ATNC v komeréné dostupnych sladech. Vezmeme-li v tvahu pouze c¢asteCnou extrakci
ATNC ze sladu do sladiny nezda se byt slad pfi dodrzeni spravné technologické praxe
z hlediska ATNC rizikovy (Johnson etal. 1987). Presto se v neékterych pivech nachézi
extrémni koncentrace ATNC, mnohonédsobné presahujici doporucenou hranici N-NO
20 pg/kg potraviny (Massey et al. 1990). To je vysvétlovano pritomnosti dusi¢nanti v mladiné
spolecné s kontaminaci bakteriemi Obesumbacterium proteus, které redukuji dusiCnany
na dusitany a ty nasledné reaguji s aminy béhem kvaseni piva za vzniku ATNC (Calderbank
& Hammond 1989). Dal§imi bakteriemi, rovnéz patficimi do fadu Enterobacterales, které
produkuji netékavé N-nitrosaminy béhem kvaseni piva, jsou Serratia marcescens, Shimwellia
pseudoproteus a Enterobacter cloacae (Matoulkova etal. 2018). V prubéhu rmutovani
je pak rizikovy rod Bacillus (Olsovska etal. 2014). Culik etal. (2012b) predpokladaji,
ze ATNC v pivu je soubor latek podobny tékavym a net€ékavym nitrosaminim, jehoZ slozeni
se ale u riznych vyrobci mize zasadné lisit, pfiCemz se jedna spiSe o nizkomolekularni latky
charakterizované karboxylovou skupinu.

N-nitrosaminy

N-nitrosaminy lze charakterizovat jako N-nitrosované organické aminy (viz Obr. 5),
pficemz nejCastéji vznikaji z amind sekundarnich. V porovnani s nimi jsou primarni aminy
nestabilni a tercialni se téméf nenitrosuji (Park et al. 2015). Jako prvni je pojmenoval Otto
Witt v roce 1878. Jsou to ubikvitarni kontaminanty zivotniho prostiedi néalezici k hydrofilnim
slouceninam, avSak vyskytujici se v nizkych koncentracich (Gushgari & Halden 2018). Podle
moznosti jejich destilaéni separace rozliSujeme N-nitrosaminy tékavé, tvorené z cyklickych
sloucenin ¢i jednoduchych dialkylamintii a N-nitrosaminy netékavé tvorené z aminokyselin,
hydroxylovanych sloucenin a kondenzac¢nich produkti aminokyselin s aldehydy (Tricker
& Kubacki 1992). Na rozdil od t€kavych N-nitrosamintl jsou ty netékavé latky polarni majici
vyS§§i molekulovou hmotnost (Davidek 1995). Vrzal & OlSovska (2016) uvadéji jesté skupinu
malo té€kavych N-nitrosamind, unichz jsou substituenty tvoreny fenylovou skupinou
(napfiklad N-nitrosomethylfenylamin — NMPhA). Podle Olsovské et al. (2014) jsou hlavnimi
zdroji N-nitrosamini v pivu slad a mikrobialni kontaminace v pribéhu vyroby piva,
atozejména v minipivovarech. Erzetti etal. (2009) podotykaji riziko uzivani
nestandardizovanych surovin s nezndmym obsahem dusiku v takovychto provozech. Kellner
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et al. (1982) pak zmiriuji fotosensibilitu N-nitrosaminti zptsobujici jejich rozklad ve viditelné
ale i ultrafialové oblasti spole¢né s citlivosti na y-zafeni.
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Obr. 5: Obecna struktura N-nitrosaminu

Zdroj: upraveno podle Beard & Swager 2021

Tékavé N-nitrosaminy

Ve sladu byly ztékavych N-nitrosamini (viz Obr. 6) nalezeny NDMA aN-
nitrosopyrrolidin (NPYR); (Kubacki et al. 1989). V pivu pak navic jesté N-nitrosomethylamin
(NMEA), N-nitrosodiethylamin (NDEA), N-nitrosodi-n-propylamin  (NDPA), N-
nitrosodinbutylamin (NDBA) anejvice N-nitrosopiperidin (NPIP); (Fan & Lin 2018).
V jinych potravinach pak N-nitrosomorfolin (NMOR); (Lee 2019).
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Obr. 6: Zastupci tékavych N-nitrosaminu

Zdroj: PubChem.gov

Nejvétsi pozornost je vsak vénovana NDMA, ktery do piva prechazi vyhradné ze sladu
tak jako ostatni t€kavé nitrosaminy. To ale neplati pro nitrosaminy nét€kavé, jejichz nejvyssi
koncentrace setvofi azbéhem samotné vyroby piva (Basafova etal. 2015). Pfesto,
7e se tékavé N-nitrosaminy mohou nachazet jizvje¢meni & zeleném sladu (Culik et al.
1989a) a mohou vznikat i tepelnym rozkladem netékavych nitrosoaminokyselin (Culik et al.
2011), jsou nejvice tvoreny v prubéhu sladovani reakcemi nitrosacnich Cinidel s pfirozenymi
prekurzory jeCmene. V piipadé NDMA jsou jimi atmosférické oxidy dusiku, jako je oxid
dusi¢ity a aminy gramin, dimethylamin (DMA) a predev§im hordeninem (viz Obr. 7)
reagujici v prubéhu hvozdéni (Wainright 1986). Naopak pouziti oxidu dusicitého (monomeru)
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v prubéhu kli¢eni naslednou tvorbu NDMA piekvapive inhibuje, a to mechanismem zamezeni
tvorby jeho prekurzort (O’Farrel 1987).

HO
NH
— /CH3
HsC—NH
CH
NTT3 N—CH
/ / 3
HaC HaC
gramin hordenin dimethylamin

Obr. 7: Prekurzory NDMA

Zdroj: PubChem.gov

Pouziti hvozdu s nepfimym vyhfivanim spole¢né se vstfikovanim oxidu sifi¢itého, nebo
spalovanim elementarni siry je dal§im ac¢innym zptsobem, jak inhibovat tvorbu NDMA
(Davidek 1995). Jako efektivni opatieni sejevi také snizeni teplot kliCeni C¢i kliCeni
v atmosféie oxidu uhligitého (Culik etal. 1990). Rovnéz lze zminit dodrzeni spravné
technologie hvozdéni, tedy docilit vlhkosti 15 az20 % a pfitom nepfesahnout teplotu
40 az 50 °C (Culik et al. 1989b). A&koli existuje podezieni vlivu nékterych agrochemikalii
na obsah t€kavych N-nitrosamint ve sladu, nezda se, Ze by se jednalo o vyznamné riziko
(Culik etal. 1989a). Nejnizsi koncentrace NDMA lze nalézt u pSeniénych piv z divodd
absence prirozenych prekurzorti jeho tvorby v pSeniénych sladech (Frommberger 1989).
Prekvapivy je také nizky obsah NDMA v nakufovanych sladech. Naopak nejvyS$si koncentraci
NDMA vykazuji piva tmava (Erzetti et al. 2009).

Netékavé N-nitrosaminy

V pivu predstavuji tékavé N-nitrosaminy zhruba 1 % z ATNC, a prestoze zde ATNC
neni tvofeno pouze N-nitrosaminy, tak sejevi, ze netékavé N-nitrosaminy tvoii vétSinu
z ATNC v pivu (Vrzal & Olsovska 2019). Zastupci netékavych N-nitrosamind (viz Obr. 8)
nalezenymi v potravinach jsou N-nitrosoprolin (NPRO), N-nitrosohydroxyprolin (NHPRO),
N-nitrosohydroxypyrrolidin (NHPYR), N-nitrososarkosin (NSAR), N-nitrosothiazolidin-4-
karboxylova kyselina (NTCA), N-nitroso-2-(hydroxymethyl)thiazolidin-4-karboxylova
kyselina (NHMTCA), N-nitroso-2-methylthiazolidin-4-karboxylova kyselina (NMTCA), N-
nitrosooxazolidin-4-karboxylova  kyselina (NOCA),  N-nitroso-5-methyloxazolidin-4-
karboxylova kyselina (NMOCA) a N-nitroso-2-(hydroxymethyl)thiazolidin (NHMTHZ);
(Tricker & Kubacki 1992).
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Obr. 8: Zastupci netékavych N-nitrosaminu

Zdroj: PubChem.gov

Ackoliv netékavé N-nitrososlouceniny nevykazuji tak zavaznou karcinogenitu, existuji
mechanismy jejich pfemény na mnohem rizikovejsi t€kavé formy (Kellner 1994). Kromé
jiz zmin&ného termického $tépeni (Culik et al. 2011) se dale jedn4 o transnitrosaéni pienosy
jako v pripadé NPRO, ktery za specifickych podminek poskytuje nitrososkupinu pro vznik
vysoce karcinogenni NMU (Inami etal. 2015). Ve sladu je pak vyznamny vzdy pfitomny
NPRO (Tricker & Preussmann 1991) a méné pak NSAR, ktery ale snadno dekarboxyluje
na NDMA (Pollock 1981). V pivu NPRO pfedstavuje piiblizné¢ 10 % z ATNC, zatimco
NSAR zde nebyl detekovan (Culik et al. 2012b). U experimentaln& nitrosovanych piv byl
detekovan také NPRO-ethylester (Vrzal & OlSovska 2019). Experimentalné bylo zjisténo,
ze jeCny tercialni aminovy alkaloid gramin poskytuje pfi vystaveni umelym nitrosaénim
podminkam netékavou N-nitrososlouc¢eninu N-nitroso-3-nitromethylindol (Ahmad et al.
1985).

Legislativni ramec

Podle dnes jizzruSené Vyhlasky ¢ 305/2004 Sb., kterou se stanovi  druhy
kontaminujicich a toxikologicky vyznamnych latek a jejich pripustné mnozZstvi v potravindch,
bylo nejvyssi pripustné mnozstvi pro NDMA v pivu 0,0005 mg.kg™!. Pro sumu nitrosamind,
ktera zahrnovala NDMA, NDEA, NPYR, NPIP, NMOR a NDBA bylo nejvyssi piipustné
mnozstvi 0,0015 mg.kg™!. Vhidska ¢ 304/2004 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky
pouZziti pridatnych a pomocnych latek pri vyrobé potravin, dale definovala pouziti dusic¢nant
a dusitant, tedy nitrosacnich Cinidel v potravinach.

Legislativni ramec chybi i v piipadé sladd, a tak Cesky svaz pivovart a sladoven radi
nepfesahovat obsah NDMA ve sladech 1 ug/kg a sumy tékavych N-nitrosamint 10 pg/kg,
coz je v piipadé NDMA piisngjsi limit, nez v Némecku (Culik et al. 2011). Stejné tak zadny
pravni predpis Evropské unie nedefinuje mezni hodnoty pro ATNC, nicméné obsah ATNC
mens$i nez 20 pg/kg (N-NO) ¢i 40 pg/kg (N-NO) je tolerovan (OlSovska et al. 2014). Rusko,
Beélorusko a Kazachstan jsou soucasti Celni unie majici potencial rozsifit se o dalsi Clenské
staty, jako je Arménie, Tadzikistan, Kyrgyzstan a Uzbekistan (Krotov 2011). Zde je obsah
nitrosamini v potravinach regulovan Technickymi predpisy Celni unie, O bezpecnosti
potravindarskych vyrobku (TR CU 021/2011), ptiCemz pro slad je nejvyssi piipustné mnozstvi
nitrosamina 0,015 mg/kg a pro pivo 0,003 mg/kg (Amelin & Bol’shakov 2019).
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Ostatni nitrososlouceniny

Sus$ina je¢mene obsahuje 0,1 az 0,3 % fenolickych latek ulozenych v aleuronové vrstvé
a pluchach, které vykazuji antioxida¢ni aktivitu (Kunze 2010). V priabéhu maceni jsou
vystaveny vod¢, kterd zpravidla obsahuje dusiCnany, aty se mohou bakterialné redukovat
na dusitany (Briggs et al. 2004). Fenoly zde tak mohou pfi nizkém pH reagovat s dusitany
za vzniku p-nitrosofenoll, které samy o sob€ pisobi mutagenné a zaroven katalyzuji nitrosaci
sekundarnich amina za vzniku NDMA, NPYR a jinych N-nitrosamint (Gilbert et al. 1980).

Prazenim jeCmene vznika aromaticka tékava slouCenina guajakol (Joung et al. 2018).
Bolicke & Ternes (2016) prokazali, ze v masné matrici pii 80 °C reaguje guajakol
s dusitanem sodnym za vzniku 6-nitrosoguajakolu, ktery je ale t€inné€ inhibovan piidavkem
kyseliny askorbové.

Déle jeCny slad obsahuje isoenzymy o-amyldzy, najejichz slozeni se podili také
kyselina glutamova a pyroglutamova (Svensson etal. 1985). Kyselina pyroglutamova
je pfitomna i v dalSich potravinach a je syntetizovana mimo jiné iz kyseliny glutamové.
V pritomnosti  dusitani je kyselina pyroglutamova nitrosovana za vzniku kyseliny
nitrosopyroglutamové, ktera je spojovana se vznikem rakoviny zaludku (Yamada et al. 1981).
Na pfirozenych imunitnich reakci je¢mene se podili kyselina pipekolovda mechanismem
akumulace reaktivnich forem kysliku a produkce oxidu dusnatého (Lenk et al. 2019). Existuje
podezieni, ze kyselina pipekolova muze byt nitrosovana za vzniku N-nitrosopipekolové
kyseliny (NPIC); (Maleckova et al. 2021).

3.2.2 Ostatni dusikaté latky vzniklé interakci nitrosacnich ¢inidel s latkami ve sladu

Nitroslouceniny

Neékteré nitroslouceniny poskytuji latky, které lze povazovat za potravinové mutageny
(Wild 1990). Jsou také znamy mechanismy nitrace pfirozené se vyskytujicich latek v jeCmeni.
Naptiklad oxid dusity se kromé nitrosace podili i na nitraci, a to zejména fenolt, které mohou
byt nitrovany pfimo, ¢i oxidaci nitroso skupiny (Wainright 1986).

Slad pfispiva nejvetsim podilem k celkovym fenolickym latkam piva, mezi které fadime
kyselinu benzoovou ajeji derivaty, jako jsou kyselina 2-hydroxybenzoovéa, kyselina 2,5-
dihydroxybenzoova a kyselina 3,4,5-trihydroxybenzoova (Preedy 2009). Uvadi se, ze nékteré
derivaty kyseliny benzoové jsou schopny vazat radikaly a vykazuji tak chemoprotektivni
aktivitu (Gerhduser 2005). Na druhou stranu je kyselina benzoova (E210) ajeji sodna sul
benzoan sodny (E211) castymi konzervacnimi cinidly v potravinach a napojich, které
v kombinaci s kyselinou askorbovou davaji vzniknout rizikovému benzenu mechanismem
dekarboxylace benzoatu (Rabiu et al. 2021). Kyselina L-askorbova (y-lakton L-threo-hex-2-
enonové kyseliny), jeji analogy (kyselina D-isoaskorbova) a derivaty (natriumaskorbat)
nachazi své vyuziti iv pivovarské vyrobé jako antioxidacni stabilizatory (Basafova et al.
2010). Je mozné, ze se reakci nitrosacnich Cinidel s kyselinou benzoovou v pivu generuje
kyselina nitrobenzoova (Maleckova et al. 2021).

Dalsi fenolickou latkou obsazenou v jeCmeni, potazmo jecném sladu, je kyselina
vanilova vyskytujici se ve formé volné a ve formé rozpustnych ester. Obsah volné formy
kyseliny vanilové se béhem sladovani snizuje, zatimco kyselina wvanilova vazana
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v rozpustnych esterech vykazuje u nékterych odrad nartst (Dvorakova et al. 2008). Kyselina
vanilova reagujici s dusitany v pivu poskytuje 2-methoxy-5-nitrofenol, nikoliv kyselinu
nitrosovanilovou, jak by se mohlo o¢ekavat (MaleCkova et al. 2021). Tito autoti dale uvadi
jako mozné prekurzory vzniku dusikatych latek vzniklych interakci nitrosacnich Cinidel
s latkami ve sladu aminokyseliny prolin a tyrosin. Podle Gupta etal. (2010) patfi tyto
aminokyseliny v jeCmeni k minoritnim. Meng et al. (2015) uvadéji v pfipadé zeleného sladu
zastoupeni prolinu 0,55 a tyrosinu 0,40 g/kg suSiny, pficemz Ize jejich obsah vyznamné
navysit svételnym rezimem béhem péstovani. Basarova et al. (2015) naproti tomu povazuji
prolin za nejhojnéji zastoupenou aminokyselinu v jeCmeni a sladu.

Kyanoslouceniny

Mnoho druht rostlin, v€etné€ jeCmene obsahuje fytotoxiny oznacované jako kyanogenni
glykosidy uvoliiyjici vysoce toxicky kyanovodik (Cho etal. 2013). V piipadé jeCmene
1ze jmenovat epiheterodendrin (viz Obr. 9) odvozeny z aminokyseliny leucinu, ktery béhem
nasledné vyroby piva produkuje kyanid pusobenim B-glukosidazy puvodem z kvasinek
Saccharomyces cerevisiae (Nielsen et al. 2002). Kyanoslouceniny mohou v pivu vznikat
i reakcemi dusi¢nant, jelikoz byl v této matrici detekovan 4-kyanofenol, ktery pravdépodobné
vznika rovnéz z aminokyseliny, nicméné z tyrosinu (Maleckova et al. 2021).
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Obr. 9: Kyanogenni glykosid

Zdroj: PubChem.gov

Oximy

Napriklad estery cyklohexanon oximu, jako jsou cyklohexanon O-(2-
methylpropanoyl)oxim, cyklohexanon O-(3-methylbutanoyl)oxim a cyklohexanon O-
(cyklohexylkarbonyl)oxim, nachazi své uplatnéni v potravinafstvi jako aromatizujici latky
(Dikusar & Zhukovskaya 2008). Samotny cyklohexanon oxim vykazoval béhem experimentt
s laboratornimi zvifaty hematotoxické ucCinky. V organismu se ucinné absorbuje skrze
zazivaci ustroji a zaroven je moznym inhibitorem oxida¢niho metabolismu ethanolu (Parmar
& Burka 1991). Cyklohexanon aerobné dehydrogenuje na nenasyceny cyklohexenon (Diao
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et al. 2013). Existuje podezieni na vyskyt latek s podobnou strukturou i v pivu (Maleckova
et al. 2021).

Béhem metabolického profilovani jeCmene v pribéhu sladovani bylo zjisténo,
ze je kyselina pyrohroznova nejvice tvofena ke konci sladovaciho procesu (Frank et al. 2011).
V pivovarnictvi ma tato polarni nearomatickd nizkomolekularni organicka kyselina vyznam
jako fermentacni biomarker a senzoricky aktivni latka. V pivu déle patii mezi nejhojnéji
se vyskytujici organické kyseliny a dosahuje v ném pomérné vysokych koncentraci (Erny
et al. 2009). Oxim kyseliny pyrohroznové byl detekovan v pivu. Jedna se o tautomer kyseliny
2-nitrosopropanové, ktery miize vznikat Cinnosti kontaminujicich bakterii Obesumbacterium
proteus (Maleckova et al. 2021).

Strukturni identifikace

Latky, které nepatii mezi N-nitrososlouCeniny, ale vznikaji rovnéz reakci nitrosacnich
&inidel, a které jsou piedmétem této prace, byly ve VUPS objeveny nasledujicim necilenym
ptistupem. Vzorek piva byl okyselen a uméle nitrosovan dusitanem sodnym, piipadné jim
byla nitrosovana standardni latka. K nitrosaci byl také vyuzit izotopicky znaeny dusitan
sodny (Na!'®NO,) zdtvodu ovéfeni pivodu vytvorené funkéni skupiny. Nasledn& byly
ziskané produkty analyzovany pomoci GC-MS (plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii) v modu méfeni skenovych spekter, které byly porovnany s knihovnou
hmotnostnich spekter (NIST). Poté se pristoupilo k MS/MS experimentim v modu sledovani
prekurzorovych a produktovych iontt, na jejichz zakladé byly nacrtnuty zakladni fragmentace
molekul, pripadné fragmentace izotopd. Pro potvrzeni struktur se pfistoupilo k pouziti umélé
inteligence vypocetniho nastroje DeepRel, ktery vypocital teoretické retencni indexy molekul.
Ty byly nasledné porovnany s experimentalnimi retencnimi indexy. V pripadé, ze se liSily,
pristoupilo se opét k fragmentacim a navrzeni jinych struktur. Pokud se shodovaly, byly
molekuly pfipraveny laboratorné, ¢ibyly opatfeny standardy anésledné opét srovnany
s teoretickymi reten¢nimi indexy (Maleckova et al. 2021).

3.2.3 Mechanismy toxicity

Toxicita N-nitrososlouCenin vztahujici se k mutagenité, karcinogenité a teratogenité
jejizdlouho znama (Preussmann 1984). Pro stabilni nitrosaminy je typické jejich
karcinogenni pusobeni daleko od mista vstupu, na rozdil od labilnich nitrosamida ptsobicich
lokalné (Crosby & Sawyer 1976). Je znamo nejméné 300 kongenerti N-nitrosamint (Gushgari
& Halden 2018). Podle metaanalyzy, kterou provedli Thresher etal. (2020), lze pouze
asi 18 % nitrosamini povazovat za nekarcinogenni. Jelikoz jejich karcinogenni aktivita
v nékterych ptipadech prevysuje benzo[a]pyren, azbest ¢i PCBs, je povzbudivé, ze mezi lety
1980 az 1990 klesl obsah N-nitrosaminti v pivu az o 96 %, zatimco jiné zdroje jejich expozice
vykazovaly stagnaci (Gushgari & Halden 2018).

Z hlediska pfijmu N-nitrosaminli potravinami (expozice malymi davkami) pfedstavuje
riziko zejména chronickd toxicita (Crosby & Sawyer 1976), ktera je davana do vyssi
souvislosti s tvorbou rakoviny, nez toxicita akutni (Lijinsky 1986). Vzhledem k tomu,
Ze nejCast€ji postizenym organem jsou jatra, uvazuje se, ze toxicky pusobi az metabolity
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nitrosamind. Pfikladem mohou byt dialkylnitrosaminy, u kterych puasobi toxicky
az metabolity, jako jsou diazoalkan, monoalkylnitrosamin a kone¢né karboniové ionty.
V piipadée NDMA tato latkova pfemeéna probiha v jatrech na trovni mikrozomu a bunécné
mizy (Crosby & Sawyer 1976). Aktivace NDMA je zde realizovana monooxygenazou
cytochromem P-450 (Jain etal. 2020). Nejprve ale podléha hydroxylaci a dealkylaci
anasledné konjuguje napfiklad s aminokyselinami za vzniku polarnich sloucenin, které
se snaze vylucuji z organismu (Rostkowska et al. 1998). Karcinogenitu indukuje konecny
elektrofilni karboniovy iont alkylujici DNA (Helguera et al. 2008), ktera je Casto alkylovana
v poloze N7 guaninového zbytku (Gates 2009). NDMA je toho v pfipadé RNA schopny
za vzniku 7-methylguaninu (Crosby & Sawyer 1976). Samotna nitrosacni Cinidla poskozuji
DNA také mechanismem deaminace (Gates 2009).

Tato metabolicka aktivace ale neplati pro nitrosomocoviny, které pasobi karcinogenné
samy o sobé. Z davodu horsi schopnosti prochazet biomembranami plati, Ze s rostoucim
alkylovym fetézcem klesa toxicita nitrososloucenin (Helguera etal. 2007). Nitril,
alkylchlorid, alifatické terciarni aminy a dale heteroaromatické a hetero N nebazické
fragmenty lze povazovat za vysoce toxické substruktury N-nitrososloucenin (Fan et al. 2018).
Konkrétné u N-nitrosomocovin se jedna dale o ethylové skupiny. U N-nitrosamint
karboxyalkylové a hydroxyalkylové skupiny nevykazuji vlivem vyssi polarity, a tedy snazsi
exkrece, tak znacné toxicky efekt, na rozdil od methylovych a ethylovych skupin (Helguera
et al. 2008).

Poznatky o toxicité N-nitrososloucenin pochazi z in vivo experimentd s laboratornimi
zvitaty (viz Tab. 4); (Lijinsky 1986). Vyvstava tak otazka extrapolace téchto dat na ¢loveka,
unéhoz jsou znamy pouze piipadové studie akutni toxicity. Zda se byt ale velmi
pravdépodobné, ze je Clovék vystaven stejnym rizikim (Preussmann 1984). Po zadani hesla
,hitrosamines” do fulltextového vyhledavace databaze ClinicalTrials (2021) bylo ke dni
22.10. 2021 nalezeno 9 klinickych studii, ztoho 5 bylo kompletnich, 3 rozpracované
a 1 nespecifikovana. V téchto studiich byla vénovana pozornost zejména tabakovému kouri
a dietni expozici masnych vyrobkl, pfiCemz sezadna nevénovala této problematice
ve sladarsko-pivovarnickém priamyslu.

32



Tab. 4: LDso (oralni expozice) pro vybrané N-nitrososlouceniny u potkanu

LDso
N-nitrososlouceniny mmol/kg télesné hmotnosti mg/kg télesné hmotnosti
alkyl-nitrosaminy - -
NDMA 0,54 40
NMEA 1 88
NDEA 2,8 290
NDPA 3,7 480
NDBA 7,6 1200
fenyl-nitrosaminy - -
NMPhA 2,1 290
heterocyklické nitrosaminy - -
NPYR 9 900
NPIP 1,7 190
NMOR 2,8 330
nitrosomocoviny - -
NMU 1,1 110

Zdroj: upraveno podle Buist et al. 2015

Oxim kyseliny pyrohroznové, 4-kyanofenol, 2-methoxy-5-nitrofenol a dalsi dosud
strukturalné necharakterizované slouCeniny jsou latky, které nelze =zarfadit mezi
nitrososlouceniny.  Vznikaji alerovnéz vlivem nitrosanich ¢inidel s prekurzory
v potravinach. Tyto latky vSak nejsou ztoxikologického hlediska zatim prozkoumany
(Maleckova et al. 2021).
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4 Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

Extrakce probihala s vyuzitim acetonitrilu (99,96 % p.a., Lach-Ner) a pyridinu (>99 %,
Sigma-Aldrich). Derivatizacnim ¢inidlem byla smes N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu a trimethylchlorsilanu — dale jen BSTFA (99:1, v/v,
Sigma-Aldrich). Jako interni standard (IS) byl pouzit DL-fenylalanin-1-'*C (99 %, Sigma-
Aldrich). Z n&j byl za pouziti deionizované vody pfipraven zasobni roztok. Deionizovana
voda byla ve vSech ptipadech vyrobena pomoci pfistroje Milli-Q (Merck). Hexan (>99 % p.a.,
Honeywell) spole¢né s acetonitrilem (99,96 % p.a., Lach-Ner) byly pouzity na proplach
chromatografické mikrostiikacky v autosampleru pii GC-MS/MS analyze. Acetonitril byl
pouzit rovnéz k pfipravé zasobniho roztoku IS. K rozkladu pfipadnych rezidui dusitana
ze vzorkll kongresni sladiny byl pouzit roztok amidosiranu amonného (99 % p.a., Merck) —
0,2 mol/l v kyseling sirové (96 %, Merck) — 0,2 mol/l. Ke kondicionaci SPE kolonek byl
pouzit methanol (>99,9 %, Honeywell). Jako elucni cinidlo byl aplikovan dichlormethan
(2999 % p.a., Honeywell). Odpar elu¢niho cCinidla byl zajistén argonem (Air Products).
Zaucelem pripravy roztoka standardnich latek z divodu ovéfeni interferenci byly pouZity:
DL-kyselina jablecna (=99 %, Sigma-Aldrich), N-nitroso-L-prolin (=98 %, Glentham Life
Sciences) jako ethanolovy roztok 10 mg/ml. K ovéfeni retencnich Cast (RT) byly pouzity 4-
kyanofenol (95 %, Sigma-Aldrich) a p-nitrosofenol (Vyzkumny ustav syntetického kaucuku
Kralupy nad Vltavou).

4.2 Pouzité pristroje a laboratorni nacini

Vzorky sladi byly namlety pomoci elektrického kavového mlynku SCG 3050SS
(Sencor). Namleté vzorky sladi byly navazeny na analytické vaze 1602 MP (Sartorius).
Roztoky popsané v metodice byly pipetovany pomoci automatickych pipet 100 a 1000 pl
(Transferpette S Brand) a 5000 pul (Research plus Eppendorf). Extrakce, derivatizace
a rmutovani vzorkil probéhlo na blokové lazni Pierce Reacti-Therm I #18822 Heating Module
(Thermo Scientific). K centrifugaci byla pouzita odstfedivka MiniSpin (Eppendorf). Vzorky
byly analyzovany pomoci plynového chromatografu 7890B GC System (Agilent
Technologies). Mobilni fazi bylo helium (Air Products). K separaci analyti byla pouzita
kolona HP-5MS UI (Agilent Technologies) s délkou 30 m, praimérem 0,250 mm a tloustkou
vrstvy staciondrni faze 0,25 um, tvofenou (5%-Phenyl)-methylpolysiloxanem. Detekce
analytt prob€hla s vyuzitim hmotnostniho spektrometru 7000D GC/MS Triple Quad (Agilent
Technologies). Koliznim plynem byl dusik (Air Products). K SPE byly pouzity SPE kolonky
Discovery DSC-18, 500 mg (Supelco) v kombinaci s SPE manifoldem Visiprep (Supelco)
a membranovou vyvévou VM-20D (MEZ).

Mezi dalsi laboratorni pomucky a material patfily: pipeta (40 ml); pipeta (20 ml);
pipetovaci balonek; reagencni lahev (100 ml), odmérna baika (100 ml), laboratorni 1zicka
a mikrolziCka; laboratorni pinzeta; vialky se Sroubovacim vickem s gumovym septem (sklo
¢iré, 2 ml); inserty s plochym dnem (sklo ¢iré, 0,4 ml); centrifugacni zkumavky (plast Ciry,
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1,5 ml); vialky krimpovaci (sklo ¢iré, 20 ml); krimpovaci hlinikova vicka s gumovym septem
(20 mm), pipetovaci Spic¢ky; bunicina; sklenéné tyCinky; sklenény teplomér; filtracni papir;
nalevky, stojan.

4.3 Bezpecnost

Podle Maleckové etal. (2021) je dalezité pfi praci se zde zkoumanymi sloucCeninami
dodrzovat bezpecCnostni opatfeni zamezujici jejich expozici. Prestoze tyto latky maji
neznamou toxicitu, strukturné se podobaji nebezpec¢nym N-nitrosaminiim, a je tak tfeba s nimi
zachazet obezretné.

4.4 Pouzité vzorky sladi

Pro analyzu bylo pouzito 200 vzorkd pievazné komeréné dostupnych sladéi z Ceské,
Slovenské, Polské a Francouzské republiky, které byly do VUPS zaslany z dévodu rutinnich
analyz. Jednalo se o slady plzenské, mnichovské, specidlni (karamelové, nakufované, barvici)
a pSenicné. V mensi mife byly zastoupeny i nesladované jeCmeny, sladovy kvét a slady umele
nitrosované. Studie byla navrzena tak, aby zastoupeni vzorkt zhruba odpovidalo pfibliznému
zastoupeni sladd v ramci sypani urCené¢ho pro vyrobu klasickych cCeskych piv. Z tohoto
divodu byly nejvice zafazeny slady plzenské, nasledované slady mnichovskymi a az poté
slady specialnimi. Kazdy vzorek byl pfipraven dvakrat (mysleno do dvou vialek), pfiCemz
kazda vialka byla analyzovana duplicitné. Celkem tak bylo ziskano 800 chromatogrami
urcenych k vyhodnocenti.

Vzorky byly oznatovany standardnim pétimistnym internim &islem AZL VUPS,
ptipadné doplnény pismennymi znaky pro vétsi piehlednost. Hodnoty koncentrace NDMA
pochazely ze standardng provadénych analyz ve VUPS. Bliz§i charakteristika souboru
zkoumanych vzorki je uvedena v Tab. 5, Tab. 6 a také v Priloze I1.

Tab. 5: Cetnost jednotlivich matric, které byly analyzoviny

matrice pocet
plzensky slad 98 (+ 1 experimentalni)
nezniamy" 46
mnichovsky slad 28

karamelovy slad
pSenicny slad (svétly)
nesladovany je¢men
barvici slad
uméle nitrosovany slad
nakurovany slad
sladovy kvét
CELKEM 200

il \S 2 \S o) Wi e) SN e)

* chybgjici popis v databazi AZL VUPS, podle makroskopickych znakd se ale jednalo
ve vSech piipadech o slady plzeiiské
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Tab. 6: Puvod matric

zemé puvodu pocet matric

Ceska republika 156
Slovenska republika 16
Srbska republika 9
neznamy" 9
Polska republika 8
Francouzska republika 2

CELKEM 200

* chybgjici popis v databazi AZL VUPS

4.5 Postup pripravy extrakcéniho ¢inidla

Jako extrakéni Cinidlo byla zvolena smés pyridinu a acetonitrilu (60:40, v/v). 60 ml
pyridinu a 40 ml acetonitrilu bylo odpipetovano do hnédé reagencni lahve a protiepano.

4.6 Internistandard

Jako IS byl pouzit izotopicky znaCeny DL-fenylalanin. Ten byl jako IS pouzit
i v predchozim vyzkumu podle Maleckové etal. (2021). Kvuali nutnosti vzajemného
porovnani vysledk(i méfeni musel byt pouzit i v tomto pfipade. Fenylalanin byl izotopicky
znaeny z divodu predpokladu pfirozeného vyskytu fenylalaninu ve zkoumanych vzorcich,
atedy mozného ovlivnéni meéfeni. Béhem experimentd vSak bylo zjisténo, Zze izotopicky
znaCeny DL-fenylalanin se pfi pfipravé vzorku pravdépodobné silné vaze na Castice
namletého sladu a neni schopen se extrahovat do extraktu. Piestoze byly provedeny pokusy
s vysokymi koncentracemi roztoku fenylalaninu ptfidanym v riznych fazich pripravy vzorku,
v chromatogramu nebyla nikdy zaznamenana zadna odezva analytu. Z tohoto divodu byla
pouzita metoda dudlniho nastiiku, kdybyl IS pfipraven do samostatné vialky
a do chromatografické mikrostfikaCky byl nasan spolecné se vzorkem, avSak oddélené
(viz Obr. 10). Jedna vialka s IS byla vzdy pouzita pro analyzu 2 sérii vzorkt. Zasobni roztok
IS byl pfipraven odpipetovanim 830 pul vodného roztoku izotopicky znaceného DL-
fenylalaninu o koncentraci 100 mg/l (pfipraveného z: DL-fenylalanin-1-'3C; 99 %, Sigma-
Aldrich) do 10ml odmérné bariky. Odméma baika byla po risku doplnéna acetonitrilem
a protfepana. Koncentrace zasobniho roztoku IS tak Cinila 8,3 mg/l. IS pro analyzu na GC-
MS/MS byl pfipraven nasledujicim zpisobem. Do 2ml vialky byl vlozen 0,4ml insert
s plochym dnem, do néhoz bylo odpipetovano 10 ul zasobniho roztoku IS a 200 pl smési
BSTFA. Jednostupiiova derivatizace probihala po dobu 30 minut pfi teploté 65 °C v blokové
lazni. Nasledovalo teplotni ustaleni po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté a analyza na GC-
MS/MS. Regulacni diagram je uveden v Priloze IIL
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aH a-1S(2ul)
E_ b- vzduch (05 ul)

cl] c- vzorek (2 pul)

Obr. 10: Schéma duilniho nastriku

Zdroj: viastni ndkres

4.7 Postup pripravy uméle nitrosovanych sladu

NO; vznikal v obou pfipadech (,,za horka®“ i ,,za studena®) nasledujici chemickou reakci:
Zn + 4HNO3 = Zn(NO3)2 + 2H20 + 2NO>

4.7.1 Nitrosace plynnym oxidem dusicitym ,,za horka*

Slad nitrosovany ,,za horka“ pomoci plynného oxidu dusicitého byl pfipraven v ramci
diplomové prace Maleckova (2018):

Cely slad (plzensky — 46 g) byl navlhcen (pomoci 10 ml destilované vody) a umistén
do reak¢ni banky s kulatym dnem. Do bariky generujici NO2 byla umisténa koncentrovana
kyselina dusi¢na (50 ml, 65 %, Merck) spolecné€ s kovovym zrnénym zinkem, ktery byl
davkovan postupné. Vznikajici NO: pfechazel aparaturou do reakéni banky, kterd byla
uzaviena a2h zahfivaina natopném hnizd€, pfiCemz teplota nadsladem byla
36 az 40 °C. Nasledovalo susSeni sladu po dobu 120 minut pfi teploté 83 °C.

4.7.2 Nitrosace plynnym oxidem dusicitym ,,za studena*

Slad nitrosovany ,,za studena® pomoci plynného oxidu dusicitého byl pfipraven v ramci
diplomové prace Maleckova (2018):

Cely slad (plzetisky — 20 g) byl v barice se zabrusem navlhcen pomoci destilované vody
(4 ml) a ponechan v atmosfére dusiku (40 minut). Pfiblizné polovina sladu byla pfevedena
do druhé barky se zabrusem. Slad v puvodni barice byl ponechan v atmosféfe dusiku
bez pristupu svétla do druhého dne. Druha banka se zabrusem byla ponechana pusobeni
NOs. Ten byl pfipraven nasledujicim zpisobem: 10 ml koncentrované kyseliny dusicné
(65 %, Merck) bylo prevedeno do bariky generujici NO-2 a nasledné k ni byl postupné
pridavan kovovy zrnény zinek (>99,0 % p.a., Chemopol). NO; tak ustil do baiky
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se zabrusem, ve které byl umistén slad. Ta byla uzaviena a ponechana v temnu do druhého
dne. Nasledovalo suseni obou sladi po dobu 120 minut pii teploté 40 °C.

Postup piipravy vSech umeéle nitrosovanych sladi k analyze na GC-MS/MS probihala
stejnym zpusobem uvedenym v Kapitole 4.8.

4.8 Postup pripravy vzorkiu sladu k analyze na GC-MS/MS

Pro pfipravu vzorkll byla pouzita miniaturizovana extrakéni metoda pro screening
netékavych nitrososloucenin ve sladu podle Maleckové (2018).

Cely postup pfipravy vzorku pro analyzu na GC-MS/MS lIze shrnout do nasledujicich
krokt: 1. mleti sladu; 2. extrakce; 3. derivatizace; 4. teplotni ustaleni; 5. centrifugace.

Priblizné 5 g dobfe homogenizovaného vzorku sladu (celych zrn) bylo namleto pomoci
elektrického kavového mlynku na jemnou sladovou moucku. Pfiblizné 2,5 g této moucky bylo
pomoci laboratorni 1zicky pfevedeno do 20ml vialky a zhomogenizovano. Poté byla moucka
pomoci laboratorni mikrolzi¢ky prfevedena do dvou 0,4ml insertl s plochym dnem, pfiCemz
jeji hmotnost Cinila presné asi 50 mg (vjednom insertu). Inserty byly nasledné vlozeny
do 2ml Sroubovacich vialek. Pridanim 50 ul smési pyridinu a acetonitrilu (60:40, v/v)
zapocala 30minutova extrakce pii teploté 65 °C v blokové lazni. Jednostupriova derivatizace
zapocala pfidanim 150 pl derivatizacniho ¢inidla BSTFA a probihala opét po dobu 30 minut
pfi teploté 65 °C v blokové lazni. Nasledné byly vialky teplotné ustaleny po dobu 10 minut
pii laboratorni teploté (cca 18 °C). Poté byly inserty pomoci laboratorni pinzety vlozeny
do centrifugacni zkumavky a centrifugovany po dobu 5 minut pfi 12 000 ot./minutu. Dale
bylo odpipetovano pfiblizn€ 100 ul extraktu do novych insertt, které byly umistény
do puvodnich vialek. Nasledovala analyza vzorki pomoci GC-MS/MS. U analyzovanych
latek se predpokladala fotosensibilita, ztohoto divodu probihala extrakce, derivatizace,
teplotni ustaleni a centrifugace v uzavienych vialkach/zkumavkam v temnu. Takto byl
k analyze pfipraven jeden vzorek dvakrat (mysleno do dvou vialek). V jedné sérii bylo mozno
pfipravit 6 vzorku, tedy 12 vialek (limitovano poctem pozic v blokové lazni), pficemz béhem
jednoho laboratorniho dne (8 h) byly pfipraveny dvé série vzorkl, tedy 12 vzorka ve 24
vialkach.

4.9 Kongresni sladiny

Cely postup pfipravy kongresni sladiny pro analyzu na GC-MS/MS Ize shrnout
do nasledujicich krokt: 1. mleti sladu; 2. rmutovani; 3. filtrace; 4. rozklad dusitant; 5. SPE;
6. odpar elu¢niho Cinidla; 7. derivatizace; 8. teplotni ustaleni.

4.9.1 Postup pripravy kongresni sladiny
Pti pfipravé kongresni sladiny se vychazelo z metodiky podle Analytica-EBC — Method
4.5.1., kterd byla miniaturizovana a dale upravena pro potieby analyzy.

Priblizné 10 g dobie homogenizovaného vzorku sladu (celych zrn) bylo namleto pomoci
elektrického kdvového mlynku na jemnou sladovou moucku. Presné asi 2 g této moucky byly
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navazeny do20ml vialky. Nasledné byly pfidany 4 g deionizované vody o teploté
45 °C. Vznikly rmut se promichal sklenénou tyCinkou, ktera byla oplachnuta dal§imi 4 g
deionizované vody o teploté 45 °C, kterda stékala do20ml wvialky. Vialka byla vlozena
do blokové 1azné predehiaté na teplotu 45 °C, kde za obcasného michani probihalo rmutovani
po dobu 30 minut. Poté byla teplota zvySovana priblizné o 1 °C/minutu do dosazeni teploty
70 °C za obCasného michani. Pti této teploté byly ptfidany dalsi 4 g deionizované vody
o teploté 70 °C. Teplota 70 °C byla za obCasného michani udrzovana 1 h. Teplotni rezim byl
kontrolovan sklenénym laboratornim teplomérem. Nasledovalo ochlazeni na pfiblizné 20 °C
béhem 10 az 15 minut pfi laboratorni teplot¢ v temnu. Sklenéna tyCinka byla nasledné
oplachnuta deionizovanou vodou, ktera stékala do 20ml vialky se sladinou. Obsah vialky byl
deionizovanou vodou dovéazen na 18 g. Po promichani byl rmut filtrovan pres filtrani papir
(skladany filtr) do €isté 20ml vialky. Prvni 4 ml filtratu byly znovu vraceny na filtracni papir.
Kdyz se mlato zdalo suché, filtrace byla ukoncena. Takto bylo ziskano kolem 15 ml
filtratu/sladiny. Kongresni sladina byla pfipravena ze 13 vzorku sladi, pficemz z kazdého
vzorku byly pfipraveny 2 kongresni sladiny. Vzorky byly oznaCovany standardnim internim
tiselem AZL VUPS (viz Kapitola 4.4) a zaroveti oznaeny pismeny ,KS“. Kazdy vzorek
sladu, ze kterého byla pfipravena kongresni sladina byl opét pfipraven zptisobem uvedenym
v Kapitole 4.8 aanalyzovan pomoci GC-MS/MS zdivodu moznosti zhodnoceni
extraktivnosti sledovanych analytd. Tyto vzorky byly kromé& kodu VUPS oznaeny jestd
pismeny , KSS“. Blizsi charakteristika sladl, ze kterych byly pfipraveny kongresni sladiny,
je uvedena v Tab. 7 a v Priloze IV.

Tab. 7: Cetnost jednotlivych sladu, ze kterych byla p¥ipravena kongresni sladina

slad pocet
plzensky slad 4
nezniamy" 2
mnichovsky slad 6
uméle nitrosovany slad 1
CELKEM 13

* chybgjici popis v databazi AZL VUPS, podle makroskopickych znaki se ale jednalo
ve vSech piipadech o slady plzeiiské

4.9.2 Postup pripravy kongresni sladiny k analyze na GC-MS/MS

K 6 ml kongresni sladiny byl pfidan 1 ml 0,2 molarniho roztoku amidosiranu amonného
v 0,2 molarni kyseliné sirové. Pii laboratorni teploté byl vzorek ponechan 15 az 30 minut
v temnu z divodu rozlozeni piipadnych rezidui dusitan(i. Béhem této prodlevy byl sorbent
v SPE kolonce kondiciovan 6 ml methanolu a 6 ml deionizované vody. Poté bylo 7 ml vzorku
kongresni sladiny naneseno na SPE kolonku. Po extrakci byl vzorek nasledné promyt
ze sorbentu 1 ml deionizované vody a vysuSen. Pfiddnim 12 ml dichlormethanu byly
extrahované latky ze sorbentu eluovany do 20ml vialky. Béhem celého procesu vakuovani
podtlak nepiekrocil 10 mm Hg. Extrakt byl nasledné pii 45 °C odparen do sucha pod mirnym
proudem argonu. Nasledovalo pfidani 1 ml dichlormethanu, jimz byly extrahované latky
rozpustény z 20ml vialky. Néasledné€ byl dichlormethan odpipetovan do 2ml vialky. Proces
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rozpusténi byl opakovan jesté s 0,5 ml dichlormethanu. Dale byl z 2ml vialky dichlormethan
stejnym zpusobem odpafen do sucha. Rezidua extraktu byla rozpusténa v 200 ul BSTFA
a derivatizovana 1 h pii 65 °C. Nasledovalo teplotni ustaleni 10 minut pfi laboratorni teplot¢.
Postup vychazel z publikace Maleckové et al. (2021). Ptipravené vzorky byly ptipadné podle
potfeby zamrazeny pfi teploté —19 °C v temnu.

4.10 Ovéreni interferenci a kalibrace retenénich ¢asu

4.10.1 Ovéreni interfenrenci

Postup pripravy vzorku pro analyzu v médu MRM, skenu a SIM

Priprava jednoho vzorku jeCmene (TCV351) ajednoho vzorku mnichovského sladu
(65761) probihala stejn€¢ jako v Kapitole 4.8. S rozdilem, ze vzorek byl pfipraven pouze
do jedné vialky abéhem analyzy nebyl pouzit IS. Nasledovala analyza na GC-MS/MS
v modu MRM, skenu (mod skenovani s vyuzitim pouze 1. kvadrupdlu) a SIM (mod sledovani
vybranych ionth).

Postup pripravy standardu kyseliny jable¢né k analyze na GC-MS/MS

Priblizné Ctvrt mikrolzicky sypké kyseliny jable¢né bylo prevedeno do 0,4ml insertu
s plochym dnem, ktery byl pfedtim umistén do 2ml vialky. Nasledné bylo pfidano 200 pl
BSTFA. Kyselina jable¢na byla derivatizovana po dobu 30 minut pfi teploté 65 °C v blokové
lazni. Nasledovalo teplotni ustaleni po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté a analyza na GC-
MS/MS v moédu SIM.

Postup pripravy standardu NPRO k analyze na GC-MS/MS

10 pl roztoku vzniklého rozpus§ténim 10 mg N-nitroso-L-prolinu v 1 ml ethanolu bylo
odpipetovano do 0,4ml insertu s plochym dnem umisténém ve 2ml vialce. Pfidanim 200 pl
BSTFA  zapocala vblokové lazni  derivatizace trvajici 30 minut  pfi teploté
65 °C. Po teplotnim ustaleni (10 minut) pfi laboratorni teploté nasledovala analyza na GC-
MS/MS v moédu SIM.

4.10.2 Postup pripravy standardu za ucelem kalibrace retenc¢nich casu

Postup pripravy standardu 4-kyanofenulu a p-nitrosofenolu

Do 2ml vialek byly vlozeny 0,4ml inserty, donichz bylo pfevedeno zhruba ctvrt
mikrolzicky  sypkého 4-kyanofenolu a p-nitrosofenolu. Nasledovala jednostupriova
derivatizace odpipetovanim 200 ul BSTFA pii 65 °C po dobu 30 minut. Po teplotnim ustaleni
(10 minut) pfi laboratorni teploté nasledovala analyza na GC-MS/MS v m6du MRM.
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Postup pripravy uméle nitrosovaného piva k analyze na GC-MS/MS

Byl pouzit vzorek uméle nitrosovaného piva, pfipraveny v ramci vyzkumu MaleCkova
et al. 2021. Dalsi postup pfipravy vzorku byl analogicky s postupem uvedenym v Kapitole
4.9.2.

4.11 Podminky analyzy na GC-MS/MS

Analyza na GC-MS/MS, pokud neni uvedeno jinak, probihala v médu MRM. Nasttik
probihal technikou split (6:1), pfi teploté 210 °C a jeho objem ¢inil 2 ul. Teplotni program
béhem analyzy byl nasledujici: 50 °C (1,5 minuty) - 20 °C/minutu - 150 °C (5 min) -
10 °C/minutu - 210 °C (3 minuty) - 10 °C/minutu — 320 °C (5 minut). Konstantni rychlost
prutoku mobilni faze béhem analyzy cinila 6 ml/minutu. Oplach septa byl 3 ml/minutu.
Chromatograficka stiikacka byla promyvana hexanem a acetonitrilem. Pratok dusiku v kolizni
cele Cinil 1,5 ml/minutu. Teplota iontového zdroje byla 230 °C a teplota na kvadrupdlech
150 °C. Celkova doba analyzy byla 36,5 minuty.

4.12 Zkoumané analyty

Analyty, které jsou pfedmétem této diplomové prace, jsou zobrazeny v Tab. 8, spole¢né
sjejich RT, prekurzorovymi/produktovymi ionty a pfipadnymi informacemi o jejich
prekurzorech a pravdépodobnych strukturach. Analyty byly zméfeny jako silylované (TMS)
molekuly, nicméné struktury jsou zobrazeny jako nesilylované (viz Obr. 11). Hmotnostni
spektra strukturné charakterizovanych analyti jsou uvedena v Priloze V. Pravdépodobné
analyty (viz Obr. 12) a struktury prekurzora (viz Obr. 13) jsou rovnéz uvedeny.
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Tab. 8: Sledované analyty, jejich RT, MRM piechody a CE

poradi analyt RT  prekurzorovy produktovy CE pozndamka
(minuty)  ion (m/z) ion (m/z) (eV)
1. unk 1 8,6 168 94 15 -
2. oxim kyseliny 8,9 204 131 25 tautomer 2-
pyrohroznové nitrosopropanove
kyseliny
3. p-nitrosofenol 12,5 195 180 5 -
4. 4-kyanofenol 13,3 191 176 10 prekurzor tyrosin
S. unk 2 13,5 212 168 5 -
6. NPRO- 13,7 172 99 10 prekurzor prolin
ethylester
7. NPRO 14,7 201 157 5 prekurzor prolin
8. unk 3 15,6 200 156 5 NPIC/N-
nitrosopyroglutamova
kyselina
9. 5- 17,0 225 210 10 prekurzor kyselina
nitrosoguajakol vanilova, guajakol
10. unk 4 17,4 224 150 15 prekurzor kyselina
benzoova
11. IS (DL- 17,73 295 205 10 -
fenylalanin-1-
13C)
12. unk 5 17,7 218 203 10 -
13.  2-methoxy-5- 18,2 226 211 10 prekurzor kyselina
nitrofenol vanilova
14. unk 6 20,5 306 191 15 prekurzor tyrosin
15. unk 7 22,1 312 179 30 -
16. unk 8 21,3 254 223 15 -
17. unk 9 22,2 398 206 5 -
18. unk 10 22,6 337 332 10 -
19. unk 11 23,0 271 137 25 -
20. unk 12 23,2 326 236 10 prekurzor tyrosin
21. unk 13 24,6 342 223 25 prekurzor tyrosin
22, unk 14 25,9 413 236 15 prekurzor tyrosin
23. unk 15 26,2 338 219 25 prekurzor tyrosin
24. unk 16 26,4 338 219 25 prekurzor tyrosin

poznamka: unk = neznamy analyt (z angl. unknown)

Zdroj: upraveno podle Maleckova et al. 2021
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4.13 Analyza ziskanych dat

Daty urCenymi ke zpracovani byly plochy chromatografickych pikd, pripadné hodnoty
koncentraci (NDMA). K integraci chromatografickych pik(i ak dal§imu zpracovani
chromatogramti byl pouzit software Agilent MassHunter Quantitative Analysis (forQQQ),
pfipadné Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.07.00. U dat byla v pribéhu analyz
prubézné kontrolovana linearita pomoci Q-Q grafi. Data byla zpracovana zejména
vicerozmérmymi chemometrickymi metodami, shlukovou analyzou a analyzou hlavnich
komponent (PCA).

Data pro zpracovani shlukové analyzy a PCA byla upravena nasledujicim zptusobem.
Analyty, ukterych nebyla zaznamendna odezva ve vSech piipadech, byly ze souboru dat
odstranény. Jedna se o analyty NPRO-ethylester, unk 14 a unk 15. Ze souboru dat byly rovnéz
odstranény i data z nékterych chromatogramu. Konkrétné se jedna o vSechny chromatogramy
nitrosovanych sladd (37015, 37015N, 37015NS). Tyto chromatogramy byly odstranény
z divodu, Ze pochazi z experimentalnich sladii a vyrazné by zkreslily vysledky u komercné
dostupnych sladi, kterych je naprosta vétSina. Dale byly odstranény hodnoty chromatogramu
60664 1A, ktery byl chybné zanalyzovan z divodu vymeény kolony. Ostatni data byla
zlogaritmovana dekadickym logaritmem. V dal§im kroku byly odezvy analytd
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standardizovany nanavazku®, tedy na 1 g vzorku. Nasledovalo zpracovani dat shlukovou
analyzou a PCA. Odezvy analyti pro zpracovani shlukové analyzy a PCA byly prepocitany
na z-skoére™. Pro PCA byl soubor dat dale redukovana o odlehlé hodnoty. Tedy o vSechny
chromatogramy karamelovych sladd, nesladovanych jeCment, barvicich sladii a sladového
kvétu s cilem 1épe zobrazit hlavni seskupeni chromatogramu, kterych byla vétsina.

odezva analytu

standardizace na navazku vzorku* = navazka vzorku +1

odezva IS

hodnota znaku — primérna hodnota znaku

zZ — skore™ =
smérodatna odchylka

Analytické odezvy uuméle nitrosovanych sladi jsou graficky znazornény na Obr.
14. Data protento graf nebyla zlogaritmovana a standardizovana na navazku, ale byla
z jednotlivych méfeni zprimeérovana prostym aritmetickym prameérem, piicemz chybéjici
(nezaznamenané) hodnoty nebyly nahrazeny nulou. Na osu Y bylo aplikovano logaritmické
mefitko. Za ucelem porovnani koncentraci NDMA u jednotlivych druhii sladu byly pouzity
hodnoty koncentraci NDMA (pg/kg) ziskané z databaze VUPS. Hodnota koncentrace
pro kazdy vzorek byla pouzita Ctyfikrat, jelikoz v pfipadé screeningu byl kazdy vzorek
analyzovan rovnéz Ctytikrat. Hodnoty NDMA pod mezi detekce (<0,2 pg/kg) byly nahrazeny
hodnotou 0,1 pg/kg. Za tcelem tvorby histogramu (viz Obr. 28) byla data zlogaritmovana
dekadickym logaritmem. V piipadé Obr. 29, byla pouzita data bez aplikace dekadického
logaritmu a sefazena od nejnizs§i po nejvysSi hodnotu. Chybéjici data byla odstranéna.
Pro vytvoreni grafu znazoriujici NPRO u jednotlivych druha sladi (viz Obr. 30) byly
ze souboru dat odstranény hodnoty NPRO u vSech chromatograma plzenského sladu s kodem
37015 a dale chybné zanalyzovany chromatogram 60664 1A. Ostatni data byla
zlogaritmovana dekadickym logaritmem a chybé&jici hodnoty byly nahrazeny nulou. V dalSim
kroku byly odezvy analyti standardizovany na navazku®, tedy na 1 g vzorku stejné jako
v piipadé vicerozmérnych chemometrickych metod. Jednotlivé hodnoty byly také vzestupné
sefazeny.

Ke statistickému zpracovani byl vyuzit nasledujici software:

»  programovaci jazyk R:

RStudio:

R Core Team (2020). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria. URL. https://www.R-project.org/.

Raivo Kolde (2019). pheatmap: Pretty Heatmaps. R package version
1.0.12. https://CRAN.R-project.org/package=pheatmap

Sebastien Le, Julie Josse, Francois Husson (2008). FactoMineR: An R Package
for Multivariate Analysis. Journal of Statistical Software, 25(1), 1-18. 10.18637/jss.v025.101

Alboukadel Kassambara and Fabian Mundt (2020). factoextra: Extract and Visualize
the Results of Multivariate Data Analyses. R package version 1.0.7. https://CRAN.R-project
.org/package =factoextra
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Statistica 12 (StatSoft)
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S Vysledky

5.1 Slady uméle nitrosované

Obr. 14 demonstruje, ze zde studované latky mohou vznikat i ve sladové matrici.
U vétsiny analytd byla zaznamenana vys$Si analyticka odezva pravé u sladi, které byly
nitrosovany oxidem dusiCitym, oproti sladu, ktery nitrosovan nebyl. Kazdy sloupec
predstavuje pramémé plochy chromatografickych piki u jednotlivych méfeni konkrétniho
vzorku. Z davodu prehlednosti grafu byla data zlogaritmovana. U surovych dat byly rozdily
extrémni v ramci né€kolika fadd. Lze to uvést na piikladu NPRO, u kterého byl tento rozdil
nejznateln€j$i. Slad nitrosovany ,zahorka“ dosahoval hodnoty 3792814 A.U., slad
nitrosovany ,.za studena“ dosahoval hodnoty 870185 A.U. a slad nenitrosovany 9740 A.U.
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Analyty

W plzensky slad (37015N) - nitrosovany plynnym oxidem dusicitym ,,za horka“
plzensky slad (37015) - bez nitrosace

M plzensky slad (37015NS) - nitrosovany plynnym oxidem dusicitym ,,za studena”
Obr. 14: Porovnani ploch piki u plzefiského sladu a jeho uméle nitrosovanych analogi

Jedinymi analyty, ukterych byla zaznamenana vyS§i analyticka odezva
u nenitrosovaného sladu nez u nitrosovaného analogu, byly unk 5, unk 10 a 5-nitrosoguajakol,
ktery byl také jako jediny detekovan pouze u sladu nenitrosovaného. Naopak u analytd unk 6,
unk 14, unk 15 aunk 16 byla analyticka odezva zaznamenana pouze u sladii nitrosovanych.
U p-nitrosofenolu a unk 2 se zdala byt nitrosace ,,za studena® neucinna. Pfi celkovém pohledu
se nitrosace ,,za horka“ jevila jako G¢innéjsi nez nitrosace ,,za studena®.

Je tfeba si uvédomit, ze slad bez nitrosace proSel stejnym experimentdlnim procesem
jako slad nitrosovany ,,za studena™, az na vystaveni u¢inku oxidu dusicitého (viz Kapitola
4.7). Nelze ho tak povazovat za komer¢n€ dostupny slad. Rozdily mezi sladem nitrosovanym
a béznym komercné dostupnym plzeniskym sladem ilustruji MRM chromatogramy uvedené
na Obr. 15 a Obr. 16. Pro porozuméni rozdilu mezi nimi je nutné porovnat méfitka na ose Y,
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ktera vypovidaji o vysokych rozdilech v analytickych odezvach potazmo koncentracich.
Na Obr. 16 nejsou nékteré sledované analyty bez priblizeni zjevné a nejsou tak ani popsany.
Nekteré piky naopak zietelné jsou, pifiCemz se ale nemusi jednat o sledované analyty.
Pro demonstraci u¢inku umélé nitrosace je oznacen NPRO.
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Obr. 15: MRM chromatogram uméle nitrosovaného plzeniského sladu ,,za horka“ (37015N)
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Obr. 16: MRM chromatogram komercné dostupného plzenského sladu (63415)

5.2 Screening komerc¢né dostupnych sladi

5.2.1 Shlukova analyza
Jednim z nevyznamnéjSich vystupt této prace je zpracovani ziskanych dat shlukovou

analyzou. Jeji grafické zpracovani je uvedeno ve forme teplotnich map. Metodika zpracovani
dat je uvedena v Kapitole 4.13. Teplotni mapy zobrazuji odezvy analyti formou z-skore.
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Cervené odstiny piedstavuji vy$si (+) nez pramémé z-skore, tedy vy$si neZ pramérnou
analytickou odezvu, potazmo koncentraci. Modré odstiny vyjadiuji opak, tedy nizsi (—)
nez prumérmou hodnotu z-skore, ¢i analytické odezvy, potazmo koncentrace. Svétle modré
a bezbarvé useky odpovidajici hodnoté z-skore kolem 0 pak predstavuji nulovou analytickou
odezvu, tedy nezaznamenany pik piislusného analytu.

Teplotni mapa uvedena na Obr. 17 mezi sebou porovnava jednotlivé vzorky. Vzorky,
jsou vyneseny na pomyslné vertikalni ose, zatimco analyty na ose horizontalni. Vzorky byly
na zakladé shlukové analyzy rozdéleny do Ctyt hlavnich klastrti, ve kterych si byly vzorky
navzajem podobné, pficemz jednotlivé klastry mezi sebou byly odli§né. Popis jednotlivych
vzorkt, nebyl kvili jejich vysokému poctu (787) mozny a je tak sumarizovan v ramci
jednotlivych klastra (viz Tab. 9).
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Obr. 17: Teplotni mapa porovnavajici jednotlivé vzorky
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Prvni klastr obsahoval pouze barvici slady. Vyssi analyticka odezva nez u pruméru byla
zaznamenana ve vSech pifipadech u 5-nitrosoguajakolu, unk 2, unk 10, 4-kyanofenolu, unk 9,
unk 7, unk 12, unk 3, unk 5, unk 4, 2-methoxy-5-nitrofenolu, unk 1 a oximu kyseliny
pyrohroznové.

Druhy klastr pak zahrnoval vSechny vzorky nesladovanych jeCmend, karamelovych
sladi a sladovych kvéti. Nesladované jeCmeny obsahovaly v nadprimémych odezvach
analyty: oxim kyseliny pyrohroznové, unk 1, 2-methoxy-5-nitrofenol, unk 3, unk 12, unk
7 a4-kyanofenol. VétSina karamelovych sladi pak vykazovala vyS$si analytické odezvy
u oximu kyseliny pyrohroznové, analytu unk 1, 2-methoxy-5-nitrofenolu, analyti unk 4, unk
5, unk 3, unk 9, unk 7 a 4-kyanofenolu. Méné casto, zato intenzivngji, u analytt unk 10, 5-
nitrosoguajakolu, p-nitrosofenolu, unk 16 aunk 8. Sladovy kvét se vyznaCoval vyS$Simi
nez prumémymi analytickymi odezvami u analytd unk 13, NPRO, 4-kyanofenolu, unk 7, unk
9, unk 4, 2-methoxy-5-nitrofenolu a unk 1.

Treti klastr byl tvofen pouze slady plzefiskymi, slady neznamymi a slady
mnichovskymi. Tento klastr obsahoval vzorky snejniz§imi analytickymi odezvami.
Nejvyssich analytickych odezev dosahovaly v tomto klastru slady plzenské. Konkrétné vzorek
64509 u analytu unk 12, 64455 uanalytd unk 9 a NPRO a 64346 u analyti unk 8 aunk
11. To by bylo mozné vysvétlit tim, ze plzeniské slady byly nejhojnéji zastoupené a tudiz zde
existovala vys$si pravdépodobnost vyskytu extrémi. U mnichovskych slada bylo lehce vyssi
nez prumémé z-skore zaznamenano pouze v piipad€ vzorku 62693 u p-nitrosofenolu. Slady
neznamé vykazovaly zvySenou analytickou odezvu pouze u vzorkd 63038 a 63467 u analytu
NPRO a zda se tak, Ze se jednalo o slady plzeriské.

Nejvice vzorkt se shlukovalo do ¢tvrtého klastru. Ten byl stejné jako treti klastr tvofen
predeviim slady plzefiskymi, neznamymi a mnichovskymi slady. Ctvrty klastr ale navic
obsahoval vSechny vzorky pSeni¢nych sladi a sladu nakufovaného. Vyrazné zvysené z-skore
u plzenskych slada bylo ve ¢tvrtém klastru zaznamenano u té€chto analyta: p-nitrosofenol, unk
1, unk 11, unk 13, NPRO a 4-kyanofenol. V pfipadé neznamych sladi to byly analyty unk 1,
p-nitrosofenol, NPRO, S5-nitrosoguajakol aunk 11, ktery byl od ostatnich jmenovanych
analyti zaznamenan ve zdaleka nejvysSich analytickych odezvach. Plzeriské slady a slady
neznamé byly ve Ctvrtém klastru v porovnani s mnichovskymi slady ve vyrazné nizsich
analytickych odezvach a ve vyrazné€ niz§im poctu pozorovani. U mnichovskych sladia dosahly
nejvyssiho z-skoére analyty unk 17 a NPRO. Méné€ intenzivnéji, zato ve veétSim poctu
pozorovani, byly zaznamenany analyty S5-nitrosoguajakol, unk 1 a 2-methoxy-5-nitrofenol.
Zvysené z-skore bylo pozorovano také u p-nitrosofenolu, unk 13, unk 9, unk 3, oximu
kyseliny pyrohroznové aunk 8, tyto pfipady byly ale zaznamenany v nizkém poctu
pozorovani a pii niz§im z-skore. Pro pSeni¢né slady se zdaly byt vyraznymi predevsim
analyty unk 4, 5-nitrosoguajakol, unk 8, méné pak unk 7, unk 9, NPRO a 4-kyanofenol.
V ptipadé sladu nakufovaného jimi byly p-nitrosofenol, NPRO a 4-kyanofenol.

Na zakladé obdobného shlukovéani bylo souzeno, ze neznamé slady byly ve vétSiné
piipadu skutecné slady plzenské, tak jak bylo ureno na zakladé makroskopickych znakd.
Nejméné zastoupenym analytem napfi¢ vSemi vzorky byl unk 6, ktery byl zaznamenan pouze
v ramci jednoho mnichovského sladu (63907) a jednoho plzeniského sladu (64422).

Pti porovnani analytickych odezev sledovanych analyti s koncentracemi NDMA nebyla
zaznamenana asociace. Lze to uvést na piikladu barvicich sladi, které tvorily prvni klastr.
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Vsechny barvici slady obsahovaly vyssi analytické odezvy u sledovanych analyti (viz Obr.
17), nicméné koncentrace NDMA u nich byla pod mezi detekce (<0,2 pg/kg). Je nutno
podotknout, ze byly analyzovany pouze 2 vzorky barvicich slad, nicméné€ obdobny piipad
1ze demonstrovat na druhém klastru ve kterém byly obsazeny vSechny karamelové slady.
Na Obr. 17 je zfejmé vyssi z-skore u karamelovych sladi, pficemz NDMA bylo u 88,89 %
(8/9) téchto sladi opét pod mezi detekce (<0,2 ug/kg). Naopak vzorek mnichovského sladu
(51788) s nejvyssim obsahem NDMA (20,5 ug/kg) vykazoval pouze mirné vyssi z-skore
u oximu kyseliny pyrohroznové, 2-methoxy-5-nitrofenolu a 5-nitrosoguajakolu. Zda se tedy,
ze nelze predpokladat vysoky obsah zde studovanych analyti ve sladech s vysokym obsahem
NDMA a naopak.

Teplotni mapa uvedena na Obr. 18 mezi sebou porovnava jednotlivé analyty. Vzorky,
jsou vyneseny na pomyslné vertikalni ose, zatimco analyty na ose horizontalni. Z této teplotni
mapy vyplyva, ze analyty sledované v této praci se ve sladech z hlediska analytické odezvy,
potazmo koncentrace, shlukovaly do tfi hlavnich klastrii. Interpretace intenzit jednotlivych
barevnych odstin je analogicka jako v piipadé Obr. 17. Tyto vysledky naznaluji, které
analyty se ve sladech vyskytuji ve zvySenych analytickych odezvach bez ohledu na druh
sladu. Poukazuji tedy na analyty, kterym by méla byt v dalSim vyzkumu vénovana prednostné
pozornost.
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Do klastru s analytickou odezvou prevazné niz§i nez primérnou nalezely analyty unk 2,
unk 10, unk 11, unk 16, unk 13, unk 6 aunk 8. Prostfedni klastr 1ze hodnotit jako jakysi
,,prechodovy klastr, jelikoz v celku vyrovnané obsahoval analyty s niz§i, stejnou, ale i vyssi
nez prumérou analytickou odezvou. Sem patiily analyty NPRO, 5-nitrosoguajakol, p-
nitrosofenol, unk 3, unk 4, unk 9 a unk 12. Posledni klastr tvorily analyty s pfevazné vyssi
nez prumérnou analytickou odezvou, tedy analyty unk 5, unk 1, 2-methoxy-5-nitrofenol, oxim
kyseliny pyrohroznové, 4-kyanofenol a unk 7.

5.2.2 Analyza hlavnich komponent

Jednim z nevyznamnéjSich vystupu této prace je dale zpracovani ziskanych dat pomoci
PCA. Metodika zpracovani je uvedena v Kapitole 4.13, pficemz data byla normalizovana
pomoci z-skore.

Na Obr. 19 je signifikantni, ze variabilita ziskanych dat byla vysvétlovana zejména
1. komponentou. Podle Kaiserova pravidla ale byla brana v potaz 1. 2. a 3. komponenta (Ferré
1995). Obr. 20 znazoriiyje jednotlivé druhy analyzovanych matric, pficemz porovnava 1.
a 2. hlavni komponentu. Variabilita dat dohromady Ccinila 41,65 %. Z obrazku je patrné,
ze pievazna Cast plzenskych sladi a neznamych sladu (chybéjici popis) obsahovala nizsi
analytické odezvy u vétsiny sledovanych analytt. Pfi porovnani mnichovskych slada se slady
plzeniskymi je zfejmé, vétSinou obsahovaly vySsi analytické odezvy, které ale nebyly
tak vyrazné jako u sladi karamelovych. Obecné nejvyssi odezvy dosahovaly slady barvici.
Vyrazné analytické odezvy byly zaznamenany také u nesladovanych jeCment, naopak
pSeni¢né slady se shlukovaly obdobné jako slady plzeniské. Sladovy kvét pavodem
z mnichovského sladu dosahoval vyssich odezev nez vétSina mnichovskych sladi. Proménné
sméfyji stejnym smérem, coz by mohlo nasvédcovat obdobnému zakladnimu principu, jakymi
sledované analyty vznikly.

procento variability
15

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

o -

hlavni komponenty

Obr. 19: Sutinovy graf
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Obr. 20: PCA druhy slada 2:1

Obr. 21 znazoriiuje jednotlivé druhy analyzovanych matric, pfiCemz porovnava
2. a 3. hlavni komponentu. Variabilita dat se dohromady rovnala 19,45 %. Variabilita byla
tedy nizsi v porovnani s PCA porovnavajici 1. a 2. hlavni komponentu na Obr. 20. Nicméné
v porovnani s nim byl potvrzen trend hlavniho shluku plzerniskych sladl, sladi neznamych
a pSeni¢nych sladi, které se zdaly byt z hlediska analytickych odezev spiSe prumérné. Stejné
tak je shodny ivysSsi rozptyl sladd mnichovskych, sladového kvétu, ale inesladovanych
jeCmenu. Naopak zajimavé zde vystupovaly slady karamelové, pro které se zdaly byt typické
analyty unk 11, unk 5, unk 8 aunk 16. Barvici slady se jako skupina nejvice odliSovaly
od pruméru, o ¢em svédcila i poloha jejich centroidu.
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Obr. 21: PCA druhy sladu 2:3

Obr. 22 a Obr. 23 znazoriuji zemé puvodu jednotlivych druhti analyzovanych matric,
pfiemz Obr. 22porovnava 1.a 2. hlavni komponentu, zatimco. Vzhledem
k nerovnomérnému zastoupeni analyzovanych matric a nerovnomérnému zastoupeni jejich
ptvodu, kdy vétsina matric pochazela z Ceské republiky, nelze z téchto vysledk vyvozovat
jasné zaveéry. Nicméné urcité zajimavé trendy byly pozorovany. Na zakladé Obr. 22 bylo
souzeno, ze nejnizSich analytickych odezev dosahovaly plzeriské slady pivodem z Francie,
o ¢em svédcila i poloha centroidu. Toto bylo méné vyrazné pozorovano také u plzeriskych
sladi pivodem ze Srbska a nékterych vzorkt sladi pivodem ze Slovenska. Naopak slady s
neznamym pavodem (-) z Polska se chovaly podobng jako neznamé slady piivodem z Ceské
republiky. Je mozné, ze se tak jednalo o stejné druhy matric. Podle polohy nejspiSe o slady
mnichovskeé.
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Nasledujici vystupy PCA byly vytvofeny po odstranéni vSech vzorkd karamelovych
abarvicich sladi, nesladovanych jeCment asladového kvétu, tedy vzorkd, které
predstavovaly odlehlé hodnoty. Cilem bylo zptehlednit data pochazejici z nejhojnéji
zastoupenych vzorkl, tedy plzenskych sladi, sladi neznamych a mnichovskych sladu.
Dale pak upfesnit polohu sladu nakufovaného a pSeni¢nych slada, které se vyskytovaly
spolecné s nejhojnéji zastoupenymi vzorky v nepiehledném stfedovém shluku okolo primeéru.
Na Obr. 24 je ziejmé, Ze variabilita redukovanych dat byla vysvétlovana opét predevsim
1. komponentou, ale ne jiz tak vyznamné jako pfed redukci dat. Stejné tak 2. a 3. hlavni
komponenta byla charakterizovana nizsi variabilitou. Podle Kaiserova pravidla ale byla znovu
brana v potaz 1. 2. a 3. hlavni komponenta (Ferré 1995).
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hlavni komponenty

Obr. 24: Sutinovy graf (redukovano)

Obr. 25 a Obr. 26 znazoriiuji jednotlivé druhy analyzovanych matric, pricemz kazdy
porovnava jiné hlavni komponenty. PCA na Obr. 25 vykazovala vyssi variabilitu nez PCA
na Obr. 26. Na zakladé polohy neznamych sladi bylo zhodnoceno, Ze by se mohlo jednat
ve vetsin€ piipadt skuteCn€ o slady plzeriské, ale v mensi mife také o slady mnichovské.
Na téchto vystupech jiz byl patrny slad nakufovany, jehoz odezvy nebyly hodnoceny jako
extrémni a byly vysvétlovany predevS§im proménnymi unk 3, unk 7, 4-kyanofenolem a 5-
nitrosoguajakolem. PSenicné slady se v porovnani s plzeiskymi slady odchylovaly vice
od praméru u vétsiny sledovanych proménnych.
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Obr. 25: PCA druhy sladu 2:1 (redukovano)
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Obr. 26: PCA druhy sladu 3:1 (redukovano)
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Obr. 27 uvadi zemé pavodu jednotlivych druhti analyzovanych matric a porovnava
1. a 2. hlavni komponentu. Podporuje tvrzeni uvedené v kontextu Obr. 22. Dale bylo zjevné,
ze plzeniské slady pivodem ze Srbska mély stejné jako plzeriské slady pavodem ze Slovenska
a Ceské republiky odezvy nalezici spise kolem priméru.
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Obr. 27: PCA zemé pivodu 2:1 (redukovino)

5.3 DalSi vysledky

Mezi dusikaté latky vznikajici interakci nitrosacnich Cinidel s latkami ve sladu patii také
NDMA. Ztohoto divodu bylaké sledovano zda slady, které byly hvozdény pfi vysSich
teplotach, obsahovaly vys§i koncentrace tohoto vysoce toxického N-nitrosaminu. Proto
byly mezi sebou porovnany slady plzeriské, mnichovské a karamelové. Barvici a nakufované
slady nebyly kvili nizkému poctu méfeni hodnoceny. Jelikoz koncentrace NDMA v této praci
analyzovanych sladii nevykazovala normalni rozd€leni, nemohly byt rozdily hodnoceny
naptiklad pomoci t-testu i popisné statistiky. Z tohoto divodu byly odlisnosti sledovany
pouze graficky pomoci vicendsobného histogramu (viz Obr. 28). Absolutni koncentrace
pak uvadi Obr. 29. Hodnoty koncentrace NDMA byly pfesné kvantifikované a spolehliveji
tak informuji o vlivu teploty na nitrosaci nezli z-skore pouzité pii zpracovani namefenych dat
vicerozmérnymi chemometrickymi metodami. Z Obr. 28 a Obr. 29 je ziejmé, Zze vySsi
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koncentrace NDMA obsahovaly slady mnichovské nez plzenské. Presto, ze karamelové slady
byly zafazeny spiSe okrajové, je zajimavé, ze ve vétsiné piipadd dosahovaly koncentrace
NDMA pod mezi detekce (<0,2 pg/kg).
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Obr. 28: Histogram koncentraci NDMA u jednotlivych druhu sladd
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V ptipadé¢ Obr. 30 je signifikantni, Zze analytickd odezva potazmo koncentrace
net€kavého N-nitrosaminu NPRO nebyla tak vyrazné odliSnda mezi plzefiskymi
a mnichovskymi slady jako v pfipadé NDMA (viz Obr. 29).
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Obr. 30: NPRO u plzeniskych a mnichovskych sladu

5.4 Extrakce do kongresni sladiny

Béhem experimentu s kongresni sladinou nastalo nékolik zasadnich problému, které
zna¢né zkomplikovaly jeho vyhodnoceni. VSechny slady a sladiny byly pfipraveny stejnym
zpusobem, ktery je uvedeny v Kapitole 4.8 a Kapitole 4.9. Pired samotnou analyzou téchto
vzorki na GC-MS/MS byly analyzovany vzorky jeCmene, sladu a standardnich latek
(viz Kapitola 4.10). Divodem bylo zkontrolovani RT a celkové spravnosti metody, jelikoz
doslo k vymeéné chromatografické kolony, na které analyzy jiz delsi dobu neprobihaly. V této
fazi nastalo nékolik technickych problému, které se podafilo vyfesit az po del§i Casové
prodlevé v ramci nekolika tydna. Nasledovalo ovéfeni jednotlivych chromatografickych pikt
a tedy i jejich RT na zaklad€é porovnani jejich hmotnostnich spektrech s knihovnou. Za timto
ucelem byl analyzovan vzorek umeéle nitrosovaného piva (viz Kapitola 4.10.2), protoze
v ném byl predpokladan vyskyt vSech analytd ve vysokych analytickych odezvach.

Dalsi problém spocival v ptiprave IS. Z neznamého divodu nebyla v zadném z piipadt
po vyméné kolony zaznamenana jeho analytickd odezva. Prestoze byly uCinény experimenty
sriznymi koncentracemi, piipravami novych zasobnich roztoki, riznymi zpisoby
derivatizace, vysledek byl vzdy stejny. V ramci hlavniho screeningu byl IS pfipravovan
do samostatné vialky v ramci tzv. dudlniho nastiiku (viz Kapitola 4.6 a Obr. 10). IS tak
nebyl aplikovan do samotného vzorku na zacatku jeho ptipravy, a tudiz by ani neinformoval
o pripadné extraktivnosti analyti ze sladl, jako spiSe o stabilit¢ samotné analyzy na GC-
MS/MS. Z tohoto diavodu bylo pfistoupeno k nahradé IS pfipravenim vzorku nitrosovaného
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piva, ktery byl hexanem natedén (1:3) do pfijatelné koncentrace z hlediska analytické odezvy.
Ten byl dale analyzovan v ramci sekvence pripravenych vzorka sladd a jejich pfislusnych
sladin s cilem informovat o stabilité analyzy.

Vzorky slada a sladin byly po celou dobu feseni vysSe zminénych problému a ¢asovych
prodlev, které byly dale zpisobené vytizenosti GC-MS/MS pfistroje jinymi analyzami,
zamrazeny vetmée piiteplote -19 °C.Je tedy velmi pravdépodobné, ze vlivem cCasové
prodlevy mezi pripravou vzorkl ajejich analyzou doslo kjejich poskozeni, potazmo
znehodnoceni. Tomu nasvédCuji MRM chromatogramy vzorkti nékolika sladin (65585,
65361, 65833, 65835 — duplicitni analyza), které byly analyzovany jesté pred zavadou
pristroje (viz Obr. 31). V porovnani s MRM chromatogramy vsSech pfipravenych sladin
po jeho opravé, resp. nékolika tydenni Casové prodlevée (viz Obr. 32).
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Obr. 31: V§echny MRM chromatogramy sladin analyzované pred ziavadou pristroje
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Obr. 32: VSechny MRM chromatogramy sladin analyzované po opravé pristroje

Z tohoto divodu nebyly vysledky této analyzy brany jako relevantni data, ktera
by byla urCena kvyhodnoceni aziskani jasnych predstav azavérid o extraktivnosti
sledovanych analyt do kongresni sladiny. Presto se zda, ze k extrakci nékterych analytt
skutecné doSlo (viz Obr. 31). Rozhodné ale nelze na zakladé tohoto experimentu dojit
k jasnym odpovédim, tykajicich se napfiklad miry extraktivnosti. Pfekvapiva byla i absence
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analyti v pfipadé uméle nitrosovaného sladu (viz Obr. 33), u kterého byly ocekavany
nejvyssi analytické odezvy. Stejny trend poskozeni vzorki byl pozorovan rovnéz u vsech
sladt, ze kterych byly sladiny pfipraveny (viz Obr. 34 a Obr. 35). Prestoze se jednalo
o stejné vzorky, byl mezi nimi na prvni pohled patrny zasadni rozdil, ktery byl zplisobeny
praveé ¢asovou prodlevou mezi analyzami. Design experimentu byl na zakladé zde ziskanych

poznatkd upraven a tématu je i nadale vénovana pozornost.
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Obr. 33: ,,Prizdny“ MRM chromatogram kongresni sladiny pripravené z uméle nitrosovaného sladu
»za horka“ (37015N)
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Obr. 34: V§echny MRM chromatogramy sladia pi¥islu$nych sladin analyzované pied zavadou piistroje

(duplicitni analyza)
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Obr. 35: V§echny MRM chromatogramy sladu piislu$nych sladin analyzované po opravé pristroje

66




6 Diskuze

Oxidy dusiku jsou velmi ucinnymi nitrosacnimi Cinidly (Wainright 1986). Jejich
schopnost podilet se na nitrosaci, ale také nitraci sladové matrice je patrna na Obr. 14.
Z tohoto grafu je dale zfejmé, ze se sledované analyty skutecné mohou tvofit i ve sladové
matrici nikoliv pouze v pivu, jak jiz bylo prokazéano ve studii podle Maleckové et al. (2021).
To by mohlo znamenat, ze se tyto latky mohou ze sladu extrahovat do sladiny a ptipadné
piva, coz se v této praci ale nepodafilo potvrdit ani vyvratit.

Vysoké analytické odezvy zde zkoumanych analytd u sladi, které byly hvozdény
pii vysokych teplotach (viz Obr. 17), by bylo mozné vysvétlit zvySenou tvorbou primych
nitrosacnich ¢inidel, tedy oxidu dusikl, které se podle Wainwright (1986) odviji od teploty.
Kellner et al. (1983) uvadéji, ze se oxidy dusiku tvofi predevsim pii teplotach nad 1200 °C.
Trégner & Trejbal (2017) pak zminuji vzristajici riziko tvorby nitrosamint s teplotou
nad 80 °C. To se z hlediska technologie vyroby sladu jevi jako zasadni, jelikoz podle Boulton
(2013) je tato hranice u vétSiny sladt v procesu hvozdéni prekrocena.

V avahu pfichazi také bakterialni redukce dusi¢nani v maceci vodé (Briggs et al. 2004).
U tohoto scénate by jisté zalezelo jak na rezimu maceni, tak na kvalit€¢ maceci vody. Kunze
(2010) tvrdi, ze celosvétové se pro vyrobu piva vyuzivaji predev§im svétlé slady.
To je z hlediska ptipadnych toxickych acinka zde sledovanych analyti pozitivnim zjisténim,
jelikoz tyto slady dosahovaly nizSich analytickych odezev (viz Obr. 17 a Obr. 20).
Na zakladé ziskanych vysledkd, kdy se zdaly byt slady hvozdéné pii vysokych teplotach
z hlediska analytickych odezev jasné odliSené od ostatnich vzorku, lze soudit, ze bakterialni
redukce dusi¢nanti muize mit spiSe piidruzeny efekt. Obdobné shlukovani plzefniskych slada
ptivodem z Ceské republiky, Slovenska a Srbska (viz Obr. 27) by mohlo byt vysvétleno
obdobnou technologii vyroby vcetné podobného technologického vybaveni. Takovéto tvrzeni
je ale velmi problematické zhodnotit.

Z pohledu NDMA nebylo pfistoupeno ke grafickému vyhodnoceni u sladi barvicich
a nakufovanych kvuli jejich nizkému zastoupeni v celkovém souboru dat. Nicméné podle
Basarové et al. (2010) se barvici slady v ramci sypani aplikuji do 2 % a slady nakufované
se uzivaji spise pro vyrobu whisky. Lze tak soudit, ze v pivovarnictvi nepiedstavuji z hlediska
obsahu NDMA takovou zavaznost. Erzetti et al. (2009) navic podotykaji, ze kout generovany
béhem vyroby nakufovanych sladii neni odpovédny za tvorbu NDMA. Lze se tedy domnivat,
ze slady nakufované nevykazuji zvySené koncentrace NDMA. To potvrzuje studie podle
Kubacki et al. (1989). Karamelové a barvici slady, které byly v ramci této prace analyzovany,
obsahovaly NDMA pod mezi detekce, tedy <O0,2 pg/kg. S vyjimkou jednoho vzorku
karamelového sladu (61946), ktery obsahoval NDMA v koncentraci 0,6 ug/kg. Jedna
se o slady, které jsou hvozdény pfi vysSich teplotach. Karamelové az pii 160 °C (Boulton
2013) abarvici az pii 225 °C (Basafova etal. 2015). Jak jizbylo vySe zminéno, tvorba
nitrosamind je katalyzovana vzrustajici teplotou (Trégner & Trejbal 2017). Z tohoto divodu
je zajimavym zjiSténim nizka koncentrace NDMA v karamelovych abarvicich sladech.
Na zakladé osobni komunikace =zedne 19. 8.2021 se zastupcem vedouciho AZL
VUPS RNDr. Tomagem Vrzalem, Ph.D. to Ize vysvétlit az piili§ vysokou teplotou b&hem
jejich vyroby, ktera vede k degradaci NDMA. Dale vSak poznamenal, ze tyto slady casto
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obsahuji vyssi koncentrace jinych tékavych N-nitrosamind, jako je NPYR. To potvrzuje také
Pollock (1981). K podobnym vysledkim tykajicich senizké koncentrace NDMA
u karamelovych sladi dospéli také Kubacki et al. (1989). Pokud se NDMA u vsech z 6 v této
praci analyzovanych pSeni¢nych sladi vyskytoval, tak pouze pod mezi detekce (<0,2 pg/kg).
Frommberger (1989) to vysvétluje absenci hordeninu, tedy prekurzoru tvorby NDMA
v pSenici. Ten je charakteristicky pfedevS§im projeCmen. Ze 190 analyzovanych komeréné
dostupnych sladi byla hodnota NDMA dostupna u 188, z ¢ehoz 135 vzorki obsahovalo
NDMA nad mezi detekce (>0,2 pg/kg). Cesky svaz pivovard asladoven nedoporuduje
piekratovat koncentraci NDMA 1 pg/kg sladu (Culik et al. 2011). Tuto hranici piekrogilo
celkem 53 vzorktl (39,3 %). Z 98 plzeniskych sladi bylo nevyhovujicich 23 (23,47 %),
pficemz nejvyssi zaznamenana hodnota NDMA ¢inila 8,2 ug/kg sladu. U mnichovskych sladu
prekrocilo hranici NDMA 1 pl/kg rovnéz 23 sladd, ale pouze z 28 vzorku (82,14 %), zatimco
nejvyssi hodnota NDMA zde Cinila 20,5 pg/kg sladu. Podle vySe zminénych udaji se zdaji
byt zhlediska obsahu NDMA nejproblematictéj§i slady mnichovské (Obr. 28).
To je v rozporu se studii, kterou provedli Kubacki et al. (1989). Jejich vyzkum ale probihal
na mensim poctu vzorkl. Jev, kdy slady hvozdéné pii vysokych teplotach obsahovaly vysoké
analytické odezvy u sledovanych analytd (Obr. 17 a Obr. 20), ale nizké hladiny NDMA,
nasveédCuje neexistujici asociaci mezi nimi. Obdobny fenomén Ize pozorovat mezi obsahem
NDMA a ATNC v pivu, jak jiz prokazali Massey et al. (1990), ale také Culik et al. (2012a)
a Culik et al. (2012b).

Podle Culika etal. (2011) dochazi vlivem tepelného rozkladu nitrosoaminokyseliny
NPRO ke vzniku té€kavych N-nitrosamint, konkrétné NPYR. Na Obr. 30 lze vidét,
ze hodnoty NPRO u analyzovanych mnichovskych a plzefiskych sladd nedosahovaly
tak odlisnych analytickych odezev, jako v pfipadé koncentraci NDMA (viz Obr. 29).
To by nasvédCovalo, ze ¢ast NPRO se béhem vysSich hvozdicich teplot pfeménila na NPYR.
Stejny mechanismus podle Pollock (1981) plati i pro preménu NSAR na NDMA. U NDMA
(Obr. 29) by vyssi rozdil v jeho koncentraci mezi plzefiskymi a mnichovskymi slady mohl
byt vysvétlen CcasteCcnou preménou NSAR na NDMA. Pomineme-li vSak nitrosaci
indukovanou oxidy dusiku.

Nakutovany slad byl hodnocen jako slad s niz§imi analytickymi odezvami (viz Obr. 17,
Obr. 25 a Obr. 26). Toje vsouladu s nizkym obsahem NDMA, jak uvadeji Erzetti et al.
(2009), coz je pozoruhodné, jelikoz k jejich vyrobé se pouzivaji hvozdy s pfimym otopem (e-
mailova komunikace ze dne 17. 1.2022 se zastupcem sladmistra panem Markem Cervem
ze sladovny beneSovského Pivovaru Ferdinand, s.r.o.). Hvozdy s pfimym otopem pouzivané
v minulosti byly podle Bamforth (2006) odpovédné za tvorbu NDMA. Analyty nachazejici
se ve zvySené analytické odezvé byly NPRO, p-nitrosofenol, 4-kyanofenol, unk 3, unk 7 a 5-
nitrosoguajakol. Podle Basarové et al. (2015) tyto slady obsahuji vysoké koncentrace fenolt.
Je tedy zajimavé, ze v analyzovaném vzorku byly detekovany praveé analyty p-nitrosofenol
a 4-kyanofenol. V pfipadé 4-kyanofenolu byl podle Maleckové et al. (2021) jako prekurzor
jizurcen tyrosin, avSak prekurzor p-nitrosofenolu zatim urcen nebyl. Vyvstava tak otazka,
zda vyskyt téchto analytl nesouvisi praveé se zvySenym obsahem fenol. Tomu nasvédcuje
tvrzeni publikované v praci podle Wainwright (1986), ktery povazuje fenoly v nakli¢eném
jeCmeni za prekurzory pro tvorbu nitroso a nitro sloucenin. Nicméné v ramci této diplomové
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prace byl analyzovan pouze jeden vzorek nakurovaného sladu a nelze tak vyvozovat jasné
Zavery.

4-kyanofenol byl hodnocen jako analyt, ktery se ve sladech zkoumanych v této praci
nachazel ve vyraznych analytickych odezvach. Podle Maleckové etal. (2021) byl
ve vyrazném mnozstvi nalezen také ve vSech vzorcich komeréné dostupnych piv. Ventura
et al. (2020) se vénovali toxicité fenolickych latek, vCetné 4-kyanofenolu vuci Gerronema
viridilucens. Na zaklad¢ efektivni koncentrace (ECsp) byl 4-kyanofenol fazen mezi
ty toxiCtéjsi ze zkoumanych fenolickych latek. Dalsi kyanoslouceninou ve sladu s prokazanou
toxicitou je epiheterodendrin (viz Obr. 9) majici ptivod v leucinu, ktery za urcitych okolnosti
produkuje toxicky kyanid (Nielsen et al. 2002). Na zakladé vySe zminénych informaci se 4-
kyanofenol zda byt vyznamnou latkou z hlediska sladatsko-pivovarnického odvétvi, u které
se daji predpokladat toxické vlastnosti. Z tohoto duvodu lze prikladat dulezitost dalSiho
vyzkumu.

PSeni¢né slady byly hodnoceny jako matrice s niz§imi analytickymi odezvami.
V porovnani s plzeniskymi slady se ale odchylovaly vice odpruméru (viz Obr. 25).
Od plzeniskych sladi  se pSenicné slady odliSuji  vys§im obsahem bilkovin, vySsi
extraktivnosti, niz§i suSinou (Kosaf & Prochazka 2000) aabsenci pluch. Barva vétSinou
odpovida plzenskym sladiim, nicméné existuji i tmavé varianty (Mallett 2014). V této praci
ale byly analyzovany pouze varianty svétlé. Nizsi vyskyt analyti v pSeni¢nych sladech
by tak mohl byt vysvétlen obdobnou barvou, tedy i obdobnymi teplotami hvozdéni, jako
v pripadé plzenskych sladi. Dale pfichazi v uvahu absence pluch, jelikoz pravé v pluchach
se nitrososlouceniny podle Maleckové (2018) vyskytuji v nejvétsim mnozstvi. Je tieba brat
také v potaz, ze se jedna o slad vyrobeny z jiného botanického druhu nez v piipadé vSech
ostatnich analyzovanych sladd, coz maze komplikovat porovnatelnost.

Vzorek sladového kvétu vykazoval vysSsi analytické odezvy (viz Obr. 20)
nez mnichovsky slad, ze kterého pochazel. Vznik N-nitrosaminli ve sladovém kvétu jiz byl
prokazan, jak uvadéji Neylon et al. (2020). Podle Wainwright (1986) je NDMA v ramci celé
obilky nejkoncentrovangjs$i prave ve sladovém kvétu. Ostatni strukturné charakterizované
analyty studované v této praci nebyly ve sladovém kvétu podle prostudované literatury dosud
sledovany, a je tak problematické zhodnotit divod tohoto vysledku. Nicméné sladovy kvét
se béhem hvozdéni nachazi na povrchu je¢né obilky (Basafova etal. 2015). Sladovy kvét
je tak pravdépodobné vystaven vysSim koncentracim nitrosacnich cCinidel nez struktury
ulozené ve vnitinich Castech. V uvahu je tfeba brat také rozdilny vyskyt jednotlivych
prekurzord v konkrétnich strukturach. Napftiklad obsah fenolovych kyselin, mezi které patfi
kyselina vanilova (prekurzor 2-methoxy-5-nitrofenolu) a benzoova (prekurzor analytu unk 4),
je jak uvadeji Dvorakova etal. (2008) vysSS§i ve svrchnich vrstvach jeéné obilky oproti
endospermu. Vzorky sladi analyzované v této praci byly navic pfipraveny homogenizaci
celych sladovych zrn (vliv fedéni), coz by mohlo také vysvétlovat vyssi analytické odezvy
u vzorku sladového kvétu nez ve vzorku sladu, ze kterého pochazel. To podporuje tvrzeni
v praci Kellner etal. (1983), ktefi zde uvadeji koncentraci NDMA ve sladovém kvétu
890 ppb, zatimco v ramci celého sladu 70 ppb. Nicméné v ramci této diplomové prace byl
analyzovan pouze jeden vzorek této matrice anelze tak Cinit jasné zavéry. Na zaklade
vysledki shlukové analyzy (viz Obr. 17) aPCA (viz Obr. 26) bylo souzeno, ze slady
neznamé (u kterych nebylo ziejmé, o ktery druh se jedna) byly ve vétSiné pripadi skutecné
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slady plzeriské, jak bylo predpokladano na zakladé makroskopickych znakt. Minoritné vSak
byly zastoupeny pravdépodobné také slady mnichovskeé.

Podle Vrzala & Olsovské (2016) nebyly vesladu C-nitrososlouceniny zatim
identifikovany. Maleckova (2018) ve své diplomové praci pouzila klasifikaéni metodu
rozdélujici detekované latky do skupin N-nitrososloucenin, interferujicich latek a C-
nitrososloucenin. Ztéchto vysledki vyplyva, ze ve zkoumanych sladech tvorily C-
nitrososlouceniny pocetnéj§i skupinu, nez N-nitrososlouceniny, coz pfiklada relevanci
vyzkumu C-nitrososloucenin v komeréné dostupnych sladech. Problematice klasifikace C-
nitrososloucenin se vénovali také Vrzal & OlSovska (2019). V ramci této diplomové prace
vSak byly v komeréné dostupnych sladech detekovany konkrétni strukturné charakterizované
C-nitrososlouceniny jako je 5-nitrosoguajakol (viz Obr. 11 a Obr. 18). Samotny guajakol
je vjeCmeni tvofen pusobenim prazeni (Joung et al. 1980), coz podporuje predpoklad tvorby
S-nitrosoguajakolu ve sladu. To je dale v souladu s vysledkem, ze 5-nitrosoguajakol se zdal
byt typickym analytem pro barvici slady (viz Obr. 20 a Obr. 21), u nichz je podle Kunze
(2010) prazeni principem vyroby. Vyskyt 6-nitrosoguajakolu v masné matrici jiz prokazali
Bolicke & Ternes (2016), jehoz prekurzorem byl pravé guajakol, coz je v souladu s vysledky
MalecCkove et al. (2021); (viz Tab. 8).

Déle byly v ramci této prace ve sladu z C-nitrososloucenin detekovany p-nitrosofenol
akyselina  2-nitrosopropanova neboli  tautomer oximu kyseliny  pyrohroznové
(viz Obr. 11 a Obr. 18). Obsah p-nitrosofenolt je problematicky z hlediska své mutagenni
aktivity a schopnosti katalyzovat tvorbu N-nitrosamint, véetné NDMA a NPYR (Gilbert et al.
1980). Kyselina pyrohroznova je v jeCmeni tvorena nejvice ke konci sladovaciho procesu
(Frank etal. 2011). Za ptfedpokladu oximace by tak mohl rezim hvozdéni ovlivnit vyskyt
oximu kyseliny pyrohroznové. Jednoduchym tautomernim pfesmykem by se nasledné mohla
generovat kyselina 2-nitrosopropanova nalezici mezi C-nitrososlouceniny.

Nitroslouceniny, konkrétné nékteré nitrované fenoly jiz byly ve sladu a pivu sledovany
(Wainright 1986). Fenolické latky sladu jsou naptiklad kyselina benzoova (Preedy 2009)
a kyselina vanilova (Dvorakova et al. 2008). Kyselina benzoova je prekurzorem analytu unk
4, tedy nejspiSe kyseliny nitrobenzoové (Maleckova et al. 2021), zatimco kyselina vanilova
je prekurzorem  2-methoxy-5-nitrofenolu  a 5-nitrosoguajakolu  neboli  2-methoxy-5-
nitrosofenolu (viz Tab. 8 a Obr. 11). 2-methoxy-5-nitrofenol byl hodnocen jako analyt
vyskytujici se napii¢ zkoumanymi vzorky ve vyraznégjSich analytickych odezvach nez unk 4.
Obsah volné kyseliny vanilové se podle Dvorakové et al. (2008) v prubéhu vyroby sladu
snizuje. Ztoho duvodu je zajimavy vysoky vyskyt 2-methoxy-5-nitrofenolu. Vznik
zde sledovanych analyti ve sladu je dale vysvétlovan obsahem jejich dalSich pfirozenych
prekurzord v jeCmeni, jako je prolin a tyrosin (viz Tab. 8). Podle Gupta et al. (2010) se jedna
o minoritné¢ zastoupené aminokyseliny, zatimco Basafova etal. (2015) povazuji prolin
za majoritni aminokyselinu v je€meni.

V pfipadé analytu unk 3 se podle Maleckové (2021) jedna s nejvétsi pravdépodobnosti
bud’ o kyselinu N-nitrosopyroglutamovou ¢i N-nitrosopipekolovou (viz Obr. 12). Kyselina
pyroglutamova se nachazi vjeCmeni (Svensson etal. 1985) amize byt vlivem dusitand
nitrosovana za vzniku karcinogenni kyseliny nitrosopyroglutamové (Yamada etal. 1981).
NPIC nebyla ve sladech podle Pollock (1981) pozorovana.
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Ze strukturné charakterizovanych analyti nebyla zadna analyticka odezva napfi¢ vzorky
zaznamenana u NPRO-ethylesteru. Ten byl ve studii Vrzala & Olsovské (2019) detekovan
v experimentalné nitrosovaném pivu, kde byl tvofen nejspiSe reakci NPRO s ethanolem
za kyselych podminek. Nicméné tento analyt nebyl zaznamenan ani v pfipadé dvou uméle
nitrosovanych sladi (37015N, 37015NS), coz by potvrzovalo piedpoklad o vyznamu ethanolu
pfi jeho tvorbé. Zakladni bilkovinotvornou aminokyselinou jeCmene je mimo jiné fenylalanin
(Basafova etal. 2015). Obava, ze by pfirozené se vyskytujici fenylalanin (ve zkoumanych
vzorcich) pfispél k analytické odezvé IS, nebyla potvrzena. Zhodnoceno tak bylo na zakladé
porovnani chromatogramt a hmotnostnich spekter. Je tfeba si ale uvédomit, ze nedetekovani
analyti nemuselo nutn€¢ znamenat jejich realnou absenci ve zkoumanych vzorcich. Tyto
analyty se napfiklad mohly ve vzorcich nachazet v koncentracich pod mezi detekce, nebo
nemusely byt dostatecné extrahovany. V uvahu je tieba vzit také pribéh derivatizacni reakce.
To se netyka pouze analytu NPRO-ethylester, ale také strukturné necharakterizovanych
analyti jako je unk 14 a unk 15, které rovnéz nebyly zaznamenany u komeréné dostupnych
sladt, ale pouze u slad uméle nitrosovanych (viz Obr. 14). Stejny mechanismus se mohl
uplatnit u vSech zaznamu s nulovou analytickou odezvou.

Zakladnim predpokladem vzniku zde sledovanych analytd je G¢inek nitrosacnich
Cinidel. V pfipadé€ jeCmene by tak k jejich tvorbé mélo dochazet az v pribéhu vyroby sladu.
Z tohoto divodu byly piekvapivé vysoké analytické odezvy u nékterych sledovanych analyti
v ramci nesladovanych jement (viz Obr. 17 a Obr. 20). Jak uvadi Smith (1994), témito
nitrosacnimi Cinidly jsou oxidy dusiku. Podle Lopatin (2020) jsou oxidy dusiki jednou
z nejtoxictejSich slozek vyfukovych plyna dieselovych motord, které jsou zpravidla hlavnim
zdrojem pohonu zemédélské mechanizace. Teoreticky by tedy mohlo dojit k vystaveni
pfirozenych prekurzori jeCmene nitrosacnim cCinidlim tohoto pivodu napfiiklad v pribéhu
sklizn€. Wainwright (1986) dale povazuje zhlediska nitrosace za vyznamné zneciSténi
atmosféry oxidy dusiku vlivem automobilové dopravy. Takovéto znecisténi atmosféry v misté
rastu jeCmene by tak mohlo stejnym mechanismem vysvétlit zvySeny obsah zde studovanych
analytd ve vzorcich nesladovanych je¢menti. V nich mohou byt podle Culika et al. (1989a)
nalezeny t€kavé N-nitrosaminy, ato patrné vlivem pouziti dusikatych agrochemikalii.
Je tak tedy na misté posoudit mozny vliv aplikace agrochemikalii na tvorbu zde studovanych
analyti. Miniaturizovana extrakéni metoda podle MaleCkové (2018) byla vyvinuta
pro screening netékavych nitrososloucenin  ve sladu pomoci GC-NCD  (plynova
chromatografie s chemiluminiscenéni detekci selektivni pro dusik), nikoliv v jeCmeni.
Autorka navic v je¢meni klasifikovala také C-nitrososlouceninu. Fakt, ze studované analyty
nepatii pouze mezi nitrososlouceniny a byly dale analyzovany pomoci GC-MS/MS, miiZe byt
odpovédny zaurCitou chybovost. Z hlediska samotné analyzy na GC-MS/MS je tieba
dale brat v uvahu vliv moznych interferenci a koeluci a nemély by tak byt ¢inény zcela
striktni zaveéry.

V nedavno publikovaném vyzkumu podle Maleckové et al. (2021) byla provedena
semikvantifikace zde zkoumanych analyti v 16 komer¢né dostupnych pivech rtizného typu
a pavodu. Relativni mnozstvi bylo vypocteno jako pomér plochy piku analytu k plose piku IS.
V téchto pivech (alespori v jednom z piipadi) se z analytt (které jsou sledovany v ramci této
diplomové prace) vyskytly v analytickych odezvach vyssich nez IS tyto analyty: unk 1, 4-
kyanofenol, unk 2, NPRO, unk 3, 5-nitrosoguajakol, 2-methoxy-5-nitrofenol, unk 8, unk 7,
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unk 12, unk 13 aunk 16. Jako nejvyraznéjs§i se ale jevily konkrétné analyty: unk 1, 4-
kyanofenol, 2-methoxy-5-nitrofenol, unk 12 apfedev§im unk 7. Napfi¢c vzorky sladu
zkoumanych v této diplomové praci pak byly zjiStény ve vyraznych odezvach odezvach
shodné analyty unk 1, 4-kyanofenol, 2-methoxy-5-nitrofenol a unk 7. Nejméné zastoupenym
analytem napfi¢ vSemi vzorky komercné dostupnych sladi byl unk 6 (viz Obr. 17),
coz je v souladu s jeho vyskytem v komercné dostupnych pivech, kde byl fazen rovnéz mezi
nejméne zastoupené analyty. Lze tedy ramcové zhodnotit, Ze v pivu bylo ve vyrazném
mnozstvi detekovano vice analytii nez ve sladu. To je v souladu s predpokladem, ze kromé
pfipadné extrakce ze sladu se v pivu tyto analyty tvoii vlivem mikrobidlni kontaminace
tak jako v pripadé ATNC, jak jizuvedlo mnoho autori vcetné Calderbank & Hammond
(1989). Z davodu rozdilného poctu vzorki a metodiky zpracovani je takovéto porovnani
z hlediska vyhodnoceni problematické.

Dlivodem znehodnoceni vzorkii kongresnich sladin (viz Obr. 31 a Obr. 32) mohla jisté
byt Casova prodleva mezi pfipravou vzorki a samotnou GC-MS/MS analyzou. V tGvahu
ptipada také zbytkova vlhkost po SPE ¢i vzdusna vlhkost ve vialce v prubéhu skladovani
vzorkt. Jak uvadi Novakova (2011) TMS derivaty a Cinidla jsou viéi vlhkosti citliva, jelikoz
jejim vlivem podléhaji hydrolyze. Nicméné béhem pfipravy vzorkt byl na toto riziko kladen
diraz. V pfipad€ uméle nitrosovaného sladu (37015NKS) vyvstaly nékteré dalsi komplikace.
Zminéné problémy se tykaly nejprve velmi pomalé filtrace. Po zamrazeni sladin bylo velmi
obtizné jejich rozmrazovani. Oproti standardnim sladinam tento proces probihal velmi pomalu
arozmrazené sladiny byly vice viskozni. S tim souvisela také hife proveditelna SPE.
Divodem mohlo byt stafi sladu, fakt, Ze byl slad skladovan jako namlety, ale spise
skuteCnost, ze proSel procesem umélé nitrosace, popsaném v Kapitole 4.7. To v§e mohlo byt
divodem nezaznamenani zadnych analytickych odezev u téchto vzorki kongresnich sladin.

Jak jiz bylo zminéno vySe, nitrososlouceniny a jejich prekurzory se nachazi predevsim
v pluchéach. Pokud by toto platilo i pro zde sledované analyty, které jsou fazeny dale mezi
nitroslouceniny, kyanoslouceniny a oximy, mohl by byt jejich pfechod do sladiny a nasledné
piva ovlivnén rezimem Srotovani. Kosaif & Prochazka (2000) totiz uvadéji, ze zpusob
Srotovani ma vliv na naruSeni pluch, a tedy 1 na naslednou extrakci latek v nich obsazenych.
Johnson et al. (1987) poukazuji na 20 az 30% extrakci ATNC ze sladu do sladiny, pfi¢emz
pfisuzuji hlavni vyznam tvorbé ATNC azv pribéhu fermentace vlivem mikrobialni
kontaminace. V budoucim vyzkumu by bylo Zzadouci porovnat extraktivnost ATNC
s extraktivnosti zde studovanych analytti. Vzhledem k tomu, Ze nékteré z téchto analytt patfi
mezi slouceniny tvotici ATNC, lze pfedpokladat obdobnou extrakei.
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7 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala screeningem dusikatych latek vzniklych ptiisobenim
nitrosacnich cinidel v komeréné dostupnych sladech. Pozornost byla vénovana také prechodu
téchto latek (analytil) do kongresni sladiny. Tyto analyty byly popsany v pivni matrici v ramci
nedavného vyzkumu ve VUPS. Podle védomi autora a prostudovani dostupné literatury
nebyla vétSina téchto analyti ve sladu prozatim zkoumana. V ramci této prace tak bylo
nejprve analyzou experimentalnich (uméle nitrosovanych) slada potvrzeno, Ze se tyto latky
mohou tvorit také ve sladové matrici.

Dale byly rozpoznany analyty, které byly vramci souboru zkoumanych vzorki
detekovany prevazné v nizkych, ptrechodnych a vysokych analytickych odezvach, potazmo
koncentraci. Zaroven byly navrzeny konkrétni analyty, které se zdaly byt typické
pro jednotlivé druhy analyzovanych komer¢né dostupnych sladi. Také byl potvrzen
predpoklad vyskytu C-nitrososloucenin ve sladové matrici. Faktorem podporujici vznik téchto
latek ve sladu se zdala byt vysoka teplota béhem posledni faze jeho vyroby, tedy v prabéhu
hvozdéni. Nejevilo se, Ze by byl obsah zde studovanych analyti ve sladech asociovan
s obsahem NDMA, coz je v souladu s jiz zndmym zji§ténim o nizké korelaci mezi NDMA
a ATNC v pivu. Mezi analytickymi odezvami sledovanych analyti azemémi puvodu
prisluSnych matric nebyla rovnéz pozorovana zifejma asociace. Dale bylo potvrzeno,
ze analyty nalezené v komeréné dostupnych pivech mohou vznikat i v komeréné dostupnych
sladech, coz by mohlo nasvédcovat predpokladu jejich mozné extrakce do sladiny, potazmo
piva. Tuto hypotézu se ale za zvoleného designu experimentu nepodarilo spolehlivé potvrdit
ani vyvratit. Nicméné tomuto problému je i nadale vénovana pozornost.

Jednalo se o observacni studii, tudiz nelze z vysledkti vyvozovat zcela jednoznacné
zaveéry. Pouzita extrak¢ni metoda byla vyvinuta s cilem detekce netékavych nitrososloucenin,
nicméné zde zkoumané analyty byly charakterizovany ijako jiné skupiny latek. Stejné
tak metoda analyzy na GC-MS/MS byla pavodné vyvinuta pro detekci téchto analytt v pivu,
nikoliv sladu, coZz mohlo rovnéz zpusobit urCitou chybovost. Dale je tfeba brat v Gvahu vyskyt
ptfipadnych interferenci a koeluci a fakt, ze b&hem vyhodnocovéani nebyl bran v potaz
odezvovy faktor. Budouci vyzkum by se mél vénovat predevsim objasnéni toxikologickych
vlastnosti sledovanych analyti pro zhodnoceni relevance dalSiho vyzkumu. Na zakladé toho
by mély byt dale charakterizovany analyty neznamé struktury. V neposledni fadé by bylo
vhodné zaméfit se na dalSi potraviny, pii jejichz vyrobé se také uplatiiuji nitrosacni Cinidla
tedy napfiklad na uzeniny. Zavérem lze konstatovat splnéni stanovenych cilt prace. Z hypotéz
se nepodafilo potvrdit pouze predpoklad pfechodu zkoumanych analytt do kongresni sladiny.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ATNC - zdanlivé celkové N-nitrososlouceniny (z angl. Apparent Total N-nitroso
Compounds)

AZL — Analyticka zkuSebni laboratof

BSTFA — N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

CE - kolizni energie (z angl. Collision Energy)

DMA — dimethylamin

DMS — dimethylsufild

DMSO - dimethylsulfoxid

DON - deoxynivalenol

EBC - Evropska pivovarska konvence (z angl. European Brewery Convention)

ECso— efektivni koncentrace (z angl. Effective Concentration)

FAN - volny aminodusik (z angl. Free Amino Nitrogen)

FUM - fumonisiny

GC - plynova chromatografie (z angl. Gas Chromatography)

GC-MS - plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

GC-MS/MS - plynova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

GC-NCD - plynova chromatografie s chemiluminiscencni detekci selektivni pro dusik

IS — interni standard

LTPs — proteiny prenasejici lipidy (z angl. Lipid Transfer Proteins)

MRM - méd sledovani mnoha reakci (z angl. Multiple Reaction Monitoring)

MS/MS - tandemova hmotnostni spektrometrie (z angl. Tandem Mass Spectrometry)

NDBA — N-nitrosodinbutylamin

NDEA — N-nitrosodiethylamin

NDMA — N-nitrosodimethylamin

NDPA — N-nitrosodi-n-propylamin

NHMTCA — N-nitroso-2-(hydroxymethyl)thiazolidin-4-karboxylova kyselina

NHMTHZ — N-nitroso-2-(hydroxymethyl)thiazolidin

NHPRO — N-nitrosohydroxyprolin

NHPYR — N-nitrosohydroxypyrrolidin

NIST - knihovna hmotnostnich spekter (z angl. National Institute of Standards
and Technology)

NMEA — N-nitrosomethylamin

NMOCA - N-nitroso-5-methyloxazolidin-4-karboxylova kyselina

NMOR - N-nitrosomorfolin

NMPhA — N-nitrosomethylfenylamin

NMTCA — N-nitroso-2-methylthiazolidin-4-karboxylova kyselina

NMU - N-nitroso-N-methylmocovina

NOCA — N-nitrosooxazolidin-4-karboxylova kyselina

NPIC — N-nitrosopipekolova kyselina

NPIP — N-nitrosopiperidin

NPRO — N-nitrosoprolin

NPYR — N-nitrosopyrrolidin
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NSAR — N-nitrososarkosin

NTCA — N-nitrosothiazolidin-4-karboxylova kyselina

PAHs — polyaromatické uhlovodiky (z angl. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons)

PCA — analyza hlavnich komponent (z angl. Principal Component Analysis)

PCBs — polychlorované bifenyly (z angl. Polychlorinated Biphenyls)

POPs — perzistentni organické polutanty (z angl. Persistent Organic Pollutants)

RT —retencni Cas/y (z angl. Retention Time)

SIM — méd sledovani vybranych iontt (z angl. Selected Ion Monitoring)

sken — mod skenovani s vyuzitim pouze 1. kvadrupolu

SMM - S-methylmethionin

SPE — extrakce na pevné fazi (z angl. Solid Phase Extraction)

TMS - trimethylsilyl derivat

unk — neznamy analyt (z angl. Unknown)

VUPS - Vyzkumny tstav pivovarsky a sladaisky v Praze (angl. Research Institute of Brewing
and Malting in Prague)

Poznamka:

o Ceské ekvivalenty anglické pivovarské terminologie byly piekladany podle Vedral
(2011)

e Pokud neni uvedeno jinak, chemické strukturni vzorce uvedené v této praci byly
generovany pres kanonicky SMILES kod ziskany v databazi PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) v programu ACD/ChemSketch (Freeware)
2020.1.2
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11  Samostatné prilohy

Pfiloha I: Srovnani priimérného chemického slozeni zrna jeémene, pSenice a Ciroku s jejich slady

je¢men pSenice cirok
rno slad rno slad rno slad
hmotnost obilky (mg)  34-39 30,5-35,5  27-32 25-30 25-35 21-30
vlhkost (%) 12 5 12 6 13 8
skrob (%) 63-65 58-60 71 59,6 68,7 58,9
redukujici cukry (%) 1,2-1,7 5-7,3 2,3 8,7 1,7 6,3
fruktoza 4,1 7,1 - - - -
(% 1z rozpustnych
cukri)
glukoza 2.4 16,9 - - - -
(% 1z rozpustnych
cukri)
sacharoza 45,5 48,2 - - - -
(% 1z rozpustnych
cukri)
maltoza 0 9,4 - - - -
(% 1z rozpustnych
cukri)
maltotrioza 0 5,4 - - - -
(% 1z rozpustnych
cukri)
fruktosany 34,2 12,9 - - - -
(% 1z rozpustnych
cukri)
celkovy dusik (%) 1,5-2 1,5-2 1,9 1,8 1,5 1,4
rozpustny dusik 11 35 12 51 5 19,33
(% z celkového
dusiku)
rozpustné gumovité 1,25 3 - - - -
latky (%)
hemiceluloza 9 7 - - - -
lipidy (%) 2,5 2,5 2,8 2,7 3,5 33
mineralni latky (%) 2 2,2 1,8 1,9 1,7 1,8
diastaticka 55 150 - 41 - -
mohutnost (°L) 2
aktivita a-amylazy *  stopy 25 - - - -

4— stupeti Lintnera: mnozstvi redukovanych sloucenin vypoctenych jako maltéza, vznikla z rozpustného Skrobu
obsazeného v 25 g sladu za 30 minut pfi 20 °C

® — mnoZstvi rozpustného $krobu dextrinizovaného 1 g sladu za 1 h pfi 20 °C

poznamka: vyjadieno v suSin¢

Zdroj: upraveno podle Serna-Saldivar 2010



Priloha II: Analyzované vzorky a jejich parametry

poradové oznaceni specifikace zemé puvodu NDMA (ug/kg)
¢. analyzy matrice

1. 61936 jeGmen Cesko <0,2
2. 61944 plzensky slad Cesko 4,5
3. 61941 plzensky slad Cesko 1.4
4. 61939 je¢men Cesko <0,2
5. 61949 pSenicny slad Cesko <0,2
6. 61950 mnichovsky slad Cesko 1,2
7. 61938 jeCmen Cesko <0,2
8. 61948 plzensky slad Cesko 1
9. 60133 mnichovsky slad Cesko 0,6
10. 61942 plzensky slad Cesko <0,2
11. 61846 plzetisky slad Cesko -
12. 61937 jeCmen Cesko <0,2
13. 61946 karamelovy slad Cesko 0,6
14. 61947 barvici slad Cesko <0,2
15. 61943 plzensky slad Cesko 1,7
16. 61945 mnichovsky slad Cesko 4.5
17. 37015N plzensky slad Cesko -

(nitrosovany

,,za horka®)
18. 37015 plzetisky slad Cesko 0,6

(bez nitrosace) —
postup

,,za studena“
19. 62685 plzeiisky slad Cesko 0,2
20. 62664 plzensky slad Polsko 1,2
21. 62659 plzetisky slad Cesko 0,7
22. 62665 pSenicny slad Cesko <0,2
23. 62684 plzensky slad Cesko 1.4
24, 62660 plzeiisky slad Cesko 1,1
25. 62882 karamelovy slad Cesko <0,2
26. 62881 plzensky slad Cesko 8,2
27. 62883 mnichovsky slad Cesko 1,6
28. 62865 plzetisky slad Cesko <0,2
29. 62787 plzensky slad Francie <0,2
30. 62808 plzeiisky slad Cesko 0,2
31. 62795 plzensky slad Srbsko 0,6
32. 62796 plzensky slad Srbsko 0.4
33. 62786 plzensky slad Francie 0,4
34. 62805 plzetisky slad Cesko <0,2

poznamka: - = chybg¢jici popis/data; <0,2 = mez detekce

IT



poradové oznaceni specifikace zemé puvodu NDMA (ug/kg)
¢ analyzy matrice
35. 62806 plzensky slad Cesko 0,6
36. 62807 plzeiisky slad Cesko 0,2
37. 62666 plzenisky slad Cesko 0,5
38. 62686 - Cesko 1,2
39. 62687 - Cesko <0,2
40. 62688 - Cesko 1,4
41. 62689 - Cesko 0,3
42. 62690 pSenicny slad Cesko <0,2
43. 62667 - Cesko 0,6
44. 62668 - Slovensko <0,2
45. 62680 - Polsko <0,2
46. 62681 - Polsko <0,2
47. 62682 - Polsko <0,2
48. 62683 - Polsko <0,2
49. 62691 mnichovsky slad Cesko 3,9
50. 62692 mnichovsky slad Cesko 3,3
51. 62693 mnichovsky slad Cesko 5,5
52. 62694 mnichovsky slad Cesko 0,5
53. 62695 mnichovsky slad Cesko 8
54. 62797 - Cesko 0,6
5S. 60664 plzensky slad Polsko 3,3
56. 37022 mnichovsky slad Cesko 4,1
57. TCV348] jeCmen Cesko -
S8. TCV348S plzensky slad Cesko -
59. TCV349] jeCmen Cesko -
60. TCV349S plzenisky slad Cesko -
61. 37016 plzensky slad Cesko 1,2
62. 37018 mnichovsky slad Cesko 1,1
63. 37021 mnichovsky slad Cesko 4,7
64. 37023 mnichovsky slad Cesko 1,8
65. 49015 barvici slad Cesko <0,2
66. NAK nakufrovany slad - -
67. 37015NS plzensky slad Cesko -
(nitrosovany
,,Za studena®)

68. 37014 plzensky slad Cesko 2,2
69. 37017 plzensky slad Cesko 1
70. 37019 mnichovsky slad Cesko 5,5
71. 37020 mnichovsky slad Cesko 1,1
72. 51788 mnichovsky slad Slovensko 20,5

poznamka: - = chybéjici popis/data; <0,2 = mez detekce
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poradové oznaceni specifikace zemé puvodu NDMA (ug/kg)
¢. analyzy matrice

73. 35904 plzetisky slad Cesko 0,5
74. 40919 mnichovsky slad Cesko 10,2
75. 41077 mnichovsky slad Cesko 5,1

76. 41078 karamelovy slad Cesko <0,2
77. 41269 plzensky slad Cesko 0,8
78. 41270 plzetisky slad Cesko 0,3
79. 37023SK sladovy kvét - -

80. 63041 mnichovsky slad Cesko 12,8
81. 40479 mnichovsky slad Cesko 1,4
82. 41076 plzensky slad Cesko 3

83. 41271 pSenicny slad Cesko <0,2
84. 62791 - - 0,6
8s. 62790 - - 0,9
86. 63371 karamelovy slad Cesko <0,2
87. 63415 plzensky slad Cesko 0,6
88. 63466 - Cesko <0,2
89. 63467 - Cesko <0,2
90. 63279 - Slovensko <0,2
91. 63687 plzensky slad Cesko 0,3
92. 63721 mnichovsky slad Cesko 0,6
93. 63722 mnichovsky slad Cesko 2.6
94, 63723 mnichovsky slad Cesko 3,2
95. 63763 plzensky slad Cesko 0,8
96. 63278 - Slovensko 0,3
97. 63462 - Slovensko 0,5
98. 63675 - Slovensko 1,9
99, 63706 plzensky slad Cesko 0,7
100. 63725 plzensky slad Srbsko <0,2
101. 63727 plzensky slad Srbsko 0,6
102. 62980 karamelovy slad Cesko <0,2
103. 63036 plzetisky slad Cesko 0,6
104. 63040 mnichovsky slad Cesko 6,5
105. 63188 plzensky slad Cesko 1,4
106. 63568 - Polsko 0,9
107. 63649 karamelovy slad Cesko <0,2
108. 62940 - Cesko 0,5
109. 62944 - Cesko 0,9
110. 62946 - Cesko <0,2
111. 63103 - Cesko 0,2
112. 63105 plzensky slad Srbsko 0,2

poznamka: - = chybé&jici popis/data; <0,2 = mez detekce
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poradové oznaceni specifikace zemé puvodu NDMA (ug/kg)
¢ analyzy matrice

113. 63651 plzeiisky slad Cesko 0,8
114. 62941 - Cesko <0,2
115. 62942 - Cesko 0,5
116. 63038 - Cesko 1,2
117. 63104 plzensky slad Srbsko 0,2
118. 63650 plzeiisky slad Cesko 0,7
119. 63729 plzeiisky slad Cesko 0,9
120. 63181 - Cesko <0,2
121. 63189 plzensky slad Cesko 0,4
122. 63190 plzensky slad Cesko 0,7
123. 63461 - Slovensko 0,2
124. 63707 plzensky slad Cesko 1
125. 63720 - Cesko 0,6
126. 63465 plzensky slad Srbsko 0,3
127. 63463 - Slovensko 0,2
128. 63353 - Cesko <0,2
129. 63230 plzeiisky slad Cesko 1,1
130. 63229 plzeiisky slad Cesko 0,5
131. 63191 plzensky slad Cesko 1
132. 63384 plzeiisky slad Cesko 0,6
133. 63815 - Polsko <0,2
134. 63904 plzeiisky slad Cesko 0,6
135. 63905 plzeiisky slad Cesko 0,5
136. 63906 mnichovsky slad Cesko 0,7
137. 63907 mnichovsky slad Cesko 1,6
138. 63914 plzensky slad Cesko 1
139. 63915 plzeiisky slad Cesko 0,3
140. 63916 plzeiisky slad Cesko 0,2
141. 63917 plzensky slad Cesko 1,2
142. 63922 pSeni¢ny slad Cesko <0,2
143. 63923 mnichovsky slad Cesko <0,2
144. 64217 - - -
145. 64218 - - -
146. 64088 plzensky slad Cesko 0,7
147. 64150 plzensky slad Cesko <0,2
148. 64223 plzensky slad Cesko <0,2
149. 64240 - Cesko 0,4
150. 64026 plzeiisky slad Cesko 0,6
151. 64027 plzeiisky slad Cesko <0,2
152. 64149 plzensky slad Cesko <0,2

poznamka: - = chybé&jici popis/data; <0,2 = mez detekce




poradové oznaceni specifikace zemé puvodu NDMA (ug/kg)
¢. analyzy matrice
153. 64186 plzeiisky slad Cesko 0,5
154. 64220 plzensky slad Slovensko <0,2
155. 64222 plzensky slad Cesko 0,4
156. 63821 - - 0,3
157. 64083 plzeiisky Slad Cesko 1,6
158. 64085 plzeiisky slad Cesko <0,2
159. 64086 plzeiisky slad Cesko 0,3
160. 64087 plzefisky slad Cesko <0,2
161. 64119 plzensky slad Slovensko 1.4
162. 63820 - - 0,4
163. 63962 karamelovy slad Cesko <0,2
164. 64022 - Cesko <0,2
165. 64023 - Cesko 0,5
166. 64118 plzensky slad Slovensko 1,6
167. 64219 plzensky slad Slovensko 1,7
168. 63966 plzeiisky slad Cesko 0,4
169. 63963 karamelovy slad - <0,2
170. 63967 plzeiisky slad Cesko 0,6
171. 64024 plzensky slad Cesko 0,2
172. 64025 plzefisky slad Cesko 0,4
173. 64095 plzeiisky slad Cesko 0,6
174. 63964 plzeiisky slad Cesko 0,5
175. 63965 plzeiisky slad Cesko 0,3
176. 64349 - Cesko <0,2
177. 64350 - Cesko 1,7
178. 64351 - Cesko 0,6
179. 64352 - Cesko 1,3
180. 64282 karamelovy slad Cesko <0,2
181. 64346 plzefisky slad Cesko <0,2
182. 64347 plzensky slad Cesko 0,2
183. 64348 - Cesko 0,3
184. 64455 plzensky slad Slovensko 3,1
185. 64456 plzensky slad Slovensko 0,2
186. 64354 pSenicny slad Cesko <0,2
187. 64421 plzensky slad Cesko 0,7
188. 64422 plzensky slad Cesko <0,2
189. 64423 plzensky slad Cesko 1,5
190. 64424 plzensky slad Cesko 1,5
191. 64454 plzensky slad Slovensko 4.4
192. 64353 mnichovsky slad Cesko 1,3

poznamka: - = chybé&jici popis/data; <0,2 = mez detekce

VI



poradové oznaceni specifikace zemé puvodu NDMA (ug/kg)
¢ analyzy matrice

193. 64388 plzeiisky slad Cesko <0,2

194. 64506 plzensky slad Srbsko 0,6

195. 64507 plzensky slad Srbsko 0,6

196. 64508 plzeiisky slad Cesko 0,3

197. 64509 plzeiisky slad Cesko <0,2

198. 62138 plzensky slad Cesko 2,2

199. 63196 - Slovensko -

200. 50317 plzeiisky slad Cesko 0,6

poznamka: - = chybé&jici popis/data; <0,2 = mez detekce
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Priloha III: Regulacni diagram
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Priloha I'V: Analyzované vzorky sladu a jejich parametry pii experimentech s kongresni sladinou

poradové oznaceni specifikace zemé pivodu NDMA (ug/kg)
¢ analyzy matrice
1. 65585KS plzensky slad Slovensko 0,9
2. 65361KS - Cesko <0,2
3. 65833KS plzeiisky slad Cesko 0,6
4. 65835KS plzeiisky slad Cesko 0,6
5. 65912KS - Slovensko 5,8
6. 65586KS plzensky slad Slovensko <0,2
7. 65298KS mnichovsky slad Cesko 1,3
8. 65299KS mnichovsky slad Cesko 1,5
9. 65761KS mnichovsky slad Cesko 0,8
10. 65762KS mnichovsky slad Cesko 1,8
11. 65792KS mnichovsky slad Cesko 1,6
12. 37022KS mnichovsky slad Cesko 4,1
13. 37015NKS plzensky slad Cesko -
(nitrosovany
,,za horka®)

poznamka: KS — vzorek sladu, ze kterého byla pfipravena kongresni sladina; - = chybé&jici
popis/data; <0,2 = mez detekce




Priloha V: Hmotnostni spektra strukturné charakterizovanych analyta

TandemQuadrupole + Scan pyruvic acid oxime (2TMS) - syntetizovany
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TandemQ +Scan 4 TMS derivative - vznika z tyrosinu_ovéfen
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TandemQ + Scan N-nif ine ethylester, classified as N-NO_ovéfen
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TandemQi + Scan 2-Methoxy-5-ni (TMS) - classified as interference
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