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 ■ 1 ÚVOD

V poslední době je celosvětově a rovněž v České republice věno-
vána zvýšená pozornost senzoricky aktivním látkám ovlivňujícím 
kvalitu piva. Na senzorickém charakteru i analytickém složení piva 
se spolupodílí kvalita pivovarských surovin, technologie výroby sladi-
ny a mladiny i technologie kvašení a zrání piva (Landaud et al., 
2008; Basařová et al., 2010). Mezi senzoricky aktivními látkami ovliv-
ňujícími kvalitu piva hrají významnou úlohu heterocyklické a sirné 
sloučeniny, z nichž některé se vyznačují vysokou senzorickou aktivi-
tou i v extrémně nízkých koncentracích (Miracle et al., 2005; 
Basařová et al., 2015).

Dimethylsufi d (DMS) je v současné době nejsledovanější sirnou 
sloučeninou, která výrazně ovlivňuje senzorické vlastnosti piva. Jeho 
obsah se pohybuje v rozmezí jednotek až stovek μg.l–1 v závislosti 
na typu piva, použité technologii a surovinách, především sladu. Ná-
zory na prahovou koncentraci dimethylsulfi du se liší, ale většinou se 
považuje za hranici hodnota okolo 50 μg.l–1 (Basařová et al., 2010). 
Protože v nižších koncentracích je považován za aromatickou složku 
ležáckých piv, je jeho určitá koncentrace nezbytná, ba dokonce žá-
doucí. Charakteristická vůně dimethylsulfi du je udávána po vařené 
zelenině (kapustě či zelí).

Přímá analýza sirných senzoricky aktivních látek je možná jen 
zřídka, protože se nacházejí v analyzovaných matricích (slad, pivo) 
ve velmi nízkých koncentracích (μg.l–1 – ng.l–1). Před vlastní analý-
zou je třeba analyty extrahovat z matrice a zakoncentrovat (Scarlata 
a Ebeler, 1999). Výběr vhodné metody přípravy vzorku pak výrazně 
ovlivňuje rychlost, spolehlivost a přesnost analýzy. 

DOI: 10.18832/kp201714

Optimalizace stanovení obsahu dimethylsulfi du v mladině a pivu

Optimization of Determination of Dimethyl Sulfi de in Wort and Beer
Zdeněk SVOBODA, Renata MIKULÍKOVÁ, Sylvie BĚLÁKOVÁ, Karolína BENEŠOVÁ 
Výzkumný ústav pivovarský a sladařský, a.s., Sladařský ústav Brno, Mostecká 7, 614 00 Brno
Research Institute of Brewing and Malting, Plc, Malting Institute, Mostecká 7, 614 00 Brno, Czech Republic 
e-mail: svoboda@beerresearch.cz

Recenzovaný článek / Reviewed Paper

Svoboda, Z., Mikulíková, R., Běláková, S., Benešová, K., 2017: Optimalizace stanovení obsahu dimethylsulfi du v mladině a pivu. 
Kvasny Prum. 63(3): 121–125

Sirné sloučeny přítomné v ječmeni, sladu a pivu jsou většinou netěkavé látky (aminokyseliny, bílkoviny, anorganické sírany), ze kte-
rých mohou za určitých podmínek vznikat těkavé senzoricky aktivní látky. Přítomnost těchto látek v pivu může negativně ovlivnit jeho 
organoleptické vlastnosti. Jednou z nejsledovanějších těkavých sirných sloučenin v pivu je dimethylsulfi d (DMS), proto je nutné mít 
vhodnou analytickou metodu ke sledování jeho obsahu.

Ke stanovení obsahu DMS v mladině a pivu byla optimalizována a validována metoda statické headspace ve spojení s plynovou chro-
matografi í s plamenovým fotometrickým detektorem (HS-GC-FPD). Optimální výtěžnost HS extrakce byla dosažena po 30 minutách při 
teplotě 50 °C. Obsahy DMS v analyzovaných mladinách se pohybovaly od 9,6 do 59,6 μg.l-1, v pivech od 6,1 do 34,9 μg.l-1. 

Svoboda, Z., Mikulíková, R., Běláková, S., Benešová, K., 2017: Optimization of determination of dimethyl sulfi de in wort and beer. 
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Sulphur compounds present in barley, malt and beer are mostly non-volatile substances (amino acids, proteins, inorganic sulphates) 
from which volatile sensory active substances can be produced under certain conditions. The presence of these substances in beer 
can adversely affect its organoleptic properties. Dimethyl sulfi de (DMS) is one of the most studied volatile sulphur compounds in beer; 
therefore a suitable analytical method for monitoring DMS content is necessary.

The static headspace method coupled to gas chromatography with fl ame photometric detector (HS-GC-FPD) used for the determina-
tion of DMS content in wort and beer was optimized and validated. Optimal yield of HS extraction was achieved after 30 minutes at 50 °C. 
DMS contents moved from 9.6 to 59.6 μg.l-1 in the analysed worts, from 6.1 to 34.9 μg.l-1 in beers.

Svoboda, Z., Mikulíková, R., Běláková, S., Benešová, K., 2017: Die Optimierung der Bestimmung des Gehalts an Dimethylsulfi d 
in der Würze und im Bier. Kvasny Prum. 63(3): 121–125

Die in der Gerste, im Malz und im Bier anwesende Schwefelverbindungen sind in der Regel nicht-fl üchtige Substanzen (Aminosäuren, 
Proteine, anorganische Sulfate), aus deren unter bestimmten Bedingungen ein fl üchtiger sensorischer Wirkstoff entstehen kann. Die 
Anwesenheit dieser Stoffe im Bier kann seine organoleptische Eigenschaften negativ beeinfl ussen. Zu den meist beachteten fl üchtigen 
Schwefelverbindungen gehört Dimethylsulfi d (DMS), daher ist notwendig, ein geeignetes analytisches Verfahren zu haben, um seinen 
Inhalt überwachen zu können. Zur Bestimmung des Gehalts an DMS in der Würze und im Bier wurde eine Methode der statischen Head-
space – Technik mit Gaschromatographie  mit fl ammenphotometrischem Detektor (HS-GC-FPD) optimiert und validiert. Sie optimale 
Ausbeute an HS Extraktion wurde bei der Temperatur 50 °C nach 30 Minuten erreicht. Der Gehalt an DMS in den analysierten Würzen 
lag im Bereich von 9,6 bis 59,6 μg.l-1, im Bier von 6,1 bis 34,9 μg.l-1.
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 ■ 1 INTRODUCTION

Recently, worldwide as well as in the Czech Republic, increased at-
tention has been devoted to sensorially active substances that affect 
beer quality. Quality of brewing materials, hopped and unhopped wort 
production technology, fermentation technology and beer maturation 
contribute to the beer organoleptic characters and analytical composi-
tion (Landaud et al., 2008; Basařová et al., 2010). Among sensorially 
active substances affecting beer quality, heterocyclic and sulphur com-
pounds, some of them with high sensorial activity even at extremely low 
concentrations, play a role (Miracle et al., 2005; Basařová et al., 2015).

Dimethyl sulfi de (DMS) has recently been the most studied sul-
phur compound that signifi cantly affects sensorial properties of beer. 
Its content moves in the range of units to hundreds of μg.l–1 depend-
ing on a beer type, technology used and raw materials, namely malt. 
Opinions about the threshold dimethyl sulphide concentration differ 
but the value about 50 μg.l–1 is mostly considered a limit (Basařová et 
al., 2010). As at lower concentrations, DMS is an aromatic compo-
nent of lager beers, its certain concentration is necessary or even 
desirable. The characteristic smell of dimethyl sulfi de is given after 
cooked vegetables (cabbage).

Direct analysis of sensory active sulphur substances is possible 
only seldom as they are found in analyzed matrices (malt, beer) at 
very low concentrations (μg.l-1 – ng.l-1). Prior to the analysis, analytes 
need to be extracted from the matrix and concentrated. (Scarlata, 
Ebeler, 1999). The selection of an appropriate method for the sam-
ple preparation then greatly infl uences the speed, reliability and ac-
curacy of the analysis. 
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Těkavé látky lze z kapalných vzorků izolovat šetrnou extrakcí ply-
nem, tedy s využitím tzv. headspace techniky (HS). Podstatou těchto 
metod je analýza plynné fáze, která byla v kontaktu s extrahovaným 
materiálem, v ideálním případě až do ustavení rovnovážné distribu-
ce těkavých látek mezi plynnou a kondenzovanou (kapalnou) fází, 
která je popsána distribuční konstantou jednotlivých složek v dané 
soustavě (Kolb, 1999).

Rozlišují se dva způsoby uspořádání headspace analýzy:
a) Statická headspace 
V tomto uspořádání se analyzuje vzorek plynu odebraný z prosto-

ru nad kondenzovanou fází ve statickém uzavřeném systému. 
b) Dynamická headspace
Kondenzovaná fáze se kontinuálně extrahuje proudem inertního 

plynu (tzv. stripování), z něhož jsou vynášené páry těkavých látek 
vhodným způsobem zachycovány.

K separaci sirných těkavých látek bývá nejčastěji využívána plyno-
vá chromatografi e ve spojení se selektivními detektory (Xiao et al., 
2005; Hill a Smith, 2000). Selektivní detektory jsou obzvláště výhod-
né při analýzách rozmanitých sirných látek ve složitých matricích. 
Tyto detektory mohou redukovat časově náročné čištění vzorků, kte-
ré může být příčinou znečištění vzorků dalšími kontaminanty, nebo 
dokonce ztráty stanovovaných analytů.

Stále nejvíce používaným detektorem pro analýzu sirných látek je 
plamenový fotometrický detektor (FPD). Tento detektor sice vykazu-
je nelineární (exponenciální) odezvu na sirné látky v závislosti na je-
jich koncentraci, ale je poměrně levný, robustní a postačující pro 
mnoho aplikací (Wardencki, 1998; Mestres et al., 1997).

Alternativou k plamenově fotometrickému detektoru je pulzní pla-
menově fotometrický detektor (PFPD). Detektor využívá zdroje plynu 
plamene v dávkování tak, aby plamen nebyl trvalý. Pulzní zapalová-
ní je viditelné a plamen sám zhasíná. Tento cyklus se opakuje 2–4 
krát za sekundu. Selektivita je zabezpečena vhodným fi ltrem a časo-
vou dimenzí (Hill a Smith, 2000).

Další možností je sirný chemiluminiscenční detektor (SCD). Nejno-
vější aplikace metod založených na detekci tímto detektorem dokazu-
jí, že jeho nízký detekční limit, stabilita a lineární odezva pro sirné látky 
jsou důvodem, proč je tento detektor doporučován pro analýzu extré-
mě složitých matric (Wardencki, 1998; Miracle et al., 2005).

V posledních letech se začal pro stanovení sirných látek využívat 
atomový emisní detektor (AED). V AED vstupuje plyn z chromato-
grafi cké kolony do plazmové hlavice, atomizuje se a emituje záření. 
To se po rozkladu mřížkou analyzuje diodovým polem a určí se ob-
sahy prvků. Tento detektor se používá k posouzení elementárního 
složení látek (Wardencki, 1998).

Kombinace plynové chromatografi e s hmotnostní spektrometrií je 
vhodné při identifi kaci těkavých sirných látek v různých matricích 
(Wardencki, 1998). K separaci těkavých sirných látek metodou ply-
nové chromatografi e se používají kolony s polární stacionární fází 
polyethylenglykolu nebo s mírně polární fází 5 % – fenyl-95 % – di-
methylpolysiloxanu.

 ■ 2 MATERIÁL A METODY

Ke stanovení obsahu volného DMS ve vzorcích mladiny a piva 
byla použita optimalizovaná metoda headspace (HS) v kombinaci 
s plynovou chromatografi í s plamenově fotometrickým detektorem. 
Pro HS extrakci byla optimalizována teplota a doba extrakce.

2.1 Použité chemikálie a přístroje
Standardy: (dimethylsulfi d, ethylmethylsulfi d), ethanol.
Pro stanovení obsahu DMS ve vzorcích mladiny a piva byl použit 

plynový chromatograf Trace GC Ultra s FPD detektorem. Separace 
byla provedena na kapilární koloně GS-Gaspro (60 m x 0,32 mm), 
nosným plynem bylo helium.

2.2 Optimalizace doby headspace extrakce
Při optimalizaci doby HS extrakce DMS z analyzovaného vzorku 

byly výtěžnosti extrakce testovány v čase 10 až 50 minut v desetimi-
nutových intervalech při teplotě 40 °C. Jako optimální čas byla vy-
brána doba extrakce 30 minut.

2.3 Optimalizace teploty headspace extrakce
Při optimalizaci teploty HS extrakce DMS z analyzovaného vzorku 

byly výtěžnosti extrakce testovány při teplotách 30 až 70 °C v dese-
tistupňových intervalech při optimalizované době extrakce (30 min). 
Jako optimální teplota HS extrakce DMS ze vzorku byla vybrána tep-
lota 50 °C. 

The volatile components from the liquid samples can be isolated 
by extraction with gas, i.e. using the so-called headspace technique 
(HS). These methods are based on the analysis of the gas phase 
that was in contact with the extracted material, ideally until the equi-
librium distribution of the volatile substances between the gaseous 
and the condensed (liquid) phases was reached, as described by the 
distribution constant of the individual components in the given sys-
tem (Kolb, 1999).

Two set-ups of the headspace analysis are used:
c) Static headspace 
In this system set-up, the analyzed sample of gas is taken from the 

space above the condensed phase in the static close space. 
d) Dynamic headspace
The condensed phase is continuously extracted with a stream of 

inert gas (so-called stripping) from which volatile vapours are 
trapped.

Gas chromatography coupled with selective detectors is most fre-
quently used for the separation of sulphur volatile substances (Xiao 
et al., 2005; Hill and Smith, 2000). The selective detectors are name-
ly suitable for the analyses of various sulphur substances in complex 
matrixes. These detectors can reduce time-consuming cleaning of 
samples that may cause contamination of samples by other contam-
inants, or even loss of the analytes determined.

The fl ame photometric detector (FPD) is still the most widely used 
detector for sulphur analysis. Although this detector exhibits a non-
linear (exponential) response to sulphuric substances depending on 
their concentrations, it is relatively inexpensive, robust and suffi cient 
for many applications (Wardencki, 1998; Mestres et al., 1997).

The pulsed fl ame photometric detector (PFPD) is an alternative to 
the fl ame photometric detector. The detector uses fl ame gas sources 
in the dosage so that the fl ame is not sustained. Pulse ignition is vis-
ible and the fl ame itself goes out. This cycle is repeated 2-4 times per 
second. Selectivity is ensured by an appropriate fi lter and time di-
mensionality. (Hill and Smith, 2000).

Another option is a sulphur chemiluminescence detector (SCD). 
The latest application of methods based on the detection with this 
detector proves that its low limit of detection, stability and linear re-
sponse for sulphuric substances are the reason why this detector is 
recommended for analyzing extremely complex matrices (War-
dencki, 1998; Miracle et al., 2005).

Recently the atomic emission detector (AED) has been used for 
the determination of sulphuric substances. In AED, the gas from the 
chromatographic column enters the plasma head, atomizes and 
emits radiation. This radiation is analyzed by the grid and the diode 
array and the contents of the elements are determined. This detector 
is used to assess the elemental composition of substances (War-
dencki, 1998).

Combination of gas chromatography with mass spectrometry is 
useful for the identifi cation of volatile sulphur compounds in various 
matrices (Wardencki, 1998). The separation of volatile sulphur com-
pounds by gas chromatography uses columns with a polar stationary 
phase of polyethylene glycol or a slightly polar phase of 5% -phe-
nyl-95% -dimethylpolysiloxane.

 ■ 2 MATERIAL AND METHODS

The optimized headspace (HS) method coupled with gas chroma-
tography with the fl ame photometric detector was used for the deter-
mination of free DMS content in wort and beer samples. For the HS 
extraction, the temperature and extraction time were optimized.

2.1 Chemicals and instrumentation 
Standards (dimethyl sulfi de, ethyl methyl sulfi de), ethanol.
Trace GC Ultra gas chromatograph with FPD detector was used 

for the determination of DMS content in wort and beer samples. Sep-
aration was performed on the capillary column GS-Gaspro (60 m x 
0.32 mm), carrier gas was helium.

2.2 Optimization of headspace extraction time
For the optimization of the HS extraction time of DMS from the 

analyzed sample, extraction yields were tested at 40 °C at 10 to 50 
minutes at ten minute intervals. The extraction time at 30 minutes 
was selected as the optimal time.

2.3 Optimization of headspace extraction temperature
For the optimization of the HS extraction temperature of DMS from 

the analyzed sample, extraction yields were tested at temperatures 
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2.4 Příprava vzorku pro headspace analýzu
Do 10 ml vialky bylo odměřeno 0,5 ml ethanolu, zazátkovaná vial-

ka byla 15 min vychlazena na teplotu 5 °C. Do připravené vychlaze-
né vialky bylo napipetováno 5 ± 0,1 ml vychlazeného vzorku mladiny 
(piva), přidáno 2 ml roztoku vnitřního standardu EMS a vialka byla 
uzavřena víčkem se septem. Takto připravený vzorek byl použit pro 
headspace extrakci za optimálních podmínek (50 °C, 30 min). 

2.5 Instrumentace a chromatografi cké stanovení
Vlastní stanovení DMS bylo prováděno na plynovém chromato-

grafu Trace Ultra s FPD detektorem, identifi kace byla provedena 
na plynovém chromatografu Trace Ultra s MSD detektorem. K sepa-
raci byla použita kapilární kolona GS-Gaspro (60 m x 0,32 mm) s ná-
sledujícím teplotním programem: počáteční teplota 40 °C po dobu 
1 min, nárůst teploty 4 °C.min-1 do 240 °C, doba setrvání 15 min. 
Konstantní průtok nosného plynu He 1,5 ml.min–1. Teplota FPD de-
tektoru 180 °C, průtok vzduchu 105 ml.min–1, průtok vodíku 90 ml.
min–1, průtok dusíku (make-up) 20 ml.min–1.

Identifi kace analyzovaného DMS byla provedena na základě po-
rovnání retenčních časů se standardem (obr. 1), kvantifi kace byla 
provedena pomocí kalibrační křivky (obr. 2).

2.6 Validace metody
Byly stanoveny následující validační parametry: kalibrační závis-

lost, kombinovaná standardní nejistota mez stanovení.
Kalibrační závislost koncentrace DMS na odezvě FPD detektoru 

byla exponenciální. Po analýze kalibračních roztoků standardu DMS 
v koncentračním rozmezí od 6,7 do 118,5 μg.l-1 byla sestrojena kali-
brační křivka. Na obr. 2 je znázorněna kalibrační křivka s regresní 
rovnicí a hodnotou spolehlivosti.

Kombinovaná standardní nejistota metody byla vypočítána z opa-
kovatelnosti měření obsahu DMS v analyzovaných vzorcích. Počet 
opakování pro výpočet nejistoty bylo 10 pro mladinu i pivo. Kombino-
vaná standardní nejistota metody byla 5,9 %.

Mez stanovení je nejnižší koncentrace analytu, kterou lze s defi no-
vanou přesností kvantitativně stanovit. Je to mez, kdy analyt vyvolá 
odezvu měřicího přístroje (S) větší než je desetinásobek úrovně 
šumu pozadí (N), tedy S/N = 10. Mez stanovení obsahu DMS v ana-
lyzovaných vzorcích mladiny a piva byla stanovena výpočtem z chro-
matogramu a její hodnota byla 3,5 μg.l-1.

30 to 70 °C in ten-minute intervals at the optimized extraction time 
(30 min). The temperature of 50 °C was selected as the optimal tem-
perature of HS extraction of DMS from the sample. 

2.4 Sample preparation for headspace analysis
0.5 ml of ethanol was transferred to a vial (10 ml), the capped vial 

was cooled to 5 ° C for 15 minutes. 5 ± 0.1 ml of the chilled wort 
sample (beer) was pipetted into the prepared chilled vial, 2 ml of the 
internal EMS standard solution was added, and the vial was septum-
capped. The prepared sample was used for headspace extraction 
under the optimum conditions (50 °C, 30 min).  

2.5 Instrumentation and chromatographic determination
DMS was determined using the gas chromatograph Trace Ultra 

with a FPD detector, the identifi cation was carried out using the gas 
chromatograph Trace Ultra with a MSD detector. The separation was 
conducted with a capillary column GS-Gaspro (60 m x 0,32 mm) with 
the following thermal programme: initial temperature 40 °C for 1 min, 
increase in temperature 4 °C.min-1 t 240 °C, maintained for 15 min. 
Constant fl ow of the carrier gas He 1.5 ml·min–1. The FPD detector 
temperature 180 °C, air fl ow 105 ml.min–1, hydrogen fl ow 90 ml.min–1, 
nitrogen fl ow (make-up) 20 ml.min–1.

The identifi cation of the analyzed DMS was conducted based on 
the comparison of retention times with standard (Fig. 1), quantifi ca-
tion was performed using the calibration curve (Fig. 2).

2.6 The method validation
The following validation parameters were determined: calibration 

dependence, combined standard uncertainty, limit of quantifi cation.
The calibration dependence of the DMS concentration on the FPD 

detector response was exponential. After analyses of the DMS cali-
bration solution standards at the concentration range from 6.7 to 
118.5 μg.l-1, the calibration curve was constructed. Fig. 2 shows 
a calibration curve with a regression equation and confi dence value.

The combined standard uncertainty of the method was calculated 
from the repeatability of the DMS content measurement in the ana-
lyzed samples. The number of iterations to calculate the uncertainty 
was 10 for both wort and beer. The combined standard uncertainty 
of the method was 5.9%.

The limit of quantifi cation is the lowest concentration of the analyte 
that can be quantifi ed with the defi ned precision. This is the limit at 
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Obr. 1 Chromatogram analyzovaného vzorku mladiny (koncentrace DMS 59,6 μg.l-1) – DMS (RT 15.75 min), EMS (RT 18.23 min) / Fig. 1 
Chromatogram of the analyzed hopped wort sample (concentration of DMS 59,6 μg.l-1) – DMS (RT 15.75 min), EMS (RT 18.23 min)
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 ■ 3 VÝSLEDKY A DISKUSE

Optimalizovaná metoda HS extrakce ve spojení s plynovou chro-
matografi í s FPD detektorem byla validována. Mez stanovení volné-
ho DMS ve vzorcích mladiny a piva byla 3,5 μg.l-1, kombinovaná 
standardní nejistota 5,9 %, R2=0,9998. 

Výtěžnost HS extrakce v závislosti na době extrakce byla testová-
na v 10minutových intervalech od 10 do 50 min. Testovací teplota 
byla zvolena 40 °C, což je teplota bodu varu DMS. Z grafi cké závis-
losti je patrné, že do 20 min dochází k prudkému nárůstu výtěžnosti, 
v době od 20 do 30 min je nárůst extrakce pozvolnější. Od 30 min 
dochází k ustálení extrakce. Z těchto závislostí vyplývá, že nejopti-
málnější doba extrakce je 30 min. Na obr. 3 je znázorněna závislost 
ploch píků DMS / EMS na době HS extrakce.

Výtěžnost HS extrakce v závislosti na teplotě extrakce byla testo-
vána po 10 °C od 30 do 70 °C. Grafi cká závislost ukazuje strmý ná-
růst výtěžnosti od 30 do 50 °C, při teplotách nad 50 °C dochází k mír-
nému poklesu. Nejvyšší výtěžnost HS extrakce byla při 50 °C a tato 
teplota byla zvolena jako optimální. Na obr. 4 je znázorněna závislost 
ploch píků DMS / EMS na teplotě HS extrakce.

Optimalizovanou extrakční metodou HS ve spojení s plynovou 
chromatografi í s FPD detektorem bylo analyzováno 80 vzorků mla-
din a 25 vzorků piv. Obsahy DMS v analyzovaných mladinách se 
pohybovaly od 9,6 do 59,6 μg.l-1, v pivech od 6,1 do 34,9 μg.l-1.

 ■ 4 ZÁVĚR

Z výsledků optimalizace a validace metody vyplývá, že metoda HS 
v kombinaci s plynovou chromatografi í s plamenově fotometrickým 
detektorem je vhodná pro stanovení obsahu volného DMS v mladině 
a pivu.
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 ■ 4 CONCLUSION

The results of the optimization and validation of the method show 
that the HS method in combination with gas chromatography with 
a fl ame photometric detector is suitable for the determination of free 
DMS content in wort and beer. 
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