168

Z vyzkumu a praxe

KVASNY PRUMYSL
roc, 44 / 1998 - Cislo 6

STANOVENI HALOGENOCTOVYCH KYSELIN V PIVE POMOCI KAPILARNI PLYNOVE

CHROMATOGRAFIE

Ing. JIRI CULIK, CSc., RNDr. MARIE JURKOVA, CSc., Ing. VLADIMIR KELLNER, CSc. Vyzkumny Ustav
pivovarsky a sladarsky, a. s., Pivovarsky ustav Praha

Kli¢ova slova: halogenoctové kyseliny, plynova chromatografie, pivo

1. UVOD

Chloroctovd, bromoctovi a jodoctovi ky-
selina jsou toxické latky, vyznacujici se
antimikrobidlni aktivitou [1]. Casto jsou
pouZivany v pivovarskych a vinafskych pro-
vozech ve form& vodného roztoku pfi sani-
taci technologického zafizeni.

Zminka o pfitomnosti rezidui halogenoc-
tovych kyselin v napojich, zplsoben:i ne-
dostate¢nym proplachem technologického
zafizeni po provedené sanitaci, byla publi-
kovina Gilsbachem [2].

Na rozdil od bromoctové a jodoctové ky-
seliny, které podléhaji hydrolyze. vykazuje
chloroctovd kyselina v del$im casovém
aseku (90 dni) pomérné znaénou stabilitu [3].

Vzhledem k tomu, Ze je pfitomnost téchto
latek v napojich v zemich Evropského spo-
leCenstvi zakdzdna [4,5], bylo nutn¢ vybrat,
odzkouset a pfipadné modifikovat metodu
vhadnou pro jejich stanoveni ve vyrobcich
pivovarského primyslu.

Vétsina publikovanych metod je zaloZena
na ruznych zptisobech extrakce a derivati-
zace halogenoctovych kyselin a jejich nd-
sledné detekee pomoci plynové chromato-
grafie [3. 5, 6. 7]. Detekce je nejCastéji
provadéna pomoci detektoru elektronového
zachytu ECD [3, 5, 7. 8], respektive hmot-
nostnim spektrometrem [6].

Kromé béznych extrakénich metod
v systému kapalina-kapalina, zaloZenych na
vyextrahovini  halogenoctovych  kyselin
z vodného roztoku do nepolamni faze [3. 5.
6, 7], byly publikovany i postupy vyuZiva-
jici k izolaci halogenoctovych kyselin ex-
trakci na pevné fizi (SPE). Zatimco Rot-
henbucher et al. [9] a Willets et. al. [10]
pouZili pro extrakei sloupec silikagelu (Ex-
trelut), Sendra a Todo [11] pracovali se
sloupcem modifikovaného silikagelu C,;.

Ve vétSiné pripadu jsou po izolaci z vod-

ného roztoku halogenoctové Kyseliny stano-
veny v derivatizované formé. NejCastéji je
providéna jejich methylace  pomoci
BF/CH:OH [9,10] a ethylace pomoci
C,H;OH/H,S0; [3,6,8]. Jinou moZnosti je
vyuZiti butylace [7] nebo tvorby pentafluo-
robenzoyl derivati [3,7].
K separaci derivata halogenoctovych kyse-
lin jsou pouZivany jak nepolarni kolony si-
likonové [3, 6, 7, 8, 9], tak kolony poldrni,
smocené fazi Carbowax 20M [3,6.8].

2. EXPERIMENTALNI CAST
Za nejsilnéji z halogenoctovych kyselin

Ize povazovat kyselinu chloroctovou. jejiz
disociaéni konstanta pK, je rovna 2,0,
Z b&Zné analytické praxe je znimo, Ze pred-
pokladem uspéiné extrakce latky, pfitomné
v iontové formé ve vodném roztoku, do roz-
toku nepolirniho, je jeji pfevedeni do nei-
ontové formy. V tomto pfipadé musi pH vod-
ného roztoku poklesnout minimalné o 2
jednotky oproti pK, nejsiln&jsi kyseliny, ce-
hoZz 1ze docilit napfiklad okyselenim pomoci
HCI. Pri extrakci na pevné fizi je viak limi-
tujicim faktorem odolnost niaplné sorbentu
pii takto nizké hodnoté pH. S ohledem na
rozdilné vysledky publikované jednotlivymi
autory byla proto vybéru vhodného sorbentu
vénovina zvySeni pozornost.

V prvé fazi byla vybrina vhodna kolona
pro stanoveni methylestera halogenocto-
vych kyselin.

V nasledujici fizi bylo odzkouSeno né-
kolik variant extrakce halogenoctovych ky-
selin z modelového roztoku 4 % ethanolu.
Navrzeny findlni postup byl ovéfen metodou
standardnich pridavka na redlnych vzorcich
piv. Za interni standard byla zvolena kyse-
lina dichloroctovi.

Pouzité chemikdlie a pFistroje

Vegkeré pouZivané sklo je nutné pred
vlastni analyzou dokonale umyt, vyplich-
nout methanolem a vysuSit.

Voda byla pouZivina vyhradné redestilo-
vani ve skle, prechovivana byla ve sklené-
nych nadobich opatfenych zabrouSenou
sklenénou zitkou. PouZita rozpoustédla byla
vyhradné istoty p.a.. standardy halogenoc-
tovych kyselin pochdzely od firmy Merck.

Extrakéni kolonky:

naplit pro SPE kolonky Extrelut, baleni po
11 g (Merck)

kolonky Separon SGX CN, 60 pm (Tessek)
kolonky Bond Elut SAX, 500 mg, objem
3 ml (Analytichem Int.. GB)

kolonky Separcol Si C,4, 500 mg, porovitost
loze 40 a7z 100 pm, objem 3 ml (Anapron,
SR)

Extrak¢ni zafizeni pro SPE extrakci firmy
Supelco

Vybér vhodné kolony

K testovini byly vybriny dvé tficetimetrové
kapilarni kolony, a to nizkopolarni SPB-5
(Supelco) a stfedné polarmni DB-1301
(J&W Scientific) s nizkou tloustkou filmu
vizané faze a $edesdtimetrovi nizkopoldami

kolona DB-5 (J&W) s vysSi tlouStkou filmu
vizané faze .

Podminky plynové chromatografie se od
sebe mirné ligily v zdvislosti na typu pouZité
kolony.

* Podminky na plynovém chromatografu pro

30 m kolonu SPB-5, vnéj&i pramér 0,32 mm,

toustka filmu 0,25 pm.

Plynovy chromatogral Fisons (Carlo Erba)

HRGC 5300

Detektor ECD.

Nosny plyn dusik.

Tlak na kolon& 55 kPa (1.8 mL.min').

Teplota nastfiku 250 “C.

Teplota detektoru 320 °C.

Objem ndstiiku 1.5 pl.

Délici pomér 1 : 20. 36 s po nastiku split-

less,

Teplotni program 60 °C (2 min) = 3 "C.min’'
80 °C - 40 °C.min"' - 285 °C

* Podminky na plynovém chromatografu pro

30 m kolonu DB-1301, vnéjsi pramér 0,32

mm. tloustka filmu 0.25 um.

Plynovy chromatograf Fisons (Carlo Erba)

HRGC 5300

Detektor ECD.

Nosny plyn dusik.

Tlak na koloné& 55 kPa ( 1.8 mL.min™).

Teplota nastfiku 250 °C.

Teplota detektoru 320 °C.

Objem nastiiku 1.5 pl.

Délici pomér 1 : 20, 30 s po nastiiku split-

less.

Teplotni program 55 °C (5 min) — 2.5 *C.min”’
80 °C — 40 °C.min™' -260 °C

*# Podminky na plynovém chromatografu pro
60 m kolonu DB-5, vné&jii pramér 0,32 mm,
tloustka filmu 1,0 pm.

Plynovy chromatograf Chrompack CP 9001
Detektor ECD.

Nosny plyn dusik.

Tlak na koloné 85 kPa (2.9 mL.min').
Teplota nastfiku 250 °C.

Teplota detektoru 300 °C.

Objem nastiiku 1.5 pl.

Délici pomér | : 20, 36 s po nastiiku split-
less.

Teplotni program 60 °C (3 min) — 4 *C.min"' -
100 °C (4 min) — 40 °C.min"' —280 °C (7 min)

Docilené déleni stanovenych latek na 30 m ko-
loné SPB-5 nelze z divodu nedokonalé se-
parace pikid Kyseliny bromoctové a dichlor-
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octové povazovat za plné uspokojivé (obr: 1).
Jednotné oznaceni analyti na chromatogra-
mech je nasledujici: 1 — kyselina chloroc-
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Obr. 1. Chromatogram methylesterit haloge-
noctovych kvselin na 30 m kapildrni koloné
SPB-5, vnitini primér 0,32 mm, tloustka
Silmu vazané faze 0,25 pm (smés standardii).

Obr. 2. Chromatogram methvlesterit halogenoctovych ky-
selin na 30 m kapildrni koloné DB-1301, vnitini primér
0,32 mm, tloustka filmu vdzané fdaze 0,25 pm (smés stan-

dardii).

tovd, 2 — kyselina bromoctovi, 3 — kyselina
dichloroctova (vnitini standard). 4 — Kyse-
lina jodoctova.

Ponékud lepsi vysledky byly dosazeny na
stiednépoliarni koloné DB-1301. Separace
pikt kyseliny bromoctové a dichloroctové
zde byla dokonald. nicméné je z chromato-
gramu (obr. 2) patrna interference koeluujici
litky u piku nilezejiciho kyseliné chloroc-
tové. Naproti tomu chromatogram smési ha-
logenoctovych kyselin na 60 m koloné DB
5 lze povazovat za plné vyhovujici (obr: 3).

Vvbér vhodné extrakéni metody

Bylo odzkou$eno nékolik extrakénich po-
stupti vyuzivajicich metody extrakce na
pevné fazi, respektive jejich kombinaci s Kla-
sickymi extrakénimi postupy.

V piipadé extrakce na pevné fazi byl zvo-
len jako sorbent nemodifikovany silikagel
Extrelut a dile kolonky plnéné sorbentem na
bizi modifikovaného silikagelu nesouci ky-
anopropylovou skupinu (Separon SGX CN)
a kvarterni aminoskupinu (Bond Elut SAX).
Vysledky docilené po sorpei 20 ml modelo-
vého roztoku. obsahujiciho smés haloge-
noctovych kyselin (1000,100,100 resp. 50
pg.l') na sloupci 20 g Extrelutu, lze oznadit
za naprosto nevyhovujici. Docilend vytéz-
nost po extrakci dichlormethanem cinila 1
az 5 %, pficemZ chromatogram vykazoval
pritomnost znac¢ného poctu interferujicich
litek. Docilené vysledky byly tudiz v prik-
rém rozporu s vysledky publikovanymi Wil-
lettsem et al., aviak plné korespondovaly se
zivéry Sendry a Toda. Nizka vytéZznost a pii-
tomnost interferenci je zfejmé zplsobena
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Obr. 3. Chromatogram methylesterit halo-
genoctovych kyselin na 60 m kapildrni ko-
loné DB-3, vnitini priomér 0.32 mm, tloustka
filmu védzané fdze 1.0 um (smés standardit).
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Obr. 4. Chromatogram methylesterit halogenoctovych kyse-
lin na 60 m kapildrni koloné DB-5, vnitini prionér 0,32 mm,
tloustka filmu vdzané fdaze 1,0 pm (spikovany roztok 4 % et-

hanolu, bez stabilizace pufrem).
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Obr. 5. Chromatogram methylesterit halogenoctovych kyselin na
60 m kapildrni koloné DB-5, vnitini priomér 0,32 mm, tloustka filmu
wdazané fdaze 1,0 pum (spikovany roztok 4 % ethanolu, derivity sta-

bilizovdny pufrem).

sl

Obr. 6. Chromatogram methylestertt halo-
genoctovych kyselin na 60 m kapildrni ko-
loné DB-5, vuitfni priimér 0,32 mm, tloustka
[filmu vazané fdaze 1,0 um (vzorek 12 % svét-
[ého piva z obchodni sité po pridavku halo-
genoctovyich kyselin)

degradaci loZe sor-
bentu pfi pH rov-
ném 0,5, nebof vy-
robcem  uddvani
mezni hodnota pH
¢ini 1,0.

Obdobné nega-
tivni vysledky byly
dosaZeny i v pii-
padé pouZiti kolo-
nek Separon SGX
! CN.

Ponékud lep3ich
vysledki bylo u té-
hoz modelového
roztoku docileno
na kolonkich Bond
Elut SAX, zejména
v pfipadé kondicio-
nace kolonky a sta-
bilizace  derivatl
fosfatovym pufrem
o pH rovném 7.2,

.61 3
1.0 4

jak vyplyva z po-
rovodni ploch jed-
notlivych pikii ana-
lyth (obr. 4 a 5).
Nicméné i zde byla
dosaZena v pfipadé
chloroctové  kyse-
liny vytéZnost 25 %,
u ostatnich latek viak pouze 10 %.

S ohledem na vyse uvedené vysledky jsme
se rozhodli pro modifikaci postupu navrze-
ného Sendrou a Todem, spocivajici v kom-
binaci extrakce na pevné fazi a klasické ex-
trakéni metody. V prvém kroku byly na
kolonce naplnéné modifikovanym sorben-
tem C,; odstranény z analyzované matrice
nékteré interferujici nizkopolarni slozky,
v nasledujicim kroku byly z pfed¢isténého
eluitu halogenoctové kyseliny vyextraho-
vany do octanu ethylnatého. Po zahu§téni ex-
traktu nasledovala derivatizace (methylace)
analytu a stanoveni methylderiviti pomoci
detektoru ECD.

Pracovni postup

Vlastni pracovni postup se skldda z ndsle-
dujicich kroku:

a) Pieisténi matrice na sloupci sorbentu C g
Byla pouZita kolonka Separcol Si C5. Ko-
lonka byla kondicionovéna piidavkem 3 ml
methanolu a 3 ml redestilované vody. Ihned
nasledoval pfidavek 20 ml vzorku a po ukon-
¢eni filtrace byla kolonka promyta 1 ml re-
destilované vody. Ke spojenym extraktim
v kidince byly pfidany 2 g NaCl a 10 pl in-
terniho standardu kyseliny dichloroctové
o koncentraci 0,2 g.I''. Pomoci piidavku
koncetrované HCI bylo upraveno pH vzorku
na hodnotu 0,5 a vzorek byl sonifikovan 1
minutu. Dale byl vzorek rozdélen do 4 skle-
nénych kyvet o objemu 10 ml a kaZda ky-
veta byla extrahovina za intenzivniho tfe-
pani 2,5 ml octanu ethylnatého. Vznikla
emulze byla rozbita odstfedénim pii 3900
min"' po dobu 4 minut. Cisty extrakt (horni
vrstva) byl pfenesen pomoci Pasteurovy pi-
pety do kidinky obsahujici 2 g bezvodého

Na,S0,. Tento postup byl opakovan ¢tyfi-
krit. Spojené a pfedsusené extrakty byly na-
sledné prevedeny do srdcové baiiky a zbyly
Na,S0, v kidince proplichnut § ml octanu
ethylnatého. Extrakt byl zahuitén na rota¢-
nim vakuovém odparovédku pfi teploté max.
35 °C 1éméf do sucha a odparek rozpustén
v methanolu a doplnén na objem 2 ml,

b) Derivatizace halogenoctovych kyselin

Do derivatizacni nadobky s kénickym
dnem o objemu 4 ml bylo napipetovano
1.5 ml n-hexanu, 200 pl extraktu a 300 pl
20 % roztoku BF; v methanolu. Nadobka
byla uzaviena a po intenzivnim protiepani
byla ponechdna 1 hodinu pfi 85 °C. Po ukon-
c¢eni derivatizace byl obsah nadobky ochla-
zen ledovou vodou a horni hexanova faze
odebriana. Lze ji pfechovdvat pfed vlastni
analyzou v uzavfenych ampulich v mrazdku
pii —18 °C i po dobu nékolika dni.

¢) Stanoveni halogenoctovych kyselin po-
moci kapilarni plynové chromatografie

Obsah halogenoctovych kyselin byl sta-
noven pomoci kapilarni plynové chromato-
grafie na 60 m koloné DB 5 (viz vy3e uve-
dené podminky).

Kalibrace byla provedena nasledujicim
Zpusobem.

Do derivatizaéni nddobky s konickym
dnem o objemu 4 ml bylo napipetovino
1.5 ml n-hexanu, 180 ul methanolu a 20 pl
smésného standardu o koncentraci kyseliny
chloroctové (100 mgl'), dichloroctové
(10 mg.I'", IS), bromoctové (10 mg.l"") a jo-
doctové (5 mg.I'') v methanolu, Dile bylo
piidano 300 pl 20 % roztoku BF; v metha-
nolu, Dal3i postup byl shodny s vyse uvede-
nym postupem pro derivatizaci a stanoveni
halogenoctovych kyselin ve vzorcich.

Chromatogram redlného vzorku 12%
svétlého piva s pfidavkem smésného stan-
dardu halogenoctovych kyselin (odpovida
koncentraci jednotlivych kyselin 1000, 100,
100 a 50 pg.I'! piva) je uveden na obr. 6,

VytéZnost halogenoctovych kyselin ¢inila
v priméru u kyseliny chloroctové 98 %,
u kyseliny dichloroctové a bromoctové 96 %
a u kyseliny jodoctové 93 %. Detekéni limit
byl u kyseliny chloroctové nizsi nez 0.1 mg.I",
u kyseliny dichloroctové a bromoctové
niZsi nez 0,05 mg.l"' a u kyseliny jodoctové
se pohyboval pod hranici 0,01 mgl"'.
V ramci ovéfovani metody byly porovniny
u 8 vzorki piv z obchodni sité zpilisoby vy-
hodnoceni metodou externi (absolutni) ka-
librace a metodou interniho standardu, pfi-
¢emZ nebyly zjidtény statisticky vyznamné
rozdily. Relativni smérodatné odchylky se
u jednotlivych latek pohybovaly v rozmezi
3 az 7 %. V béZné praxi se jevi jako udel-
n&jsi vyuzit metodu interniho standardu, a to
proto, Ze byl v pripadé nékterych specidlnich
piv pozorovdn enormni vznik stabilnich
emulzi pfi extrakci. To muzZe negativné
ovlivnit vytéZnost metody.

Ani u jednoho z osmi analyzovanych
vzorkl piv nebyla zjisténa pfitomnost rezi-
dui halogenoctovych kyselin,
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3. ZAVER

NavrZena metoda stanoveni obsahu halo-
genoctovych kyselin v pivé umoZiuje jejich
stanoveni s dostate¢nou presnosti a citli-
vosti. V porovndni s metodou publikovanou
Sendrou a Todem se podafilo docilit zjed-
noduseni extrakéniho i derivatizacniho po-
stupu. V nékterych pfipadech lze vypustit
prvy, predcistovaci stupen na kolonce Se-
parcol Cg, v bézné praxi je viak vyhodné
této moZnosti vyuZit. Derivatizace pomoci
BF+/CH;OH a analytickd koncovka vyuZi-
vajici 60 m Kapilarni kolonu DB-5 s vyssi
tloustkou filmu a detektor ECD poskytuje
chromatogramy, u nichZ jsou piky stanove-
nych litek prosty pfipadnych interferenci.
Vyse uvedenou metodu lze proto doporucit

pro rutinni kontrolu v ramci pivovarského
prumyslu.
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