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Abstrakt 

 

 Jednou z nejvýznamnějších skupin toxikologicky významných látek v pivu jsou  

N-nitrosaminy. V této práci byla pozornost zaměřena zejména na netěkavé nitroso sloučeniny, 

jejichž koncentrace v pivu, chemická struktura a biologický účinek nejsou dosud známy. 

Z důvodu nedostatku znalostí o této skupině látek byla vyvinuta metoda pro jejich citlivou 

detekci prostřednictvím chemiluminiscenčního detektoru po plynově chromatografické 

separaci. Tato metoda zároveň umožňuje klasifikovat detekované nitroso sloučeniny  

do různých skupin (N-nitroso, C-nitroso a kombinace C-nitroso a nitro) a odlišit je od 

interferencí. Metoda využívá záznamu pyrolyzních profilů jednotlivých chromatografických 

píků, které jsou zpracovány pomocí diskriminační analýzy. Metoda byla vyvíjena za účelem 

nalezení a strukturní identifikace těchto dosud neznámých látek. Její aplikace na uměle 

nitrosovaný vzorek piva spolu s plynově chromatografickou analýzou s tandemovou 

hmotnostní detekcí vedl k strukturní identifikaci několika zástupců nitroso sloučenin. 

 Senzoricky aktivní látky v této práci zastupují karbonylové sloučeniny a mastné 

kyseliny. Karbonylové sloučeniny – furfural a hydroxymethylfurfural – byly využity při vývoji 

mobilní, jednoduché, rychlé a objektivní metody pro in situ stanovení intenzity staré chuti piva, 

která je odrazem jeho nevhodného skladování. Metoda využívá barevné reakce na testovacím 

proužku, reflektometrické detekce a vytvořeného kalibračního modelu z reálných dat  

ze senzorické a chemické analýzy piv. Výsledná metoda stanovuje intenzitu staré chuti piva  

na čtyřbodové škále, s nejistotou ± 0,5 bodu a mezí stanovitelnosti 1,0 bodu. 

 Poslední experimentální část této práce je zaměřena na studium distribuce mastných 

kyselin v průběhu pivovarského procesu za pomocí analyticko-chemometrického nástroje 

zvaný senzomické profilování. Tímto přístupem byly odhaleny některé nově popsané 

zákonitosti vzniku mastných kyselin v průběhu pivovarského procesu. 
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Abstract 

 

One of the most relevant groups of toxicologically significant compounds in beer are  

N-nitrosamines. In this thesis, the attention was paid especially to non-volatile nitroso 

compounds whose concentrations in beer, a chemical structure, and a biological effect, have 

not been known yet. For the reason of lack of knowledge regarding this compound group,  

a method for their sensitive detection by the chemiluminescence detection after the gas 

chromatographic separation was developed. This method allows a classification of detected 

nitroso compounds to different groups (N-nitroso, C-nitroso, and a combination of C-nitroso 

and nitro) and distinguishing them from interferences. The method is based on recording a 

pyrolytic profile of each chromatographic peak, the profiles are consequently processed by 

discriminant analysis. The method has been developed for the detection and structural 

identification purposes of these unknown compounds. Its application on an artificially 

nitrosated beer sample, together with gas chromatographic tandem mass spectrometric analysis, 

led to a structural identification of several representatives of nitroso compounds. 

Sensory active compounds in this thesis are represented by carbonyl compounds and 

fatty acids. Carbonyl compounds – furfural and hydroxymethylfurfural – were used during the 

development of a mobile, easy-to-use, rapid, and objective in situ method for stale flavor 

intensity of beer determination – stale flavor is a reflection of inappropriate storage conditions 

of beer. The method is based on a color reaction on a test strip, the reflectometric detection,  

and a calibration model constructed by data from sensory and chemical analysis of a real 

samples. Resulted method permits determination of stale flavor of beer on a four-point scale, 

the with uncertainty ± 0.5 and a limit of determination 1.0. 

The last part of this thesis is focused on a study of distribution of fatty acids during 

brewing process by an analytical-chemometric tool named sensomic profiling. Some of the new 

patterns of a fatty acid formation during the brewing process were uncovered. 
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1 Úvod 

Pivo je jedním z celosvětově nejoblíbenějších nápojů, a právě díky tomu je nedílnou 

součástí kultury, tradicí, stravování a společenského života v mnoha zemích, např. v Německu, 

Irsku a České republice. Z těchto důvodů tyto země pravidelně obsazují první příčky v roční 

spotřebě piva připadající na jednoho obyvatele [1]. Kromě jeho oblíbenosti je také významným 

zdrojem jak některých nutrientů, tak i zdravotně prospěšných látek, jako jsou vitamíny B a řada 

polyfenolických sloučenin s antioxidačními, antikarcinogenními a antimikrobiálními účinky  

[2, 3]. Oproti tomu prokázaných zdravotně nežádoucích látek obsahuje pivo v porovnání 

s ostatními potravinami jen minimální množství. Mezi tyto látky patří zejména N-nitrosaminy, 

biogenní aminy a mykotoxiny. Přestože jsou jejich koncentrace v pivu za běžných podmínek 

velice nízké, jejich analytická kontrola je vysoce doporučována (zejména díky velké spotřebě 

piva v některých zemích) [4]. Bez ohledu na zastoupení výše zmíněných skupin látek v pivu 

jsou z pohledu konzumenta jedním z nejdůležitějších parametrů při výběru stylu a značky piva 

jeho senzorické vlastnosti, které jsou dány celkovým složením piva a zejména koncentrací 

různorodé skupiny senzoricky aktivních látek. 

 Pivo obsahuje velké množství sloučenin s různou chemickou povahou [5], a proto je 

z pohledu analytické chemie velice složitou matricí. Jak již z předchozího odstavce vyplývá, 

základní konstituenty piva lze rozdělit na senzoricky aktivní, zdravotně prospěšné, nutričně 

významné a toxikologicky významné. Tato práce je zaměřena pouze na dvě z těchto  

skupin – senzoricky aktivní a toxikologicky významné látky. Vzhledem k velké různorodosti  

a obsáhlosti obou skupin je tato práce zacílena pouze na vybrané podskupiny. Za skupinu 

senzoricky aktivních látek to jsou karbonylové sloučeniny a mastné kyseliny, a nitroso 

sloučeniny za skupinu toxikologicky významných látek. 

Cíle experimentální části této práce jsou tedy rozděleny mezi tato základní témata  

a to následovně: a) vývoj metody pro in situ stanovení míry senzorického poškození piva jeho 
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nevhodným skladováním, b) vývoj metody pro detekci nitroso sloučenin v pivu a jejich 

klasifikaci do skupin N-nitroso a C-nitroso sloučenin, schopnou odlišit je od interferencí, 

prostřednictvím plynové chromatografie s pyrolyzně profilovací chemiluminiscenční detekcí 

(GC-PPNCD), c) studium distribuce mastných kyselin v průběhu pivovarského procesu  

a v závislosti na způsobu rmutování prostřednictvím senzomického profilování. 

 

2 Teoretická část 

2.1 Toxikologicky významné látky v pivu 

 Přestože je pivo obecně považováno za nápoj s vysokým obsahem zdravotně 

prospěšných látek, může za určitých podmínek obsahovat i relativně vysoké koncentrace 

toxikologicky významných sloučenin. Mezi nejčastější toxické kontaminanty piva patří 

nitrosaminy, biogenní aminy a mykotoxiny. 

2.1.1 Nitrosaminy 

 Jednou z nejvýznamnějších skupin toxikologicky významných látek v pivu jsou  

N-nitrosaminy. Vznik těchto látek je spojen s vysokou koncentrací dusitanů, či vystavení 

vzorku oxidům dusíku. Dusitany nejčastěji pocházejí z redukce dusičnanů prostřednictvím 

bakteriální kontaminace a oxidy dusíku hrají hlavní roli při tvorbě nitrosaminů při závěrečné 

fázi výroby sladu – hvozdění [6]. Bakteriemi nejčastěji zodpovědnými za zvýšený obsah ATNC 

v pivu jsou dle literatury považovány Obesumbacterium proteus a Escherichia coli [7]. 

 Nitrosaminy lze na základě fyzikálně-chemické povahy rozdělit na těkavé a netěkavé. 

Těkavým nitrosaminům jsou prokázány silně karcinogenní a mutagenní účinky [8]. Dohromady 

lze obě tyto skupiny stanovit jako zdánlivé celkové N-nitroso sloučeniny  

(ATNC, z angl. Apparent Total N-nitroso Compounds, vyjádřené jako koncentrace N-nitroso 

skupiny v µg(N-NO)/l). Metoda stanovení ATNC je založena na chemickém štěpení N-NO 

vazby denitrosační směsí bromovodíku a kyseliny octové. Uvolněný oxid dusnatý je následně 
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detekován a kvantifikován chemiluminiscenčním detektorem (NCD) [9]. Metoda  

však poskytuje pouze informaci o zdánlivé koncentraci N-nitroso skupiny, nikoliv  

o koncentraci jednotlivých zástupců. 

 Výskyt a vznik těkavých nitrosaminů byl v pivu, potažmo sladu, již dobře popsán a byly 

tak zavedeny kroky pro jejich eliminaci. Typickým zástupcem těkavých nitrosaminů je  

N-nitrosodimethylamin (NDMA), který se do piva dostává zejména extrakcí ze sladu,  

kde vzniká reakcí oxidů dusíku v sušícím vzduchu s alkaloidy (hordenin a gramin) 

v naklíčeném zrnu ječmene [10]. Příprava vzorků pro analýzu těkavých nitrosaminů 

v pivovarských matricích zahrnuje vakuovou destilaci původního vzorku, následnou extrakci 

nitrosaminů z destilátu dichlormethanem a zakoncentrování pod proudem dusíku. Samotná 

analýza je pak prováděna pomocí plynové chromatografie s chemiluminiscenční nebo 

hmotnostní detekcí [11]. Vyvinuté byly také metody využívající kapalinovou chromatografii 

s hmotnostní, spektrofotometrickou či fluorescenční detekcí [12]. Tyto metody  

však v porovnání s GC metodami nejsou v pivovarství příliš rozšířené.  

 Koncentrace těkavých nitrosaminů v pivu jsou za běžných podmínek velice nízké  

(<0,2 µg/kg), stejně tak koncentrace ATNC (<20 µg(N-NO)/l). Oproti tomu jejich koncentrace 

může v případě použití sladu s vysokým obsahem NDMA nebo v případě bakteriální 

kontaminace vzrůst až k 2 µg/kg u NDMA a u ATNC až na 560 µg(N-NO)/l. Zvýšené 

koncentrace ATNC byly např. popsány v pivech některých minipivovarů, kde systém důkladné 

sanitace prostředí a provozního zařízení není natolik propracován jako ve velkých  

pivovarech [3]. Nejvyšší přípustné množství NDMA v pivu je 0,5 µg/kg a sumy těkavých 

nitrosaminů 1,5 µg/kg (dle doporučení Českého svazu pivovarů a sladoven vycházející 

z požadavků kompendií JECFA – Joint FAO/WHO Expert Committee on Food  

Additives – které byly součástí zrušené vyhlášky č. 305/2004). Pro ATNC není uplatňována 
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žádná koncentrační hranice, nicméně hodnota pod 20 µg(N-NO)/l (odpovídající mezi 

stanovitelnosti metody) se obecně považuje za uspokojivou.  

 Na opačném pólu, z pohledu znalostí o výskytu, mechanismů vzniku, analýze  

a biologických účincích, stojí netěkavé nitrosaminy. To je dáno především dosavadní neznalostí 

chemických struktur zástupců této skupiny látek, která tak vede k nemožnosti jejich cílené 

analýzy či toxikologického testování. Přítomnost netěkavých nitrosaminů (respektive obecně 

nitroso sloučenin) v pivu je evidentní z porovnání koncentrace ATNC a koncentrace těkavých 

nitrosaminů. Při zvýšené hladině ATNC tvoří těkavé nitrosaminy pouze kolem 1 % z ATNC. 

Koncentrace dosud jediného potvrzeného zástupce netěkavých nitrosaminů v pivu,  

N-nitrosoprolinu, dosahuje okolo 10 % z ATNC [13]. Z výše uvedeného je zřejmé, že velká 

většina koncentrace ATNC (cca 89 %) není přisouzena přítomnosti konkrétních látek.  

Proto nelze ze zvýšeného obsahu ATNC v pivu vyvozovat závěry s ohledem na vliv na lidské 

zdraví – přesto se takové zvýšené množství považuje za zdraví škodlivé, což vychází 

z předpokladu, že všechny nitroso sloučeniny mají stejné účinky jako těkavé nitrosaminy. 

Z těchto faktů vyplývá, že detailní studium netěkavých nitrosaminů je velice důležité  

pro budoucí možnost posuzování míry zdravotní závadnosti piv se zvýšeným obsahem ATNC. 

 Přestože se v minulosti mnohé výzkumy snažily o rozklíčování látek přispívajících 

k ATNC v pivu a sladu, významnějšího pokroku nebylo dosud dosaženo. Tento cíl si klade 

současný výzkumný projekt Výzkumného ústavu pivovarského a sladařského, jehož základní 

součástí je metoda pyrolyzně profilovací chemiluminiscenční detekce vypracovaná v rámci této 

disertační práce. 

 

2.1.2  Biogenní aminy 

 Biogenní aminy (histamin, tyramin, tryptamin, kadaverin, putrescin, spermidin  

a spermin) jsou látky vznikající enzymatickou dekarboxylací aminokyselin prostřednictvím 
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mikrobiální kontaminace piva či jeho meziproduktu. Zvýšené koncentrace těchto látek v pivu 

mohou mít u konzumenta za následek zdravotní potíže zahrnující boleti hlavy, zažívací 

problémy nebo vysoký či nízký krevní tlak [14, 15]. Přítomnost biogenních aminů v pivu je 

spojena s přítomností nitrosaminů [3], díky stejnému původu těchto látek (bakteriální 

kontaminace). Koncentrace biogenních aminů v pivu se pohybuje řádově v desetinách  

až desítkách miligramů na litr, avšak za běžných podmínek je velice nízká či nedetekovatelná. 

Analytické metody stanovení zahrnují širokou škálu instrumentálních technik jako je kapilární 

elektroforéza, plynová, kapalinová či iontová chromatografie [15].  

 

2.1.3 Mykotoxiny 

Mykotoxiny jsou toxické sekundární metabolity vláknitých hub a do piva se dostávají 

zejména prostřednictvím kontaminovaného ječmene/sladu, případně chmelu či kvasinek. 

Nejsledovanější zástupci jsou ochratoxin A, patulin, deoxynivalenol a zearalenon [16]. Účinky 

těchto látek na člověka závisí na jednotlivých zástupcích a popisují se jako karcinogenní, 

cytotoxické a imunotoxické [17]. Koncentrace těchto látek v pivu se vyskytují v jednotkách  

až desítkách mikrogramů na litr. Nedávným screeningem mykotoxinů v pivech z českého, 

polského a slovenského trhu byl zjištěn deoxynivalenol (<1,0 až 12,6 µg/l) a ochratoxin A  

(<1,0 až 82,5 ng/l) v koncentracích nepředstavující významné zdravotní riziko [4]. Metody 

jejich stanovení jsou založeny na kapalinové chromatografii s hmotnostní detekcí  

či na komerčně dostupných ELISA testech [4, 18] 

 

2.1.4 Ostatní toxikologicky významné látky 

 Další toxikologicky významné látky v pivu mohou být těžké kovy, alifatické 

halogenované uhlovodíky či polycyklické aromatické uhlovodíky. Kontaminace piva těmito 

látkami není tolik častá oproti látkám diskutovaných v předchozích podkapitolách [19]. 
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2.2 Senzoricky aktivní látky piva 

 Senzoricky aktivní látky jsou nejvýznamnější skupinou látek, které se v pivu vyskytují, 

protože jejich koncentrace a vzájemný poměr udává celkovou senzorickou kvalitu piva. 

Senzoricky aktivní látky lze obecně rozdělit na látky s pozitivním a negativním vjemem. Jelikož 

je v mnohých případech toto rozdělení určeno jejich koncentrací, analytická kontrola či výzkum 

vlivu jejich koncentrace na senzorickou kvalitu piva je velice důležitá pro pochopení funkce 

těchto látek při senzorickém posuzování finálního výrobku. Pro stanovení senzoricky aktivních 

látek v pivu je využíváno zejména metod plynové a kapalinové chromatografie. 

 

2.2.1 Karbonylové sloučeniny 

 Karbonylové sloučeniny v pivu jsou spojeny především s oxidací a/nebo stárnutím piva 

[20] a proto jsou jejich vyšší koncentrace v pivu nežádoucí. Tyto látky způsobují v pivu 

oxidační, papírovou či starou chuť. Nejvýznamnějšími zástupci jsou furan-2-karbaldehyd,  

5-(hydroxymethyl)furan-2-karbaldehyd (HMF), trans-2-nonenal, benzaldehyd  

a fenylacetaldehyd [21]. Stanovení těchto látek v pivu je nejčastěji prováděno pomocí plynové 

chromatografie s hmotnostně spektrometrickou detekcí po jejich derivatizaci pomocí  

o-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminu (PFBHA), kdy derivatizace je prováděna  

na vláknu pro mikroextrakci na pevné fázi, nebo přímo ve vzorku piva, kdy výsledné oximy 

jsou následně extrahovány hexanem [22, 23]. Koncentrace karbonylových látek v pivu  

se pohybují v jednotkách až stovkách mikrogramů na litr. Výjimkou je HMF, jehož koncentrace 

je řádově v jednotkách miligramů na litr, čímž je koncentračně nejzastoupenější karbonylovou 

sloučeninou v pivu. Díky polární hydroxy skupině je analýza HMF výše popsanými metodami 

problematická, a proto se volí buď jiná příprava vzorku, jiný typ derivatizace (silylace)  

nebo analýza kapalinovou chromatografií [24, 25]. Kapalinová chromatografie v tomto případě 
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umožňuje přímý nástřik, kdy příprava vzorku zahrnuje pouze odplynění vzorku piva a filtraci, 

což výrazně zkracuje celkovou dobu přípravy a analýzy vzorku. 

 Sledování koncentrací karbonylových látek v pivu je využíváno při studiích zaměřených 

na stárnutí piva, což je jev samovolného zhoršení senzorické kvality piva při jeho  

skladování [23, 26]. Míra stárnutí piva a jeho výsledné senzorické poškození je závislé  

na podmínkách a době skladování, kdy s vyššími teplotami a delšími dobami skladování toto 

poškození vzrůstá – typické je senzorické stárnutí piva během skladování v tržní síti. Není 

překvapivé, že vyšší stupeň poškození piva jeho stárnutím může mít negativní vliv na vnímání 

dané značky piva spotřebitelem. Spolehlivá analytická/senzorická kontrola takového piva 

přímo v terénu je momentálně téměř neproveditelná. Analytická kontrola vyžaduje odběr 

vzorku a transport do laboratoře, což může v mnohých případech vést k falešně pozitivním 

výsledkům, naopak pro spolehlivou senzorickou kontrolu je zapotřebí určité množství 

nezávislých hodnotitelů, což v praxi při kontrole v terénu není možné zabezpečit. Z těchto 

důvodů byla v rámci této disertační práce vyvíjena metoda pro in situ stanovení staré chuti piva, 

která je odrazem senzorického poškození piva jeho nevhodným skladováním. 

 

2.2.2 Vyšší alkoholy a estery 

 Vyšší alkoholy a estery jsou sekundárními metabolity kvašení a významně přispívají 

k celkovému senzorickému dojmu piva. Vyváženost mezi koncentracemi těchto a ostatních 

senzoricky aktivních látek v pivu je jedním z rozhodujících faktorů, zda pivo bude pozitivně  

či negativně přijímáno z pohledu spotřebitele. Nadměrné množství esterů vede k příliš 

intenzivnímu ovocnému aromatu, a naopak nadměrné množství vyšších alkoholů zapříčiňuje 

alkoholový až rozpouštědlový charakter piva, který ač je v mnohých pivních stylech žádoucí, 

tak naopak v nejčastěji konzumovaném pivním stylu v České republice, ležáku, je nežádoucí. 

Koncentrace těchto látek se v pivu pohybují řádově v jednotkách až desítkách mikrogramů  
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na litr. Pro jejich stanovení v pivu se nejčastěji používá plynová chromatografie s plamenově 

ionizačním detektorem s headspace dávkováním [27]. Tato metoda je obecně preferována díky 

její jednoduchosti, finanční dostupnosti a také na základě faktu, že tato metoda je doporučována 

komisí EBC (z angl. European Brewery Convention) jako standardní metoda stanovení vyšších 

alkoholů a esterů v pivu [28]. 

 

2.2.3 Chmelové silice 

 Další významnou skupinou senzoricky aktivních látek piva jsou chmelové silice,  

které zahrnují terpeny, terpenové alkoholy, některé karbonylové sloučeniny a některé estery 

mastných kyselin. Mezi zástupce těchto látek patří např. myrcen, karyofylen, humulen, 

farnesen, limonen, linalool, terpineol, geraniol, hexanal, 3-methyl-2-pentanon, 

methylheptanoát a isoamylpropionát [29]. Tyto látky jsou z pohledu senzorického vnímání 

obecně považovány v pivu za pozitivní – tvoří zejména příjemné chmelové, květinové a ovocné 

aroma. Pro kvalitu a intenzitu těchto aromat je rozhodující koncentrace chmelových silic v pivu, 

které jsou dány množstvím a typem chmele/ů použitého/ých při výrobě piva. Stejně tak i fáze 

výroby piva, ve které byl chmel přidáván (např. počátek či konec chmelovaru, studené chmelení 

apod.), rozhoduje o výsledné koncentraci silic v pivu. Koncentrace těchto látek se v pivu řádově 

pohybuje v jednotkách až desítkách mikrogramů na litr a metody jejich stanovení zahrnují 

destilaci [30] či mikroextrakci na pevné fázi [31] před plynově chromatografickou analýzou 

s hmotnostně spektrometrickou detekcí. 

 

2.2.4 Vicinální diketony 

 Mezi vicinální diketony v pivu patří 2,3-butandion a 2,3-pentandion. Tyto látky jsou 

tvořeny jako meziprodukty anabolismu aminokyselin valinu a isoleucinu během kvašení,  

kdy jejich koncentrace nejprve stoupá a posléze jsou kvasinkami zpět metabolizovány, a jejich 
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koncentrace klesá [32]. Zvýšené koncentrace mohou být však způsobeny i bakteriální 

kontaminací pediokoky či laktobacily [33]. Tyto látky způsobují v pivu chuť i vůni po másle. 

Vyšší koncentrace jsou ze senzorického hlediska považovány za nežádoucí. Avšak mírné 

máselné aroma způsobené vicinálními diketony je jedním ze znaků českého piva a pozitivně 

přispívá k jeho typickému senzorickému charakteru v porovnání s ležáky produkovanými 

v zahraničí [34]. Analytické metody pro stanovení vicinálních diketonů mohou zahrnovat 

metody spektrofotometrické, plynově nebo kapalinově chromatografické s přípravou vzorku 

využívající extrakci na pevné fázi, mikroextrakci na pevné fázi, mikroextrakci na míchací 

tyčince i derivatizaci. Nejrozšířenější metoda v praxi je založena na plynové chromatografii 

s headspace technikou a detekcí elektronového záchytu [35]. 

 

2.2.5 Mastné kyseliny 

 Mastné kyseliny v pivu mohou pocházet ze všech fází výroby piva, tzn. ze sladu  

při rmutování, z chmele při chmelovaru a z produkce kvasinkami. Během fáze kvašení  

se produkují především nižší mastné kyseliny (zejména kyselinu máselnou, valerovou  

a isovalerovou), které mohou při překročení prahových koncentrací způsobovat nepříjemná 

aromata – např. po zrajícím sýru, po zpocených nohou či žluklou [36]. Vyšší mastné kyseliny 

jsou výrazně eliminovány po chmelovaru, kdy jsou odstraňovány spolu s chmelovým mlátem, 

a do piva se tak dostávají v minimálním množství. Vzhledem k jejich vyšším senzorickým 

prahům ovlivňují senzorický charakter piva jen minimálně [37]. Mastné kyseliny negativně 

ovlivňují také stabilitu pivní pěny [38]. Koncentrace mastných kyselin v pivu se pohybují 

řádově v desítkách až stovkách mikrogramů na litr. Analýza mastných kyselin je obecně velice 

dobře zvládnutá napříč různými matricemi. Stejně tak je tomu i v pivu, kdy se využívá extrakce 

na pevné fázi, derivatizace na příslušné methyl estery a následné plynově chromatografické 

analýzy s plamenově ionizačním detektorem [39, 40]. 
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2.2.6 Organické kyseliny 

 Senzorickou kyselost piva ovlivňují zejména organické kyseliny (zahrnující především 

kyselinu citronovou, mléčnou, jablečnou, octovou, pyrohroznovou, jantarovou, fumarovou  

a α-hydroxyglutarovou). Různé zastoupení těchto látek může významně určovat celkový 

charakter výsledného nápoje díky ovlivnění jeho pH, které kromě vlivu na vnímání ostatních 

senzoricky aktivních látek ovlivňuje i citlivost piva k růstu kontaminujících bakterií [41, 42]. 

Organické kyseliny jsou v určité míře produkovány kvasinkami při kvašení nápoje, 

významným zdrojem těchto látek je také slad. Reálné koncentrace organických kyselin v pivu  

se pohybují od jednotek po desítky miligramů na litr [43]. V případě kontaminace bakteriemi 

mléčného kvašení se mimo jiné výrazně zvyšuje koncentrace kyseliny octové a mléčné, čímž  

se významně snižuje senzorická kvalita piva [33]. Naopak, pro výraznou kyselou chuť 

některých specifických stylů piva (např. Lambic) jsou vysoké koncentrace organických kyselin 

nezbytné (např. koncentrace kyseliny mléčné může být až několik gramů na litr) [44]. 

  Analytické metody stanovení organických kyselin zahrnují kapalinovou chromatografii 

se spektrofotometrickou detekcí [41], iontovou chromatografii s vodivostní detekcí [43], 

kapilární elektroforézu s nepřímou spektrofotometrickou detekcí [45] nebo isotachoforézu 

s vodivostní detekcí [46]. Bez ohledu na tyto instrumentální metody se v praxi nejčastěji 

používá stanovení tzv. titrační kyselosti, která je určitou mírou celkové koncentrace kyselin 

v pivu [47]. 

 

2.2.7 Hořké kyseliny 

Jedněmi z nejdůležitějších senzoricky aktivních látek piva jsou chmelové hořké 

kyseliny, které se dále rozdělují na α-kyseliny (humulony) a β-kyseliny (lupulony).  

Z těchto skupin látek jsou důležité zejména jejich izomerizační a transformační produkty 
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vznikající při varu mladiny. Nejdůležitější z těchto produktů jsou iso-α-kyseliny  

(trans/cis-isokohumulon, trans/cis-isohumulon a trans/cis-isoadhumulon), které jsou hlavními 

složkami hořké chuti piva. Transformační produkty β-kyselin, přispívající k hořkosti piva, jsou 

hulupony. Kromě těchto látek lze v pivu také nalézt velkou škálu dalších degradačních  

či oxidačních produktů hořkých kyselin, jako jsou humulinony, hydroxytricyklolupony, 

dehydrotricyklolupony, hydroperoxytricyclolupony a hulupinové kyseliny [48, 49]. Poměrné 

zastoupení hořkých látek v pivu má za následek nejen intenzitu výsledné hořké chuti, ale také 

její charakter a doznívání. Koncentrace iso-α-kyselin v pivu se pohybují od jednotek až několik 

desítek miligramů na litr. Hořké chmelové látky jsou v pivu stanovovány kapalinovou 

chromatografií se spektrofotometrickou či hmotnostně spektrometrickou detekcí po extrakci 

z původního vzorku piva [49, 50].  

 Velice rozšířená je i spektrofotometrická metoda stanovení mezinárodních jednotek 

hořkosti, která je založena na extrakci iso-α-kyselin z piva iso-oktanem a jejich 

spektrofotometrické detekci v UV oblasti (275 nm) [51]. Tato rutinní metoda je používána 

laboratořemi po celém světě, zejména díky své jednoduchosti, dostupnosti a faktu, že ji světové 

pivovarsko-analytické komise doporučují jako metodu standardní. Z principu metody je  

patrné, že se nejedná o metodu selektivní a ostatní látky přecházející z piva do extraktu mohou 

ovlivňovat úroveň výsledného analytického signálu. To se projevuje zejména v posledních 

letech, kdy spolu s rozvojem nových pivovarských technologií a stále větší popularitou široké 

škály pivních stylů se objevují slabiny této metody. Diskutován je zejména vliv studeného 

chmelení (technologie chmelení piva, kdy chmel je přidáván ve studených fázích výroby – 

kvašení a ležení piva – čímž se dosahuje bohatšího a intenzivnějšího chmelového aromatu) 

 na výsledek této metody, kdy z chmele do piva přecházejí α-kyseliny a humulinony,  

které prakticky vůbec nepřispívají k hořkosti piva nebo výrazně méně než iso-α-kyseliny [52]. 
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2.2.8 Sacharidy 

 Sacharidy v pivu zahrnují jednoduché cukry, jako je glukósa a fruktósa,  

ale i disacharidy, jako je maltósa, a složitější oligosacharidy se třemi až deseti 

monosacharidickými jednotkami. Sacharidy pocházejí z extrakce ze sladu a enzymatického 

štěpení škrobů při rmutování. Do finálního piva se dostává jen relativně malá část zkvasitelných 

cukrů, které jsou spotřebovány kvasinkami během kvašení. Jednoduché sacharidy přispívají 

k intenzitě sladké chuti piva a delší oligosacharidy pravděpodobně pozitivně přispívají  

k dalšímu důležitému senzorickému parametru piva – plnosti [53]. Koncentrace sacharidů 

v pivu se pohybují v řádech jednotek miligramů na litr až jednotek gramů na litr. Metody 

stanovení sacharidů v pivu jsou založeny na kapalinové chromatografii, nejčastěji 

s refraktometrickým detektorem, ale vyvinuty byly také metody s hmotnostně spektrometrickou 

detekcí [54]. Sacharidy lze stanovit také sumárně ve formě glukosy, kdy oligomery jsou 

enzymaticky štěpeny pomocí amylasy či amyloglukosidasy [55]. 

 

2.2.9 Sirné látky 

 Sirné látky v pivu pocházejí z různých zdrojů, avšak téměř všechny jsou 

charakteristické negativním dopadem na senzorickou kvalitu piva. Často se jedná  

o nízkomolekulární látky pocházející ze starého chmele, kvašení, autolýzy kvasnic či vystavení 

piva světelnému záření. Mezi zástupce těchto látek patří například sirovodík, dimethylsulfid, 

methanthiol, 3-methyl-2-buten-1-thiol, p-menthan-8-thiol-3-on [56]. Tyto látky mají zároveň 

velice nízké prahy senzorického vnímání, a proto je sebemenší koncentrace těchto látek v pivu 

senzoricky detekována – v mnohých případech je často senzorická analýza jediný nástroj  

jak některé z těchto látek v pivu detekovat, protože analytické metody stále nedosahují u těchto 

látek dostatečných mezí detekce. To platí hlavně pro 3-methyl-2-buten-1-thiol (práh 

senzorického vnímání 4,4 - 35 ng/l [67]) vznikající v pivu fotolýzou isohumulonů a následnou 
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reakcí produktu se sirnými sloučeninami a způsobující tzv. světelnou vůni piva, popisovanou 

také jako letinková, skunk či pavilon opic [58]. Nicméně i pro tento problematický analyt byly 

vyvinuty metody stanovení jako např. metoda využívající purge-and-trap systém a plynové 

chromatografie s hmotnostní detekcí [57] či plynovou chromatografii s headspace technikou 

nebo mikroextrakcí na pevné fázi [58]. Nicméně vzhledem k problematickým fyzikálně-

chemickým vlastnostem 3-methyl-2-buten-1-thiolu (vysoká těkavost a reaktivita) nejsou často 

tyto metody v praxi využívány a na místo nich je častěji pro prokázání přítomnosti využívána 

senzorická analýza (díky nízkému prahu senzorického vnímání a nezaměnitelnou vůní). Oproti 

tomu jsou ostatní sirné látky v pivu častěji stanovovány instrumentálními analytickými 

metodami – díky jejich těkavosti pomocí plynové chromatografie s chemiluminiscenčním 

detektorem citlivým na sirné sloučeniny nebo plamenově fotometrickým detektorem [56]. 

 

 Vzhledem k tomu, že pivo je velice složitou směsí různorodých látek, jeho senzorické 

vnímání člověkem je také velice komplexní. Z tohoto důvodu nelze v mnohých případech  

pro popis senzorického charakteru piva jednoduše použít analyticky stanovenou koncentraci 

zodpovědných látek, ale velice důležitý je celkový pohled na senzoricky aktivní látky  

a také látky nepřímo ovlivňující senzorický charakter piva (prostřednictvím senzorických 

interakcí). Tento úkol si klade nový obor odvozený ze zavedených omických disciplín (jako je 

metabolomika, lipidomika a proteomika) nazvaný senzomika [49, 59]. Jelikož jde o relativně 

nový přístup, není v literatuře dosud příliš rozšířený. Metodika založená na senzomickém 

profilování byla využita v jedné z experimentálních částí této práce – studia distribuce 

mastných kyselin v průběhu pivovarského procesu a v závislosti na způsobu rmutování. 

 Souhrn senzoricky a toxikologicky aktivních látek piva diskutovaných v této práci, 

spolu s jejich nejčastějšími metodami stanovení, je v Tabulce 1. 
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Tabulka 1: Souhrn nejvýznamnějších skupin toxikologicky a senzoricky aktivních látek v pivu, jejich nejvýznamnějších zástupců, 
vlivu na kvalitu piva, řádový rozsah koncentrací a metody stanovení 

skupina látek 
nejvýznamnější zástupci v 

pivu 
vliv na kvalitu piva 

rozsah 

koncentrací 
metody stanovení zdroj 

Toxikologicky významné látky 

nitrosaminy N-nitrosodimethylamin negativní – karcinogenní a mutagenní účinky desetiny až 

jednotky µg/kg 

GC-NCD, GC-

MS 

3, 11 

biogenní aminy tyramin, kadaverin negativní – bolest hlavy, zažívací potíže, vysoký 

či nízký krevní tlak 

setiny až 

desítky mg/l 

HPLC-UV, GC-

MS 

3, 15 

mykotoxiny ochratoxin A, 

deoxynivalenol 

negativní – karcinogenní, cytotoxické, 

imunotoxické účinky 

jednotky až 

desítky mg/l 

HPLC-MS, 

ELISA 

4, 18 

Senzoricky významné látky 

karbonylové sloučeniny furfural, 

hydroxymethylfurfural, 

trans-2-nonenal  

negativní – oxidační, papírová, stará jednotky až 

stovky mg/l 

GC-MS, HPLC-

UV 

20–25 

vyšší alkoholy propanol, 2- a 3-

methylbutanol 

v nižších koncentracích pozitivně přispívá 

k celkovému vjemu, ve vyšších koncentracích 

negativní – rozpouštědla 

jednotky až 

desítky µg/l 

HS-GC-FID 27 
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estery ethylacetát, isoamylacetát v nižších koncentracích pozitivní ovocné aroma, 

ve vyšších koncentracích negativní 

jednotky až 

desítky µg/l 

HS-GC-FID 27 

chmelové silice myrcen, farnesen, linalool, 

geraniol, humulen 

pozitivní – chmelová, květinová, ovocná, 

pryskyřičná 

jednotky až 

desítky µg/l 

GC-MS 29-31 

vicinální diketony 2,3-butandion, 2,3-

pentandion 

negativní – po másle stovky µg/l HS-GC-ECD 34, 35 

mastné kyseliny kyselina máselná, valerová, 

isovalerová 

negativní – žluklá, zrající sýr, zvratky desítky až 

stovky mg/l 

GC-FID 36-40 

organické kyseliny kyselina citronová, mléčná, 

jablečná, octová 

 do určitých koncentrací působí pozitivně (mírná 

kyselost, ovlivnění senzorického vnímání 

ostatních látek), ve zvýšených koncentracích 

nepříjemná kyselost 

jednotky až 

desítky mg/l 

HPLC-UV, CZE-

UV, ITP-UV, 

ITP-CD, titrace 

43–47  

hořké kyseliny iso-humulon, iso-adhumulon, 

iso-kohumulon 

pozitivní – hořkost jednotky až 

desítky mg/l 

UV, HPLC-UV, 

HPLC-MS 

48–51 

sacharidy maltósa, glukósa, fruktósa pozitivní – sladkost, plnost piva jednotky až 

tisíce mg/l 

HPLC-RI 53, 54 

Seznam zkratek: GC – plynová chromatografie, HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie,   CZE – kapilární zónová elektroforéza, ITP – izotachoforéza, 
HS – headspace, NCD – chemiluminiscenční detektor, MS – hmotnostní spektrometrie, UV – spektrofotometrie v ultrafialové oblasti,  
FID – plamenově ionizační detektor, ECD – detektor elektronového záchytu, CD -vodivostní detektor, RI – refraktometrický detektor, ELISA – enzyme-linked 
immuno sorbent assay
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3 Experimentální část 

 

3.1 Vývoj metody pro detekci nitroso sloučenin v pivu a jejich klasifikaci pomocí GC-PPNCD 

 

 Detailní popis experimentální práce, zahrnující použité chemikálie, vzorky a jejich 

úpravu, podmínky analýz a zpracování dat, jsou uvedeny v přiloženém publikovaném článku 

Pyrolytic Profiling Nitrosamine Specific Chemiluminescence Detection Combined  

with Multivariate Chemometric Discrimination for Non-targeted Detection and Classification  

of Nitroso Compounds in Complex Samples.  

 

3.2 Vývoj metody pro in situ stanovení míry senzorického poškození piva jeho nevhodným 

skladováním 

 Detailní popis experimentální práce, zahrnující použité chemikálie, vzorky a jejich 

úpravu, podmínky analýz a zpracování dat, jsou uvedeny v přiloženém publikovaném článku 

The usage of a reflectometric method for 5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde 

determination as a stale flavor sensor for beer. 

 

3.3 Studium distribuce mastných kyselin v průběhu pivovarského procesu a v závislosti  

 na způsobu rmutování prostřednictvím senzomického profilování 

  

 Detailní popis experimentální práce, zahrnující použité chemikálie, vzorky a jejich 

úpravu, podmínky analýz a zpracování dat, jsou uvedeny v přiloženém publikovaném článku 

The chemical profiling of fatty acids during the brewing process. 
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4 Publikované články 

 

 Z provedených experimentální prací byly publikovány (nebo přijaté k publikaci) tři 

články v impaktovaných zahraničních časopisech. Tyto články jsou níže vloženy jako součást 

této práce. 
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Figre S-5: Figure S-5: GC-NCD chromatogram of bacterially contaminated (O. proteus) beer 

sample (full line) and original beer sample (dasched line). Chromatogram are recorded at 

pyrolytic temperature of 750 °C. 

Figure S-6: Pyrolytic patterns of original and O. proteus contaminated beer sample 
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Figure S-13x. CID based mass spectra of peak at 14.6 min: a) neutral loss of 30 amu; b) 
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Figure S-14: CID based mass spectra of peak at 14.0 min: a) neutral loss of 30 amu; product 

ion mass spectra of b) m/z 142, c) m/z 127, d) m/z 114, e) m/z 99 and f) precursor ion mass 

spectrum of m/z 99. 
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Figure S-15: Proposed mass fragmentation of peak at 14.0 min and possible identification of 

a molecule as N-nitrosoproline ethylester 

Figure S-16: CID based mass spectra of peak at 18.3 min: a) neutral loss of 30 amu; product 

ion mass spectra of b) m/z 312, c) m/z 297, d) m/z 208, e) m/z 179 and f) m/z 135. 
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Definition of parameters [18] from Table 2 and S-2 and S-3: 

 

Accuracy – represents the percentage of correctly assigned objects, it is also called 

classification rate or non-error rate; 

Error rate – represents percentace of wrongly assigned objects; also defined as 1 – accuracy; 

Random error rate – represents the error obtained with a random assignation of objects to 

one of the defined classes; 

Sensitivity – the model ability to correctly recognize objects belonging to the given group; 

sensitivity is equal to 1, if all objects from given group are correctly classified; 

Specificity – the ability of the given group to reject the objects of all the other groups; 

specificity is equal to 1, if none of objects from other groups are classified to given group; 

Precision – the capability of a model not to classify objects of other groups in the given 

group; precision is equal to 1, if all the objects classified to given group are correctly 

classified. 

Calculation of these parameters were performed according to Ballabio D., Todeschini R. 

Multivariate Classification for Qualitative Analysis. In Infrared Spectroscopy for Food 

Quality Analysis and Control. Sun D.-W. Amsterdam, Elsevier 2009, 83–104. 

 

Retention time shift between GC-NCD and GC-MS/MS: 

Before the analysis it was necessary to transfer the chromatographic method from GC-NCD 

to GC-MS/MS in order to obtain comparable retention times of each peak. Since both 
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methods use different carrier gas, the helium velocity in GC-MS/MS was necessary to be set 

up at the same value as in GC-NCD. Carrier gas velocity of argon (GC-NCD) and the 

corresponding helium flow (GC-MS/MS) were calculated from experimental conditions at 

GC-NCD by Agilent Technologies Method Translator, see section Instrumentation. The 

translated GC-MS/MS method was compared to the GC-NCD method by retention times of 

standard solution of N-nitrosopiperidine and trimethylsilylated N-nitrososarcosine, N-

nitrosoproline, and N-nitrosohydroxyproline (each 500 µg/L). Retention times between the 

methods (paired t-test p = 0.008) differed significantly. The relation of retention times from 

both methods showed a linear function, Figure S8. Although carrier gas velocity was 

calculated for both methods, the retention differs. It can be explained by different hardware 

equipment on the output from the chromatographic column; the NCD has additional tubing 

and pyrolytic tube in comparison with the MS detector (these parts were not included in the 

calculation during the method translation due to unknown diameters and indefinable 

temperature of tubing). Therefore, the flow and pressure gradient along the column were 

different between the methods, both methods resulted in different retention times. In spite 

of these discrepancies of retention times, the function from Figure S8 was used for further 

prediction of retention times of peaks at GC-MS/MS. 
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Table S-1: Parameters of MS/MS experiments 

 

retention window / min   product ion precursor ion   CIDa / eV 

13.0 - 15.0  142   15 

  127   15 

  114   15 

  99 99  15/15b 

      

13.5 - 15.5  99   15 

  142   15 

      

13.6 - 15.6  156 156  15/15b 

      

17.3 - 19.3  312   15 

  297   15 

  208   15 

  179   15 

  135   15 

  163   15 

      

5.5 - 30.0       
neutral loss 

of 30 
6c 

a – colision energy for product ion mode; b – colision energy for precursor ion mode; c – colision energy for 

neutral loss mode 

  



 

S-55 
 

Table S-2: Properties of discriminant function No. 1 

Constants of Classification Functions    

  INT C-NO C-NO/NO2 N-NO N-NO2  

500 181,58 140,21 199,67 343,87 112,27  

650^2 31,50 75,94 13,15 67,32 34,31  

800^6 2,77 22,49 -5,87 -18,19 28,90  

800/700 19,03 11,25 20,19 13,90 9,73  

800/650 9,14 9,34 10,87 9,89 6,26  

700/500 34,36 10,39 53,02 16,33 14,20  

750/500 19,13 16,36 13,49 17,84 11,19  

800^6/500 -1,08 -8,44 1,55 -3,99 -5,22  

700^4/500 -28,71 -8,88 -40,29 -12,61 -11,29  

750^6/500 -15,26 -2,16 -19,80 -4,75 -4,27  

Constant -160,06 -102,04 -228,30 -204,22 -58,78  

       

Chi-Square Tests with Successive Roots Removed   

roots removed Eigenvalue Canonical R Wilks' Lambda Chi-Sqr. df p-level 

0 57,23 0,99 0,00 373,51 40 0,0000 

1 18,07 0,97 0,01 192,65 27 0,0000 

2 1,15 0,73 0,25 61,45 16 0,0000 

3 0,85 0,68 0,54 27,35 7 0,0003 

       

Standardized Coefficients for Canonical Variables   

variable Root 1 Root 2 Root 3 Root 4   

500 0,773 1,240 -0,269 0,172   

650^2 0,621 -0,607 -1,005 1,085   

800^6 -0,272 -0,902 0,278 -0,279   

800/700 -0,717 1,229 -1,485 0,509   

800/650 0,091 0,217 -0,437 1,820   

700/500 -3,193 4,236 1,996 4,111   
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750/500 -0,077 0,518 -3,768 -0,244   

800^6/500 -0,424 1,168 0,295 -0,546   

700^4/500 2,222 -2,632 -0,176 -1,934   

750^6/500 1,432 -1,695 0,525 -0,234   

Eigenvalue 57,229 18,072 1,152 0,849   

Cum.Prop. 0,740 0,974 0,989 1,000   

       

Squared Mahalanobis Distances    

  INT C-NO C-NO/NO2 N-NO N-NO2  

INT       

C-NO 152,92      

C-NO/NO2 49,30 312,27     

N-NO 270,14 148,67 408,58    

N-NO2 105,44 40,37 226,07 203,72    

       

  sensitivity specificity precision accuracy error rate  

C-NO 0,978 0,034 1,000    

N-NO 0,938 0,044 0,938    

INT 1,000 0,000 0,857    

C-NO/NO2 1,000 0,000 1,000    

N-NO2 0,667 0,030 0,667      

        0,971 0,029  
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Table S-3: Properties of discriminant function No. 2 

Constants of Classification Functions    

  INT C-NO C-NO/NO2 N-NO N-NO2  

500 15,23 24,22 28,64 149,14 33,52  

700 -529,41 -431,53 -704,91 -473,99 -465,13  

700/750 505,00 443,48 683,98 483,91 467,00  

750 308,80 268,92 396,91 284,28 289,19  

800 20,66 16,18 22,64 7,88 20,31  

650 -35,24 -48,36 -42,81 -45,70 -49,20  

650/700 22,48 33,14 23,90 27,19 31,69  

constant -166,38 -148,22 -287,11 -216,32 -162,71  

       

Chi-Square Tests with Successive Roots Removed   

roots removed Eigenvalue Canonical R 

Wilks' 

Lambda Chi-Sqr. df p-level 

0 30,48 0,98 0,00 258,82 28 0,0000 

1 3,04 0,87 0,11 100,14 18 0,0000 

2 1,04 0,71 0,46 35,89 10 0,0001 

3 0,07 0,26 0,93 3,11 4 0,5400 

       

Standardized Coefficients for Canonical Variables   

variable Root 1 Root 2 Root 3 Root 4   

500 -11,618 3,211 0,672 -1,702   

700 -3,611 -31,627 8,069 0,920   

700/750 1,452 25,245 -14,874 -1,614   

750 1,763 13,909 -5,901 -5,399   

800 1,053 0,632 0,152 -2,562   

650 0,555 1,987 3,511 3,695   

650/700 -0,147 -2,042 -2,255 -1,630   

Eigenval 30,480 3,042 1,040 0,070   

Cum.Prop 0,880 0,968 0,998 1,000   
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Squared Mahalanobis Distances    

  INT C-NO C-NO/NO2 N-NO N-NO2  

INT       

C-NO 17,03      

C-NO/NO2 40,35 70,55     

N-NO 138,59 106,86 172,79    

N-NO2 11,49 3,71 * 59,54 98,06    

• - statistically insignificant distance 

  



 

S-59 
 

Table S-4: Classification of the test mixture standards in a real sample by model No. 1 

 

   posterior probabilities 

indication analyte classification INT C-NO C-NO/NO2 N-NO N-NO2 

INT1 D-glucose, 2,3,4,5,6-pentakis-

O-(trimethylsilyl) 

INT 0.50 0.02 0.00 0.00 0.48 

N1 N-Nitrososarcosine, 

trimethylsilylester 

N-NO 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 

N2 N-Nitrosoproline, 

trimethylsilylester 

N-NO 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 

INT2 gramine, N-(trimethylsilyl) INT 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

C1 nitrosobenzene INT * 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

C2 N,N-dimethyl-4-nitrosoaniline INT * 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

N-NO2 N-Nitropyrrolidine N-NO2 0.01 0.11 0.00 0.00 0.88 

Misclassifications are highlighted by asterisks.  
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Table S-5: Classification of the original and bacterially contaminated beer samples (classification by model No.2) 

original beer Obesumbacterium proteus contamination 

 posterior probabilities   posterior probabilities  

rt / min INT C-NO C-NO/NO2 N-NO N-NO2 class. 
rt / 

min 
INT C-NO C-NO/NO2 N-NO N-NO2 class. 

6,36 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 6,42 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

6,64 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

       6,88 0,00 0,71 0,00 0,00 0,29 C-NO 

7,47 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 7,51 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

8,27 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

       8,58 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

8,67 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 8,68 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

9,03 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 C-NO/NO2 9,03 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 C-NO/NO2 

       9,21 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

9,49 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

9,81 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

11,63 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

11,87 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 11,84 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

12,06 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 12,06 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

12,40 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 12,45 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 



 

S-61 
 

12,53 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 C-NO/NO2 12,54 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

12,80 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

13,00 0,71 0,00 0,29 0,00 0,00 INT 13,01 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

13,47 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 13,49 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

13,69 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 13,68 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

13,80 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 13,79 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

14,04 0,88 0,00 0,12 0,00 0,00 INT 14,05 0,98 0,00 0,02 0,00 0,00 INT 

14,19 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 14,21 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

14,37 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 14,30 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

       14,56 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

14,67 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 C-NO/NO2 14,67 0,24 0,00 0,76 0,00 0,00 C-NO/NO2 

       14,83 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

       14,88 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

       15,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

15,17 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 15,16 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

15,24 0,04 0,00 0,96 0,00 0,00 C-NO/NO2 15,23 0,49 0,00 0,51 0,00 0,00 C-NO/NO2 

15,37 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

       15,47 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

15,68 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 15,70 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

15,82 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        
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15,97 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

16,08 0,89 0,00 0,11 0,00 0,00 INT 16,09 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 C-NO/NO2 

16,17 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 16,19 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

16,35 0,01 0,00 0,99 0,00 0,00 C-NO/NO2 16,37 0,11 0,00 0,89 0,00 0,00 C-NO/NO2 

16,76 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 C-NO/NO2 16,78 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

16,98 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 16,99 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

       17,14 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

17,25 0,03 0,00 0,97 0,00 0,00 C-NO/NO2 17,27 0,07 0,00 0,93 0,00 0,00 C-NO/NO2 

17,48 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 17,50 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

17,59 0,41 0,00 0,59 0,00 0,00 C-NO/NO2 17,60 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

17,64 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 N-NO2 17,66 0,00 0,11 0,00 0,00 0,89 N-NO2 

17,97 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

18,29 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 18,29 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

18,45 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 18,45 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

18,73 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 18,73 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

19,04 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 19,06 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

19,43 0,01 0,00 0,99 0,00 0,00 C-NO/NO2 19,42 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

19,53 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 19,55 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

19,74 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 19,74 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

20,39 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 20,40 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 
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20,62 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 20,63 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

21,20 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 21,19 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

21,56 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 21,59 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

22,31 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 22,31 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

23,59 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

23,72 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 23,73 0,09 0,91 0,00 0,00 0,00 C-NO 

       24,14 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 C-NO/NO2 

25,17 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

       25,51 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

       25,67 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

       25,79 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

       25,96 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

26,16 0,22 0,00 0,78 0,00 0,00 C-NO/NO2 26,15 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

26,41 0,48 0,00 0,52 0,00 0,00 C-NO/NO2 26,41 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 

26,60 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 26,58 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

       26,72 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

26,75 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

       26,87 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

27,04 0,88 0,00 0,12 0,00 0,00 INT 27,06 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

27,22 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        
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       27,40 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

       27,74 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

27,82 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 27,82 0,00 0,99 0,00 0,00 0,01 C-NO 

28,06 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT        

       28,16 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 

28,27 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 INT 28,24 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 C-NO 
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Figure S-1 Canonical variables of discriminant function of model No. 1 

 

Figure S-2 Dependency of the difference between C-nitroso and interference group median 

on a power function 
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a 

Figure S-3: Comparison of pyrolytic profiles of C-nitroso and interference group a) 

before and b) after power functions 
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Figure S-4: Pyrolytic paterns of whole data set (test and training set). Variables at x-axis are relative responses at given temperature and their 

ratios (selected variables for model No. 2 are highlighted by red frame).
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Figure S-5: GC-NCD chromatogram of bacterially contaminated (O. proteus) beer sample (full 

line) and original beer sample (dasched line). Chromatograms are recorded at pyrolytic 

temperature of 750 °C. 

 

  



 

 
 

 

Figure S-6: Pyrolytic patterns of original and O. proteus contaminated beer sample 

 

Figure S-7: CDA of a) original and b) O. proteus contaminated beer sample 
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Figure S-8: Relationship between retention times on GC-NCD and GC-MS/MS 
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Figure S-9: MS1 full scan mass spectra of the selected peaks. Electron ionization was 

performed at 20 eV and 180 °C, with exception of peak at 14.5 min (70 eV, 280 °C) 



 

 
 

 

 

Figure S-10: Comparison of mass spectra (A) N-nitrosoproline trimethylsilylester and (B) 

unknown peak at 14.4 min 
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Figure S-11: CID based mass spectra of peak at 14.4 min: a) neutral loss of 30 amu; product 

ion mass spectra of b) m/z 99 and c) m/z 142. 
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Figure S-13: Mass spectrum of N-nitrosopipecolic acid thimethylsilylester (NPIC TMS) 

standard and its product ion scan from m/z 156. Retention time comparison of NPIC TMS 

and unknown peak at 14.6 min is highlighted. 
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Figure S-13x. CID based mass spectra of peak at 14.6 min: a) neutral loss of 30 amu; b) 

product ion mass spectrum of m/z 156 and c) precursor ion mass spectrum of m/z 156. 
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Figure S-14: CID based mass spectra of peak at 14.0 min: a) neutral loss of 30 amu; product 

ion mass spectra of b) m/z 142, c) m/z 127, d) m/z 114, e) m/z 99 and f) precursor ion mass 

spectrum of m/z 99. 
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Figure S-16: CID based mass spectra of peak at 18.3 min: a) neutral loss of 30 amu; product 

ion mass spectra of b) m/z 312, c) m/z 297, d) m/z 208, e) m/z 179 and f) m/z 135. 
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