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1. Uvod

Alkoholy, estery a kyseliny patfi spolecné s dalSimi
latkami, jako jsou aldehydy, ketony, chmelové silice, né-
které sirné slouceniny a aminy, do skupiny tzv. t€kavych
latek piva.

V pivu je obsazeno piiblizné 80 alkoholti o celkovém
mnozstvi asi 100 mg 1™ a2 300 mg "' (cit.!). Chut’ a aroma
piva mohou ovliviiovat prevazné alkoholovou, hotkou,
chemickou ¢i ovocnou prichuti. Ackoli z vedlejsich pro-
dukti kvaSeni vznikaji v nejvyssich koncentracich, jejich
prispévek k chuti a vini piva nebyva kvili jejich vysoké
prahové koncentraci pfili§ zdlraziiovan. Jejich ptispévek
k aroma piva je dan zejména diky vzajemnému synergic-
kému efektu. Soucasné jsou prekurzory chutové aktivnéj-
Sich estert’.

Esterd se v pivu vyskytuje kolem 150 o celkovém
mnozstvi piiblizng 25 mg 1™ az 40 mg "' (cit.") a Ize je
rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou estery kyseli-
ny octové, mezi nejvyznamnéjsi z nich patii 3-methyl-1-
-butylacetat a 2-fenylethylacetat. Do druhé skupiny patii
ethylestery mastnych kyselin, jako napf. ehtylhexanoat
nebo ethyloktanoat. Ethylacetat 1ze zatadit do obou skupin,
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ale bézné se fadi do prvni skupiny. Prahové koncentrace
jednotlivych esterti jsou vyrazné nizs$i nez pro alkoholy
a soucasn¢ se 1 pro tuto skupinu latek projevuje synergicky
efekt, tudiz estery jsou jednou z nejvyznamnéjSich skupin
vedlejSich produktt kvaSeni, které se podileji na chuti
a vini piva’.

Organickych kyselin je v pivu obsaZzeno pfiblizné
200 o celkovém mnozstvi 50-250 mg "' (cit."). Na rozdil
od alkoholii a esterii je fada zejména mastnych kyselin
ptitomna jiz v mlading pied podatkem kvaseni’. Jejich
vys$§i koncentrace nejsou vzhledem k jejich nepifijemné
chuti a vini v pivu zadouci, navic se miize projevit nega-
tivng na tvorb& pény’.

Aroma a prahové koncentrace vybranych alkoholt,
esterd a kyselin jsou uvedeny v tabulce 1.

Vzhledem k jejich dilezitosti pro aroma piva nelze
opominout vyznam stanoveni konkrétnich sloucenin
v hotovém vyrobku, pfip. i béhem vyroby. Jelikoz je
v souCasné dob€ znama tada postupl vyuzivanych pfi sta-
noveni alkoholl, esterti a kyselin, je vhodné zpracovat
jejich uceleny ptehled a srovnani.

2. Moznosti stanoveni alkoholu, esteri a kyselin

Ke stanoveni alkohold, estert a kyselin v pivu, stejné
jako i dalsich sloucenin ze skupiny tékavych latek piva, se
v soucasné dob¢ témét vyhradné pouziva plynova chroma-
tografie. Od pouziti dalSich metod, napi. spektrofotome-
trickych®, se v soudasné dobé z diivodu jejich nespecific-
nosti a mensi presnosti ustupuje.

Vlastni analyza na plynovém chromatografu je pro
alkoholy a estery jiz vyfeSena. Pfi stanoveni mastnych
vosti a nekompatibility se stacionarni fazi GC kolon mo-
hou vyskytnout problémy se separaci. Proto se pouziva
derivatizace spocivajici obvykle v pfevedeni mastnych
kyselin na jejich methylestery®.

V soucasnosti je pozornost vramci stanoveni téka-
vych latek piva soustfedéna pfedevsim na pipravu vzorku.
Piestoze je mozny i piimy nastiik’ piva na GC, je vzhle-
dem k velkému koncentracnimu rozpéti stanovovanych
latek, tj. 10°=10"° g 1", a komplexni matrici piva vhodné
stanovované latky nejprve izolovat, ptipadné zakoncentro-
vat.

V 60. letech 20. stoleti byla vyvinuta fada postupti pro
zakoncentrovani t8kavych latek piva®. Z nich se dnes jiz
velkd Cast neuziva, jednd se napf. o vymrazovani nebo
extrakéni techniky zalozené na chemickych reakcich
a izolaci latek se stejnou funk¢ni skupinou. V soucasnosti
se stale jesté v mensi mife pouZzivaji postupy zalozené na
jednoduché kapalinové extrakci piva, oddestilovani t¢ka-
vych latek, pfipadné kombinaci obojiho a o téchto postu-



Chem. Listy 105, 603—610 (2011)

Tabulka I
Piehled aroma vybranych latek v pivu®*

Referat

Nazev Prahova koncentrace [ppm] Aroma

1-Propanol 800 alkoholové

2-Propanol 1500 alkoholové

2-Methyl-1-propanol 200 alkoholové

3-Methyl-1-butanol 70 alkoholové, bananové, nasladlé

2-Methyl-1-butanol 65 alkoholové, bananové, medicinalni, po
rozpoustédlech

2-Fenylethanol 125 po rizich, nasladlé, hoiké

Ethylacetat 30 po rozpoustédlech, ovocné, nasladlé

3-Methyl-1-butylacetat 1,6 bananové, jablecné, po rozpoustédlech,
esterové, hruskové

Ethylhexanoat 0,23 po kyselych jablkach, ovocné, nasladlé

Ethyloktanoat 0,9 po kyselych jablkach, medové, po tro-
pickém ovoci, nasladlé

2-Fenylethylacetat 3.8 po rizich, medové, nasladlé, jablecné

Kyselina octova 175 octové

Kyselina maselna 2,2 po masle, po syru

Kyselina 2-methylbutanova 1,5 po syru, po starém chmelu, sladké

Kyselina hexanova 8 kozi, olejové

Kyselina oktanova 13 kozi, olejové

pech je pojednano v kapitole 2.1. Posledni vyznamnou
metodou, ktera byla jiz tehdy vyvinuta, je staticky head-
space, ktery se diky moznosti pouziti automatickych dav-
kovacich systémut pouziva dodnes. O této metodé¢ je pojed-
nano v kapitole 2.3.

2.1. Postupy zahrnujici destilaci nebo kapalinovou
extrakci

Mezi nejstar$i postupy zakoncentrovani stanovova-
nych latek patii extrakéni metody spocivajici v intenzivni
extrakci vzorku rozpoustédlem vybranym v zavislosti na
stanovovanych latkdch. Extrak¢éni rozpousStédla a jejich
pouziti pti stanoveni jednotlivych skupin tékavych latek
jsou uvedena v tab. II. Z dfive pouZivanych rozpousSteédel
1ze jmenovat také parafinovy olej, fluorované a chlorfluo-
rované uhlovodiky®, které se dnes z ekologickych divoda
nepouZzivaji.

Pri klasickych destila¢nich metodach jsou t&€kavé
latky ze vzorku oddestilovany a destilat je pfimo analyzo-
van na GC (napf. Gisler a spol.'®).

Vedle extrakénich a destila¢nich metod existuji i me-
tody kombinované. Jednou z moznosti je postup, kdy je
vzorek destilovan s vodni parou a destilat je jiman do tif
predloh lisicich se teplotou (laboratorni teplota, 0 °C
a —70 °C), pfi¢emz v obou chlazenych ptedlohach je plyn-
né faze jimana do smé&si n-pentan : dichlormethan (2 : 1)"°
nebo n-pentan : diethylether (1 : 2)°, kterd je dale pouzita

604

ipro extrakci. Destilat z prvni piedlohy je extrahovan
v kontinudlnim extraktoru, piiklad uspofadani extraktoru
je znazornén na obr. 1. Podily vzorku jsou nésledné spoje-
ny a zakoncentrovany na vakuové odparce™'’.

Dalsi moznosti je jimat destilat ziskany pomoci desti-
lace s vodni parou pouze do prvni pfedlohy a ziskany des-
tilat vyttepat do dichlormethanu'’.

Vzhledem k moznym chemickym zménam vzorku, ke
kterym mize dojit pfi bézné destilaci nebo destilaci
s vodni parou, byla vyvinuta metoda (obr. 2) zalozena na
vakuové destilaci probihajici pfi teploté pod 20 °C. Stano-

Tabulka II
Prehled pouzitych rozpoustédel pii extrakci tékavych
latek piva

Rozpoustédlo Stanovované slouceniny Lit.
Chloroform kyseliny 9
Ethylacetat alkoholy, estery, kyseliny, 10, 11
ketony, dioly
Dichlormethan  alkoholy, estery, kyseliny, 12-14
aldehydy, ketony, heterocy-
klické slouceniny
1-Hexanol alkoholy, estery, kyseliny 15
Sirouhlik alkoholy, estery, kyseliny 15-17
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Obr. 1. Kontinualni extraktor

vované latky jsou zachycovany v piedlohach chlazenych
pomoci kapalného dusiku pfi teplotach —78 °C a —196 °C.
Ziskané frakce jsou nasledné spojeny a rozdéleny dalsi va-
kuovou destilaci do 4 podili. Podil zachyceny pii —46 °C
obsahuje pfevazné ethanol a stopy vody, podil zachyceny
pfi —196 °C oxid uhlicity, dva zbyvajici podily obsahuji
stanovované latky. Pro stanoveni vySevroucich tékavych
latek byl nasledné spojen podil zachyceny pii —46 °C se
zbytkem vzorku po ivodni destilaci a podroben vakuové
destilaci s vodni parou pifi 20 °C. Ziskany destilat byl
v dusikové atmosféie extrahovan etherem®.
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2.2. Superkriticka fluidni extrakce

Dalsi extrakéni metoda, kterou lze vyuzit pro izolaci
t€kavych latek zpiva, je superkritickd fluidni extrakce
(Supercritical Fluid Extraction, SFE) pomoci nadkritické-
ho oxidu uhli¢itého, coz se provadi pomoci nadkritické
teploty a tlaku. Vlastnosti oxidu uhli¢itého, ktery se
v nadkritickém stavu chova jako rozpoustédlo, 1ze shrnout
do n&kolika bodi*':

—  bezpecnost a netoxicita,

—  nizka teplota potfebna pro extrakci,

—  rozpousti nepoldrni a mirné polarni slouceniny, pfi-
¢emz rozpustnost klesa se vzrustajici molekulovou
hmotnosti,

— vysoka afinita ke kyslikatym stfednémolekularnim
organickym slouc¢eninam,

—  nizka rozpustnost volnych mastnych kyselin a jejich
glyceridd,

—  rozpustnost vody do 0,5 hm.%.

Zatimco tada uvedenych vlastnosti je pro extrakci
sledovanych latek pomoci této metody vyhodou, nevyho-
dou metody je omezena schopnost extrakce polarnich latek
a instrumentalni naro¢nost. Pro umoznéni extrakce méné
tekavych latek, latek s vyssi molekulovou hmotnosti nebo
polarngjsich latek je mozno pii extrakci pouzit vyssi tlak,
ptipadn¢ 1ze rozpustnost polarnich latek pozitivné ovlivnit
ptidavkem methanolu v mnozstvi 1-10 hm.% (cit.>").

Zjednodusené schéma uspotradani metody je znazor-
néno na obr. 3. Vzorek je vlozen do extrakéni nadoby. Po
naplnéni nadoby oxidem uhli¢itym probihd extrakce.
Z nadoby je oxid uhli¢ity s rozpusténymi slozkami preve-
den do separatorl, kde se zménou teploty ¢i tlaku snizi
rozpustnost zachycenych slozek®'.

Metoda SFE pouzita pro stanoveni alkoholt, estert
a kyselin v pivu probihala pfi teploté 50 °C, tlaku 20 MPa,
pritoku vzorku 0,5-0,6 ml min~' a pritoku oxidu uhli¢ité-

N -78 °C

N -196°C

D<]9 vakuum

vakuum
b

destilat -116°C

z piva
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Obr. 2. Schéma vakuové destilace?’
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Obr. 3. Schéma superkritické fluidni extrakce?'; 1 extrakéni
tank, 2, 3 — separator, 4 — kondenzator, 5 — zasobnik CO,, 6 —
pumpa CO,, 7 — tepelny vyménik

ho 3,6-3,8 ml min~'. Jako zachytny roztok byla testovana
rozpoustédla n-hexan a ethanol, primérna vytéznost pro n-
hexan byla 55 % a pro ethanol 37 %. Soucasné¢ byl testo-
van i prutok vzorku v rozmezi 0,5-2,1 ml min! a oxidu
uhligitého v rozmezi 3,5-4,2 ml min"' a bylo zjisténo, Ze
vytéznost extrakce je na uvedenych priatocich v podstaté
nezavisld a je ovlivnéna zejména fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi analytu®.

2.3. Staticky headspace

Dalsi skupinou metod slouZicich k izolaci t¢kavych
latek piva jsou headspace metody zalozené na té€kavosti
stanovovanych latek. Pfi statickém headspace je vzorek ve
vialce temperovan, dokud se nevytvoii rovnovaha mezi
kapalnou a plynnou fazi. Poté je odebran zndmy objem
plynné faze, ktery je pfeveden na chromatografickou kolo-
nu’. Diilezitym faktorem pro piesnost tohoto uspoiadani je
moznost vyuziti automatickych davkovacich systémi®™,
které vyrazné zlepSuji opakovatelnost metody. Specialnim
pripadem statické¢ho headspace je mikroextrakce na pevné
fazi (SPME). Vzhledem k tomu, Ze se jednd o moderni a
Casto vyuzivanou metodu, je ji vénovana samostatna kapi-
tola.

V usporadani statického headspace je pro vytvoreni
rovnovahy mezi fdzemi dilezitd vhodnd kombinace teplo-
ty a délky temperovani vzorku. Nejéastéji byva pouzivana
kombinace 50 °C po dobu 30 min (cit."™ ) nicméng
rozmezi pouzitych hodnot je §irsi, napt. 60 °C a 25 min
(cit.®) nebo 35 °C a 60 min (cit.”).

Jednou z moznosti tohoto usporadani je i vyuziti tzv.
kryofokusace’’. Ta se &astdji pouziva pii dynamickém
headspace, kterému je vénovana nasledujici kapitola.
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2.4. Dynamicky headspace a purge and trap analyza

Zatimco pfi statickém headspace je odebiran pouze
podil z uzavieného prostoru nad hladinou vzorku, pii dy-
namickém headspace je do prostoru nad vzorkem ptivadén
inertni plyn, ktery ndsledné prochazi sorp¢ni trubici, ve
které jsou zachycovany uvolnéné tékavé latky. Zachycené
latky jsou pak pfevedeny na chromatografickou kolonu.
Pti purge and trap analyze inertni plyn na rozdil od dyna-
mického headspace prochazi vzorkem, priklad usporadani
metody je na obr. 4 (cit.%®).

Jednotlivé postupy pouzivané k izolaci t€kavych latek
piva se li§i zejména pouzitym sorpénim materiadlem a zpu-
sobem desorpce, pii které 1ze pouZzit promyti rozpoustédly
nebo termalni desorpci®.

Jako promyvaci plyn a mobilni fize se b&zné uziva
helium o pritoku vrozmezi 25-100 mlmin™" (cit.®**%)
a dobou promyvani 5-30 min (cit.”**'*?), pfi¢emz konkrét-
ni podminky zavisi na usporadani systému (druh sorbentu,
automatizace systému). Diky moznym problémiim s pénou
vznikajici béhem promyvéani vzorku pfi purge and trap
analyze néktefi autofi doporucuji pridat ke vzorku odpéno-
vaci prostiedek®®®, zatimco jini problém navrhuji fesit
michanim takovym zplsobem, aby se vytvofil vir, ktery
zabrani tvorbé pény’ ',

Pro stanoveni tékavych latek byly vyuzity sorbenty
Tenax GC (fenyldifenylenoxid)***'****, Tenax TA (2,6-di-
fenylenoxid)®, Porapak Q (polydivinylbenzen)* a polydi-
methylsiloxan®®. Pfi srovnavéani sorbentti Tenax GC a Po-
rapak Q bylo zjisténo, Ze z hlediska vysledkt jsou rozdily
mezi témito sorbenty zanedbatelné, nicméné pii pouziti
Porapaku Q dochazelo k pomalejSimu uvoliiovani zachy-
cenych latek™.

Nejpouzivanéj§im systémem pro desorpci latek za-
chycenych na sorbentu je termalni desorpce. Teplota
a délka desorpce se voli v zavislosti na pouzitém sorbentu,
napf}.4 pro Porapak Q bylo pouZito 200 °C po dobu 4 min
(cit.™).

privod
plynu |
promyvaci
plyn
[
— [ ]
sorpéni
trubice
vzorek

Obr. 4. Schéma uspoiadani purge and trap analyzy®
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Pti desorpci latek zachycenych v sorpéni trubici muze
dochazet k problémim v rozdilnych prutocich nosného
plynu skrz sorpéni trubici a chromatografickou kolonou.
Tyto obtize 1ze feSit pomoci kryofokusace, kterd spociva
v zchlazeni privodu tékavych latek v mobilni fazi na velmi
nizké teploty, napf. —70 °C, pfi které stanovované latky
zkondenzuji. Po zkondenzovani latek je vstupni prutok ply-
nu snizen na hodnotu pratoku kolonou, zachycené latky se
prudce ohieji a v plynné fazi jsou prevedeny na kolonu®*.

2.5. Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Microextracti-
on, SPME) je metoda zaloZena na sorpci tékavych latek na
vlakno potazené sorbentem, a to bud pifimo ve vzorku,
nebo v prostoru nad hladinou vzorku. Pro stanoveni t¢ka-
vych latek piva se pouziva vyhradné usporadani headspa-
ce. Po ukonceni sorpce je vlakno umisténo do nastiikové-
ho prostoru GC, kde probih4 termicka desorpce™.

Vyhodou metody je jeji jednoduchost, nebot’ témét
eliminuje nutnost Upravy vzorku. Dalsi vyhodou oproti
extrakci tuhou fazi, o které je pojednano v kapitole 2.6., je
skuteCnost, ze zachycuje v headspace usporadani pouze
tékavé latky. Nevyhodou metody je kiehkost vldkna a
skute¢nost, Ze na vlaknech mize dochazet ke kompetitivni
sorpci®’.

Tékavost stanovovanych latek lze zvysSit pfidavkem
anorganické soli, napt. chloridu sodného v mnozstvi od
10 hm.% (cit.’”) do 40 hm.% (cit.*®). Pidani anorganické
soli snizi rozpustnost fady organickych molekul, zejména
hydrofobnich, a ty snize ptechazeji do prostoru nad vzor-
kem®. P¥i srovnani vlivu ptidavku siranu amonného, chlo-
ridu amonného a chloridu sodného v mnozstvi 20 % na
ucinnost extrakce byly nejvétsi odezvy stanovovanych
esterti pozorovany pii pouziti chloridu sodného®’.

Ke stanoveni tékavych latek v pivu byla pouzita
vSechna b&zné komercné dostupnd vlakna:
polyakrylat (PA)*%4! — stiedn& polarni,
divinylbenzen/Carboxen/polydimethylsiloxan (DVB/
CAR/PDMS)**#243,

Carboxen/polydimethylsiloxan (CAR/PDMS)***,
Carbowax/divinylbenzen (CW/DVB)*** — polarni,
polydimethylsiloxan/divinylbenzen =~ (PDMS/DVB)
(cit. 34647y,

polydimethylsiloxan (PDMS)* 7848 _ nepolarni.

Pfi srovnani jednotlivych vlaken byla pro stanoveni
alkohold a estert (pfip. spolu s dal§imi latkami) nejvhod-
n&j$i kombinovand DVB/CAR/PDMS***** a3 CAR/PDMS
vldkna®®*, pro stanoveni kyselin polarni CW/DVB**
a PA vlakna™.

Pro extrakéni krok byly vyzkouSeny extrakéni teploty
v rozmezi od 20 °C (cit.*®) do 60 °C (cit.*******). P¥i srov-
navéani Uc¢innosti sorpce pfi rliznych teplotach bylo rizny-

mi autory stanoveno teplotni optimum 30-45 °C
(cit, 040423

Pouzita délka extrakce se pohybovala v rozmezi od
20 min (cit.’”) do 60 min (cit.**™*'). Pfi srovnavani uéin-
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nosti sorpce jednotlivych latek na vlakné na bazi 3-(tri-
methoxysilyl)-propylmethakrylatu se ukazalo, Ze kazdy
typ latek potfebuje jinou dobu pro dosazeni rovnovéhy*’:

1-propanol, 2-methyl-1-propanol, 4-methyl-2-penta-

nol, 3-methyl-1-butanol a 1-hexanol potiebuji
10 minut,
— linalool, ethylacetat, isobutylacetat, ethylbutyrat,

isoamylacetat, ethylhexanoat, ethyloktanoat a ethyl-
dekanoat potrebuji 20 minut,

2-fenylethanol, kyselina octové a kyselina hexanova
potiebuji 30 minut,

pro kyselinu oktanovou a dekanovou nebylo dosaze-
no rovnovahy ani po 80 minutach.

Z tohoto divodu a kvuli snaze o co nejkratsi dobu
analyzy byla navrzena kompromisni doba extrakce 30 min
(cit.?***%%) P pouziti celkové odezvy jako hlavniho
kritéria byla optimalni doba extrakce stanovena na
60 min (cit.*).

Teplota a doba desorpce jsou veli¢iny, které maji
zajistit Gplné uvolnéni zachycenych latek. Pfi testovani
bylo zjisténo, ze pii teploté 240 °C neni 1 minuta pro kom-
pletni desorpci dostacujici, nebot’ pfi opakovaném nastriku
byly detegovany uvolnéné latky. Pfi ¢asech 3 min a 5 min
jiz pfi opakovaném nastiiku nebyly detegovany zadné
latky®. V dalgich pracich se teplota desorpce pohybovala
v rozmezi 210 °C (cit.*”) az 290 °C (cit.*®) a doba desorpce
od 2 min (cit.**) do 15 min (cit."’).

Vzhledem k Sirokému spektru stanovovanych latek je
véci kazdého uZivatele, aby si nadefinoval co nejvhodnéjsi
parametry metody s ohledem na konkrétni analyzy.

2.6. Extrakce tuhou fazi

Metoda extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction,
SPE) byla vyzkouSena zatim jen pro stanoveni kyselin
a oproti diive uvedenym postuplim neni prili§ vyuzivana.
Jeji princip spociva v zachyceni sledovanych analytli na
sorbentu, ktery je umistén mezi fritami v extrakéni miniko-
lonce. Postup SPE je popséan ¢tyfmi kroky?®:
kondicionace sorbentu — ptiprava SPE kolonky na
interakci se vzorkem,
aplikace vzorku — prosati vzorku skrz kolonku pomo-
ci vakua,
promyti — odstranéni interferujicich latek z povrchu
stacionarni faze,
eluce — selektivni desorpce vhodnym rozpoustédlem.
Pti porovnavani vybranych sorbentl bylo zjisténo, Ze
kolonky na bazi C-18 dosahovaly nizSich vysledkl pro
kyseliny s délkou fetézce do Cj, nez polymerni sorbenty
na bazi divinylbenzenu, zatimco pro kyseliny s delSim
fetézcem byly vhodnégjsi C-18 kolonky™.

2.7. Sorpéni extrakce na michaci tycince
Sorpcni extrakce na michaci ty¢ince (Stir Bar Sorpti-

ve Extraction, SBSE) je zaloZena na sorpci t€kavych latek
na michadlo potazené absorp¢ni fazi (nejcastéji PDMS),
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kterym se po urcitou dobu micha vzorek. Zachycené latky
jsou poté bud’ ve specialnim zafizeni pro termalni desorpci
a nebo pomoci organického rozpoustédla z michadla uvol-
nény a pievedeny na chromatografickou kolonu™.

SBSE byla vyuzita ke stanoveni kyselin a esterd.
Vzorek byl ve vialce michan sorpénim michadlem pfi po-
kojové teploté pii otackach 1000 rpm pro stanoveni kyse-
lin, resp. 1200 rpm pro stanoveni esterti. Byla srovnavéana
doba sorpce (10—-120 min) a jako optimalni byla v obou
ptipadech zvolena doba 60 min. Jako optimalni rozpousté-
dlo pro desorpci t€kavych latek z michadla byla v obou
ptipadech z moZnosti dichlormethan, dichlormethan : me-
thanol (90 : 10) a dichlormethan : hexan (50 : 50) zvolena
smés dichlormethan : hexan. Optimalni doba desorpce
byla pro obé stanoveni stanovena na 40 min (cit.”>").

Magnetické michadlo potazené sorpcni smési lze
zachycené na kovové tyCince pouzit i v headspace prostoru
(Headspace Sorptive Extraction, HSSE). V tomto uspota-
dani probihalo michani pti 900 rpm po dobu 2 hodin. Pro
uvolnéni zachycenych latek byla vyuzita termalni desorp-
ce, pti prevodu zachycenych latek na kolonu byla pouzita
kryofokusace™.

3. Porovnani jednotlivych postupt pripravy
vzorku

Vzhledem k odlisnosti postupti pouzitych riznymi
autory nelze uvést obecné srovnani vSech metod pripravy
vzorkll k analyze. Z tohoto diivodu jsou v této kapitole
uvedena pouze srovnani konkrétnich metod pouzitych
vzdy v ramci jednoho testu, piip. jednoho autorského ko-
lektivu.

Srovnani dvou riznych destila¢né-extrakénich metod
je uvedeno v tab. III, jako referenéni mnozstvi 100 % ob-
sahu latek byly zvoleny vysledky ziskané pti 24 h extrakci.
Z vysledku vyplyva, ze nejvhodnéjsi ze zvolenych metod
s ohledem na nejvétsi vytézky celkového mnoZstvi téka-
vych latek je destilace s vodni parou a naslednou 16 h
extrakci v kontinualnim extraktoru. S ohledem na jednodu-
chost a nizsi spotiebu rozpoustédel byla autory doporucena
1 metoda destilace s vodni parou a naslednym vytfepanim
do dichlormethanu. Nevyhodou této metody jsou vsak
10",

Pti srovnani destila¢ni metody a statického headspace
byla stanovena niz$i mez detekce pro stanoveni ester(

Tabulka IIT

Referat

pomoci headspace analyzy (napf. 0,005 mgl™ oproti
0,05mg 1™ pro ethylacetat), aviak relativni smérodatna
odchylka byla vyrazné nizs$i pro destilaéni metodu. Je
pravdépodobné, Ze pii pouziti automatického ddvkovaciho
systému by byla presnost headspace metody v&tsi'®.

Ze srovnani statického headspace a extrakce pomoci
sirouhliku a 1-hexanolu vyplyva, Ze headspace analyza je
diky své jednoduchosti a rychlosti vhodnd pro latky
s niz§im bodem varu (do 208 °C — ethylkaprylat), pro které
poskytuje vysledky srovnatelné se zvolenymi extrakénimi
postupy. Pfi srovnani extrakénich postupii pro latky
s bodem varu vy$§im nez ethylkaprylat nebyl shledan vy-
znamny rozdil pfi pouziti jednotlivych rozpoustédel
a z bezpeCnostnich diivodi byl upfednostnén 1-hexanol.
Jako optimalni metoda méfeni tékavych latek piva byla
autory doporucena kombinace headspace metody a extrak-
ce 1-hexanolem"’.

Metoda SPE byla pro stanoveni kyselin v pivu srov-
navana se dvéma extrakénimi metodami spocivajicimi
v ptimé extrakci vzorku chloroformem. Jako nejlepsi byla
vyhodnocena metoda SPE, zatimco obé extrakéni metody
vykazovaly pfi deseti opakovanych analyzach vysokou
relativni smérodatnou odchylku’.

Pti srovnani statického headspace a SPME pfi pouziti
PA vlakna bylo zjisténo, Ze obé metody jsou z hlediska
vysledkt a relativni smérodatné odchylky méfeni pro sle-
dované alkoholy a estery srovnatelné, av§ak metoda SPME
je s vyjimkou ethylacetatu a 1-propanolu citlivéjsi. Ziska-
né kalibra¢ni kiivky pro stanovované latky byly linedrni
a jejzisch korelacni koeficient byl vzdy vyssi nez 0,997
(cit.™).

V ramci testovani pouzitelnosti metod SPE, SBSE
a SPME (CW/DVB vlékno) pro stanoveni kyselin bylo
zjisténo, ze pro kyseliny o délce fetézce Cg az Cy, jsou obé
metody z hlediska vyté€Znosti srovnatelné, hodnota opako-
vatelnosti je u metody SPME nizsi. Pro delsi fetézce se
srovnani SPE a SPME neprovadélo, nebot’ pro metodu
SPME by bylo tifeba provést derivatizaci vzorku na vlak-
nu**. Metoda SBSE méla vzhledem k ostatnim dvéma me-
todam nizsi vytézek pro kyseliny do délky Ci,, pro delsi
fetézec jiz byla s metodou SPE srovnatelnd. Za urcitou
nevyhodu SBSE metody Ize podle autorti povazovat jeji
¢asovou naroénost™.

Metody SPME (DVB/CAR/PDMS vlakno) a SBSE
byly srovnavany téz z hlediska stanoveni esterii. Kalibrac-
ni kiivky obou metod vykazovaly vysokou linearitu
(korela¢ni koeficienty pro SPME byly vétsi nez 0,9995,

Srovnani celkovych obsahtl jednotlivych skupin t8kavych latek pro réizné extrakéni postupy'’

Latka 24 h extrakce 16 h extrakce 8 h extrakce 2 h extrakce vytfepani
Alkoholy 100,0 % 95,6 % 78,6 % 75,7 % 88,3 %
Estery 100,0 % 121,2 % 94,0 % 86,2 % 71,7 %
Kyseliny 100,0 % 137,8 % 111,6 % 104,5 % 128,0 %
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pro SBSE byly vétsi nez 0,9991). Z hlediska vytéznosti
a opakovatelnosti jednotlivych metod nebyly shledany
vyznamnéjsi rozdily. Pii zhodnoceni metod autoii uvedli
jako vyhody SPME jednoduchost, rychlost a univerzalnost
(moznost vymény vlakna pro stanoveni dalSich skupin
latek), jako vyhoda SBSE je uvedena robustnost metody™.

V ramci testovani schopnosti sorpéniho materialu
PDMS byly porovnavany metody SBSE, HSSE, dynamic-
ky headspace a purge and trap analyza. Ptfi dynamickém
headspace byl vzorek promyvan vzduchem (120 ml min™',
5 min), pfi purge and trap analyze dusikem (30 ml min™",
20 min). Z hlediska celkové odezvy, piesnosti a opakova-
telnosti byla jako nejvhodné&jsi uréena metoda SBSE. Pii
srovnani linearity jednotlivych kalibracnich kiivek vzriis-
tala primérna hodnota korela¢nich koeficientii v zavislosti
na metodé v potfadi dynamicky headspace (0,9394), purge
and trap analyza (0,9731), HSSE (0,9803) a SBSE
(0,9841)%,

4. Zavér

Stanoveni alkohold, esterti a kyselin v pivu patii mezi
dulezité analyzy a mize poskytnout nejen dilezité infor-
mace o aroma piva, ale i zpétnou vazbu pro technologii
vyroby. V soucasnosti existuje fada postupl pfipravy vzor-
ku pro GC analyzu a zalezi na kazdé laboratofi, kterou
metodu s ohledem na konkrétni stanovované latky, labora-
torni vybaveni, ¢etnost méfeni a icel analyzy zvoli.

Tato prace vznikla za financéni podpory MSMT CR
(IM0570 a MSM6046137305).
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K. Stérba, P. Dostilek, and M. Karabin
(Department of Fermentation Chemistry and Bioengineer-
ing, Institute of Chemical Technology, Prague): Modern
Trends in Sample Preparation for Determination of
Alcohols, Esters and Acids in Beer

Alcohols, esters and acids are substances which create
specific flavour of beer. The aim of this work is to de-
scribe a number of methods, which are used for their deter-
mination in beer, with emphasis on modern methods de-
veloped in recent years. A comparison of these methods is
also given.



