ZKUSENOSTI S VYUZITIM NOVYCH TECHNIK PLYNOVE A KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE PRI ANALYZE SENZORICKY AKTIVNICH LATEK

Il. Stanoveni karbonylovych slouéenin pomoci derivatizace a detekce GC-ECD nebo GC-MS. Vyuziti HPLC
pfi stanoveni 2-furfuralu a 5-hydroxymethyl-2-furfuralu

Ing. JIRI CULIK, CSc., RNDr. MARIE JURKOVA, CSc., Mgr. TOMAS HORAK, Ing. VLADIMIR KELLNER, CSc.
Pivovarsky ustav Praha, VUPS, a. s.

Kli¢ova slova: karbonylové slouéeniny, analyza, pivo, plynova chromatografie, kapalinova chromatografie, hmot-
nostni spektrometrie

V prvém dilu ¢linku vénovaném otazkam  race metodami dynamické headspace ana- V této ¢asti bude vénovina pozornost né-
stanoveni karbonylovych slouenin v pivu  lyzy s vyuZitim specidlnich injektord PTI  kolika okruhim problémi. Prvy souvisi
jsme nasi pozornost zamé&fili zejménanaob-  (Purge and trap injector) a TCT (Thermal s vybérem vhodné kolony umozZiiujici lep3i
last jejich stanoveni pomoci predkoncent-  desorption cold trap injector)[1]. separaci Cs-karbonyli. Dile zde bude Zmi-
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il i sledkem je dokonalej$i se-  provedena na hmotnostnim spektrometru fir-
S =T T "1 parace pikd pfi moZnosti my Fisons TRIO 1000 metodou electron im-
Bt 1 vy§iiho zatizeni kolony. pact(EI) v modu TIM (total ion mode) a SIM
Rl 23 1 Zatimco jsou kapilarni ko-  (selected ion mode). PouZit4 kolona a pod-
e /P . oo sre I lony smodéené vysokopo- minky na plynovém chromatografu byly to-
= ‘““éw.’.;i' larni fazi (napf. Carbowax) tozné s vySe uvedenymi hodnotami. Spektra
{ 8 citlivé na pfitomnost vody  byla sejmuta pii ionizacni energii zdroje 70
L - v extraktu nastfikovaném eV a napéti 300 V (obr. 2).
| na kolonu, u nizkopolér- U viech chromatogramu jsou jednotlivé
|" : nich, popf. nepolarnich ko-  sloudeniny respektive jejich derivity ozna-
o o——— S lon toto nebezpedi nehrozi.  Ceny nasledovng: 2-methylpropanal (1),
s e S Vyse uvedené skute¢nosti  3-methylbutanal (2), -2-butenal (3), 3-met-
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Obr. 1 Chromatogram smési karbonylit na 60 m koloné DB-
5. (pFimy ndstiik 1,5 pl vzorku na kolonu, detektor FID, kon-

centrace standardu 67 mg.l"')

nén zpisob stanoveni PEBOA-derivata (PF-
BOA = 0-2,3,4,5.6-(pentafluorobenzyl)-hy-
droxylamin) karbonylovych slou¢enin po-
moci plynové chromatografie s detektorem
elektronového ziachytu (ECD) respektive
hmotnostnim detektorem (MS). Na zavér
bude struén& pojednén zpusob stanoveni 2-
furfuralu pomoci HPLC.

1. VYUZITI NIZKOPOLARNICH
KOLON S VYSOKOU TLOUSTKOU
FILMU STACIONARNI FAZE PRI
ANALYZE KARBONYLOVYCH
SLOUCENIN V PIVU
Nebyvaly rozvoj vyroby kiemennych ka-

pilarnich kolon s sebou pfinesl moZnost na-

nafeni pomémé znaénych vrstev fize na
vnitini povrch kolon. Tloustka filmu viza-
nych fazi miZe dosahnout az 5 pm. V praxi
to znamend podstatné zvySeni kapacitniho
faktoru kolony a jejiho déliciho poméru. Vy-

byly davodem, pro¢ byla
zvolena k testovini 60 m
nizkopolarni kolona DB-5
s vy§Si touStkou filmu va-
zané faze. Pro stanoveni
vybranych karbonylovych
slouc¢enin (aldehydl) byl
pouZit TCT injektor. De-
tailni popis funkce TCT
byl uveden v piedeslém
¢lanku, a proto jej zde jiZ
neuvadime.

1

Podminky na plynovém
chromatografu byly ndsle-
dujici:

— plynovy chromatograf

Chrompack CP 9001 vy-

baveny TCT injektorem.

— Kolona kapilarni kiemennd DB-5 (firma
J & W), délka 60 m, vnitini pramér
0,32 mm. tlou$tka filmu 1,0 pm.

— Detektor FID.

— Nosny plyn dusik.

— Tlak na kolong 85 kPa ( 1,8 ml.min™').

— Teplota nastiiku 260 °C.

— Teplota detektoru 280 °C.

— Objem néstiiku 1,5 pl.

— Splitflow 42 mlmin”', 36 s po nastiiku
splitless.

Teplotni program: 50 °C (3 min) -
min' -89 °C -5 °C . min'-240°C ( 5
min) — 40 °C.min"' = 280 °C (2 min).

Z obdrZeného chromatogramu (ebr./) je
ziejmé pomérmné uspokojivé rozdéleni pikii
Cs-karbonylli. S ohledem na moZné interfe-
rence byla provedena identifikace jednotli-
vych karbonylii pomoci pristrojového spoje-
ni plynovy chromatograf — hmotnostni
spektrometr (GC-MS). Identifikace byla
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Obr: 2 Chromatogram karbonylit ziskany pon

el GC - MS

hylbutan-2-on (4), 2-methylbutanal (5), he-
xanal (6), 2-furfural (7), heptanal (8), ben-
zaldehyd (9), oktanal (10), fenylacetaldehyd
(11), t-2-oktenal (12), acetylpyrrol (13),
t-2-nonenal (14), ethylester kyseliny nikoti-
nové (15). S-hydroxymethyl-2-furfural (16).

Na zédkladé ziskanych poznatkil jsme se
pokusili docilit obdobného rozdéleni na to-
toZzné koloné, aviak zvysit citlivost zafaze-
nim TCT injektoru. Pro tento ucel bylo viak
nutno ponékud pozménit pedeslé podminky
na plynovém chromatografu:

Podminky na plynovém chromatografu :

- Detektor plamenoionizacni (FID).

— Nosny plyn dusik.

— Tlak na koloné 85 kPa (1,8 ml.min').

— Teplota nastiiku 250 °C.

— Teplota detektoru 270 °C.

— Teplota pece programovania: 50 °C (14
min) — 4 °C.min"' - 90 °C - 6 °C.min"' —
240°C (5 min)—40°C.min"'- 280 °C (5 min).

Program TCT:

Doba predchlazeni komirky chlazené te-
kutym dusikem 2 min.

— Teplota komurky — 120 °C.

— Napli sorpéni trubice Tenax TA. 90 mg,
velikost Eastic 0,35/0,25 mm tj. 35/60
mesh.

— Teplota desorpece ze sorpéni trubicky
280 °C.,

— Teplota desorpce (po vyhidti odporové
picky) 270 °C.

— Doba stripovini 10 minut.

— Doba nastfiku 2 minuty.

500 ml modelové smési 4 % ethanolu ob-
sahujici smés karbonylovych latek o kon-
centraci 134 pg.l"! byla stripovana dusikem
pies sorpéni kolonku obsahujici 90 mg sor-
bentu (Tenax) po dobu 30 minut pfi priitoku
40 ml.min"'. Po ukondeni stripovani byl ob-
sah trubi¢ky pfedsusen protiproudym zpi-
sobem za shodného priatoku dusiku.

7 obdrZeného chromatogramu (obr. 3) je
patrné nejen ponékud zhorSené d€leni Cs-
karbonylil (ve srovndni s pfimym ndstfikem
na kolonu), ale i diskriminace nékterych dal-
gich latek. U t-2-oktenalu a t-2-nonenalu byl
navic pozorovan vyskyt koeluujicich sloZek,
jejichZ identifikace se zatim nepodafila.

Ziskané neuspokojivé vysledky byly di-
vodem, pro¢ jsme v dal$im upustili od po-
kusii vyuZit pro naSe dcely metodu dyna-
mické headspace techniky a zamérili nagi
pozornost na oblast vyuZivajici ke stanoveni
karbonylovych latek v pivé metod derivati-
zacnich.
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Obr. 3 Chromatogram smési karbonylit na 60 m koloné DB-
S (TCT). (Stripovdani 500 ml 4 % etanolu o konc. karbonyli

134 ug.l'), detektor FID.

2. STANOVENI ALDEHYDU V PIVE
METODOU PRIME DERIVATIZACE
POMOCT PENTAFLUOROBENZYL-
HYDROXYLAMINU (PFBOA)

Postup zaloZeny na piimé derivatizaci al-
dehydu pritomnych v pivé eliminuje potfebu
jejich predbéZné izolace. Po ukonceni deri-
vatizace jsou derivity vytfepany do nepo-
lirniho rozpoustédla a stanoveny plynovou
chromatografii pomoci detektoru elektrono-
vého zichytu (ECD). Pivodné byl tento zpi-
sob navrZen pro stanoveni karbonylovych 1-
tek ve vodé [2,3]. V pivovarstvi jej vyuZil
Grénquist et al. [4) pfi sledovini zmén ob-
sahu karbonylovych latek béhem vyroby
a skladovani piva.

Postup derivatizace
Chemikdlie : Na,S,0;. 5 H,0 p.a.

H}SOq P-4
0-2.3.4,5,6-(pentafluoro-
benzyl)-hydroxylamin
hydrochlorid p. a. (PF-
BOA) (firma Aldrich)
n-hexan p.a.

S&s H,O redest.
Na,S0, bezv. p. a.

Pracovni postup:

Do 5 ml piva pfidame
50 pl roztoku Na,S,0; (¢ =
0.1 mol.I'") a dile 0.5 ml
PFBOA (c =4 g.1'). Smés
dakladné protiepeme a po-
nechame reagovat po dobu
60 minut. Reakce se zastavi
- 1 piidavkem 50 pl roztoku
H.SO; (¢ = 9 mol.l'"). De-
rivaty jsou dukladné vytfe-
pany do 1 ml n-hexanu,
vodnd faze odstranéna a he-
~12 xanovi faze vytiepdna tii-
krat 5 ml H,SO, (¢ = 0,05
mol.I""). Obsah jednotli-
vych derivata aldehydu je
stanoven,
po presu- L T
Seni ex- Ha ==
traktu nad 0.5 g bezv.
Na,SO, a doplnéni na ob-
jem | ml, plynovou chro-
matografii s detekci po-
moci ECD.

i 13

- 14

Podminky na plyvnovém
chromatografu:
— Detektor elektronového
zichytu (ECD).
— Nosny plyn dusik.
— Make up dusik.
—Tlak na kolon& 85 kPa
(1.8 ml.min').
— Teplota detektoru 310 °C.
~ Teplota nastfiku 260 °C.
— Objem nastfiku 1.5 pl.
— Splitflow 42 ml.min’', 36
s po nastfiku splitless.
— Teplota pece

= programo-
vana: 60 °C
(3 min) -
4 °C.min"' - 252 °C
— 6 °C.min'-282 °C (8 min)

4

- RN, | SRR, |

—- e .o ]
= S Kalibracni kfivku pro dany
koncentraéni rozsah sestavime
e obdobnym zpiisobem s tim rozdi-
= ———— " =——=—"'7 lem, Ze 5 ml piva nahradime 5 ml
= =gl vody s pfidavkem smésného roz-
- 10 toku aldehydd o koncentraci
e = -3 1,765 mg.l'' v 96 % ethanolu. Ka-

e = m—11

libracni kiivka byla konstruoviana
pro koncentracni rozsah 10 az 100
pg. 1! pouzitim metody nelinedarni
regrese.

Jak je zfejmé z chromatogramu
smési derivata aldehyda (obr. 4),

stavby molekuly a délici schopnosti kolony).
Vytéznost u jednotlivych aldehydi kolisala
v rozmezi 10 % (3-methylbutan-2-on, t-2-
nonenal) az 100 % (3-methylbutanal).
Chromatogram redlného vzorku piva je znd-
zomén na obr. 5. DosaZena citlivost se po-
hybovala v rozmezi 0.05-2 pg.1".
Identifikace jednotlivych piki byla pro-
vedena na hmotnostnim spektrometru TRIO
1000 pracujicim v EI médu. I kdyZ byla cit-
livost MS pracujiciho v SIM (selected ion
mode) na rozdil od TIC (total ion mode)
vy33i (obr. 6), a navic jsme se pokusili o zvy-
Seni citlivosti snizenim ionizaCni energie ze
70 na 30 eV, nepodafilo se spolehlivé iden-
tifikovat v8echny pfitomné karbonyly. Z to-
hoto davodu byla provedena identifikace
jednotlivych piku pouze na zikladé porov-
nini retencnich &ast standardu a stanovené
latky. Z chromatogramu na obr. 5 vyplyva,
Ze nelze povazovat takto provedenou identi-
fikaci pika jednotlivych slou¢enin za spo-
lehlivou. Proto byly pfi kvantifikaci jednot-
livych aldehydi vyuZiviany pouze ty piky,
u kterych nebyly pozoroviny casté interfe-

rence.

Obr. 4 Chromatogram smési PFBOA derivdtii aldehydii
na 60 m koloné DB-5 (odpovidd koncentraci 17,6
ug.l, detektor ECD).

odpovidaji jednotlivym aldehy-
diam jeden aZz dva piky (podle

Obr. 5 Chromatogram PFBOA derivdti aldehydit na 60 m ko-
loné DB-5 (redlny vzorek piva, detektor ECD)

3. STANOVENI 2-FURFURALU
POMOCI VYSOKOUCINNE
KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE
V béZné pivovarské praxi neni moZné

pouZivat nesmirné ndkladné analytické pfi-

stroje a pripadné jejich sestavy. Stejné tak
neni vZdy ucelné stanovit celé spektrum kar-
bonylovych sloufenin a pro orientaci
mnohdy posta¢i stanoveni 2-furfuralu re-
spektive  5-hydroxymethyl-2-furfuralu, tj.
litek, u kterych byly pozoroviny zmény bé-

hem starnuti piva [5].

V pivovarské literatufe bylo popséno sta-
noveni 5-hydroxymethyl-2-furfuralu (ddle
HMF) a 2-furfuralu metodou kapalinové
chromatografie [5-7]. 1 kdyz HMF neni
exaktné fazen k indikdtorim stirnuti piva,
jeho relativné vysoké obsahy v pivu jej pfe-
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31854001 1 18=23minod 23 % Bdo 95 % B
1 e0f 27,79 30,94 "L 174988 23 — 36 min 95 % B
! 29.99 #2, 36-40minod 95 % Bdo5 % B
! 5 |
i I ii. 1 — Detekce: UV, méfici vinova délka 283 nm
¥ 1E'SH |‘| I 35 7 :; 9, | — Davkovéni: 10 pl
. 24,05 I | sw ;‘3!"'%5 " I 7 é’éf.i?%s” . — Pritok: 0,7 ml.min' )
: | i |‘ g2 ,32 ) 145 62 10 I| i l’: a3 F | —Tep_lulu kolony: laboratorni teplota (cca
ok il h A U ) | pl AR, 22°C)
10007 38,62 x3.1 5'*”%%@!
I #1 Za vy$e uvedenych analytickych podmi-
27,79 q.;-'* nek byly ziskdny chromatograficky ¢isté
| 50,98 ,j""’ piky. odpovidajici HMF a 2-furfuralu,
lyi5'g i || 7984 P 1o dokonale oddélené od pikil ostatnich latek
' S "‘ . “ 3,18 36,9 q8.40 95,307 A eluované frakce piva (obr: 7). DosaZend vy-
it Vom0 il |;.f,‘._.._.-".,:ilu.\, S _."W-L.f'»n.'i'-,‘1*:.1_-‘.-,-.--.-«'Z'f-'-""‘f'*' AN t&7nost této metody byla 95 %. variacni ko-
a9 . . _ . . . eficient ¢inil 0,6 %.
Miin 25.8 39.9 35.0 40.0 45.98 s8.8 ' 55.8 I kdyZ bylo timto zpuisobem dosaZeno

Obr: 6 Identifikacni chromatogram PFBOA derivatit aldehydit na 60 m koloné DB-5 Zis-

kany pomoci GC — MS (SIM a TIC)

durcuji k praktickému vyuZiti | 5]. Proto jsme
se pokusili tyto metody aplikovat i v rimci
naSich vyzkumnych praci, tykajicich se sen-
zorické stability piva.

Komplikovanost matrice. jakou pivo be-
zesporu je, znemoziuje primy nastiik
vzorku na kolonu, a proto byla nezbytnd
jeho prediprava. Pii pouZiti klasické tech-
niky extrakce v systému kapalina-kapalina
byvi obvykle jako extrakéni cinidlo pouzi-
vin ethylacetat [6]. V piipadé jeho tplného
odpafeni viak muze dojit k nekontrolova-
telnym ztratdm analytu. Vzhledem k dobré
rozpustnosti obou sledovanych litek ve
vodé je nutno zafadil extrakei vicendsob-
nou, coZ klade velké naroky na ¢as a mnoz-
stvi rozpou§tédel.

Primy néstiik vzorku piva na kolonu byl
pouZit pouze pro stanoveni HMF s vyuZitim
techniky gelové filtrace na koloné s ionto-
méni¢em Aminex HPX (firmy Bio Rad). Po
Géinném oddéleni vySemolekuldrni frakce
bylo moZné mezi ostatnimi komponentami
identifikovat a stanovit HMF [6].

Pro izolaci a stanoveni HMF a 2-furfu-
ralu v pivé byla nami nakonec zvolena tech-
nika extrakce na pevné fizi (SPE) [7], vy-
znadujici se mendi ¢asovou ndrocnosti
a vyZadujici minimélni mnoZstvi rozpousté-
del.

Priprava vzorku
3 ml piva byly presity pres kondiciono-
vanou extrak¢ni kolonku Separcol SIX C 18
(kondicionace kolonky: promyti 2 ml met-
hanolu a nasledné 2 ml destilované vody, ko-
lonka pred aplikaci nesmi vyschnout).
Vzhledem k malému objemu nebylo nutné
pivo piedem filtrovat. Po pratoku piva byla
kolonka vysuSena ve vakuu a poté vymyta 2
ml extrakéniho roztoku.
Nisledn& byly porovniny dosazené vy-
téZnosti dvou riznych rozpousiédel:
I. 40 % methanol v 0,01 M KH-PO,0 pH =
2.0
11. 20 % acetonitril ve vodé, pfed vymytim
timto roztokem byla kolonka vyplich-
nuta jesté 0.5ml hexanu

e

Vytéznost byla zjistovana pro vodné roz-
toky HMF a 2-furfuralu o znimé koncent-
raci 1000 pg/l. Lze predpokladat, Ze v pivu
bude vlivem pfitomného ethylalkoholu tato
vytéznost snizena.

Zjisténé vytéznosti byly nasledujici:
I. 2-furfural 104 %. HMF 78 %
I1. 2-furfural 117 %, HMF 104 %

Pro extrakci HMF a 2-furfuralu z real-
nych vzorkl piva byl tudiZ za extrakéni ¢i-
nidlo zvolen 20 % acetonitril ve vodé. Zis-
kany extrakt byl nasledné analyzovin
metodou HPLC.

Podminky na kapalinovém chromatografu:
— Kapalinovy chromatograf: fa Hewlett-
Packard 1090, detektor s diodovym polem
— Kolona: Lichrosorb RP-18,
5 um (200 x 4,6 mm) firmy HP
— Mobilni fize: bindrni s gradientem
A: 0,01 M KH,PO 0 pH =20
B: methanol
— Program: 0-18 min od 5 % B do 23 % B

velmi dobré vytéZznosti, byla metoda v této
fizi piipravy vzorku materidlové i Casové nd-
ro¢nd. Hledali jsme proto postup, ktery by
umoznil celkovou dobu analyzy zkratit
a umoznil tak analyzu vétiiho mnoZstvi
vzorkd.

Pro tento el jsme vyuzili schopnost 2-
furfuralu vytviret diky své reaktivnosti aze-
otropickou smés ve vodném prostiedi (mi-
nimalni azeotrop s bodem varu niZsim neZ
bod varu jednotlivych komponent roztoku).

Qdzkouseli jsme proto izolaéni postup
zaloZeny na destilaci piva s vodni parou.
Bylo analyzovino pivo ptivodni a ddle pivo
se standardnim  pfidavkem 2-furfuralu
918 pg.I"'. Destilovano bylo 100 ml piva do
vysledného objemu 100 ml a dile 200 ml
piva rovnéz do vysledného objemu 100 ml.
Pfi destila¢nim poméru 1:1 byla zjiSténa
vytéZznost 2-furfuralu v destilatu 82,6 %, pii
poméru 2:1 pouze 76 %. VytéZnost byla sta-
novena pouze z hodnot koncentraci zjisté-
nych v destildtu. Dile byla pfi destilatnim
poméru 1:1 stanovena koncentrace 2-furfu-
ralu i v destilaénich zbytcich. Bylo zjisténo,
ze pomér obsahu 2-furfuralu v analyzova-
ném destilatu a v destilacnim zbytku Cini pii-
blizné 85 : 15.

Je tedy ziejmé, Ze 1 kdyZ je vytéZnost do-

f cn 287%,4 553,130

3] +- far) o

®

mAU

x + o w

Mo

>

I f—
—-—

L
.))

X
I
1
|

Timea

(min.)

T T - =

1
I.
|
|
_t
|
1
|
_l
I
|
|
1
1
|
|
i
1
|
i
_|
I
|
1
|
|

|
|
= =
16 15 P £ I
J

[

Obr. 7 Chromatogram 2-furfuralu a 5-hydroxymethyl-2-furfuralu v redlném vzorku piva,

ziskany pomoci gradientové HPLC
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Obr. 8 Chromatogram 2-furfuralu ziskany
izokratickou HPLC po predeslé destilaci
piva s vodni parou.

cilend destilacni metodou ve srovnini s ex-
a vhodna pro stanoveni 2-furfuralu u velkého
poctu vzorki v piijatelném Case (obr: 8).
Spektrum rusivych ldtek je ve vzorku pii-
praveném destilaci minimalni, coZ vede i ke

zkriceni HPLC analyzy v izokratickém re-
zimu z puvodnich 30 minut na pouhych 12
minut i s vyhodnocenim. PouZiti kolona
a ostatni podminky na kapalinovém chro-
matografu byly totoZné s predeslymi, pouze
bylo pozménéno sloZeni mobilni fize (met-
hanol-fosfitovy pufr — 0.01 MKH,PO,. pH
upravené Kyselinou fosforecnou na 2.0, ob-
sah methanolu 25 %) a objem nastiiku byl
zvySen na 20 pl. Detekéni limit Cinil v tomto
piipadé (pro trojndsobek vySky Sumu) 39.9
Hekg'.

4. ZAVER

Nasazeni modemnich instrumentilnich
metod plynové a kapalinové chromatogratie
a dostatecné citlivych a specifickych detek-
tora ECD, MS a DAD umoziiuje v soucasné
dobé stanovit Siroké spektrum karbonylo-
vych sloucenin v pivé.

Nadéje vkladané do vyuziti injektora PTI
a TCT. pracujicich na principech dynamické
headspace analyzy, se bohuZzel v piipadé po-
tfeby stanoveni Kkarbonylovych sloucenin
ukdzaly jako neopodstatnéné.

Pokroky dosazené pfi vyrobé kfemen-
nych kapildrnich kolon umoZiuji zakotvit na
vnitinim povrchu kapiliry silnou vrstvu sta-
cionarni faze. Docilené rozdéleni pika ana-
Iyt na nizkopolarni 60m koloné DB-5 vy-
robené touto moderni technologii umoZiuje
ve spojeni s derivatizaci karbonylovych
sloucenin pomoci PFBOA stanovit Siroké
spektrum litek. K detekci lze vyuZit s urci-

tymi omezenimi detektor ECD, nicméné
k dokonalé identifikaci vSech pika je ne-
zbytné pouZit spojeni plynového chromato-
grafu a hmotnostniho spektrometru.

Rychlé stanoveni 2-furfuralu a 5-hydroxy-
methyl-2-furfuralu umoziuje kapalinovachro-
matogratfie pracujici s reversni fizi, vyuZiva-
jici k izolaci analytu destilaci s vodni parou.

Vyse uvedené metody jsou bézné vyuZi-
vany na naSem oddéleni a vysledky ziskané
pii sledovini zmén obsahu senzoricky ak-
tivnich latek v Cerstvych, Sokovanych a sta-
rych pivech budou predmétem chystané ni-
sledujici publikace.
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