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Procesy latkové pfemény, na kterych se podileji
bilkoviny, resp. aminokyseliny, jsou ¢asto prova-
zeny tvorbou aminii. Ty jsou, jak znamo, castou
soutdsti rozmanitych potravin. Pfi metabolismu
jsou tvofeny nejcastéji béhem odbourdvéani dusi-
katych latek a pfi dekarboxylaci aminokyselin.

Aminy patfi mezi senzoricky aktivni latky. V b&z-
nych koncentracich nebyl pozorovan negativni vliv
na senzorické vlastnosti piva, avSak pfidavek zhru-
ba desetinasobku pfrirozenych obsahii vedl k na-
hofklé, nepFijemng pFetrvavajici chuti [1,2]. Ami-
ny jsou rovndz prekurzory rady latek, které vyka-
zuji nezddouci senzorické efekty [3].

Aminy pfitomné ve sladu mohou podléhat mno-
ha chemickym reakcim, napf. reakcim neenzymo-
vého hnédnuti [4]. Dalsi diileZitou skupinou reakci,
na kterych se mohou aminy podilet, jsou reakce
nitrosa¢ni [5], vedouci ke vzniku N-nitrosodime-
thylaminu (NDMA) ve sladu [6, 7].

Analytické metody, kterych lze ke stanoveni niz-
sich necyklickych amin@i pouZit, vétSinou nevyho-
vuji z hlediska potieby provadéni sériovych analyz.
Mnohé vyZaduji slozité aparatury [8], jiné mohou
zplsobovat degradaci matrice a tim vznik artefak-
tli [9]. Proto bylo nasi snahou vypracovat metodu
pomérné rychlou, pfesnou a dostatecng citlivou,
kterd by umoZnila stanoveni niZSich necyklickych
amin v pfirodni matrici a soucasné omezila moz-
nost vzniku artefaktii.

Metoda izolace aminii pomoci modifikované va-
kuové destilace pouZivané pri izolaci N-nitrosami-
nii [10] a nasledné stanoveni niZsich necyklickych
aminii plynovou odsorpéni chromatografii (GSC)
byla usp23né vyuzita pfi studiu mechanismu vzniku
NDMA ve sladu z jeho predpokladaného prekurzo-
ru dimethylaminu (DMA). Tomuto problému bu-
dou vénovany préce navazujici na tuto publikaci.

PREHLED DOSUD UZIVANYCH ANALYTICKYCH
POSTUPU KE STANOVENI ALKYLAMINU

Ke stanoveni nizdich alkylamini se nejcastéji
pouziva plynové chromatografie.

PFfimé stanoveni alkylamini bez piredchozi deri-
vatizace metodami plynové rozdélovaci chromato-
grafie (GLC) Cini ¢asto potiZe, nebot b&Zné uZivané
naplng kolon vykazuji absorp¢ni schopnosti u po-
larnich aminii, vedouci ke chvostovani piki, a tim
ke sniZeni citlivosti. SniZeni chvostovani lze dosah-
nout bud alkalizaci ndaplné [11] nebo pouZitim po-
réznich polymerii smoéenych vhodnou fazi, napf.
Chromosorbu 103 [12] a Porapaku [13] nebo Grap-
honu smoceného tetramethylenpentaminem (TEP)
[14] s alkalizaci hydroxidem draselnym [15].

Vzhledem k niZ8im teplotdm na kolon& (90 aZ
150°C) neni de&leni nizkovroucich amini v mno-
hych pripadech uspokojive.

P¥i izolaci tékavych aminQ se vyuZiva jejich
schopnosti tvoFit soli, nejéastéji hydrochloridy. PTi
vlastnim stanoveni jsou aminy z hydrochloridii po
alkalizaci uvolnény do organické faze (napf. di-
ethylether) a nastfiknuty na kolonu [16] nebo je
nutno pouZit kryogenické nastavce, z nichZ jsou po
vymrazeni aminy uvolnény teplem a vedeny pfimo
na kolonu [17]. P¥i kvantitativni analyze tedy do-
chéazi k prodlouZeni doby stanoveni.

Vyvoj vhodnych polymerii [18], zejména Chromo-
sorbu 103 [19], umoznil vyuZit tuto latku pfimo ja-
ko néaplin kolony bez nutnosti dalSich tprav.

PFi pouZziti Chromosorbu 103 bez nasledného smo-
ceni lze nastfikovat vodnou fézi obsahujici aminy
pfimo na kolonu, aniZ by dochézelo k degradaci
naplné. Jde tedy o Cisté vyuZiti plynové adsorpéni
chromatografie, na rozdil od uvedenych metod vy-
uZivajicich materialy pro GSC v kombinaci s ka-
palnou fazi (GLSC).

Vyuziti GSC s sebou pfindsi vyhody dokonalého
déleni nizsich alkylamin@i bez nebezpeci chvostova-
ni pikii a soucasné vede ke zvySeni vytéznosti a re-
produkovatelnosti kvantitativni analytické metody
[18]. Bréni ztratam odparem etherové faze, do
které jsou nejcastéji po alkalizaci destilatu aminy
prevedeny.

Pii stanoveni aminii se s vyhodou pouZivaji i riiz-
né metody derivatizaCni, umoZiiujici pFi pouZiti
GLC dosdahnout dokonalé separace pikd i vySSi ci-
tlivosti [20—26]. Tyto metody se s vyhodou pouZi-
vaji pti spojeni plynového chromotografu s hmot-
nostnim spektrometrem [25]. Za jejich nevyhodu
lze povaZovat znacnou Casovou narocnost a zvy-
Sené naroky na chemikalie.

Izolaci aminii z matrice lze provadét klasickou
destilaci [25]. destilaci s vodni parou za sniZené-
ho tlaku [8] nebo vakuovou destilaci z alkalické-
ho prostiedi [2].

EXPERIMENTALNI CAST

Podle nami vypracované metodiky se alkylaminy
oddéluji z ptfirodni matrice modifikovanou meto-
dou Eisenbranda [10], plivodn& navrZenou pro izo-
laci N-nitrosaminti, a stanovuji se plynovou adsorp-
&ni chromatografii, vyuZivajici jako naplii kolony
porézni polymer Chromosorb 103 (piivodn& byla
tato metoda pouZivana pfi stanovovani plynnych
vzorki).

Postup izolace alkylaminii z pfirodni matrice

K 20 g nedrceného sladu se pfida 20 ml destilo-
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vané vody, 10 ml 40 % NaOH a pfipadn& vnitini
standard (2-butanamin). Predloha destilatni apa-
ratury obsahujici 5 ml HCl o koncentraci 1 mol.l"? se
vychladi na pfFibliZné —80 °C. Evakuace aparatury
se po zapnuti topného hnizda provadi v pravidel-
nych intervalech. Na konci destilace nesmi teplota
v baiice prekrocit 70 aZ 80 °C.
Po ukonceni destilace se vodny destilat obsahujici
hydrochloridy odpafi do sucha na rotaéni vakuové
odparce. Teplota 14zn& nesmi piekroéit 40 °C.
Odparek se rozpusti v piesném objemu destilo-
vané vody (1 aZ 2ml) a pfida se 100 4l NaOH o
koncentraci 1mol.l’. Sm&s se dikladn& promisi.
Uvolnéné aminy jsou stanoveny metodou GSC, tj.
pfimym néastfikem vodného roztoku na kolonu.

Chromatografické podminky

Byl pouZit plynovy chromatograf Hewlett-Pac-
kard HP 5880A, vybaveny termoionizacnim detek-
torem se soli alkalického kovu (AFID) a sklené&-
nou kolonou o délce 2,5m a vnitfnim priméru
2 mm, plnénou Chromosorbem 103.

Pracovni podminky

— teplota néastriku 200 °C,

— teplota pece programovand 1min pii 100°C a

dale vzestup po 20 °C.min? na teplotu 165 °C,

— teplota detektoru 250 °C

— pritok vzduchu 70 ml.min?

— priitok vodiku 4 ml.min?,

— priitok nosného plynu (argon) 40 ml.min
Detekéni limit €ini 0,05 ng dimethylaminu ve 3 ul

nastfiku, mez reprodukovatelnosti le#i v oblasti 1-2

ng DMA ve 3 yl.

OVERENI NAVRZENE METODY

PFesnost navrZené metody izolace nizZSich alkyl-
aminfi ze sladu a piva byla ovéfovdna formou mo-
delovych pokusfi.

V prvé fazi byly na standardnich roztocich urde-
ny podminky potfebné pro odpafFeni hydrochloridi
z vodné faze na rotacni odparce, tj. zejména ma-
ximalni teplota vodni lazné.

Dale byla provedena optimalizace chromatogra-
fickych podminek pro stanoveni alkylaminii meto-
dou GSC. Za naplii kolony slouzil Chromosorb 103,
ktery se osvédcil pri stanoveni niZ$ich alkylamini
v pfirodnich matricich [12, 27].

V nasledujicich fazich byly analyzovany vzorky
sladli a piv obsahujici pfidavky znamého mnoZstvi
alkylamint.

Na zédkladé& ziskanych vysledkii bylo zjist&no, Ze
vytéznost se pohybuje pro popsanou metodu izola-
ce v rozmezi 80 aZz 85 % podle druhu alkylaminu
pfi smérodatné odchylce priméru stanovenych hod-
not obsahii alkylamint 8,8 %.

Separace pikidl byla uspokojiva [obr. 1). Za jedi-
nou nevyhodu popsané metodiky lze povaZovat ne-
patrnou interferenci vody s pikem methylaminu.

Ve vzorcich sladl a piv byl vzhledem k omezené
dostupnosti stndardfi sledovdan obsah methylaminu
(MA), dimethylaminu (DMA), diethylaminu (DEA)
a 2 methyl-propylaminu (MPA) [obr. 2].

Uvedené aminy spolu s n&kterymi dal$imi (ethy-
lamin, 3-methylbutylamin) jsou hlavnimi zastupci
této skupiny amin@i obsaZenych ve sladech [28].
Zvlastni pozornost byla v&novana zejména DMA ja-
ko moZnému prekurzoru NDMA ve sladu a pivu.

MA DEAW ﬂMPA
DMA J
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Obr. 1. Chromatogram standardni smési
amini

nizdich alkyl-

MA
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Obr. 2. Chromatogram niZ8ich alkylaminid obsaZengch ve
sladu
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S ohledem na skute¢nost, Ze pro stanoveni obsahu
alkylamindi ve sladu a pivu neexistuje referencni
metoda, bylo moZno ové&Fit spravnost nasi metody
pouze na zdkladé srovnéni vysledki ziskanych nasi
metodou modifikované vakuové destilace a metodou
kyselé extrakce a klasické destilace z alkalického
prostiedi, jak je navrhuji French et al. [9].

Vysledky srovndvacich stanoveni jsou uvedeny
vitab. 1a 2.

DISKUSE

Jak vyplyva z vysledkd uvedenych v tab. 1 a 2
byla zjisténa velmi dobra shoda mezi metodikou
zaloZenou na kyselé extrakci a nasi metodikou. V
pfipadé& vzorkd piv byly naSe vysledky i v uspoko-
jivé shod# s metodikou Frenche et al., zaloZené na
klasické destilaci [9]. U vzorki sladd vSak tato me-
todika ddvala podstatné vy33i hodnoty. Lze se do-
mnivat, Ze niZ8i hodnoty ziskané vakuovou destila-
ci a kyselou extrakci odpovidaji obsahu volného
DMA obsaZeného ve sladu, zatimco hodnoty ziska-
né klasickou destilaci z alkalického prostiedi od-
povidaji celkovému obsahu volného DMA a DMA u-
volnéného pravdépodobné $tépenim hordeninu, gra-
minu apod. MoZnosti nasledného Stépeni téchto ter-
cidrnich amin@i ostatné naznacuji i vysledky poku-
sli Ripleye et al. [25].

Postup, vyuZivajici kyselou extrakci DMA z matri-
ce do vodného prostiedi, nelze v pripadé sladu
vzhledem k Casté tvorb& emulzi povaZovat za opti-
mélni.

Tabulka 1. Srovndni rdzngch metod pripravy vzorkid piva
ke stanoveni DMA

Obsah DMA (ug . kg—1)

‘ modif.

! e]grsaeliie destilace vakuova

| destilace
vz. 8.1 101 100% |81 80% | 98 98 %
V6.2 127 1009% | 99 78 % | 101 79 %
vz.&.3 118 100% | 90 76% |[100 85%
vz. 8. 4 200 100% | 84 42% |183 92%
Primeér 136 100% | 88,5 65% |1205 88 %

POZN.: Srovndni jednotlivfch metod je provedeno v pro-
centech vzhledem ke kyselé extrakci

Tabulka 2. Srovndni riznijch metod pripravy vzorki sladu
ke stanoveni DMA

| Obsah DMA (ug.kg—1)
X modif.
e:{::;ge destilace vakuova
destilace
vz. &1 327 1009 | 1381 422 Y% | 386 118 %
vz. 8. 2 600 100% | 3681 613 % | 527 88 %
vz. &3 315 100% | 215 68% | 295 94%
vz. & 4 372 100 % | 1981 532 % ‘ 401 108 %
Priimér 403,5 100 % | 1814 450 % ' 4023 99,7 %

PFi vyhodnoceni se s ohledem na vyskyt Siroké
§kaly nizSich amin@i v pfivodni matrici nejtastéji
pouZivd technika externiho standardu (nebo stan-
dardniho pFidavku), v pifipadé sladu je moZno pou-
#it techniku vnitfniho standardu (2-butanamin), ne-
bot tato latka se ve sladu nevyskytuje.

ZAVER

NavrZeny zpiisob izolace alkylamin@i z pEfrodni
matrice a jejich stanoveni netradiéni metodou GSC
umoZiiuje provadéni vé&tsiho mnoZstvi analyz a sni-
#uje pracnost oproti b&Zn& pouZivanym metoddm
GLC.

Metoda izolace niZ§ich alkylamin@i modifikova-
nou vakuovou destilaci s vyuZitim GSC pro stano-
veni se pln& osvéd&ila pFi studiu podilu volného
DMA na vzniku NDMA ve sladu. Vzhledem k mir-
nym reakénim podminkdm této metody lze piedpo-
kladat nizkou pravdépodobnost $tépeni termolabil-
nich latek, a tim vzniku artefakti b&hem izolace
alkylamind.

S ohledem na ziskané vysledky lze pfedpokladat,
7e bude moZno uvedenou metodu pouZit i pro jiné
prirodni materialy.
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Culik, J. - Kellner, V. Spinar, B. - Frantik, F.: Nizsi alkyl-
aminy v pivu a sladu a jejich stanoveni metodou plynové
adsorpéni chromatografie. Kvas. prim., 33, 1987, & 89,
s. 283—286.

Clanek pojednava o roli nizsich alkylaminii v pivu a sla-
du a o dosud uzivanych metodach jejich stanoveni. Je po-
psdna nové navrZend metodika izolace alkylaminii z pii-
rodni matrice a jejich stanoveni metodou plynové adsorp¢-
ni chromatografie. Nové navrZend metoda byla tsp&iné
odzkouSena pri stanoveni niZdich alkylaminii v pivu
a sladu.

Yyauk, H. - Keaawep, B. - Wnunap, B. - dpantnk, ®.:
Huswme aakuaamuubl B NHBE W COJONe M WX oOnpejeeHue

METO0M ra30Boii aacopGuHonHOi XpomaTtorpapun. Kgpac.
npym. 33, 1987, Ne 8—9, crp. 283—286

Cratbsi  paccmMatpHBaer poab  HH3WHX  aJKHJIAMHHO3
B IIHBE M COJIOJE W JI0 CHX NOpP NpHMEeHSeMble METOAL HX
onpenenenns. OnHcaHa HOBas NpeAJIOKeHHAs MeTOHKA
H30JIUHA  aJIKHAaMHHOB M3 TDHPOAHON MaTpHUbLI M HX
ONpe/e/cHHE METO/I0M Ta30BOA  aacOpPOLHOHHON XpOMaTO-
rpagun. Metoa Obla yCTEMHO HCNBITAH NPH ONpeLeaeHHH
HH3WHX aJKHAAMHHOB B NHBE H COJ0JE,

Culik, J. - Kellner, V. - Spinar, B. - Frantik, F.: Lower Alkyl-
amines in Beer and Malt and Their Determination by Gas
Adsorption Chromatography. Kvas. prim. 33, 1987. No.
8—9, pp. 283—286.

The role of lower alkylamines in beer and malt and the
methods of their determination are discussed. A new
isolation method of alkylamines from a natural matrix
and their determination by the method of gas adsorption
chromatography is described. The new method was
successfully tested in the determination of lower alkyl-
amines in beer and malt.

Culik, ]. - Kellner, V. - Spinar, B. - Frantik, F.: Niedrigere
Alkylamine im Bier und ihre Bestimmung mittels Gas-
-Adsorptionschromatographie. Kvas. priim. 33, 1987, Nr.
8—9, S. 285—286.

Der Artikel ertrtert die Rolle der niedrigeren Alkyl-
amine in Bier und Malz sowie auch die bisher beniitzten
Methoden ihrer Bestimmung. Beschrieben wird eine neu
vorgeschlagene Methodik der Isolation der Alkylamine
aus der Naturmatrize und ihre Bestimmung durch die
Methode der Gas-Adsorptions-Chromatographie. Die
empfohlene Methode wurde mit pesitiven Ergebnissen
bei der Bestimmung der niedrigeren Alkylamine in Malz
und Bier iiberprift.



