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HPLC - NOVA CESTA PRO STANOVENI KARBONYLU V PIVU

HPLC - NEW WAY OF DETERMINING CARBONYLS IN BEER
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Karabin, M. — Dostalek, P. — Sindelafova, J.: HPLC — nova cesta pro stanoveni karbonyl(i v pivu. Kvasny Prum. 53, 2007, &. 2, s. 35-37.

Karbonylové slouceniny, a to zejména aldehydy, i ve velmi nizkych koncentracich vyznamné ovliviiuji chut piva, protoze u vétsiny z nich je
nizka i prahova koncentrace vnimani. Proto patfi v pivovarstvi mezi nejintenzivnéji sledované latky.

Autofi pfispévku se pfi stanoveni karbonylovych slouc¢enin zaméfili na vyuziti kapalinové chromatografie, a to zejména v kombinaci s ex-
trakci na pevné fazi (SPE) za sou¢asné derivatizace 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH). Analyzované latky byly ze vzorku vytésfovany du-
sikem a zachycovany na SPE kolonce, ze které byly eluovany acetonitrilem a analyzovany pomoci HPLC s PAD detektorem. Stanovovany
byly nasledujici slou€eniny: acetaldehyd, diacetyl, furfural, 2-methylbutanal, 3-methylbutanal, 2-methylpropanal, pentanal, hexanal a (E)-2-
nonenal. Byla zméfena spektra jednotlivych hydrazond, a stanoveny obsahy karbonylovych slouéenin ve vybranych bézné komeréné do-
stupnych pivech. Byly zjistény obsahy jednotlivych latek, které jsou v souladu s dfive publikovanymi koncentracemi, stanovenymi pomoci ji-
nych analytickych metod.

Karabin, M. — Dostalek, P. — Sindelafova, J.: HPLC — New way of determining carbonyls in beer. Kvasny Prum. 53, 2007, ¢&. 2, s. 35-37.

Carbonyl compounds, especially aldehydes, notably affect the taste of beer. Although the concentration of these substances in beer is very
low, for most of these, the threshold concentration of the taste reception is also very low. That's why in brewing they belong amongst the most
intensively monitored substances.

The authors of this report focused on possibilities of using liquid chromatography particularly in a combination with Solid Phase Extraction
with current derivation 2,4 — dinitrophenylhydrazine (DNPH). Analytes were displaced from the sample by nitrogen and captured on a SPE
column, from which they were eluted by acetonitrile and analyzed using HPLC with a PAD detector. The following were being determined:
acetaldehyde, diacetyl, furfural, 2-methylbutanal, 3-methylbutanal, 2-methylpropanal, pentanal, hexanal and (E)-2-nonenal. The spectra of
the individual hydrazones were measured, and the content of carbonyl compounds was determined in ordinarily commercially available se-
lected beers. The contents of individual substances were found and they are consistent with previously published concentrations determined
using other analytical methods.

Karabin, M. — Dostélek, P. — Sindelafova, J.: HPLC — Der neue Weg zur Bestimmung von Karbonylverbindungen im Bier. Kvasny
Prum. 53, 2007, Nr. 2, S. 35-37.

Die Karbonylverbindungen, und zwar insbesonders Aldehyds, auch in einer sehr niedrigen Konzentration, bedeutend beeinflussen den
Geschmack des Bieres, weil der Geschmackschwellenwert von diesen Verbindungen haufig sehr niedrig liegt. Aus diesem Grund gehdren
diese Verbindungen zu den Stoffen, die in den Brauereien sehr intensiv verfolgt werden.

Die Verfasser dieses Artikels fur die Bestimmung von Karbonylverbindungen richteten ihre Aufmerksamkeit auf die Ausnitzung der Flus-
sigkeitchromatographie (HPLC) insbesonders in einer Kombination mit einer Extraktion auf der festen Phase (SPE) unter gleichzeitigen De-
rivation mit 2,4-Dinitrofenylhydrazin (DNPH). Die analysierte Stoffe werden mittels Stickstoff aus der Probe verdrangt und auf einer SPE Ko-
lonne aufgefangt. Aus dieser Kolonne werden diese Stoffe mittels Azetonitril elueirt und durch eine HPLC mit PAD Detektor analysiert. ES
wurden volgende Verbindugen festgestellt: Azetaldehyd, Diazetyl, Furfural, 2-Methylbutanal, 3-Methylbutanal, 2-Methylpropanal, Pentanal,
Hexanal und (E)-2-Nonenal. Es wurde auch Spektrum der einzelnen Hydrazone und Karbonylverbindungsgehalt im in den aus dem Ges-
chaft gekauften Ublichen Bier festgestellt. Die erworbene Ergebnisse waren im Einklang mit den in der Fachliteratur angegebenen Werten,
die durch andere analytische Verfahren analysiert wurden.

Kapa6bwuH, M. — floctanek, . — LUuHaenapxosa, 1.: HPLC — HoBasi nyTb onpeaeneHus kap6oHunos B nuse. Kvasny Prum. 53, 2007,
Ho. 2, cTp. 35-37.

KapboHunbHble coeMHEHUsT, 0COBEHHO anbAernapl, 3Ha4MTENbHO NMOBMMSAKOT HA BKYC MUBA U B O4EHb HU3KNX KOHLEeHTpauusix. Moatomy
OHM OTHOCATCA K MHTEHCMBHO HabMioAaeMbIM BELLECTBaM B NMMBOBAPEHNN.

ABTOpbl MpV  onpefeneHnn KapOOHUIbHBIX COEAMHEeHWA Hauenunucb K ucnonb3oBaHnio HPLC, ocobeHHO B KoMOMHaumn
C 9KCTparupoBaHnem Ha TBepaon ase (SPE) ogHOBpeMeHHO ¢ gepuBaTusauymen ¢ nomoLpio 2,4-auHntpodenHunrungpasnHom (DNPH).
AHanuanpoBaHHble BellecTBa ObiM U3 NpPoA BblTECHEHbl a30TOM U 3axBaTblBaHbl Ha SPE KOMOHKY, M3 KOTOPOW 6binn 3M0MpoBaHbl
aueToHuTpunom u aHanuaunposaHsl HPLC ¢ PAD getektopom. OnpegeneHbl 6binv auetansgerng, gnauetun, dypdypon, 2-meTtunby-
TaHanb, 3-mMeTunbyTaHanb, 2-MeTunnponaHarnb, neHTaHanb, rekcaHanb W (E)-2-HoHeHanb. Bbinbl M3mepeHbl cnekTpa OTAeNbHbIX
rMapasoHOB U onpenenieHbl coaep>kaHns KapOboHUIbHbIX COeAUHEHUI B HEKOTOPbIX 0ObIKHOBEHHO JOCTYMHbIX NBax. bbinn onpegeneHsi
coep>kaHns OTAENHbIX BELLECTB, KOTOPble YBA3bIBAIOTCH C COAEPXKaHUSMM ONpeAerieHHbIMY C MOMOLLIO APYrMX aHamMTUYECKMX MeTO0B.

Kliéova slova: karbonyly, pivo, chut, HPLC, extrakce na pevné fazi
Keywords: carbonyls, beer, taste, HPLC, solid phase extraction

1 UvVOD

Karbonylové slouceniny, zejména alde-
hydy, vyznamné ovliviuji chut piva. Tyto slou-
€eniny v pivu vznikaji béhem vyroby piva
fadou cest: Streckerovou degradaci amino-
kyselin, oxidaci isohumulon, oxidaci vyssich
alkoholl, oxidaéni degradaci lipidd, aldolovou
kondenzaci aldehydd a sekundarni oxidaci
nenasycenych vysSich aldehydu. | kdyz kon-
centrace téchto latek v pivu je velmi nizka, je

u vétSiny z nich nizka i prahova koncentrace
vnimani, a vzhledem k cizim chutim a vanim,
které zpusobuji, patfi v pivovarstvi mezi nej-
intenzivnéji sledované latky.

Bézné se karbonylové slou¢eniny méfi
kombinaci mikroextrakce na pevné fazi
(SPME) a GC-MS. Autofi pfispévku se vSak
zaméfili na moznosti vyuziti kapalinové chro-
matografie zejména v kombinaci s extrakci na
pevné fazi (SPE) za sou€asné derivatizace
2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH), ktera vy-

uziva skute¢nosti, ze karbonylové slouceniny
selektivné reaguji s DNPH za vzniku 2,4-di-
nitrofenylhydrazont pfislusného karbonylu.
Byly vyzkouSeny dvé metody izolace kar-
bonylovych slouéenin ze vzorkl: metoda vyu-
zivajici stripovani dusikem a naslednou izolaci
se soucasnou derivatizaci na SPE kolonce,
a destilaéni metoda vyuzivajici derivatizaci
v roztoku. Stanovovany byly nasledujici slou-
¢eniny: acetaldehyd, diacetyl, furfural, 2-met-
hylbutanal, 3-methylbutanal, 2-methylpropa-
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nal, pentanal, hexanal a trans-2-nonenal. Byla
zméfena spektra jednotlivych hydrazon(
a stanoveny obsahy karbonylovych sloucenin
ve vybranych bézné komeréné dostupnych pi-
vech. Byly zjiStény obsahy jednotlivych latek,
které jsou v souladu s dfive publikovanymi
koncentracemi, stanovenymi pomoci jinych
analytickych metod.

2 EXPERIMENTALNI CAST

Ugelem préace bylo vyvinout metodu umoz-
fAujici izolaci, zakoncentrovani a stanoveni
karbonylovych slou¢enin ve vzorcich piv. Prin-
cipem derivatizacniho kroku je reakce uve-
dena na obr. 1.

2.1 I1zolace na SPE kolonce

Metoda s vyuzitim SPE kolonek a derivati-
zaci 2,4-dinitrofenylhydrazinem byla zatim
pouzita pouze pro stanoveni karbonylovych
slou€enin ve vzduchu nebo jinych plynnych
smésich. SPE kolonka se sklada z inertniho
nosice silikagelu, ktery je potazen vrstvou de-
rivatizaéniho ¢inidla 2,4-dinitrofenylhydra-
zinu. Pro prlbéh derivatizace je déle ne-
zbytné kyselé prostfedi kyseliny fosforecné,
ktera snizuje pH na kolonce az na hodnotu 1.
Karbonylové slouceniny byly vytésfiovany
z 250 ml piva dusikem po dobu 3 hodin, pfi-
¢emz plyn nasledné prochazel kolonkou, na
niz se karbonyly derivatizovaly a po probéh-
nuti stripovaciho kroku byly eluovany 30 ml
acetonitrilu. Ziskany roztok byl analyzovan
pomoci HPLC.

2.2 Izolace destilaci s vodni parou

Vodni parou bylo pfehanéno 500 ml vzorku.
Odebirano bylo 60 ml destilatu, ke kterému
bylo pfidano 0,25 g 2,4-dinitrofenylhydrazinu
a 1 ml kyseliny fosfore¢né pro upravu pH. De-
rivatizace probihala po dobu 30 minut, pak byl
destilat prefiltrovan. Srazenina byla rozpus-
téna v acetonitrilu a analyzovana HPLC.

2.3 Chromatograficky systém
Chromatograf: WATERS Alliance

Detektor: PAD detektor WATERS 2226

Kolona: WATERS Novapak C18
150x3,9 mm

Mobilni faze:  gradient voda:ACN (5-84%
ACN)

Teplota: 35°C

Délka analyzy: 65 min

3 VYSLEDKY A DISKUSE

Pfi vyvoji metody byla optimalizovana fada
parametrd (doba destilace, pH a doba deriva-
tizace) za u¢elem maximalizace vytézk( hyd-
razon(. Bohuzel bylo zji$téno, Zze metoda izo-
lace pomoci SPE je pro nase vzorky nevhodna,
takze jsme se soustredili pouze na metodu za-
loZenou na destilaci s vodni parou a derivati-
zaci v roztoku. Standardni roztoky stanovova-
nych karbonyld byly pfipravovany pipetovanim
10 pl kazdé Cisté standardni latky do pfislus-
ného mnozstvi 0,2% roztoku derivatizaéniho
¢inidla DNPH v pfitomnosti kyseliny chlorovo-
dikové o koncentraci 1 mol/l. Vznikla srazenina
byla z roztoku odfiltrovana, promyta vodou
a rozpusténa ve 100 ml acetonitrilu.

3.1 Doba destilace
Pro pfipravu roztok( na zjisténi vytéznosti
za rdznych podminek bylo pfipraveno 500ml

Obr. 1 Schéma reakce karbonylové slouceniny s 2,4-dinitrofenylhydrazinem
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Tab. 1 Obsah karbonylovych sloucenin ziskanych rizné dlouhymi destilacemi
Nalezena koncentrace (g/l) podle objemu destilatu
15 ml 30 ml 60 ml 90 mil
2-methylpropanal 1,02.10+ 2,88.10* 5,05.10* 4,77.10%
trans-2-nonenal 2,08.104 2,10.10° 4,62.10° 4,19.10*
hexanal 1,37.10* 1,37.10°% 3,18.10° 9,14.10*
acetaldehyd 8,12.10* 9,78.10° 1,02.102 7,35.10°
diacetyl 1,44.10+ 4,42.10* 3,1.10+ 6,3.104
2-furaldehyd 5,44.10°% 3,68.10* 1,43.10° 9,19.104

5% roztoku ethanolu a do néj bylo napipeto-
vano 10 wl kazdého standardu. Tento roztok
byl pak prfehanén s vodni parou. Byla zjisto-
vana vytéznost pro tyto objemy odebraného
destilatu: 15 ml, 30 ml, 60 ml, 90 ml. K ode-
branému destilatu bylo pfidano potfebné
mnozstvi DNPH a kyselinou fosfore¢nou

upraveno pH na 3. Smés se nechala reago-
vat po dobu 30 minut za neustalého michani.
Dale byl odfiltrovany pevny podil rozpustén
v 40 ml acetonitrilu a analyzovan. Z vysledk
v tab. 1 je jasné patrno, ze pro dostate¢nou
izolaci postacuje doba destilace odpovidajici
odbéru 60 ml destilatu.
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Obr. 2 Zavislost vytéZku trans-2-nonenalu na dobé derivatizace
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Obr. 3 Zavislost vytéZku derivatizace na pH roztoku
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3.2 Délka derivatizace Tab. 2 Obsah karbonylovych sloucenin ve vzorcich vycepnich piv
Nezbytna doba derivatiza¢niho kroku byla
stanovena pomoci standardnich roztokl jed- Svétla vycepni piva
notlivych aldehydd, pficemz byly analyzovany Stanovovana latka Cislo vzorku / nalezena koncentrace (mg/l)
vzohrké/ po probéhl;’/é:hI 10, 20, 25 a 30 minu- 1 ) 3 4
tach derivatizace. Bylo zjisténo, ze zatimco
nékteré aldehydy (napf. 2-methylbutanal) re- ace_taldehyd 3,582 2,416 0,739 1,966
aguiji prakticky okamzité a se 100% vytéz- diacetyl 0,116 0,103 0,116 0,145
kem, jiné (trans-2-nonenal) potfebuji pro 2-furaldehyd 0,026 0,183 0,186 0,307
Uplné zreagovani i nékolik desitek minut. Na 2-methylpropanal 0,029 0,018 0,565 0,561
obr. 2 je patrna vyrazna Casova zavislost vy- pentanal 3,847.102 3,831.10°2 3,691.10° 4,645.10°
tézku trans-2-nonenalu. 3-methylbutanal 3,871.10° 3,854.10° 3,713.10°% 4,674.10°
-4 -4 -4 -5
3.3 Zavislost vytézku na pH derivatizacni jeatnsl sl Bl 1gei 0 010
reakce trans-2-nonenal < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01
Protoze reakce karbonylovych slouenin 2-methylbutanal 9,624.10°3 7,857.10°3 9,514.10°8 0,014
s DNPH je silné zavisla na pH prostfedi, bylo
tfeba zjistit nejvhodné;jsi pH pro maximalizaci
vytézku. Roztoky standard( byly upraveny ky-
selinou fosforecnou na pH 1, 2, 3 a 5 a pod- Stabilita derivatli za nizké teploty (0 °C)
robeny reakci s DNPH. Bylo zjisténo (obr. 3),
ze optimalni pHleziv rozmezi 2,5-3,5.V tomto 80 -
rozmezi pak byly provadény vSechny analyzy 0 = = |
realnych vzork. = 70 4 O
(o] 60
3.4 Stabilita ziskanych hydrazont E
Ziskané hydrazony byly skladovany po 8 50 1
dobu 4 dni v lednici respektive pfi pokojové © 40 -
teploté. Z hodnot uvedenych na obr. 4a 5 je € 30 4
patrné, Ze hydrazony jsou za téchto podmi- 3
nek zcela stalé. S 20 -
< 101
3.5 Stanoveni obsahu karbonyli
ve vzorcich piv 0 T T T )
Byly analyzovany vzorky bézné komeréné 0 1 2 3 4
dostupnych vycepnich piv. Karbonyly byly
z piv izolovany destilaci podle metody uve- Pocet dnli
dené vyse. Vysledky jsou shrnuty v tab. 2a je — —— —
Z nich patrné, ze obsahy karbonylti jsou u jed- Obr. 4 Stabilita derivati za nizké teploty
notlivych piv v nékterych pfipadech odlisné,
coz je vzhledem k rozmanitosti pouzitych vy- - . Lo . o
robnich technologii pochopitelné. Dilezitym Stabilita derivatu za pokojove teploty (20 °C)
zavérem pak je, ze se hodnoty obsahl ram-
coveé shoduji s obsahy zméfenymi pomoci ji- 90 1 - -
p 0
nych metod. _ 80 7 O
S 70 -
- £ 60 -
4 ZAVER °
S 50 -
2,4-dinitrofenylhydrazony jsou vhodné pro s 40 -
stanoveni karbonylovych slouc¢enin diky své 5 30 A
vysoké reakeni specifité a pomérné vysoké 2
reakéni rychlosti. Molekuly 2,4-dinitrofenyl- | S 20 1
hydrazont maji charakteristicka absorpéni 10 -
spektra v ultrafialové oblasti a Ize je podle nich 0 . . . :
snadno identifikovat. Dalsi vyhodou téchto
derivatu je jejich stabilita v roztoku minimalné 0 1 2 3 4
po dobu péti dnu i pfi pokojové teploté. Ne- Poéet dntl
vyhodou kapalinové chromatografie pro sta-

noveni 2,4-dinitrofenylhydrazonti je vysoka
mez detekce, ktera neumoziiuje spolehlivé
stanoveni tfrans-2-nonenalu za danych pod-
minek separace a detekce. Dale byly zjistény
optimalni parametry pro priibéh derivatizaéni
reakce: nejvyssiho vytézku bylo dosazeno pfi
pH okolo 3, pficemz derivatizace musi trvat
minimalné 30 minut. Byly stanoveny obsahy
karbonylli ve vzorcich komerénich piv. Jed-

Obr. 5 Stabilita derivatu za pokojové teploty

notliva piva se z hlediska obsahu karbonylo-
vych sloucenin li§i na zakladé zpusobu vy-
roby a nasledné stabilizace, nicméné hodnoty
jsou srovnatelné s hodnotami zjisténymi po-
moci GC-MS.

Zpracovano podle posteru na 33. Pivovarsko-
Sladarském seminari, Plzeri 18.—19. 10. 2006
Do redakce doslo 13. 11. 2006



