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1. UVOD

Nebezpeéi zvyseného obsahu dusi¢nanil v potravindch
lze posuzovat z ruznych hledisek. Necitlivd chemizace ze-
médélstvi v minulé dobé se projevila ve zhor$ené kvalité
fady zeméd&lskych produktil a nésledné i v kvalité pitné
vody. Vysoky obsah dusi¢nani je za uritych okolnosti
zdravotné povézlivy [1]. Potencidlni toxicita dusi¢nanu
spodiva v jejich moZné redukci na dusitany, které mohou
byt pfi¢inou zdvaznych zdravotnich poruch. V pivovarstvi
jsou jejich negativni uéinky znasobeny jesté nebezpetim

nésledné tvorby N-nitrososloucenin, které vykazuji silné
karcinogenni G&inky a pusobi toxicky na jétra [2].

Problematika obsahu dusi¢nanii v pivovarstvi se tyka
nejen surovin a hotového piva, ale i metodik jejich repro-
dukovatelného stanoveni. V odborné literatuie je obsahu
dusi¢nant v pivovarskych surovindch i vyrobeich vénova-
na fada praci [3, 4, 5, 6, 7].

V soudasné dobé neexistuji pravné zdvazné predpisy pro
maximélni povoleny obsah dusi¢nant v pivu, veobecné se
viak respektuji limity povolené pro pitnou vodu, které
u nés &ini 50 mg/1 [8]. Vzhledem k vysoké spotiebé piva
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v Ceskoslovensku a s ohledem na doporudeni svétové
zdravotnické organizace FAO (doporufend maximdlni
denni spotfeba dusi¢nanid odpovidajici 5 mg dusi¢nanu
sodného na 1 kg télesné hmotnosti) je nezbytné sledovat
a pifpadné sniZovat jejich obsah ve vyrabénych pivech.

Pro tyto ucely je nezbytnd rychld a reprodukovateln
analytickd metoda. Z analytického hlediska patfi stanoveni
dusiénani v rostlinnych materidlech k metodam, které pro
sloZitost matrice vyZaduji bud' sloZitéjsi pracovni postupy
nebo ndrocnou analytickou instrumentaci. Pro stanoveni
dusi¢nani v pivovarskych materidlech byla vyzkousena fa-
da metod [6, 9, 10, 11], prakticky se vSak nejvice uplatriu-
je fotometrickd metoda [12] a v posledni dobé i chromato-
grafickd metoda [13].

2. EXPERIMENTALNI CAST

U vybranych pivovarskych materidla (varni vody a ho-
tova piva) byl sledovan obsah dusi¢nant iontovou chroma-
tografickou metodou v provedeni HPLC v laboratofi Ces-
ké zemédélské a potravindiské inspekce v Pardubicich.
Cast vzorkii byla ddle analyzovdna v podnikové laboratofi
s. p. Pivovary Hradec Krélové klasickou fotometrickou
metodou podle Postelaa v laboratofi Ustfedniho inspekta-
ridtu CZPI Praha fotometrickou metodou v technice pri-

Zpracované vzorky

V oblasti vjchodoceského kraje bylo z 12 pivovart ana-
lyzovdno 40 vzorkl varnich vod a 94 vzorku lahvového pi-
va. Chromatografickou metodou v technice HPLC byly
analyzovany viechny vzorky, ostatnimi uvedenymi jen &dst
vzorku.

Stanoveni dusi¢nani fotometricky

Principem fotometrického stanoveni dusiénani podle
Postela je redukce pifitomnych dusi¢nani na dusitany zin-
kem a octanem kademnatym pfimo v analyzovaném vzor-
ku, ktery se pfedem vy¢ifi roztokem ferrokyanidu drasel-
ného. Dusitany se poté kvantitativné stanovi fotometricky
po diazotaci kyselinou sulfanilovou a kopulaci s a-naf-
tylaminem. Vzniklé Cervené zbarveni se méfi pii vlnové
délce 530 nm [12]. Méfeni byla provddéna na spektrilnim
fotometru SPEKOL 211 (Carl Zeiss, Jena) [6].

Stanoveni dusi¢nani technikou FIA

Stanoveni dusiCnanti po redukci na dusitany reakcf s ky-
selinou sulfanilovou a a-naftylaminem technikou priitoko-
vé injekéni analyzy (FIA) je v principu stejné
s Postelovou fotometrickou metodou. Analyzovany vzorek
se nastfikuje do proudu nosného roztoku, dusi¢nany se re-
dukujf na dusitany v kadmiovém reduktoru a po smiSeni
s proudy roztokl reagencii se automaticky méfi zabarveni
roztoku. Méfeni byla provadéna na piistrojich firmy Teca-
tor FIA STAR 5007 SAMPLER, 5020 ANALYZER
a 5022 DETECTOR CONTROLER |6, 14].

Stanoveni dusi¢nani technikou HPLC
Iontovéa chromatografie vyuzivajici techniky HPLC s dé-

lici fazi, kterd obsahuje anex s nizkou kapacitou, je progre-
sivni metoda piimého stanoveni dusi¢nanového iontu.

K selektivni a citlivé detekci je zde uplatnéna absorpce du-
sinanového iontu v blizké UV oblasti (205—214 nm).
Principem metody je vratnd vyména iontd mezi roztokem
a tuhou fézi, kterou je prostorovy ionexovy polymer nebo
krystalova mfizka s ionizovatelnymi funkénimi skupinami,
jejichZ ndboje se kompenzuji ionty opa¢ného néboje (pro-
tiionty). Uéinnost separace pfi iontové chromatografii za-
visi na ionexu, pH, tvpu a iontové sile tlumivého roztoku
15].

[ Meéfeni byla provddéna na kapalinovém chromatografu
Spectra-Physics se  sklenénou separaéni  kolonou
(3X150 mm) s néplni Separon-HEMA BIO 1000 Q a mo-
bilni fzi (0,015 mol/1 NaClO, o pH 2,5) s pratokem 0,5
ml/min, pii  citlivosti  pfistroje 2,0,  tlaku
2 MPa, a UV detekci pfi 210 nm. Analyzovany vzorek se
po 10minutovém aZ 15minutovém odplynéni zfiltroval
pfes membranovy filtr a dédvkoval se v mnoZstvi 5 ul pfimo
do chromatografu.

Pougité chemikdlie a pomiicky: dusiénan sodny, NaNO,
p- a. (Merck), chloristan sodny, NaClO, p. a. (Lachema),
kyselina fosfore¢nd, H;PO, 85 % p. a. (Lachema) a mem-
brénové filtry Synpor . 5 (velikost péra 0,60 um).

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Optimalizace chromatografickych podminek

Optimalizace chromatografickych podminek byla pro-
vedena nejprve s modelovym roztokem dusiénanu sodné-
ho ve vodé [¢(NaNO,) = 50 mg/1] a poté s pivem. Byla
provedena postupnd zména pH (2,2 az 4,0)
a koncentrace mobilni fize [¢(NaClO,) = 0,01 az
0,3 mol/1j s cilem dosdhnout uspokojivé separace a opti-
mdlni kapacitni pomér. Pro detekci dusi¢nanového iontu
byla zvolena vinovd délka 210 nm (obrdzek 1).
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Obr. 1. UV spektrum dusiénanového iontu

Optimélni podminky separace byly nalezeny pfi mobilni
fizi o koncentraci 0,015 mol/1 a pH = 2,5. Ukdzkové
chromatogramy standardniho roztoku dusié¢nanu sodného
ve vodé, varni vody a piva jsou zndzornény na obrdzku 2.

Vzorek varni vody a odplynéného piva (10 az 15 min
tfepéni) se po membranové filtraci ddvkoval do chromato-
grafu.

Vyhodnoceni chromatogrami bylo provedeno z ploch
pikd metodou externiho standardu. Hodnoty obsahu du-
sitnanl jsou uvedeny jako obsah dusiénanu sodného
vmg/l.

Pro ovéfeni presnosti stanoveni dusiénanii metodou
HPLC bylo provedeno deset analjz u dvou vzorki varni
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Obr. 2. Chromatogram standardniho roztoku dusicnanu sodného
(a), varnt vody (b) a vzorku piva (c)

vody a dvou vzorku piva. Vysledky jsou shrnuty do rabu-
lek 1a 2.

Tab. 1. Statistické zhodnoceni presnosti vysledkui stanovent dusic-
nant technikou HPLC ve vzorcich pivovarskych varnich

vod
Varni voda 1 J Varni voda 2
Cislo méfeni
Obsah dusi¢nant (mg/1)
1. 31,1 7,6
2. 30,4 7.4
Al 30,2 7.4
4. 31,1 7,5
5 30,8 7,9
6. 313 7,3
. 31,2 7.8
8. 30,4 73
9. 30,3 7,8
10. 30,0 7.8
Aritmeticky 30,68 7,58
prumér
Relativni
smérodatnd (%) 1,53 3,03
odchylka
Interval 30,68 +0,3 7,58 0,1
spolehlivosti
Opakovatelnost 1,31 0,64

Tabulka 2. Statistické zhodnoceni presnosti vysledkii stanoveni
dusi¢nanii metodou HPL C ve vzorcich lahvovych piv

PIVO 1 PIVO 2
Cislo méfeni
Obsah dusi¢nant (mg/1)
1. 5.8 58,3
2. 6,6 56,9
8. 6,0 56,8
4. 8,0 58,9
5 7,8 56,4
6. 5,6 56,4
7. 6,3 59,1
8. 7,0 56,0
9. 7,7 56,1
10. 6,2 59,8
Aritmeticky 6,7 57,48
prumér
Relativni
smérodatnd (%) 13,00 2,44
odchylka
Interval 6,7 £0,63 57,48 £1,0
spolehlivosti
Opakovatelnost 2,4 39

Vypoétené hodnoty statistickych veli¢in, zejména smé-
rodatné odchylky, intervalu spolehlivosti a opa-
kovatelnosti ukazuji na vysokou reprodukovatelnost sta-
noveni dusi¢nanu technikou HPLC ve varnich vodéch
a velmi dobrou reprodukovatelnost v hotovych pivech [16,
17].

]Sprévnost naméfenych hodnot obsahu dusiénani ve
varnich vodach byla ovérena srovninim s hodnotami zjis-
ténymi fotometrickou metodou podle Postela. Vypocteny
korelaéni koeficient 0,9992 ukazuje na velmi dobrou sho-
du mezi obéma porovnidvanymi metodami. Pro vzorky

vy .

analyzovanych piv bylo srovnani vysledku rozsifeno jesté

Tabulka 3. Porovndni vysledki stanoveni dusi¢nanii ve varnich
voddch metodou HPLC s vysledky dosaZenymi fotometrickou me-
todou podle Postela

METODA
VS;SI-IEU HPLC (X) | Fotometr. (Y)
Obsah dusi¢nant (mg/1)
1. 23 2.1
2. 14,4 15,0
3. 14,4 15,0
4. 53 5.1
5. 24,6 246
6. 54,9 54,9
7. 478 47,7
8. I 6.5
9. 2,4 3.0
10. 5,0 5.3
11. 12,1 13,1
12. 13,0 13,2
13. 30.8 29.7
14. 8,3 8.1
15. 16,0 16,5

Tabulka 4. Porovndni vysledku stanoveni dusi¢nanit v pivu meto-
dou HPLC s vysledky dosaZenymi fotometrickou metodou podle
Postela

METODA
vgclrsrilfu HPLC (X) Fotometr. (Y)
Obsah dusiénand (mg/1)

1. 7.4 7,6

2. 23 2,9

<) 11,7 153

4. 13,4 13,9

DL 233 25,9

6. 5.8 4,4

7 22,9 23.5

8. 143 17,2

9. 25,2 30,2
10. 16,5 18.8
11. 18,8 20,3
12. 399 36,8
13. 423 44,1
14. 33,1 29,4
15. 394 39,2
16. 68,7 67,6
17. 69,1 72,5
18. 60,9 70,0
19. 32,7 35,1
20. 334 349
21. 1.5 9,0
22, 52 6,3
23. 11,0 12,0
24. 11,6 12,0
25, 6,4 5l
26. 31,2 26,7
27. 398 424
28. 423 39,1
29. 21,7 20,7
30. 2,8 5.1
31. 26,4 234
32. 32,7 289
33, 37,2 283
34, 6,4 7,4
35. 11,5 12,4
36. 16,7 15,8
37. 157 11,5
38. 26,0 30,8
39. 40,5 41,9
40. 55,9 72,4
41, 37,5 435
42. 53,7 59,4
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na metodu FIA. I v tomto pfipadé ukazuji linedrni regresi
vypottené korelacni koeficienty (HPLC — Postelova me-
toda 0,9794 a HPLC — FIA 0,9898) na velmi dobrou sho-
du vysledkl vSech tfi porovndvanych metod. Vysledky
jsou shrnuty v rabulkdch 3 az 6.

Tabulka 5. Porovndnt vysledkil stanovent dusicnanii v pivu meto-
dou HPLC s vysledky dosaZenymi metodou FIA

vodich a lahvovych pivech rizné koncentrace ve s. p. Pi-
vovary Hradec Krélové shrnuje rabulka 7, kde jsou uvede-
ny pramérné hodnoty obsahu dusiénani ziskané zméfenim
2 az 4 vzorki odebranych v jednotlivych pivovarech v ob-
dobi od ¢ervence do zafi 1990,

Osm pivovart vychodo&eského kraje pouzivd varni vo-
du s obsahem dusi¢nant pod 25 mg/1 (tj. 61 % pivovari
vychodoCeského kraje). THi pivovary pouzivaji vodu s ob-

METODA sahem dusi¢nanti v rozmezi od 25 do 42 mg/1 (tj. 25 % pi-
Cislo HPLC (X) - A'(';) ) vovart). Jediny pivovar pouzivd varni vodu, kterd neodpo-
vzorku - ——{ vidda CSN pro pitnou vodu v obsahu dusi¢énand (1. 8,3%
Obsah dusiénand (mg/1) pivovari vjchodoceského kraje).
1. 4,7 6,0
3. 8,5 10,2 L L .
3. 123 12,1 Tabulka 7. Analyticky monitoring obsahu dusicnani ve varnich
& R 1 voddch a lahvovych pivech s. p. Pivovary Hradec Krdlové
3 2 i Obsah dusicnant (me/1)
8. 19,1 17,6 Bl et e
9. 29,7 31,4 : Varni ruh svétlého lahvového piva
10, 410 36.0 Pivovar vgg': T
11. 20,8 20,2 10% 11% 12%
12. 27,5 25,4
13, 394 35,4 A 25 - 7.4 16,7
14. 47 40
15. 10,4 11,0 B 13,7 - 9,1 13,4
16. 15,8 1322
C 33 - 58 - 22,9
D 12,9 20,8 18,8 -
Tabulka 6. Prehled statistickych veli¢in ziskanych porovndnim - 301 _ 422 394
vysledki obsahu dusi¢nanii ve varnich voddch a v pivech metodou ’ 2 ’
HPLC (X) a srovndvacimi metodami (Y) F 56,0 = 67,6 70,1
G 42,0 - 37,5 53,7
Fotometrickd metoda Fotometrickd metoda
podle Postela technikou FIA H 16,6 - 32,7 334
1 31,9 6.3 11,0 6,5
A = varni vody
J 24,6 - 31,2 41,0
Korela¢ni K 7,7 21,6 26,5 34,9
koeficient 0,9992 =
L 8,3 - - 40,6
Rovnice Pivovar Druh piva Obsah dusiénanii (mg/1)
regresni pfimky Y=0,08+ 1,00 X = 5
A DIA pivo 6,4
Studentiv test t =384 o= B PITO 23,3
ro == 0,05 b = 2,06 = ~ o 3
b 95 % I8 v = F 11% tmavé 69,1
B — lahvové piva
Z naméfenych hodnot obsahu dusi¢nant vyplyvd, Ze
Korelatn obsah dusi¢nant v lahvovém pivu se ve vjchodoteském
koeficient 0,9794 0,9898 .. . . v o v
kraji pohybuje v rozmezi 6,5 az 70,1 mg/1. Z 28 pramér-
- nych hodnot obsahu dusi¢nanti v pivech mélo étrnact piv
ovnice . svws ~ o .
regresni pfimky Y =016 + 1,05 X ¥ =1,30 + 0,88 X (. 50 %) hodnoty niz§f nez 25 mg/l, deset druhu piv
(ti- 37,5 %) vykazovalo hodnoty v rozmezi od 25 do
Studentiy test t =03 =02 50 mg/1 a pouze &tyfi piva méla obsah dusi¢nant nad hra-
- =19 - .t . p v sw
A el P nici 50 mg/1. Z tabulky 7je déle patrno, ze obsah dusi¢na-

IS = interval spolehlivosti

Velkou prednosti stanoveni dusiénanii v pivovarskych
varnich voddch a v pivech iontovou chromatografii techni-
kou HPLC je velmi snadnd a jednoduch4 pfiprava vzorku
zahrnujici pouze membrénovou filtraci a déle skute¢nost,

Ze se jednd o pfimé stanoveni na rozdil od obou srovnva-

cich metod. To umoZiiuje nejen analyzovini vét§iho mnoz-
stvi vzorkl v kratkém Easovém tiseku pfi vysoké selektivite

a citlivosti, ale vytvafi pfedpoklady i pro vétsi piesnost
a reprodukovatelnost stanoveni.

Obsah dusitnanii ve varnich voddch a pivech vychodo-
Ceskych pivovarii

Vysledky analytického sledovani dusiénant ve varnich

ni v hotovych pivech je vy3si nez obsah dusiénani ve var-
nich vodach, z nichZ jsou piva vyrobena. Tato skute¢nost
je zpiisobena obsahem dusi¢nani v chmelu a chmelovych
vyrobcich [6, 13]. Vyjimkou byla pouze piva pivovaru I.
Se zplsobem chmeleni souvisi i to, Ze vétsina 12% piv ob-
sahuje vyS3i hladinu dusi¢nani nez piva 11% a 10%.
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Lektoroval Ing. J. Srogl

Cepitka, J.—Baudy$, P.—Viznerovd, E.—Krausov4, J.: Obsah
dusi¢nanii ve varnich voddch a v pivech vychodoleskych pivo-
varii. Kvas. prim., 37, 1991, & 8—9, s. 230—234.

Byly vymezeny chromatografické podminky pro stanoveni ob-
sahu dusi¢nanu ve varni vodé a pivu metodou iontové chromato-
grafie technikou HPLC. Sprévnost naméfenych hodnot byla ové-
fena srovndnim s vysledky fotometrické metody podle Postela
v klasickém provedeni i v technice FIA. Praktickou shodu vysled-
ku viech tif metod prokdzaly naméfené hodnoty i vypoétené ko-
relaéni koeficienty v rozsahu od 0,9794 do 0,9992 a dalsi statis-
tické veli¢iny. Pfednosti stanoveni dusi¢nani ve varni vodé a
v pivu technikou HPLC je jednoduchd piiprava vzorku
k analyze, vysokd selektivita a reprodukovatelnost stanoveni. Pfi
monitorizaci obsahu dusi¢nanu ve varnich voddch a v pivech vy-
chodoéeskych pivovart byl zjistén pouze u dvou pivovari obsah
prekraéujici povolenou hranici 50 mg/l. Okolo 50 % pivovara
vykazovalo obsah dusi¢nanu v pivech pod hladinou 25 mg/1.

Yennuka, .—Bayasnu, I[1.—Busneposa, E.—Kpaycosa,
§1.: CopepxaHWe HHTPATOB B BAPOYHBIX BOJAX M NHBAX
npennpusTuii Bocrounoi Yexuu. Ksac. npym,, 37, 1991,
Ne 8—9, crp. 230—234.

Beum ycTaHOBIEHBI XpOMaTOrpapuyecKue YyCIoBHs
sl OTpeJIeNieHusi COiepPXKaHHUs HUTPATOB B BapOYHOH
BOJIE M MHBE METOJIOM MOHHOM Xpomartorpacguu cnoco-
6om HPLC. IIpaBunbHOCT BENMYMH, NMOJYUYEHHBIX MPH
H3MepeHHH Obljia CONOCTABICHHEM C pe3ynbTaTaMu (o-

TOMeTpHYecKoro merofa no Ilocreny B KnaccH9ecKoM
nposeneHuu U B cnocobe FIA nposepena. IIpakTuuec-
KO€ CXOJCTBO PE3yJbTaTOB BCEX TPEX METOJOB [OKa3a-
NI JJAaHHbIE 1O W3MEPEHHIO H PACYHTAHHBIE KOPPENsLH-
oHHbIe KO3 PuuuenTs! B fuanaszone ot 0,9794 no 0,992
M [Ipyrue CTaTHCTHUYECKHE BeJHYHHBIL. [1perMyIecTBoM
onpepeeHnss HATPATOB B BAPOYHOH BOJIE M MHBE CIOCO-
6om HPLC siBnsieTcs mpocToe NpUroToBiieHHe obpasua
ANS aHAKM3a, BLICOKAS CEJIEKTHBHOCTR H BOCIIPOHM3BOMH-
MOCTh onpejeneHns. Ilpym Tekymem HcClIefOBaHHM CO-
J€pKaHHUs HUTPATOB B BApOYHBIX BOJAX M NMHBax Mpefi-
TIpHATHS BOCTOYHOHM Yexwuu B TONBKO Ha JIBYX NMHBOBA-
PEeHHBIX 3aBofax ObIIO HaWAEHO CONepXKaHHe, Mpe-
BhIIIalollee paspemenHsld npepen 50 mr/n. Okono 50
% NUBOBAPEHHBIX 3aBOJIOB IIOKA3bIBAJIO COACPXKAHHE HH-
TPaTOB B NHBE HUXe 25 mr/u.

Cepiéka, J.—Baudy$, P.—Viznerovd, E.—Krausov4, J.: Nitrate
Content in Brewing Waters and Beers of Eastern Bohemian
Breweries. Kvas. prim., 37, 1991, No. 8—9, pp 230—234.

Described HPLC ion chromatography method enables to mea-
sure the nitrate content of brewing water and bottled beer. The
accuracy of this method has been verified by comparison with
photometric Postel’s and flow injection methods. High values of
correlation coefficients in extent 0.9794 to 0.9992 and other sta-
tistics has confirmed high agreement of results of all three me-
thods. Compared with other used methods for nitrate measure-
ment HPLC ion chromatography is considerably faster, easier to
perform, more specific and enables high reproducibility of results.

Analytical monitoring of nitrate contens of brewing waters and
boottled beers in the east bohemian region has shown that only in
two breweries were found values over 50 mg/1. About 50 % of
breweries have shown nitrate content less than 25 mg/1.

Cepitka, J.—Baudy$, P.—Viznerovd, E.—Krausov4, J.: Nitratge-
halt der Brauwaser und der Biere der ostbomischen Brauerei-
en. Kvas. priam., 37, 1991, Nr. 8—9, s, 230—234.

Mit der vorgestellten ionenchromatographischen Methode ist
es moglich der Nitratgehalt von Brauwasser und Bier schnel und
sicher zu bestimmen. Die Richtigkeit der abgemessenen Werte
wurde durch Vergleichung mit den Ergebnissen der photometris-
chen Methode nach Postel und FIA (Flow Injection Analyse)
bestdtigt. Die praktische Ubereinstimmung der Ergebnisse alle
drei Methoden wurde durch die abgemessenen Werte auch aus-
gerechnete Korrelationskoefiziente im Bereich von 0,9794 bis
0,9992 erwiesen. Der Vorrang der ionenchromatographischen
Nitratbestimmungsmethode ist eine einfache und schnelle Durch-
fahrt, hohe Selektivitat und Reproduzierbarkeit der Bestimmung.

Die Ergebnisse der Nitratbestimmung in Brauwasser und Biere
der ostbomischen Region haben gezeigt, daB nur in zwei Braue-
reien die Werte hoher als 50 mg/1 waren. In etwa 50 % der Brau-
ereien war der Nitratgehalt der Biere unter 25 mg/1.



