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Vzhledem k tomu, že vysoký obsah mastných kyselin v kvasném
médiu může nepříznivě ovlivnit výslednou kvalitu piva, je nutné mít
k dispozici vhodnou analytickou metodu k spolehlivému určení jejich
obsahu v pivu nebo v mladině.

Předkládaná práce popisuje rychlou a jednoduchou možnost se-
lektivního stanovení volných mastných kyselin (C6-C12) v pivu nebo
mladině použitím mikroextrakce na pevné fázi (SPME) a plynové chro-
matografie. Volné mastné kyseliny C6–C12 byly extrahovány SPME
vláknem umístěným v headspace prostoru vialky obsahující vzorek
piva s přídavkem soli. Z SPME vlákna byly analyty uvolněny termální
desorpcí ve vyhřátém injektoru plynového chromatografu vybave-
ného křemennou kapilární kolonou SPB-1000 a plamenoionizačním
detektorem. Pro lepší kvantifikaci bylo použito kyseliny heptanové
a kyseliny undekanové jako vnitřních standardů.V práci jsou dále po-
psány pracovní charakteristiky optimalizované metody.

Tato metoda je časově nenáročná, levná, nepoužívá žádná roz-
pouštědla a vyznačuje se vysokou citlivostí a opakovatelností. Je
možné ji doporučit pro běžné kontrolní analýzy v pivovarských labo-
ratořích.

Horák, T. – Čulík, J. – Jurková, M. – Čejka, P. – Kellner, V.: De-
termination of the Fatty Acids in Beer by SPME. Kvasny Prum.
51, 2005, No. 11–12, p. 374–377.

An escalated content of fatty acids during fermentation can influ-
ence the quality of final beer. So it is necessary to use the suitable
analytical method for the determination of their concentrations in beer
or hopped wort.

This work presents the simple and rapid possibility of the selective
determination of the free fatty acids (C6–C12) in beer or wort by So-
lid Phase Microextraction (SPME) and gas chromatography.The free
fatty acids C6–C12 were extracted by SPME fiber placed in the head-
space of vial containing the sample of beer with the addition of salt.
Analytes were thermally desorbed from the coated fiber of the SPME
in the hot injector of the GC equipped with a fused silica capillary co-
lumn SPB-1000 and a flame ionisation detector. For the quantitation
of these medium-chain fatty acids heptanoic acid and undecanoic
acid were used as internal standards. Validated parameters of the
optimalized method for the determination of medium-chain fatty acids
from beer are shown in this work.

This method is time saving, low cost, does not require solvents and
provides high sensitivity and reproducibility. It can be recommended
for routine control analyses in brewery laboratories.

Horák, T. – Čulík, J. – Jurková, M. – Čejka, P. – Kellner, V.: Die
Ermittlung von Fettsäuren durch SPME Technik. Kvasny Prum.
51, 2005, Nr. 11–12, S. 374–377.

Unter Berücksichtigung eines ungünstigen Einflusses vom hohen
Gehalt an Fettsäuren im Gärmedium auf die finale Qualität des Bie-
res ist es notwendig, eine geeignete analytische Methode zur Fett-
säurenermittlung in der Würze oder im Bier vorhanden zu haben.

In diesem Artikel wird eine schnelle und einfache Möglichkeit ei-
ner selektiven Fettsäurenermittlung (C6–C12) in der Würze oder im
Bier durch die Anwendung einer Mikroextraktion auf einer soliden
Phase (SPME) und Gaschromatographie beschrieben. Die freie Fett-
säure C6–C12 wurden durch eine SPME Fieber extrahiert, die in ei-
nem Vial Headspace mit einem Muster Bier mit Salzzusatz unter-
gebracht wurde. Aus der SPME Fieber durch eine Desorption in
einem geheizten Gaschromatographinjektor mit der Quarzkapillar-
kolonne SPB-1000 und mit dem Flammenionisationsdetektor wurden
die Analyte freigelassen. Um eine bessere Quantifikation zu errei-
chen, wurden als innere Standarde die Heptan- und Undekansäure
angewandt. In dem Artikel wurden weiterhin die Arbeitscharakteris-
tik der optimalisierten Methode beschrieben.

Die Methode ist billig, zeitanspruchlos, weisst eine hohe Empfind-
lichkeit und Reproduzierbarkeit auf und fordert keine Lösungsmittel.
Aus diesen Grunden für eine läufende Kontrolanalysen in den Brau-
ereienlabs kann diese Methode empfohlen werden.

ÉÓ‡Í, í. – óÛÎËÍ, â. – ûÍÓ‚‡, å. – óÂÈÍ‡, è. – äÂÎÎÌÂ, Ç.:
éÔÂ‰ÂÎÂÌËÂ ÊËÌ˚ı ÍËÒÎÓÚ ‚ ÔË‚Â ÔË ÔÓÏÓ˘Ë SPME.
Kvasny Prum. 51, 2005, çÓ. 11–12, ÒÚ. 374–377.

Ç Ò‚flÁË Ò ÚÂÏ, ˜ÚÓ ‚˚ÒÓÍÓÂ ÒÓ‰ÂÊ‡ÌËÂ ÊËÌ˚ı ÍËÒÎÓÚ ‚
·ÓÊÂÌÌÓÈ ÒÂ‰Â ÏÓÊÂÚ ÌÂ„‡ÚË‚ÌÓ ÔÓ‚ÎËflÚ¸ Ì‡ ÂÁÛÎ¸ÚËÛ-
˛˘ÂÂ Í‡˜ÂÒÚ‚Ó ÔË‚‡, Ì‡‰Ó ËÏÂÚ¸ ÔÓ‰ıÓ‰fl˘ËÈ ‡Ì‡ÎËÚË˜ÂÒÍËÈ
ÏÂÚÓ‰, ÔË ÔÓÏÓ˘Ë ÍÓÚÓÓ„Ó ÏÓÊÌÓ Ì‡‰ÂÊÌ˚Ï Ó·‡ÁÓÏ
ÓÔÂ‰ÂÎËÚ¸ Ëı ÒÓ‰ÂÊ‡ÌËÂ ‚ ÔË‚Â ËÎË ‚ ÒÛÒÎÂ.

Ç Ì‡ÒÚÓfl˘ÂÈ ‡·ÓÚÂ ÓÔËÒ˚‚‡ÂÚÒfl ˝ÍÒÔÂÒÌ˚È Ë ÌÂÒÎÓÊÌ˚È
ÏÂÚÓ‰ ÒÂÎÂÍÚË‚ÌÓ„Ó ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl ÌÂÒ‚flÁ‡ÌÌ˚ı ÊËÌ˚ı ÍËÒÎÓÚ
(C6–C12) ÔË ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËË ÏËÍÓ˝ÍÒÚ‡„ËÓ‚‡ÌËfl Ì‡ Ú‚Â‰Û˛
Ù‡ÁÛ (SPME) Ë „‡ÁÓ‚ÓÈ ıÓÏ‡ÚÓ„‡ÙËË. çÂÒ‚flÁ‡ÌÌ˚Â ÊËÌ˚Â
ÍËÒÎÓÚ˚ C6–C12 ·˚ÎË ˝ÍÒÚ‡„ËÓ‚‡Ì˚ Ì‡ ‚ÓÎÓÍÌÓ SPME
‡ÁÏÂ˘ÂÌÌÓÂ ‚ headspace ÒÂ‰Â ‚Ë‡ÎÍË ÒÓ‰ÂÊ‡˘ÂÈ ÔÓ·Û
ÔË‚‡ Ò ‰Ó·‡‚ÍÓÈ ÒÓÎË. àÁ ‚ÓÎÓÍÌ‡ SPME ·˚ÎË ‡Ì‡ÎËÚ˚
ÓÒ‚Ó·ÓÊ‰ÂÌ˚ ÔÛÚÂÏ ÚÂÔÎÓ‚ÓÈ ‰ÂÒÓ·ˆËË ‚ Ì‡„ÂÚÓÏ ËÌÊÂÍÚÓÂ
„‡ÁÓ‚Ó„Ó ıÓÏ‡ÚÓ„‡Ù‡ Ò Í‚‡ˆÂ‚ÓÈ Í‡ÔËÎÎflÌÓÈ ÍÓÎÓÌÍÓÈ
SPB-1000 Ë ÔÎ‡ÏÂÌÌÓ-ËÓÌËÁ‡ˆËÓÌÌ˚Ï ‰ÂÚÂÍÚÓÓÏ. Å˚ÎË
ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡Ì˚ ÍËÒÎÓÚ˚ „ÂÔÚ‡ÌÓ‚‡fl Ë ÛÌ‰ÂÍ‡ÌÓ‚‡fl Í‡Í ‚ÌÛ-
ÚÂÌÌËÂ ÒÚ‡Ì‰‡‰˚ ‰Îfl ÎÛ˜¯ÂÈ Í‚‡ÌÚËÙËÍ‡ˆËË. Ç ‡·ÓÚÂ
ÓÔËÒ˚‚‡˛ÚÒfl ‡·Ó˜ËÂ ı‡‡ÍÚÂËÒÚËÍË ÓÔÚËÏËÁËÓ‚‡ÌÌÓ„Ó
ÏÂÚÓ‰‡.

ç‡ÒÚÓfl˘ËÈ ÏÂÚÓ‰ ÌÂ ÚÂ·Ó‚‡ÚÂÎ¸Ì˚È Ì‡ ‚ÂÏfl, ‰Â¯Â‚˚È, ÌÂ
ÔËÏÂÌflÂÚ ‡ÒÚ‚ÓËÚÂÎÂÈ Ë ÓÚÎË˜‡ÂÚÒfl ‚˚ÒÓÍÓÈ ˜Û‚ÒÚ‚ËÚÂÎ¸-
ÌÓÒÚ¸˛ Ë ÔÓ‚ÚÓflÂÏÓÒÚ¸˛. åÓÊÌÓ Â„Ó ÂÍÓÏÂÌ‰Ó‚‡Ú¸ ‰Îfl Ó·˚˜-
Ì˚ı ÍÓÌÚÓÎ¸Ì˚ı ‡Ì‡ÎËÁÓ‚ ‚ Î‡·Ó‡ÚÓËflı Ì‡ ÔË‚Ó‚‡ÂÌÌ˚ı
Á‡‚Ó‰‡ı.
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1 ÚVOD

Množství volných mastných kyselin v pivu je dáno nejenom jejich
obsahem v surovinách, ale především jejich vznikem při kvašení
a zrání piva. Zvýšená koncentrace mastných kyselin v kvasném mé-
diu může negativně ovlivnit vitalitu kvasinek, senzorické vlastnosti
a dále např. i stabilitu pěny hotového piva.

K analytickému stanovení volných mastných kyselin se běžně pou-
žívá plynová chromatografie. Před vlastní analýzou je však nutné
mastné kyseliny z piva vyextrahovat a zakoncentrovat. K tomu je vy-
užívána extrakce v systému kapalina-kapalina nebo adsorpce na sor-
bentu s následnou elucí analytů. Při extrakci kapalina-kapalina je

1 INTRODUCTION

Free fatty acids in beer originate from raw materials and mainly
from fermentation activity of yeasts and can influence beer taste, vi-
tality of yeasts and also the foam stability of beer.

Gas chromatographic methods for determination of free fatty acids
in beer can involve two different techniques for sample preparation:
liquid-liquid extraction, or adsorption on a sorbent bed and subse-
quent extraction. Liquid-liquid extraction requires large volumes of ex-
pensive and possible harmful organic solvents including chloroform
[1], a mixture of chloroform and ethanol [2], dichlormethane [3], and
a mixture of ethyl acetate and n-pentane [4]. This procedure is also
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nutné použít velké množství drahých a zdraví nebezpečných roz-
pouštědel jako je chloroform [1], směs chloroformu a ethanolu [2], di-
chlormethan [3] a směs ethylacetátu a n-pentanu [4]. Tento přede-
vším časově náročný postup lze úspěšně nahradit moderními
metodami – extrakcí na pevné fázi (SPE). Nejčastěji jsou používány
kolonky naplněné vázanou fází C18 [5, 6]. Výhodou těchto technik je
rychlost, minimalizace množství použitých organických rozpouštědel
a z hlediska dosažených výsledků dobrá výtěžnost a vysoká repro-
dukovatelnost.

Další možností je využití metody mikroextrakce na pevné fázi
(SPME).Tato nová technika představuje rychlý a jednoduchý způsob
přípravy vzorků bez použití jakéhokoli extrakčního rozpouštědla [7,
8]. SPME metoda byla již úspěšně použita při stanovení různých sen-
zoricky aktivních látek v nápojích [9, 10, 11, 12].

Práce se zabývá nalezením vhodných SPME podmínek, jako je na-
příklad účinek vysolovacího efektu síranu amonného, doba extrakce
a vliv koncentrace ethanolu na extrakci volných mastných kyselin
(C6–C12) z piva a mladiny. Dále jsou uvedeny dosažené pracovní cha-
rakteristiky optimalizované metody. Pozornost je věnována také vlast-
nímu analytickému stanovení na plynovém chromatografu s plame-
noionizačním detektorem.

2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST

2.1 Použité chemikálie, standardy

Ethanol, síran amonný – Lach-Ner, s. r. o., ČR; helium v kvalitě 5.0,
vodík v kvalitě 5.0 a syntetický vzduch – Messer, ČR; ultračistá voda
– Milli-RO 5plus firmy Millipore, USA.

Kyselina hexanová (kapronová), heptanová, oktanová (kaprylová),
nonanová (pelargonová), dekanová (kaprinová), undekanová a do-
dekanová (laurová) – Supelco, USA.

2.2 Příprava vzorku a podmínky headspace SPME

Vzorky zakoupeného piva byly před analýzou vychlazeny na 4 °C.
Všechny pokusy vedoucí k optimalizaci podmínek stanovení a pro
proměření kalibračních křivek byly prováděny na modelovém roztoku
5 % obj. ethanolu ve vodě. Experimenty byly prováděny v headspace
uspořádání SPME. Extrakce byla prováděna v headspace prostoru
nad 4 ml vzorku obohaceného přídavkem kyseliny heptanové a un-
dekanové, které byly využity jako vnitřní standardy (výsledná kon-
centrace každé kyseliny byla 1,3 mg/l), ve skleněné vialce o objemu
20 ml uzavřené septem krytým hliníkovou fólií. Před zahájením SPME
extrakce byla vialka se vzorkem intenzivně třepána po dobu 10 s.

2.3 Podmínky plynové chromatografie

Vlastní stanovení probíhalo na plynovém chromatografu Carlo Erba
5300 Mega Series. Analyty byly termálně desorbovány z SPME
vlákna opatřeného fází 65 µm Carbowax-Divinylbenzen ve vyhřátém
prostoru injektoru plynového chromatografu. K separaci byla použita
30 m dlouhá křemenná kapilární kolona SPB-1000 firmy Supelco
s vnitřním průměrem 0,32 mm a tloušťkou filmu 0,25 µm. Kolona byla
temperována na 120 °C po dobu 2 min, poté následoval teplotní gra-
dient 10 °C/min do teploty 150 °C a následně 30 °C/min až do tep-
loty 200 °C. Při této teplotě kolona zůstala po dobu 15 min. SPME
vlákno bylo ponecháno v injektoru po dobu 5 min, a tak zároveň do-
šlo k jeho kondicionaci pro další analýzu. Nástřik byl prováděn ve
splitless módu, split ventil byl otevřen po dobu 0,5 min. Injektor i pla-
menoionizační detektor byly vyhřáty na teplotu 250 °C. Jako nosný
plyn bylo využito helium v kvalitě 5.0, tlak na kolonu byl 100 kPa při
75 °C.

3 OPTIMALIZACE METODY

Posunutí fázové rovnováhy ve prospěch plynné fáze lze docílit pří-
davkem solí anorganických kyselin. Z tohoto důvodu byl testován vy-
solovací účinek síranu amonného na extrakci volných mastných ky-
selin, a to v koncentračním rozsahu 0–4 g soli ve 4 ml vzorku.

Z obr. 1 je patrné, že vysolovací efekt se zde očividně uplatňuje.
Pro kyseliny C10–C12 bylo maximální odezvy dosaženo již po přídavku
2 g soli, ale pro kyseliny C6–C9 až po přídavku 4 g síranu amonného
(data nejsou uvedena). Poměry odezvy jednotlivých kyselin C6–C9

time consuming. The modern methods are based on solid phase ex-
traction (SPE) usually used C18 bonded-phase column [5, 6]. These
techniques are quite fast, minimizing volumes of organic solvents and
lead to good recovery and high reproducibility.

Solid Phase Microextraction (SPME) method can be used instead
of these methods. SPME is fast, simple and solventless alternative
sampling technique [7, 8] and has been applied to a number of fla-
voured and taint analyses of beverages [9, 10, 11, 12].

This study presents the evaluation of SPME conditions included
effects of addition of salt (ammonium sulphate), time of sampling and
influence of ethanol concentration on the analysis of the free fatty
acids (C6–C12) in beer or wort. Validated parameters of optimalized
method were obtained. The attention is also focused to the analyti-
cal determination of these compounds using gas chromatograph
equipped with flame ionization detector.

2 EXPERIMENTAL

2.1 Reagents, standards

Ethanol, ammonium sulphate were purchased from Lach-Ner,
s. r. o., CR; helium quality 5.0, hydrogen quality 5.0 and synthesis air
were purchased from Messer, CR; ultrapure water was obtained from
Milli-RO 5plus made by Millipore, USA.

Hexanoic (caproic), heptanoic, octanoic (caprylic), nonanoic (pe-
largonic), decanoic (capric), undecanoic and dodecanoic (lauric)
acids were obtained from Supelco, USA.

2.2 Sample preparation and headspace SPME procedures

Bottled commercial beers were kept cool (4 °C) until they were ana-
lysed. 5 % V/V ethanol was used for the evaluation of the method and
for the calibration curves. Headspace SPME was applied for all ana-
lyses. The SPME fiber was exposed to the headspace above 4 ml of
the sample with the addition of heptanoic and undecanoic acids as
internal standards (final concentration: 1.3 mg/l of each acid) in a
20 ml glass vial with an aluminium-coated septum. The vial was vi-
gorously shaken for 10 sec.prior to the commencement of headspace
SPME.

2.3 GC analysis

The GC analysis was carried out using a Carlo Erba 5300 Mega
Series gas chromatograph. Analytes were thermally desorbed from
the SPME fiber coated with 65 µm Carbowax-Divinylbenzene in the
hot injector of the GC and were separated on 30 m x 0,32 mm i. d.
fused silica capillary column of Supelco SPB-1000 with 0,25 µm film
thickness. The GC column was maintained at 120 °C for 2 min, ram-
ped at a rate of 10 °C/min to 150 °C and then ramped at a rate of
30 °C/min to 200 °C and held at this temperature for 15 min. The fi-
ber remained in the injector for 5 min in order to condition it for the
next analysis. The split-splitless injector was used, and the split vent
was opened after 0.5 min.Temperatures of the injector and the flame
ionisation detector were 250 °C. The carrier gas was helium quality
5.0 with a column head pressure of 100 kPa at 75 °C.

3 METHOD OPTIMIZATION

The effect of the addition of salt (ammonium sulphate) on the ex-
traction of the free fatty acids was examined by the addition of vary-
ing concentrations of salt (0–4 g) to 4 ml of the sample.

Figure 1 demonstrates that the salting-out effect obviously took
place. The salting-out effect reached saturation about 2 g of salt ad-
dition for C10–C12 acids and about 4 g of salt addition for C6–C9 acids
(data not shown). The values of the response ratios of C6–C9 acids
to C7 acid (internal standard) and C10–C12 acids to C11 acid (internal
standard) were relatively consistent and coefficients of variation were
in a range of 4.3–7.8 %. This observation demonstrated that the va-
lues of the response ratios were constant regardless of the signifi-
cant salting-out effect.

The effect of the length of the sampling time on the extraction of
the free fatty acids is shown in Figure 2. The responses increased up
to 30 min, while the values of the response ratios of each fatty acid
to internal standards C7 or C11 acid remained constant throughout all



extraction times with coefficients
of variation in a range of
2.5–6.9 %.

The influence of varying con-
centrations of ethanol on the ex-
traction of the free fatty acids is
shown in Figure 3. With the incre-
asing concentration of ethanol the
responses decreased, however
the response rations of each fatty
acid to internal standards C7 or C11

acid were constant with coeffici-
ents of variation in a range of
2.1–7.5 %.

Figure 4 shows the chromato-
gram of beer sample. The peaks
of all free fatty acids and internal
standards were clearly free from
interferences by other GC eluents.

4 METHOD VALIDATION

A calibration curve throughout a range of the free fatty acids con-
centration from 0.0015 mg/l to 8 mg/l in the 5 % V/V ethanol solution
showed a better fit to a quadratic curve than to a linear curve. For all
fatty acids the correlation coefficients to straight lines were from
0.9931 to 0.9989, for a quadratic curves fit were from 0.9956 to
0.9993.

Table 1 shows validated parameters. The accuracy of the method

k odezvě kyseliny C7 (vnitřní stan-
dard) a poměry odezvy jednotli-
vých kyselin C10–C12 k odezvě ky-
seliny C11 (vnitřní standard) byly
relativně stálé.Variační koeficienty
ve všech případech ležely v roz-
sahu 4,3–7,8 %. Z toho vyplývá,
že poměry odezvy dané mastné
kyseliny a vnitřního standardu jsou
konstantní bez ohledu na význam
vysolovacího efektu.

Vliv délky doby vzorkování na
extrakci mastných kyselin je
zřejmý z obr. 2. Odezva detektoru
vzrůstala až do doby 30 min, při-
čemž hodnoty poměrů odezvy
každé mastné kyseliny k odezvě
vnitřních standardů kyselin C7

nebo C11 zůstávaly konstantní bě-
hem všech různých dob extrakce.
Variační koeficienty se nacházely v rozsahu 2,5–6,9 %.

Obr. 3 dokládá vliv různého obsahu ethanolu na extrakci volných
mastných kyselin. Se vzrůstající koncentrací ethanolu sice odezva lá-
tek klesá, ale poměry odezev jednotlivých mastných kyselin k odezvě
vnitřních standardů kyselin C7 nebo C11 zůstávaly neměnné a vari-
ační koeficienty vykazovaly hodnoty 2,1–7,5 %.

Chromatografický záznam reálného vzorku piva je uveden na
obr. 4.Je z něj patrná vyhovující separace všech stanovovaných mast-
ných kyselin a vnitřních standardů prostá všech interferencí.
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Obr. 1 / Figure 1 Vliv přídavku soli (síranu amonného) na celkovou
odezvu volných mastných kyselin / Effect of the addition of salt (am-
monium sulphate) on the total response of the free fatty acids
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Obr. 2 / Figure 2 Vliv délky doby vzorkování na extrakci volných mast-
ných kyselin / Effect of the length of the sampling time on the ex-
traction of the free fatty acids

Množství síranu amonného (g)
Amount of ammonium sulphate added (g)

Doba extrakce (minuty)
Extraction time (minutes)
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Obr. 3 / Figure 3 Vliv různého obsahu ethanolu na extrakci volných
mastných kyselin / The influence of varying concentrations of etha-
nol on the extraction of the free fatty acids

Koncentrace ethanolu (% obj.)
Concentration of ethanol (% V/V)
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Obr. 4 / Figure 4 Chromatogram piva. 1 – kapronová kyselina, 2 – heptanová kyselina (vnitřní standard), 3 – kaprylová kyselina, 4 – nona-
nová kyselina, 5 – kaprinová kyselina, 6 – undekanová kyselina (vnitřní standard), 7 – laurová kyselina / Chromatogram of beer. 1 – caproic
acid, 2 – heptanoic acid (internal standard), 3 – caprylic acid, 4 – nonanoic acid, 5 – capric acid, 6 – undecanoic acid (internal standard), 7
– lauric acid
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4 VALIDACE METODY

Pro všechny stanovované volné mastné kyseliny byla proměřena
kalibrační křivka v rozsahu koncentrací 0,0015 mg/l až 8 mg/l v 5 %
obj. roztoku ethanolu. Lepší shody bylo dosaženo proložením jedno-
tlivých kalibračních bodů kvadratickou křivkou namísto lineární re-
grese. Korelační koeficienty všech mastných kyselin při použití line-
ární regrese ležely v rozmezí 0,9931–0,9989, zatímco při aplikaci
kvadratické křivky jejich rozsah byl od 0,9956 do 0,9993.

Validační parametry jsou shrnuty v tab. 1. Správnost metody byla
ověřena pomocí výtěžnosti. Nejprve byl změřen přirozený obsah vol-
ných mastných kyselin v sedmi reálných vzorcích piv. Poté byly tytéž
vzorky piv obohaceny přídavkem mastných kyselin na koncentrační
hladině 2 mg/l každé látky. Opakovatelnost metody byla zjištěna opa-
kovanou headspace SPME analýzou jednoho a téhož vzorku piva
(sedmkrát během jednoho dne).

Výsledky dokazují, že metoda se vyznačuje dobrou opakovatel-
ností a že koncentrace volných mastných kyselin jsou stanoveny
správně.

5 ZÁVĚR

Bylo dokázáno, že i když jsou odezvy volných mastných kyselin
ovlivňovány přídavkem soli, dobou vzorkování a obsahem ethanolu,
poměry odezev kyseliny kapronové, kaprylové a nonanové k odezvě
kyseliny heptanové jako vnitřnímu standardu a kyseliny kaprinové
a laurové k odezvě kyseliny undekanové jako vnitřnímu standardu
zůstávají konstantní bez ohledu na jakékoliv změny ve výše uvede-
ných podmínkách. Pro stanovení volných mastných kyselin v pivu
nebo mladině headspace SPME metodou byly na základě provede-
ných experimentů navrženy tyto podmínky: 4 ml vzorku obohaceného
přídavkem vnitřních standardů kyseliny heptanové a undekanové (vý-
sledná koncentrace každé látky činila 1,3 mg/l vzorku) a 4 g síranu
amonného, protřepat v ruce po dobu 10 s. Poté následuje extrakce
za laboratorní teploty po dobu 30 min SPME vláknem pokrytém fází
65 µm Carbowax-Divinylbenzen, umístěném v headspace prostoru
vialky.

Tato metoda je časově i finančně nenáročná, nepoužívá žádná roz-
pouštědla a vyznačuje se vysokou citlivostí
a opakovatelností. Uvedenou metodu je
možné doporučit pro potřeby běžných kon-
trolních analýz v pivovarských laboratořích.

Poděkování
Tato práce byla finančně podpořena Čes-

kým svazem pivovarů a sladoven.

(Zpracováno podle posteru
prezentovaného na 27th International

Symposium on Capillary Chromatography,
Riva del Garda,

31. 5.–4. 6. 2004)
Do redakce došlo 2. 6. 2005

was investigated by conducting the free fatty acids recovery test.The
test was performed by measuring naturally occurring the free fatty
acids in 7 beer samples followed by measuring the same beer spi-
ked with a known concentration of each fatty acid (2 mg/l). The re-
peatability of the method was investigated by repeating the head-
space SPME analysis (7 times on the same day) of the same beer
sample.

The results indicate that the method has very good repeatability
and that the concentrations of the free fatty acids are accurately de-
termined.

5 CONCLUSIONS

It was demonstrated that the responses of the free fatty acids are
related in the addition of salt, the sampling time and ethanol con-
centration, while the response ratios of caproic, caprylic and nona-
noic acid to heptanoic acid (internal standard) and capric and lauric
acid to undecanoic acid (internal standard) remains constant re-
gardless of the changes in any of the above conditions. The proce-
dure devised for the practical extraction of the free fatty acids from
beer or wort by headspace SPME utilizes 4 ml of the sample with the
addition of heptanoic and undecanoic acids as internal standards (fi-
nal concentration: 1.3 mg/l of each compound) and 4 g of ammonium
sulphate, shaken manually for 10 s followed by headspace SPME
using 65 µm Carbowax-Divinylbenzene coating fiber for 30 min at
ambient temperature.

This method is time saving, low cost, does not require solvents and
provides high sensitivity and reproducibility. It can be recommended
for routine control analyses in brewery laboratories.
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Sloučenina / Compound
Obohacení / Spike (2 mg/l)

Opakovatelnost /
Repeatability

Výtěžnost /
Recovery (%) CV (%) CV (%)

Kapronová kyselina / Caproic acid (C6) 110 4,8 3,7
Kaprylová kyselina / Caprylic acid (C8) 103 4,3 2,3
Nonanová kyselina / Nonanoic acid (C9) 105 7,1 8,1
Kaprinová kyselina / Capric acid (C10) 98 4,5 4,8
Laurová kyselina / Lauric acid (C12) 95 5,8 5,1

Tab. 1 / Table 1 Výtěžnost a opakovatelnost headspace SPME metody stanovení volných mast-
ných kyselin (CV – variační koeficient) / Recovery and Repeatability of the free fatty acids ob-
tained by the headspace SPME method (CV – variation coefficient)
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