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ABSTRACT

The name of this thesis “Optimalization of methaedgable for assessment of volatiles in beer*

expresses the methods and the aims of researghedn detail it determines the optimal method
of chromatographic analysis and the most suitaldg of preparing sample for analysis by gas
chromotography. For assessment of the most suisadééonary phase of gas chromotography was
tested column DB WAX and DB5. Next was to deterrditfee most suitable temperature program
for effective separation of analysed substanceeden of analyses was made on flame ionizated
detector and mass spectrometer. For separatiotileslrom matrix and for their preconcentration

was tested liquid extraction and headspace solasg@microextraction (SPME), which was also

compared with analysis of gaseous phase withougusktraction. SPME, which was showed as
the most useful, had more attention. Volatiles weotated with different combination of sorbents,

sorption was at various temperatures, they were elamined with the addition of salt in the

sample and using ultrasonic bath.
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uvoD

Teékavé latky v pivu jsou slaieniny, které se vyznamirpodili na organoleptickych vlastnostech
napoje a kvalitu vyrobku tak ovitwji jak v kladném, tak zaporném smyslu. Mezi néginsjSi
skupinu latek s nizkym bodem varu v pivuipatkoholy, kterych je v pivu stanovenélgizné 80.

Z vedlejSich produktkvaseni vznikaji v nejvySsich koncentracich. V gienmnozstvi jsou v pivu
obsazené estery, které se z alk@hwbii. V pivu se jich nachazi zhruba 150 a jsou senkgri
aktivnejSi. Organickych kyselin je v pivu obsazenibfizné 200 a na rozdil od alkohioh estel je
fada zejména mastnych kyseliiitpmna jiz v mladid pied p@atkem kvaSeni. Jejich vySSi
koncentrace nejsou vzhledem k jejich fijgmné chuti a &ni v pivu Zadouci. Mezi dalSi skupinu
tekavych latek v pivu, které jsou v stasnosti zkoumany, pataldehydy, ketony, éthery, acetaly,
sirné slodeniny a dalsi (SERBA et al., 2011; SILVA et al., 2008).

Nejvhodrgjsi technikou pro stanovenikavych latek v pivu je plynova chromatografie. \ézieém

ke komplexni matrici piva a velkému koncexitranu rozgti mezi stanovovanymi latkami vSak
neni mozné provéstijmy nastik do chromatografické kolony. Stanovované latky regprve
izoluji, pfipadré zakoncentruji. Na ffpravu vzorki je mozné vyuZzittadu postuf, jako je
kapalinova extrakce, destilace, superkriticka fhiiextrakce, extrakce tuhou fazi, sorpextrakce

na michaci #ince ¢i headspace technikyiiRlastek headspace je synonymem pro plynnou fazi
nad vzorkem, kdy se vyuzivékavosti analyzovanych latek. V uzamém prostoru je pdase
vytvoiena rovnovaha mezi fazemi a analyty je mozné odebad vzorkem. Pokud je do headspace
piivadén pro zvyseni €&innosti inertni plyn, jedn& se o dynamickou headsp&okud inertni plyn
probublava vzorkem, jedna se o purge and trap zmalfgkavé analyty je mozné sorbovat
na sorbent v termodesdrg trubici, ktera je po stripovaci fazi undisa do termodesopiho
systému (CAJKA, 2010; KOLB, 1999).

Casto vyuzivanou technikou statické headspace jeomikrakce na pevnou fazi (SPME), kterd ma
vyhodu fredevsim v jednoduché instrumentadii 8PME se analyty sorbuji malym mnoZstvim
extralkéni faze, kterou je potazen povrcheknenného viakna. Sorpce probiha do dosazeni
rovnovazného stavu. Mnozstvi extrahovaného anatisi na hodnétrozdtlovaciho koeficientu
analyt — vlakno. Kemenné vilakno je umisto v duté ocelové jehle, ktera unioje jeho ochranu

pii manipulaci. B sorpci je vldkno vysunutoifmo do vzorku nebo do plynné faze nad vzorkem
(headspace), coz je pro analyzkavych latek v pivu vhodijSi. Pokud je vzorek z#ivan, je
zajiS€n dostatény prestup &kavych latek na vlakno atfipheadspace nedochazi ke &Bgovani
vlakna (WARDECKI et al., 2003; PAWLISZYN, 2000).
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Cilem prace je optimalizovat zvolené metod§jppavy vzorki. Vyvoj metod umozni stanovit
fingerprint €kavych latek v pivu, a tak rozliSit piva jednotloly druhi a zn&ek. Pomoci obsahu
tekavych latek v pivu bude mozné objektiymosoudit jeho kvalitu.

MATERIAL A METODIKA

Pro optimalizaci metody stanoverskavych latek v pivu bylo pouzito lahvované pivo &
Starobrno s ozis@nim Starobrno Tra¢hi. Jedna se o &e vytepni pivo plzéského typu

0 obsahu alkoholu 4 % obj. Pokud neni uvedeno jibglly vzorky pro analyzuifpraveny z 5 ml
piva a 2 g soli ve vialkdch o objemu 15 ml. Potévserky zaliivaly na topné desce (Labicom,
Ceska republika) na teplotu 50 °C po dobu 10 minak pasledovala 20 min headspace
mikroextrakce na vldkno s 8mm polydimethylsiloxanu (Supelco, USA). Chromatoguied
analyza probihala na plynovém chromatografu s hosttn spektrometrickym detektorem HP-
6890 (Hewlett Packard, &hecko). Bkavé latky se separovalyippritoku helia 1 mil/min, teplét
néstiku 250 °C a teplotnim programui ¥ 40 °C, t = 5 min, 20 °C/min naJ= 250 °C,{=5
min. MnoZstvi analyzovaného vzorku se neregulodali@dem toku. Byla pouzita kolona HP-5MS
(5 % difenyl - 95 % dimethylpolysiloxan, 30 m x 8,2nm i.d., 0,25um) od Agilentu (USA).
Kazdy vzorek byl vyhotoven a zien tikrat. Identifikace latek probihala pomoci knihovny
spekter hmotnostniho spektrometru.

Pro porovnanitznych detektar se vzorky dale analyzovaly na plynovém chromatogtdP-
4890D s plamenay ionizatnim detektorem (GC-FID) od stejné firmy. Teplotatettéoru byla
nastavena na 240 °C. Na chromatografu GC-MS tdiovany dalsi dvkolony, a to DB WAX
(polyethylenglykol, 30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 pmiR-5MS s délkou 60 m (Agilent, USA).

V rdmci optimalizace metody byly zkoumany teploteZzimy s pozvol§Sim nafistem teploty.
Druhy teplotni program: 1= 40 °C, t =5 min, 10 °C/min najl= 270 °C, =5 min ateti: T, =
40 °C, t =5 min, 5 °C/min na = 200 °C, £=5 min, 15 °C/min nas= 250 °C, =1 min.

Ze separénich metod fipravy vzorku se testovala kapalinova extrakce szjpion rozpoudtdel
hexanu, ethylacetatu a dichlormethanu. Vzorky kpfipraveny v 40 ml vialkach a obsahovaly
vzdy 30 ml piva a 10 ml rozpowslia. Nasledovala extrakce v ultrazvukové lazni pbwd10 min.
Extrakt ve zkumavkach byl nasledb min. centrifugovan i 18000 ot/min, ficemz doSlo
k oddsleni rozpoustdia od zbytku sisi.

Déle byla analyzovana plynna faze odebrana nadkemobez pouziti SPME. Vzorek byl nejprve
30 min zakivan a pak bylo odebrano mikrti&ackou Hamilton 25ul plynné faze, ktera byla
okamzig& nastiknuta do chromatografu.

U mikroextrakce na pevnou fazi (SPME) byly testgv&orbenty divinylbenzen (DVB), carboxen
(CAR) a polydimethylsiloxan (PDMS) a to v kombina8b pm DVB/CAR/PDMS, 85 pm
PDMS/DVB a 85 pm CAR/PDMS (Supelco, USA).
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Pri testovani vlivu pidavku soli na mikroextrakci byl do vzorku o objerBuml pidan chlorid
sodny v mnozstvi 1, 2, 3, 4 a 5 g a vzorky smlmnalyzou ponechaly 24 hod v legm@. Dale byl
meien vliv délky extrakce na zakoncentrovaiavych latek na SPME vlakno. Vzorky se vzdy 10
min vyhrivaly a pak nésledovala 10, 20, 30, 40, 60, 90Grl extrakce. R zjiStovani, jaky je
nejvhodrjsi objem vzorku, bylo do vialek o objemu 15 mlite®,5; 5; 7,5; a 10 ml piva a analyza
probihala bezipdavku soli.

Pro optimalizaci pouzité teploty na extrak#kavych latek byly vzorky zafvany na topné desce
a teplota vzork byla ntiena elektronickym kontaktnim teplérem. Teplota topné desky byla
nastavena na 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 4@.30

Pro ugeni nejvhodsjSiho objemu vialky byly pouzity vialky o objemu Iprimér 20 mm), 20 a
40 ml (pfimér 23 mm). Do vialky o objemu 15 ml bylo odieno 5 a 10 ml piva, do 20 ml vilaky
10 a 15 ml piva a do 40 ml vialky 20 a 30 ml pi&®ME sorpce probihalaip70, 80 a 100 °C.
Elektronickym kontaktnim teploénem byla ndfena skutena teplota vzorku a jeji zmy
zpisobené z@nou objemu vzorku.

V ramci optimalizace metody bylo hodnoceno zlepS8RME sorpce ip pouziti magnetického
michadla, kdy se vzorek promichavéhbm extrakce ip zahiivani na topné desceid00 ot/min.

Dale bylo také testovano, zda skkavé latky extrahuji vice po odpkmi vzorki pomoci

ultrazvukové laza (Kraintek, Ceska republika), a za stejnymielem se pouil filtréni papir typu

388 a 390 (Filtrak, Bmecko).

VYSLEDKY A DISKUZE

Prvnim krokem fi optimalizaci metody stanoverdkavych latek v pivu bylo @it vhodny gistroj

k m&teni gkavych latek v pivu. K dispozici byly GC-MS a GCEFIA¢koliv plameno¥ ionizani
detektor zajiSoval soundrné nerozmyté piky analyzovanych latek, pro analjylurten jako
vhodrgjSi hmotnosts spektrometricky detektor, ktery ma nizSi deteklimit, coz umoznilo
stanovit vice d&kavych latek. DalSi vyhodou GC-MS je, Ze pomoci tmostnich spekter Ize
identifikovat jednotlivé ¢kavé latky.

Pii stanoveni nejvhodigiho teplotniho programu chromatografické analjgyieba brat tetel,

na jaké dely bude analyzatkavych latek pouzita. Pokud jéeba separovat maximalni mnozstvi
tekavych latek, aby je bylo mozné kvalitatévin kvantitativre stanovit, je vhodné pouzit teplotni
program s nejpomalejSim ri&tem teplot. Pro optimalizaci metod pouzitych pfpravu vzorku
stai aplikovat zkraceny teplotni program, ktery zjjg dostaténou separaci zakladnickkavych
sloZek.

Z metod pipravy vzorku se ukazala kapalinova extrakce ofB®ME jako zcela nevyhovujici.
V dichlormethanu se extrahovalo jenéavych latek, v hexanu 10 a v ethylacetatu 13 jeouérg
jak tretina tkavych latek extrahovanych pomoci SPME.
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Vzhledem k tomu, Ze SPME slouzi k zakoncentrovaalydi, nelze pedpokladat, Zeifmy nastik

plynné faze odebrané nad vzorkem budieperovnani s SPME vyhovujici. U SPME je vSak
detekce analyjit zavisla na afiné k sorbentu, takZze neni mozné zajistiterps veSkerych
piitomnych latek na chromatografickou kolonu. Proy testovan pimy nastik na kolonu, ale
vysledky prokézaly, ze koncentracdavych latek v plynné fazi jerfS malé, aby bylo mozné
zjistit, které latky se ip SPME neextrahuji. iP detekci tkavych latek extrahovanych pomoci
SPME nechy8la zadna z detekovanych ptimém nasiku.

Béhem studie byly testovany sorbenty, kteréfitvetacionarni fazi plynové chromatografie
a separuji seips & tekavé latky a SPME sorbenty, které slouzi k extrakeakoncentrovani
analyti pred chromatografickou analyzou. Vtab. 1 je srovngejich (&innosti podle
identifikovanych latek. Z tab. 1 jegmé, Ze nejvhodijSi je kolona DB5 s délkou 60 m a SPME
vldkno se sorbentem divinylbenzen/carboxen/polythiyisiloxan, protozZe i jejich pouziti je
identifikovano nejvice latek.

Tab. 1 Srovnani GC kolon a SPME vlaken dle idéntitinych dkavych latek

Ethanol DB WAX | DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D | C/P
Ethyl Acetate - DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/ID | C/P
1-Butanol, 3-methyl- DB WAX | DB5(30) | DB5(60) | D/IC/P | P/D | C/P
1-Butanol, 2-methyl- - DB5(30) | DB5(60)| D/C/P | P/ID | C/P
Acetic acid, butyl ester - DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | PID -

1-Pentanol - - DB5(60)| D/C/P | P/ID | C/IP
Butanoic acid, ethyl ester - DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D | C/P
1-Butanol, 3-methyl-, acetate DB WAX | DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D | C/P
1-Butanol, 2-methyl-, acetate - DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D | C/P
Myrcene - DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D | C/P
Hexanoic acid, ethyl ester DB WAX | DB5(30) | DB5(60)| D/C/P | P/D | CIP
Octanoic acid, ethyl ester DB WAX | DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D | C/IP
Acetic acid, octyl ester DB WAX - DB5(60)| D/IC/P | - C/P
Acetic acid, hexyl ester - DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D -

2,3-Butanediol DB WAX - - DIC/P | PID | C/IP
1-Octanol - DB5(30) | DB5(60)| D/C/P | PID | -

Heptanoic acid, ethyl ester - DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | PID -

Linalool DB WAX | DB5(30) | DB5(60) | DIC/P | - C/IP
Acetic acid, heptyl ester - DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D | C/P
Decanoic acid, ethyl ester DB WAX | DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D | C/P
Humulene DB WAX | DB5(30) | DB5(60) | DIC/P | P/D | CIP
Ethyl 9-decenoate DB WAX - - D/C/P | P/ID | C/P
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1-Decanol DB WAX - - D/C/P | PID | CIP
Acetic acid, 2-phenylethyl ester DB WAX | DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D | C/P
Nonanoic acid, ethyl ester - - DB5(60)| D/C/P | P/D | C/P
Dodecanoic acid, ethyl ester DB WAX | DB5(30) | DB5(60)| D/IC/P | PID | -

Phenylethyl Alcohol DB WAX | DB5(30) | DB5(60) | D/C/P | P/D | C/P
1-Undecanol DB WAX - - D/IC/P | P/ID | C/P
Octanoic acid DB WAX | DB5(30) | DB5(60) | D/IC/P | - C/IP
Decanoic acid DB WAX - DB5(60) | D/C/P | P/D | C/P
Acetic acid, decyl ester - - DB5(60)| D/C/P | P/D | C/P
Octanoic acid, 3-methylbutyl ester - - DB5(60)| D/C/P | P/ID | C/IP
Dodecanoic acid, 1-methylethyl est - - DB5(60)| D/C/P | P/ID | C/P

D/C/P - divinylbenzen/carboxen/polydimethylsiloxaP{D — polydimethylsiloxan/divinylbenzen;
C/P - carboxen/polydimethylsiloxan

Vzhledem ktomu, Ze se ze zkoumanych metod prokapato nejdinngjSi mikroextrakce
na pevnou fazi, byla snaha o maximalni optimalizzmiminek v rdmci této metody. Napbyl
posuzovan vliv fidavku soli do vzorku na zakoncentrovatkavych latek na SPME sorbent, ktery
byl vyhodnocen dle néstu plochy pik jednotlivych latek. Vzhledem ktomu, Ze u vSech
analyzovanych latek nastala plocha piku G#mné piidavku soli, bylo mozné sestavit graf 1
s&tenim jednotlivych ploch. Dle vysle@idze dopordit pfidavat do vzorku stejné mnozstvi soli,
jaky je objem vzorku. Bkoliv vé&tSi pridavky soli nebyly zkoumany, dle dighu funkce Ize
vyvadit, Ze dalsi zvySovani koncentrace soli budiemninimalni vliv na extrakci.

Graf 1 Vliv pidavku soli do vzorku nefiinnost SPME
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Pii analyze vlivu objemu vzorku na extrakci latek B®ME viakno v 15 ml vialkach bylo

prokdzano, ze se zvysujicim se objemem vzorku g&um &innost extrakce. Z grafu 2 je tento
trend patrny a Ize tedy dopditplnit vialky az do maximalniho objemu, ktery usiaje extrakci
tekavych latek z headspace na SPME vldknat3iici se objem vialkem vSak nevede k lepSimu
zakoncentrovanickavych latek i SPME sorpci. Sorpciip vy3Sich objemechiejm¢ zhorSuje
obsah ethanolu a oxidu ukitého. Teplota v tomto ffpad nemize hrat roli, protoZze sorpce
probihala pi raznych teplotach a iipnevhodné teplét se prokazala sorpce z menSich oliiem
winngjsi, jak sorpce z 40 ml vialkyfpidealni teplot. Z analyzy vyplyva, ze pro SPME sorpci
jsou vzorky o objemu 20 a 30 ml v 40 ml vialce nedhé. Dle experimentu j¢ggmé, Zze na SPME
sorpci z vialek ma také vliv jejich mér. Ackoliv byl do vialek o objemu 15 a 20 mfipraven
stejny objem piva - 10 ml a byly porovnavéany sorpiiestejnych teplotach, prockteré latky se
prokazala jako vhodiji vialka o objemu 15, pro jiné o objemu 20 mlvkbrku 10 ml v 20ml
vialce je ¥tSi objem headspace, takze bylanna jednotku objemu obsahovat raéupaenych

latek. Hladina piva ale t¥ovétsSi plochu, coz usnadje prestup Ekavych latek do plynné faze.

Graf 2 Vliv objemu vzorku v 15 ml vialce naninost SPME
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Optimalni teplotu SPME sorpce pro jednotligkavé latky v pivu Ize Wist z grafu 3, ze kterého je
také patrné zvySovani bodu varu analytu s prodicifujse rete¢nim casem.
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Graf 3 Optimalni teplota SPME pro jednotliv&aveé latky v pivu
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Ke stanoveni optimalni teploty pro SPME extrak& tie ploch piku jednotlivych latelci, ze

s rostoucim retemim ¢asem analyzy roste i teplota optimalni pro SPMEagxi. Je to dano tim,
Ze dle teplotniho programu jsou z kolony vymyvamyjprve latky s niz§im bodem varu a latky
mére tékavé nasleduji. Z grafu 3 je patrné, z&gieini zkouSena teplota 32 °C neni vhodna
pro zadnou analyzovanou latkuti B8 °C se nejlépe sorbuji latky, které vychazefolony

pii daném teplotnim programu do 10,39 min. V tordse se z kolony eluoval fenylethylalkohol,
takZe jde o nejkawjsi latku, pro kterou je vhodné pouzit 38 °C. Patéoptimalni teplota zvySuje
az na 84 °C.

Optimalni délka SPME je dle n&enych dat 60 min. DelSi doba sorpékatvych latek neni nutnd,
protoze plochy pik uz se piliS nezwt3uji. Pro ¢kavé latky s vy$Sim bodem varu jsou rozdily
pii raizné dold SPME vyznamsi. Zavislost extrakce ngase je znazowma v grafu 4, kdy v pravé
¢asti jsou &kavé latky skazeny od nejviceskavych po sloteniny s vy§Sim bodem varu.
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Graf 4 Vliv doby SPME nacinnost metody
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Po pouziti ultrazvukové la2nna odstraéni oxidu uhltitého ze vzorku se chromatograficka
analyza ¥tSiny analyb nezlepSila. Bsobenim ultrazvuku dochazfepmé i k vytésréni ©kavych
latek ze vzorku. Oproti tomu po filtraci byla SPMENNEjSi a je mozné pouzit oba typy filtr@ich
papif, typ 388 s SirSimi poryi typ 390 s jem¥Simi pory. Typ 388 je vhodisi pro vice &kavé
latky, které maji zpravidla i menSi molekulovou hinast, a typ 390 pro analyty s vy$Sim bodem
varu. Meznim analytem je ethyloktanoat, pro jehdyzu je jest GcinngjSi pouZzit typ 388.

ZAVER

Pro stanovenié&kavych latek v pivu se o8ucila jako nej&inngSi metoda fpravy vzorku
mikroextrakce na pevnou fazi. Extrakci Ize zvysitdavkem soli do vzorku, zvySenim objemu
vzorku ve vialceti prodlouzenim doby sorpcefiRiréovani optimalni teploty sorpce nelze stanovit
univerzalni hodnotu, protozekiavé latky maji jina optima extrakich teplot dle jejich bodu varu.
Pouziti ultrazvuku k odstré&ni oxidu uhlEitého se prokazalo jako nevhodné. Oproti tomuafiier
piinesla uspokojisi vysledky.

Vyzkumem bylo prokazano, ze pro stanovekavych latek v pivu o nizkych koncentracich nelze
aplikovat jednu konkrétni metodiku, protoze pliaré latky jsou vhodné&izné podminky analyzy.
Tak Ize posunout limity chromatografické analyzyro tkavé latky, které maji ve vzorku nizky
obsah, ale vzhledem k nizkému prahu senzorickéfmanmi maji vyznam pro kvalitu vyrobku a je
titeba jim ¥novat pozornost.
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