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1 UVOD

Ke vzniku vicinalnich diketond — 2,3-
butandionu (diacetyl) a 2,3-pentandionu
— dochazi pri kvaseni mladiny a jejich
tvorba souvisi se syntézou valinu a iso-
leucinu. Dalezitymi meziprodukty této
syntézy jsou 2-acetolaktat a 2-aceto-
hydroxybutyrat, ze kterych oxidativni de-
karboxylaci vznikaji diacetyl a 2,3-pen-
tandion [1, 2, 3]. Obé slou¢eniny maji
velky vyznam ze senzorického hlediska,
protoze pfi prekroceni prahové kon-
centrace vnimani vyvolavaji nezadouci
zmény aromatu piva, které byva ozna-
¢ovano jako maselné, po tvarohu nebo
po syrovatce [4].

Velmi rozsifenym a s ohledem na ¢a-
sovou a pfistrojovou nenaro¢nost obli-
benym zpusobem stanoveni diacetylu je
jeho stanoveni spektrofotometrickou
metodou po destilaci s vodni parou. Ofi-
cialni spektrofotometricka metoda EBC
je zalozena na metodé Gjertsena a kol.
[5] a jejich dalSich modifikacich [6, 7].
V téchto metodach se vyuziva reakce vi-
cindlnich diketoni s derivatizaénim
¢inidlem, nejcastéji 1, 2-dimethylamino-
benzenem nebo ortho-fenylendiami-
nem, za vzniku barevnych produktu.
K zamezeni interferenci zplsobenych
pfitomnosti SO,, ktery s vicinalnimi di-
ketony vytvari adukty, se vyuziva desti-
lace do prostiedi vodného roztoku
kyseliny chlorovodikové [8, 9]. Spektro-
fotometricka metoda 10B (Institute of
Brewing) je zaloZzena podobné jako me-
toda EBC na destilaci s vodni parou, ale
vicindlni diketony zde reaguji s 1-nafto-

lem v pfitomnosti kreatinu [10].

Spoleénou slabinou vy$e uvedenych
spektrofotometrickych metod je nemoz-
nost stanovit diacetyl a pentandion jed-
notlivé. Navic béhem destilace mize do-
chazet k pfeméné prekurzoru diacetylu
na diacetyl nebo mohou vicinalni dike-
tony vznikat pfi zahfati i jinou cestou,
a to jako vysledek komplexu Maillardo-
vych reakci [11, 12]. Tak se mlze liSit
stanovené mnozstvi od mnozstvi sku-
te¢né pritomného volného diacetylu
v pivu. Z tohoto divodu se nyni tato me-
toda poklada spise za orientacni.

VySe zminéné nedostatky se snazi
fesSit metody chromatografické. Ty pfe-
devaim umoznuji samostatné stanoveni
jak diacetylu, tak pentandionu. Tim lze
rozlisit, zda diacetyl pfitomny v pivu
vznikl pfirozenou cestou nebo kontami-
naci laktobacily ¢i pediokoky. Vznikl-li
totiz pfirozenou cestou, je doprovazen
2,3-pentandionem [13].

Nékolik metod je zalozeno na vyuziti
vysokolcinné kapalinové chromatogra-
fie (HPLC) s UV detekci [14, 15]. Pro
nizké koncentraéni urovné je nutné sle-
dované analyty derivatizovat, napfr.
ortho-fenylendiaminem. K extrakci a ¢is-
téni se pouziva technika extrakce na
pevné fazi (SPE) s oktadecylovym (C18)
sorbentem [16].

Plynova chromatografie ve spojeni
s headspace technikou se vyznacuje
velmi snadnou a rychlou pfipravou
vzorku. K detekci se pouziva nejcastéji
detektor elektronového zachytu (ECD)
[11, 17, 18, 19], byl v8ak pouzit i plame-

noionizaéni detektor (FID) [20]. Vyhodou
ECD ve srovnani s FID je az o dva fady
vys$$i citlivost a vzhledem k vétsi selekti-
vité i mensi moznost ovlivnéni vysledku
pfitomnosti interferujicich sloZzek. Nale-
zenim optimalnich podminek klasické
headspace techniky a plynovéchroma-
tografické analyzy s detektorem elektro-
nového zachytu se na naSem pracovisti
zabyvali Kellner a Culik [21, 22].

Urcity problém predstavuje pfitom-
nost SO, v pivu. Komplexy vicinalnich di-
ketond s SO, snizuji tenzi par v head-
space prostoru, a to maze vést k ziskani
podhodnocenych vysledku. Na druhé
strané, pokud se koncentrace SO, po-
hybuji do 10 mg.I"" piva, negativni ovliv-
néni vysledki headspace anylyzy je
zanedbatelné [16]. Navic k zajisténi
spravnosti namérenych hodnot je dopo-
ru¢eno pouzivani 2,3-hexandionu jako
vnitfniho standardu [18]. Tato latka totiz
také snadno vytvarikomplex s SO,, a tak
kompenzuje vliv SO; na diacetyl.

Vhodnou alternativou ke klasické he-
adspace technice, ktera vyraznym zpa-
sobem snizuje pofizovaci naklady, je
mikroextrakce na pevné fazi (SPME).
Jde o adsorpéné-desorpcni techniku.
Jeji princip spociva v naneseni malého
mnozstvi sorbentu na vlakno z kiemen-
ného skla. Vlakno se ponofi do vzorku
nebo do plynné faze nad vzorkem. Po
ustanoveni rovnovahy se vlakno vy-
tahne ze vzorkované matrice a vliozi se
do nastrikového prostoru plynového
chromatografu. Latky zachycené na
sorbentu tepelné desorbuji a jsou una-
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Seny nosnym plynem na kolonu chro-
matografu, kde dochazi k jejich separaci.
PFi pruchodu septy vzorkovnice a chro-
matografu se vlakno zatahne do jehly,
ktera jej chrani proti mechanickému po-
Skozeni. PFi vzorkovani a chromatogra-
fické anylyze je vlakno z jehly vysunuto.
Koncept této techniky byl navrzen v prvé
poloviné devadesatych let Januszem
Pawliszynem na University of Waterloo
(Ontario, Kanada) [23, 24, 25].

Zpocatku se metoda pouzivala pro
stanoveni latek znecistujicich Zivotni
prostredi pfedevsim ve vodach [26, 27],
pozdéji nalezla uplatnéni i pro analyzy
vonnych a chutovych slozek v potravi-
nach [28, 29, 30] a pocet aplikaci v této
oblasti prudce stoupa.

Z oblasti pivovarstvi byla SPME pou-
Zita pro stanoveni chmelovych silic [31],
pfimo v pivu byly touto metodou stano-
veny nékteré alkoholy, estery a dimet-
hylsulfid [32, 33]. Kombinaci plynové
chromatografie s hmotnostné selektivni
detekci a SPME metody s vlaknem po-
tazenym fazi 65 um Carbowax-divinyl-
benzen je mozné analyzovat diacetyl ve
viné za pouziti izotopicky znaceného di-
acetylu jako vnitfniho standardu [34].

Cilem predlozené prace bylo vyvinout
SPME metodu pro stanoveni vicinalnich
diketonu v pivu vyuzivajici plynovou
chromatografii s detektorem elektrono-
vého zachytu a 2,3-hexandion jako
vnitfni standard, ziskat validaéni cha-
rakteristiky této metody a predlozit tak
ke klasické headspace technice alterna-
tivni metodu stanoveni téchto latek.

2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Pouzité chemikalie, standardy,
SPME

Ethanol p.a., chlorid sodny — La-
chema, CR; ultradista voda — Milli-RO
5plus, Millipore, USA; dusik v kvalité
ECD, helium 5.0 — MGO, CR; diacetyl —
Fluka, Svycarsko; 2, 3-pentandion, 2,3-
hexandion — Merck, SRN.

Zasobni smésny roztok standardu dia-
cetylu a 2, 3-pentandionu byl pfipraven na-
vazenim a rozpusténim piiblizné 0,25 g
kazdé latky do 25 ml ethanolu. Zasobni
roztok vnitfniho standardu 2,3-hexandionu
byl ziskan navazenim a rozpusténim asi
0,10 g v 25 ml ethanolu. Pracovni roztoky
byly pfipraveny stonasobnym fedénim za-
sobnich roztokud. Jednotlivé kalibraéni roz-
toky byly pfipravovany v den méreni roz-
pusténim 5 — 100 pl pracovniho roztoku ve
3 ml 5% ethanolu v ultracisté vodé.

Drzak SPME vlakna; viakno 100 um
polydimethylsiloxan (PDMS); viakno 65
um Carbowax-divinylbenzen (CW/DVB);
75 pm Carboxen-polydimethylsiloxan —
Supelco, USA.

2.2 Priprava vzorku a SPME technika

V8echny pokusy uskutecnéné za
ucelem nalézt nejvhodnéjsi podminky
stanoveni, véetné proméreni kalibrac-

nich kfivek, byly provadény na modelo-
vém vzorku 5 % obj. roztoku ethanolu ve
vodé. Validaéni parametry byly méreny
na realnych vzorcich piv (4,0-6,0 % obj.)
z maloobchodni sité. Pred zahajenim
analyzy byla piva vychlazena na cca
4°C

Pfed prvnim pouzitim se vlakna kon-
dicionovala v nastrikovém prostoru chro-
matografu pri teploté 250 °C pres noc.
Extrakce na SPME vlakno byla prova-
déna z headspace prostoru nad 3 ml
vzorku obsahujiciho interni standard
(2,3-hexandion) o koncentraci 40 pg/l ve
sklenéné vialce o objemu 10 ml, uza-
viené teflonovym septem opatfenym hli-
nikovou fdlii. Pfed vsunutim viakna byla
vialka po dobu 10 s intenzivné protre-
pana. lhned po skonéeni extrakce byly
analyty extrahované na SPME vlakné
analyzovany plynovou chromatografii.

V praci byl zkouman vliv rizného typu
SPME vlakna, prfidavek rozdilného
mnozstvi soli (NaCl), doba extrakce
a vliv rizné koncentrace ethanolu na
stanoveni vicinalnich diketonu v pivu.
| kdyz je znamo, ze obecné michani
vzorku zlepSuje a zkracuje extrakci,
v tomto pripadé michani nebylo pouzito
z davodu odlisné pénivosti ruznych piv,
ktera predstavuje nebezpeci poskozeni
povrchu vldkna pfimym stykem s pénou.
Rovnéz nebyl testovan vliv teploty, ne-
bot zamérem bylo méfeni obsahu vici-
nalnich diketonl bez jakéhokoliv teplot-
niho namahani vzorku piva.

2.3 Chromatografické podminky

Analyza byla provadéna na plynovém
chromatografu Carlo Erba 5300 Mega
Series a koloné J&W DB 624 o délce
60 m, priméru 0,32 mm a tloustce filmu
1,8 um. Tlak nosného plynu (helium) na
kolonu byl 100 kPa pfi 75 °C, teplota de-
tektoru ECD 150 °C, teplota injektoru
200 °C. V nastrikovém prostoru byl pou-
zit vstupni liner s vnitfnim pramérem
1 mm. Davkovani vzorku na kolonu bylo
provadéno v rezimu splitess po dobu
0,5 min, pak byl pouzit rezim split 1:10.
SPME vlékno bylo ponechano v injek-
toru po dobu 5 min, aby doslo k jeho kon-
dicionaci pro dalsi stanoveni. K separaci
analyti dochazelo na koloné pfi teploté
75 °C po dobu 10 min, pak byla kolona
zahrata gradientem 5 °C/min na 130 °C
a pfi této teploté byla ponechana 4 min.

Pro klasickou headspace techniku byl
pouzit davkova¢ DANI 3950.

3 VYSLEDKY A DISKUSE
3.1 Vliv ruzného typu viakna

V tab. 1 je uvedeno porovnani rela-
tivni u€innosti extrakce sledovanych
analyt na ruznych typech vlakna. Siiné
polarni Carbowax v divinylbenzenovém
polymeru je pro extrakci polarnich dike-
tonG ucinnéjSi nez polydimethylsiloxa-
nové vlakno, nebot plati, ze polarni ana-
Iyty jsou mnohem ucinnéji extrahovany

polarnim povrchem. Zcela jednoznacné
nejlepsi vysledky vSak poskytuje 75 um
Carboxen-polydimethylsiloxan, ktery di-
ky velkému pocétu malych poéru v Carbo-
xenovych ¢asticich vytvari ucinné uhli-
kové molekulové sito pro extrakci malych
molekul. Vysokou citlivost tohoto typu
viakna doklada i tab. 2, ve které je uve-
deno porovnani relativnich odezev zis-
kanych klasickou headspace metodou
(10 ml vzorku ve vialce o objemu 20 ml
temperovano na teplotu 40 °C) a extrakci
na tomto SPME vlakné pfi koncentraci
100 pg/l kazdé latky a interniho stan-
dardu 40 pg/l.

Carboxenové vldakno je tedy velmi
vhodné ke stanoveni stopovych mnoz-
stvi vicinalnich diketon(. AvSak pfi kon-
centracich pfiblizné nad 200 pg/l do-
chazi k vyraznému zakfiveni kalibracni
kfivky, coz je zfejmé dusledkem jednak
saturace detektoru elektronového za-
chytu, jednak kompetitivni sorpce.

Vzhledem k tomu, Ze koncentrace vi-
cinalnich diketonu nad 200 ug/l se v re-
alnych pivech mohou vyskytovat mno-
hem pravdépodobnéji nez hodnoty
okolo setin ¢€i tisicin pg/l, bylo pro dalsi
pokusy vybrano vlakno typu 65 um Car-
bowax-divinylbenzen.

3.2 Vliv vysolovaciho efektu

Posunuti fazové rovnovahy ve pro-
spéch plynné faze Ize docilit pridavkem
soli anorganickych kyselin. Z tohoto di-
vodu byl testovan vliv pridavku chloridu
sodného na extrakci vicinalnich diketo-
nu, a to pfi pridavku 0,5 — 2 g soli k 3 ml
vzorku. Z obr. 1 je patrné, Ze s rostouci
koncentraci soli se zvySuje odezva vici-
nalnich diketonl. Odezva diacetylu pfi
pfidavku 1,0, 1,5 a 2,0 g soli je
1,22, 1,43 a 1,45krat vétsi nez odezva
s 0,5 g soli. Pro 2,3-pentandion je za
stejnych podminek odezva 1,30, 1,39
a 1,44krat vy33i nez odezva s pfidavkem
0,5 g soli.

Pridani 2 g soli ve srovnanis 1,5gma
zejména pro diacetyl za dusledek jen

Tab. 1 Porovnani relativni uc¢innosti extrakce
vicinalnich diketont na rdznych typech SPME
vlakna

Analyt PDMS|CW/DVB |CARBOXEN/PDMS
diacetyl 1,0 45 150
2,3-pentandion| 1,0 49 53
2,3-hexandion | 1,0 28 6,6

Tab. 2 Porovnani relativnich odezev vicinal-
nich diketonu ziskanych klasickou head-
space metodou a extrakci na SPME viakné
pokrytém fazi typu 75 um Carboxen-polydi-
methylsiloxan

Analyt Klasicka SPME
headspace metoda | metoda
diacetyl 1,0 428
2,3-pentandion 1,0 177
2,3-hexandion 1,0 88
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Tab. 3 Typ regrese a korelacni koeficienty pro
kalibraci vicindinich diketoni

R |
diacetyl linearni 0,986
polynom 2. . 0,999
2,3-pentandion | linedrni 0,993
polynom 2. f. 0,999

velmi malé zvySeni odezvy a zfejmé pfi
mnozstvi okolo 1,5 g soli dochazi k sa-
turaci vysolovaciho efektu.

Z obr. 1 také vyplyva, ze pomér
odezvy diacetylu k odezvé vnitfniho
standardu je v celém rozsahu koncent-
raci soli relativné staly. Primérna hod-
nota tohoto poméru ¢ini 0,12 a variaéni
koeficient ma hodnotu 4,3 %. Pomér
odezvy 2, 3-pentandionu k odezveé vnitf-
niho standardu vykazuje pramérnou
hodnotu 0,86 a variaéni koeficient na-
byva hodnoty 2,8 %. Pomér odezev sle-
dovanych analyti k odezvé vnitiniho
standardu je tedy konstantni bez ohledu
na vyznam uplatnéni vysolovaciho
efektu.

3.3 Vliv délky doby extrakce

Zavislost odezvy na dobé extrakce vi-
cinalnich diketonu je uvedena na obr. 2.

Diacetyl
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Tab. 4 Test vytéznosti pridavku diacetylu do realnych

linearné zvysuje. Dalsi prodlu- vzorku piv
Zovani doby extrakce zvysSuje Koncentrace diacetylu
odezvu jen mirné. Napr. relativni T nive % obj.|  plvodni | pii davu?kn] Ve
zvySeni odezvy pri extrakci 20 PP ' Tnterate i ‘l[%ﬁ]m
min vzhledem ke 2 min extrakci Vel lezak 50 9 100 %
nabyva pro diacetyl hodnoty svétly lezék 5:0 51 100 11
1,10 a pro 2,3-pentandion hod- | gan ezak 5.4 65 100 104
noty 1,05. svétlé vydepni | 45 107 100 9
Dulezitym poznatkem je sku- | svétly special | 58 69 100 106
te¢nost, Zze pomér odezvy dia- | éernyspecidl | 5,1 145 100 108
cetylu k odezvé vnitiniho stan- | free <05 64 100 9
dardu a pomér odezvy 2,3-pen- | primér 102
tandionu k odezvé vnitfniho | variaéni koeficient 6,6 %
standardu zustava konstantni | svétly lezak 50 59 200 103
béhem jakékoliv doby extrakce. | svétly lezak 50 51 200 107
Primérna hodnota tohoto po- |swlylezak | 5,1 65 200 108
méru pro diacetyl je 0,13 s va- | Svétlé véepni | 45 107 200 104
riacnim koeficientem 3,8 %, pro z;éﬂym g? 122 g% 1£
2, 3-pentandion tento pomér vy- he':y P @5 64 200 95
kazuje hodnotu 0,89 a varia¢ni = : 5
s G
koeficient 2,6 %. variadny kodiiciont 5.3 %

3.4 Vliv rizné koncentrace
ethanolu

Vliv rizné koncentrace ethanolu (4 —
6 % obj.) na velikost odezvy vicinalnich
diketonu ukazuje obr. 3. Se zvySujici se
koncentraci ethanolu absolutni hodnota
odezvy vicinalnich diketonu klesa, ale
pomeér odezvy jak diacetylu, tak 2, 3-pen-
tandionu k odezvé interniho standardu
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Obr. 3 Vliv rizné koncentrace ethanolu na extrakci vicinalnich diketonu
4 VALIDACE METODY ceny pfidavkem vicinalnich
4.1 Kalibraéni kfivky diketont o koncentraci 100 3
Pro obé sledované latky byla promé- resp. 200 ug/l kazdé latky.
fena 6bodova kalibracni kfivka vrozsahu  Vytéznost byla urcena
koncentraci 10 az 1000 pg/l pro kazdou z porovnani naméfené
slouceninu. Typ regrese a korelacni koe- a o¢ekavané celkové kon-
ficienty jsou uvedeny v tab. 3, ze které je  centrace vicinalnich dike-
patrna lepSi shoda pro polynom 2. fadu. tonu (puvodni obsah plus 2
Z dosazenych hodnot korelacnich ko-  obohaceni) v danych vzor-
eficientd vyplyva, ze touto metodou je cich piv. Vysledky jsou
mozné mérit vicinalni diketony v Sirokém  uvedeny v tab. 4 a 5. Pra-
rozsahu koncentraci. mérna vytéznost okolo
100 % s variaénim koefici-
4.2 Parametry metody entem mensim 8 % jak pro
Spravnost metody byla uréena po- diacetyl, tak pro 2, 3-pen-
moci vytéznosti.V 7 riznych vzorcich piv  tandion na obou koncent- !
byla zméfena koncentrace vicinalnich racnich hladinach (tab. 7)
diketonu. Poté byly tytéz vzorky oboha- ukazuji, Ze koncentrace
vicinalnich  dike- hL
Tab. 5 Test vytéznosti pridavki 2,3-pentandionu do tonU je stanovena | MA
realnych vzork( piv spravne. . 4 '
Opakovatelnost .
Koncentrace diacetylu [pg/l] metody byla zjigto- 5:00 10:00 15:00 2000 Mun
b Lt 8 ) | begen b oo vana opakovanym  op. 4 Chromatograficky zdznam svétiého piva lezéckého
koncentrace (%] méfenim  (10krat  typu. 1 — diacetyl, 2 — 2,3-pentandion, 3 - 2,3-hexandion
svétly lezak 50 44 100 104 v tentyz den) jed- (vnitini standard)
svétly lezak 50 45 100 110 noho a téhoz
m’e?ak i i; % :% 13; vzorku piva lezac-
svéﬂym 58 25 100 112 kého typu. Jak vyplyva z tab. 6, Mez detekce byla odhadnuta jako
gemny specidl 51 168 100 98 metoda ma dobrou opakovatel- koncentrace, pfi které je pomér signalu
free <05 2% 100 99 nost jak pro diacetyl tak pro 2,3-  odpovidajici této koncentraci k Sumu 7:1.
promér 104 pentandion, nebot hodnoty vari- VySe uvedené charakteristické para-
variaéni koeficient 56% acnich koeficient jsou pro obé metry zvolené headspace SPME me-
svétly lezak 50 4 200 108 Iatky_ < 4, 5 %. Mez opakoy?tel- tody jsou shrnqty v tab. 7. T
svétly lezak 50 45 200 %5 nosti (rgs) je hodnota, o niz Ize Obr.iluyazup chroc:qatograhcky zaz-
svétly lezak 5,1 37 200 100 s 95% pravdépodobnosti pfed- nam svétlého piva lezackého typu. Je
svétlé vycepni | 4,5 40 200 102 pokladat, Ze bude pod ni lezet zde patrna dobra separace v$ech ana-
svétly special | 58 25 200 m nebo ji bude rovna absolutni lytd nerusena interferujicimi latkami.
cerny special | 5,1 168 200 92 hodnota rozdilu mezi dvéma vy-
free <05 26 200 94 sledky zkousek, které byly zis- 5 ZAVER
prumér 100 kany za podminek opakovatel- Na zakladé provedenych experi-
variaéni koeficient 72% nosti [35]. mentl byly navrzeny tyto podminky ex-

Tab. 6 Opakovateinost headspace SPME Tab. 7 Charakteristiky metody headspace SPME pro stanoveni vicinalnich diketon( v pivu

metody pro stanoveni vicinalnich diketonu
v pivu

(VK — variacni koeficient)

Diacetyl | 2,3-pentandion
pramér [pg/] 175 84
variaéni koeficient [%) 37 41
Tos (/] 18 10

Analyt Mez Obohaceni 100 pg/l Obohaceni 200 pg/l Opakovatelnost
detekce | primérna vytéznost | VK |primérna vytéznost| VK VK
[wg/] [%] [%] [%] (%] [%]
diacetyl 08 102 6,6 103 53 37
2,3-pentandion 0,2 104 5,6 100 72 41
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trakce vicinalnich diketonu: 3 ml vzorku
piva s 2,3-hexandionem jakozto vnitfnim
standardem (vysledna koncentrace 40
ug/l) ve vialce o celkovém objemu 10 ml,
vysoleni 1,5 g chloridu sodného, protre-
pani v ruce po dobu 10 s a headspace
SPME s pouzitim viakna typu 65 um
Carbowax-divinylbenzen po dobu 20
min za laboratorni teploty.

Cennym poznatkem je skutecnost, ze
ackoliv odezva vicinélnich diketonl zavisi
na pridavku soli, dobé extrakce a ze-
jména na obsahu alkoholu, pomér ode-
zev jednotlivych latek k odezvé vnitrniho
standardu je konstantni bez ohledu na
zmeénu vySe uvedenych podminek. Tak je
mozné stanovit vicinalni diketony s do-
state¢nou spravnosti a presnosti v ruz-
nych typech piv v Sirokém rozsahu
koncentraci. Vzhledem k u¢innému za-
koncentrovani analytt je mozné stano-
veni volnych vicinalnich diketoni bez
nutnosti temperovani vzorku, které
muze mit za nasledek pfeménu prekur-
zor(l na vicinalni diketony, a tak ovlivnit
vysledky stanoveni.

Diky rychlé, jednoduché a levné pfi-
pravé vzorku k méfeni lze uvedenou
headspace SPME metodu doporucit pro
potreby bézné kontroly obsahu vicinal-
nich diketonu v pivovarstvi.
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Horak, T. - Culik, J. — Cejka, P. — Jurkova,
M. — Kellner, V.: Stanoveni vicinalnich di-
ketont v pivu metodou SPME. Kvasny
Prum. 47, 2001, ¢€. 11-12, s. 316-321.

Nutnost sledovani obsahu vicinalnich di-
ketond — 2,3-butandionu (diacetylu) a 2,3-
pentandionu — v pivu vychazi ze skute¢nosti,
Ze prekro¢eni prahové koncentrace vnimani
ma za nasledek negativni ovlivnéni senzo-
rickych vlastnosti piva ozna¢ovanych jako
maselné aroma. Ke stanoveni téchto latek
se vyuziva spektrofotometricka metoda po
destilaci s vodni parou, vysokoucinna kapa-
linovd chromatografie nebo plynova chro-
matografie ve spojeni s headspace techni-
kou.

Tato prace predklada novou moznost se-
lektivniho stanoveni diacetylu a pentandionu
pomoci plynové chromatografie. Pfi pripravé
vzorku byla klasicka staticka headspace
technika nahrazena metodou mikroextrakce
na pevné fazi (SPME). Tato technika je jed-
noducha, rychla a ve srovnani s headspace
davkovaéem ma vyrazné nizsi porizovaci
naklady. Autofi se zabyvali nalezenim nej-
vhodnéjsiho typu vlakna a podminek ovliv-
Aujicich extrakci — vlivu pfidavku soli, doby
extrakce, vlivu rizné koncentrace ethanolu.

Dale byly proméfeny validaéni charakteris-
tiky metody.

Tato nova SPME metoda je vhodnou al-
ternativou ke konvencéni statické headspace
technice nejen po ekonomické strance, ale
vzhledem k u¢innému zakoncentrovani ana-
Iyt umozZiuje stanoveni volnych vicinalnich
diketonii bez nutnosti temperace vzorku,
ktera mize mit za nasledek preménu pre-
kurzord na vicinalni diketony, a tak ovlivnit
vysledky stanoveni. Tuto metodu je tedy
mozné doporuéit pro bézné kontrolni ana-
lyzy provadéné v pivovarskych laboratofich.

Horak, T. — Culik, J. — Cejka, P. — Jurkova,
M. — Kellner, V.: Determination of Vicinal
Diketones in Beer by Means of SPME
Method. Kvasny Prum. 47, 2001, No. 11-12,
p. 316-321.

The necessity of monitoring of the con-
tent of vicinal diketones — 2,3-butanedione
(diacetyl) and 2,3-pentanedione - in beer is
based on the fact that the exceeding of th-
reshold concentration of perception results
in the negative influence of sensorial pro-
perties of beer, called as butter aroma. For
the determination of these substances,
a spectrophotometry method is used after

distillation with water steam, high-efficient li-
quid chromatography or gas chromato-
graphy in connection with headspace tech-
nique.

This work gives a new opportunity of the
selective determination of diacetyl and pen-
tanedione by means of gas chromatography.
During the preparation of samples, the clas-
sic static headspace technique was repla-
ced by solid phase microextraction (SPME).
The method is easy to do, quick and in com-
parison with the headspace dosing device,
it has significantly lower cost of acquisition.
The authors dealt with finding the most su-
itable fiber type and conditions effecting the
extraction — the effect of salt addition, vari-
ous alcohol concentrations. Further to this
validation characteristics of the method
were measured.

The new SPME method is a suitable al-
ternative to the conventional static head-
space technique not only from the econo-
mic point of view but with respect to efficient
concentrating of analytes, it also enables the
determination of free vicinal diketones wit-
hout the necessity of sample temperature
treatment that can influence the conversion
of precursors into vicinal diketones and so
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influence the results of their determination. Thus, this method
can be recommended for current control analyses being carried
out by brewery laboratories.

Horak, T.-Culik, J.-Cejka, P.—Jurkova, M.-Kellner, V.: Bes-
timmung der vizinalen Diketone im Bier durch SPME-Met-
hode. Kvasny Prum. 47, 2001, Nr. 11-12, S. 316-321.

Die Notwendigkeit der Verfolgung der vizinalen Diketone —
des 2,3-Butandions (Diacetyls) und 2,3-Pentandions — im Bier
entspricht der Tatsache, dass die Uberschreitung der Schwel-
len-Konzentration der Wahrnehmung die negative Beeinflus-
sung der sensorischen Eigenschaften des Bieres zur Folge hat,
was als Butteraroma bezeichnet wird. Zur Bestimmung der er-
wahnten Substanzen werden die spektrofotometrische Methode
nach der Destillation mit Wasserdampf, hochwirksame Flissig-
keitschromatographie oder Gaschromatographie in Verbindung
mit der Headspace-Technik angewandt.

Die prasentierte Mitteilung beschreibt eine neue Moglichkeit
der selektiven Bestimmung von Diacetyl und Pentandion mittels
Gaschromatographie. Bei der Aufbereitung der Probe wurde die
klassische Headspace-Methode durch die Methode der Mikro-
extraktion auf fester Phase (SPME) ersetzt. Diese Technik ist
einfach, schnell und im Vergleich mit dem Headspace-Dosierer
weist sie wesentlich niedrigere Beschaffungskosten auf. Die Au-
toren befassten sich mit der Ermittlung des geeignetsten Fa-
sertyps und der beeinflussenden Extraktionsbedingungen —
Einfluss der Salzzugabe, der Extraktionszeit, Einfluss verschie-
dener Athanol-Konzentrationen. Im weiteren wurden die Valida-
tionscharakteristiken der Methode gemessen.

Die beschriebene neue SPME-Methode stellt eine geeignete
Alternative zur konventionellen statischen Headspace-Technik
dar, und zwar nicht nur aus 6konomischen Griinden, aber auch
mit Hinsicht zu der wirksamen Konzentration der Proben, was
die Bestimmung der freien vizinalen Diketone ohne Notwendig-
keit der Temperation der Probe erméglicht, was die Verande-
rung der Precursoren zu vizinalen Diketonen zu Folge haben
und so die Ergebnisse beeinflussen konnte. Diese Methode
kann daher fur der laufenden Kontrollanalysen in Brauerei-La-
boratorien empfohlen werden.

Fopak, T.-Hynuk, N.-Yeiika, N.-l0pkosa, M.-Kennuep, B.:
OnpegenexHne BUYMHANbHbIX JUKETOHOB B NMBE METO40M
SPME. Kvasny Prum. 47, 2001, No. 11-12, cTp. 316-321.

HeobxoguMocTb MCCNef0BaHNA COAEPXXaHUa BULMHANbHDBIX
AUKeTOHOB — 2,3-6yTaHguoHa (guayetuna) u 2,3-neHTaHguoHa
— B NMBEe 0060CHOBAHO (HAaKTOM, YTO NpeBblllEeHUEe NOPOroBoM
KOHUEHTpauMn BOCNPUATUS Bbi3blBAET HEraTUBHOE BNUAHWE
Ha CEeH30pUYecKue CBOWCTBA NWBA, Ha3blBaeMoe MNPUBKYC
macna. [lns onpegeneHuWs 3TUX BeLWECTB NPUMEHAEeTCH
CNEeKTPOhOTOMETPUHECKUA MEeTOoZA nocne  AUCCTUNSALMKU
BO/AHHbIM NapoM, BbICOKOI((EKTUBHAS XKUAKOCTHASA XpoMa-
Torpacgus, Unu rasosBas xpomartorpadusa B CBA3N C TEXHUKON
“headspace” .

B cratbe o0ObsAcHAeTCcA HOBas BO3MOXHOCTb Ce-
NeKTUBHOrO OnpejAeneHns AuaueTuna WM NeHTaHguoHa npu
nomoww rasoson xpomartorpacuu. [pu  nogroToBke
obpasua 6bina o6biIkHOBEHHaR TexHWKa “headspace” 3ameHeHa
MEeTO/OM MUKPO3IKCTparnpoBaHus Ha Teepayio dasy (SPME).
3TOT MeToq ABNSAETCH NPOCTbIM, ObICTPOAESUCTBYIOWMM U MO
CpaBHEHMIO ¢ Ao3aTopoM “headspace” ero ueHa npuobpeTeHus
He npeAcTaBnsAeT BbiCOKUE (PUHAHCOBbIE 3aTpaTbl. ABTOPbI
3aHUManucb onpegeneHuemMm Ccamoro noAXOoAsWero Tuna
BOMOKHA W YCNOBWMA BNWUAIOWMX HA 3IKCTparMpoBaHue -—
BNUsHWEeM Ao6aBkU CONW, NPOAOIIKMTENbHOCTLIO JKCTparu-
pOBaHUA, BMUAHMEN Pa3HON KOHLUEHTpauuu 3TaHona. flanee
NPOMEpPSiNMChb NPOBEPOYHLIE XapaKTepUCTUKKU MeToAa.

Ototr HoBbii MmeTog SPME sBnsetcs nogxogsuwen
anbTepHaTUBOW 0OLIKHOBEHHOW CTaTUYECKOW TexHuku “head-
space” He TONbKO U3-3a AIKOHOMUYECKOW TOHKM 3PEHUSA, HO U3-
3a [EeWCTBEHHOrO0 3aKOHLUEHTPUPOBAHWA aHaNUTOB, 4TO
no3BONseT onpeaenvTb CBOOOAHbIE BULMHANBbHBLIE AUKETOHbI
6e3 HeoOXoguMMOro TemnepupoBanua obpasua. Temne-
puposaHue obpasua MOXeT Bbi3biBaTb NpeobpasoBaHue npe-
KYp30pOB Ha BWUWMHANbHbie [OWKETOHbI W BCNeacTBue
TOro MOBMUATL Ha pe3ynbTaTbl onpefeneHvs. 3TOT MeToa
pekomeHayecs ANSA NPOBEAEHUS KOHTPONbHbLIX aHanu3os,
BbINONHAEMbIX B nabopaTopusix NMB3aBOAO0B.



