Monitorovani cizorodych latek v zZivotnim prostredi XVIII. (Ovéarna pod Pradédem, 30. 3. — 1. 4.
2016), Sbornik prispévkii ze semindre (J. Fischer, J. Kellner, K. Vytras, eds.), str. 5 — 13.
© Univerzita Pardubice, Pardubice 2016; ISBN 978-80-7560-005-9.

ANALYZA BIOLOGICKY AKTIVNICH SLOUCENIN VE
SLADECH JECNEHO A PSENICNEHO PUVODU

Karolina Adamkova, Martin Adam a Karel Ventura

Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technologickd, Univerzita Pardubice,
Studentska 573, 532 10 Pardubice

Abstract

This study deals with the brewer’s malts, their aromaprofiles and their mutual comparison
based on the contents of aromatic substances. It is focused on the headspace solid phase
microextraction method (HS-SPME) as a suitable procedure for the volatile compounds isolation from
brewer’s malts and their subsequent separation and detection by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS) method. The practical part deals with the optimization of the whole
process including both the extraction and the separation/detection conditions. HS-SPME approach
based on the combination of two sorption temperatures provides a sufficient response to larger amount
of volatile substances in malt samples, where more volatile components were detected together with
less volatile substances. HS-SPME sampling efficiency was significantly affected, except extraction
temperature (combination of temperatures), just by extraction time, temperature of incubation and pH
adjustment. Their significance was determined using Plackett-Burman proposal design of experiment
and optimal values were evaluated on the basis of central composite design (CCD). Optimal
experimental conditions were as follows: 3 g of crushed malt sample was placed into glass vial and 5
mL of sulfuric acid solution at pH 2.5 was added. The suspension was incubated in a hot-air oven at
90 °C for 15 min. Thereafter the sample was put into a water bath where HS-SPME procedure in
combination of two extraction temperatures (90 and 10 °C) for total time 40 min was realised. The
desorption of analytes from the fiber was carried out in the injection port of gas chromatograph at 250
°C for 1 min. Based on the obtained aromaprofiles all tested malt samples were compared in terms of
their origin and production way.

Souhrn

Cilem této prace byla aplikace metody mikroextrakce tuhou fazi z headspace prostoru (HS-
SPME) pro analyzu aromaprofilu u riznych druhii sladli a obilnin. Optimalizace podminek extrakce
byla vyhodnocena ze dvou hledisek, a to s ohledem na velikost odezvy pro 10 vybranych sloucenin a
na celkovy pocet detekovanych pikd. Cela optimalizace méla dvoustupiiové provedeni. Nejprve byly
Plackett-Burmanova navrhu experimentu vyhodnoceny statisticky vyznamné faktory a tyto byly
nasledné detailnéji optimalizovany dle principi Centradln€¢ kompozitniho pldnu (CCD). V ramci
optimalizace byla déale zkoumana moznost vyuziti kombinace dvou extrakénich teplot s cilem
identifikovat maximalni mnozstvi slou¢enin podilejicich se na celkovém aromaprofilu. Jako vhodné
byly vyhodnoceny tyto parametry: uprava pH na hodnotu 2,5, doba extrakce 40 min, extrakéni teplota
90 a 10 °C (20 + 20 min) a teplota inkubace 90 °C. Hodnoty zbylych méné vyznamnych faktor byly
voleny na zaklad¢ zkuSenosti z pfedchozich méfeni (objem kapalné faze 5 ml, tfepani 5 s, doba
inkubace 15 min, bez Gpravy iontové sily, doba desorpce 1 min pii 250 °C a navazka 3 g vzorku. Za
uvedenych podminek byly analyzovany 2 druhy slad ze dvou lokalit a zaroven i vzorky stejného
druhu i plivodu, ovSem rtizného stafi.



1. Uved

Slad patii spolecné s vodou, chmelem a pivovarskymi kvasinkami mezi zakladni
suroviny pro vyrobu piva. Vyrabi se ve sladovnach humnovych nebo modernéjsich
skiinovych. V obou ptipadech je princip vyroby stejny. Urcitd obilnina se mac¢i do riznych
tzv. stupiti domoceni, pak se nechava kli¢it. Nasleduji teplotni upravy, kterym se fika
hvozdéni.

V Ceské republice, jakozto pivovarské zemi specializujici se zejména na tradi¢ni svétlé
lezéky plzenského typu, se vyrabi slady prfedevSim jecné, pSenicnych se vyrabi daleko méng.
Tyto slady se 1isi nejen stavbou zrna a technologii zpracovani pro sladafské a pivovarské
ucely, ale bezpochyby i1 svymi senzorickymi vlastnostmi [1].

Sestaveni celkového aromaprofilu znamena identifikovat co nejvétsi mnozstvi latek po
jejich ptedchozi izolaci a zakoncentrovani. Jako vhodna metoda byla vybrana mikroextrakce
tuhou fazi z ,headspace” prostoru (HS-SPME). Jedna se o zplsob extrakce bez pouziti
rozpoustédel. Zakladnim principem je rozdéleni analytu mezi vzorek v tuhé nebo kapalné fazi
a stacionarni fazi pokryvajici kiemenné vlakno, které je umisténo v prostoru nad vzorkem [2].
Schéma tohoto extrakéniho procesu viz obr. 1. Organické analyty ptechazeji pti extrakci do
extrak¢éni faze na vlakné€, odkud jsou nésledné tepelné desorbovany v nastfikovém prostoru

plynového chromatografu nebo pomoci rozpoustédla v SPME-HPLC adaptéru.

Extrakéni krok pro HS-SPME
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Obrazek 1: Proces mikroextrakce tuhou fazi z headspace prostoru [3]
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2. Experimentalni Cast

Pro celou analyzu bylo zvoleno SPME vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Ke kazdému méfeni byly do sklenéné nadobky o objemu 20 ml
navdzeny 3 g Cerstvé rozdrcené¢ho sladu. Vzorky jecnych a psSeni¢nych sladii poskytla

humnova sladovna v Zahlinicich na Kroméfizsku a nachodsky pivovar Primétor, ktery jecné
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slady nakupuje ve sladovnach Nymburk a Hodonice, pSeni¢ny slad pak odebira ze sladovny
v Litovli. Dale bylo pfidano 5 ml vodného roztoku kyseliny sirové (96% p.a., Lach-Ner,
Neratovice, CR), jehoz pH bylo 2,5. Promichanim na tfepacce (Yellow line TTS 2; 2500 ot. /
min) byla v lahvi¢ce vytvoiena suspenze, ktera byla podrobena inkubaci pii 90 °C po dobu
15 min v horkovzdu$né susarn¢ (Memmert UM 300, Schwabach, Némecko). Po piemisténi do
termostatu na bazi vodni 1azné (Julabo 5, Seelbach, Némecko) byla provedena extrakce pti
teploté¢ 90 °C po dobu 20 min a nasledné¢ ve druhé vodni lazni (Julabo F12, Seelbach,
Némecko) o teploté 10 °C probihala druha ¢ast extrakce po dobu dalSich 20 minut. Po celou
dobu extrakce bylo SPME vlakno umisténo cca 1 c¢cm nad suspenzi vzorku. Po skonceni
extrakce nasledovala desorpce v nastiikovém prostoru GC-MS piistroje pii 250 °C po dobu
1 minuty. Nakonec bylo vlakno docisténo v Cistici stiikacek Hamilton Syringe Cleaner (Reno,
NV, USA).

Vsechny vzorky sladi byly analyzovany pomoci plynového chromatografu GC 17A
S hmotnostnim detektorem QP 5050A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Jako nosny plyn bylo
pouzito helium 5.0 s linedrni rychlosti 30 cm/s. Davkovani vzorku probihalo pfi splitovacim
poméru 1:6 nebo 1:3. Pro separaci byla pouZita kapilarni kolona DB-5MS (30 m; 0,25 mm,
0,25 pum film; J&W Scientific, Folsom, CA, USA). Teplotni program byl nasledujici: 35 °C
(2 min) a linearni nardst na 270 °C (6 °C/min).

Hmotnostni spektrometr pracoval v rezimu elektronové ionizace pii 70 eV v rozsahu
skenovani 40 — 400 m/z. Iontovy zdroj byl po celou dobu analyzy udrZzovéan pii teploté
250 °C. Takto byla ziskana MS data, jez byla porovnavana s knihovnami MS spekter NIST,
WILEY a FFNSC. Chromatograficka data, predevs§im retencni ¢asy, pak slouzila k vypoctim
linedrnich retencnich indexti ziskanych s pomoci homologické fady n-alkanti, které pak byly

srovnany s on-line databazemi NIST a VCF a s idaji v MS knihovnach.

3. Vysledky a diskuze

Pro Plackett-Burmantiv navrh experimentu bylo zvoleno celkem 11 faktort, jejichz
dolni (-1) a horni (+1) Grovné byly uspofadany do 12 experimentd (viz Tab. I a Tab. Il). Tii
experimenty s nejvétsim poctem detekovanych pikti byly vybrany pro opakované analyzy,
slouzici k vypoc¢tu smérodatné odchylky a urceni pravdépodobnosti vyskytu chyby, ktera je
pak srovnana s hladinou vyznamnosti (a, p = 0,05).

Pro statistické vyhodnoceni jednotlivych névrhG experimentu byl pouzit program
Statistica 12 (Dell Inc., Round Rock, TX, USA), kde byly z vysledkt sestaveny Paretovy

diagramy. Prvni Paretiv diagram (0br. 2) zobrazuje vyznamnost jednotlivych faktort



Tabulka I: Navrh jedenactifaktorového tridiciho experimentu dle Plackett-Burmana

Pokus A B C D E F G H I J K
1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
3 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
10 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Tabulka I1: Zvolené faktory a jejich trovené pro Plackett-Burmantiv navrh experimentu

Faktor -1 +1
A drceni NE ANO
B hmotnost vzorku 1lg 30
C ptidavek soli bez soli 30 g/100 ml
D uprava pH bez Gpravy pH piidavek H,SO, (pH 2,5)
E tiepani 0s 10s
F teplota inkubace 30°C 80 °C
G doba inkubace 5 min 20 min
H teplota extrakce 30°C 80 °C
I doba extrakce 5 min 30 min
J doba desorpce 155 1 min
K objem kapalné faze* 2ml 6 ml

* objem C + objem D

z hlediska poctu detekovanych latek. Mezi statisticky vyznamné faktory patii teplota extrakce,
doba extrakce, Uiprava pH a teplota inkubace. Ostatni faktory byly shledany jako ménég
vyznamné. Druhy Paretliv diagram (obr. 3) je zaméfen na hodnoceni vyznamnosti faktorQ
z hlediska celkové odezvové plochy. Je patrné, Ze vSechny faktory s vyjimkou tfepani se
objevily nad hladinou vyznamnosti. Ttidici experiment z hlediska vyhodnoceni celkové
plochy pikil je povazovan za nesmérodatny. Jediné co si Ize z tohohle tfidiciho experimentu
odnést je fakt, ze drceni pomérné zvysSuje odezvu analyzovanych latek. Spole¢né s teplotou

extrakce, dobou extrakce, upravou pH a teplotou inkubace, bylo i drceni zafazeno mezi

vyznamné faktory, které byly dale optimalizovany pomoci CCD plénu.

Na zékladé CCD navrhu byly vyhodnoceny pfislusné odezvové plochy, které
pfedstavovaly vzdjemnou interakci jednotlivych faktord a generovaly vhodnost pro 10

sledovanych sloucenin. Z téchto ploch byly odvozeny tzv. vhodnostni profily. I zde bylo
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Obrazek 2: Paretiiv diagram s vyznacenou hladinou vyznamnosti (p = 0,05) pro celk. pocet latek

0 D o
(H) Teplota extrakce _39,53'
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(K) Obje'm kapalné |_1013?
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(D) Doba extrakce 5,32
(E) Tiepéni | [{2.41
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Standardiz ovany odhad efektn (absolut. hodn )

Obrazek 3: Paretv diagram s vyznacenou hladinou vyznamnosti (p = 0,05) pro celk. plochu

Tabulka IV. Optimalni podminky jako vysledek hodnoceni CCD planu experimentu

Optimalni podminky pro Uprava pH Teplota extrakce Doba extrakce Teplota inkubace

odezvu 10 vybranych 2 70 °C 40 min 30 °C
sloucenin

detekci co nejvétsiho poctu 4 90 °C 30 min 90 °C
pikt

kompromis mezi po¢tem 2,5 90 °C 40 min 90 °C

pikt a celkovou plochou




nutné najit v hodnotach faktort urcity kompromis pro ziskani co nejvétSiho poctu pika, ale
zaroven o adekvatni odezvé (viz Tab. IV).

Nakonec byla k optimalizaci zafazena jesté kombinace dvou extrakénich teplot, jelikoz
optimalizaci zvolend teplota 90 °C je teplotou relativné vysokou, coz neni vhodné pro
tékavejsi latky, které by se jejim vlivem mohly desorbovat z vldkna zpét do headspace
prostoru. Byla tedy zafazena druhd extrakéni teplota, a sice 10 °C. Jelikoz se jedna o
kombinaci dvou teplot v jednom extrakénim kroku, musi byt striktné dodrzeno jejich poradi.
Nejprve musi extrakce prob&hnout pii teploté vyssi, kdy jsou sorbovany latky méné tékave,
poté nasleduje zarazeni teploty nizsi, kdy dochazi k extrakci latek te€kavéjsich.

Otazkou pak ziistalo, jak mezi tyto dvé extrakéni teploty rozdélit jiz optimalizovanou
dobu extrakce 40 minut. Po sérii pokust vysla jako nejvhodnéjsi varianta rozdéleni extrak¢éni
doby piesné na piil, tedy 20 a 20 min.

Na zékladé optimalizace byly nastaveny podminky experimentu a proméfeny vSechny
vzorky sladt. Pocéty detekovanych a identifikovanych sloucenin u jednotlivych vzorki jsou
uvedeny v Tab. V.

Pfi porovnani chromatogrami sladli rizného druhu (viz. obr. 4), pak jecny a pSenicny
slad (Zahlinice) se shodovaly ve 33 slouceninach, je¢ny slad pak obsahoval 11 jinych
sloucenin a pSeni¢ny se od n¢&j lisil 15 slouceninami (viz Tab VL.).

Pfi porovnani sladi stejného druhu vyrobenych jinou sladaiskou technikou bylo
zjisténo, Ze slad humnovy jecny (Zéhlinice) se se skiilovym sladem (Primator) shodoval ve
29 slouceninach. Oba slady pak obsahovaly po 15 jinych slou¢eninach (viz Tab. VII).

Déle byly srovnany slady rizného stafi: Zahlinické slady ze tfi obdobi (podzim 2013,
1éto 2014, jaro 2015). V tabulce VIII. je uveden piehled o ubytku detekovanych a
identifikovanych latek napfi¢ témito tfemi obdobimi. Je patrné, Ze k Ubytku t€kavych latek
béhem starnuti vzorkidl opravdu dochdzi, u je¢ného sladu ovSem v mensi mife, oproti sladu

pSeni¢nému.

Tabulka V. Poéty detekovanych a identifikovanych latek u realnych vzorkt slada

Druh sladu Pocet detekovanych latek Pocet identifikovanych latek
Je¢ny slad - pivovar Primator 51 44
PSenicny slad - pivovar Primator 57 41
Je¢ny slad - sladovna v Zahlinicich 63 44
Psenicny slad - sladovna v Zahlinicich 82 48
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Obrazek 4 B Chromatogram sladu pSeni¢ného dodaného humnovou sladovnou v Zahlinicich

Tabulka VI. Rozdily v aromaprofilu je¢ného a pSeni¢ného sladu ze sladovny v Zahlinicich

Cislo Latky pouze ve sladu je¢ném Cislo Latky pouze ve sladu pSeni¢ném
piku piku
7 Thioethanol 1 Ethanol
14 n-Hexyl methanoat 5 Vinyl acetat
22 Dec-1-in 10 Acetoin
34 (E)-Dec-2-en-1-al 13 Butan-2,3-diol
41 Undec-2-en-1-ol 17 Heptan-2-on
49 Tridekan-1-al 23 6-Methylhept-5-en-2-on
56 Dodekan-1,12-diol 27 2-Ethylhexan-1-ol
57 1-Methylpropyl ester dodekanové kyseliny 34 n-Pentyl butanoat
59 6,10,14-Trimethylpentadekan-2-on 43 Dec-3-en-2-on
62 Ethyl ester n-hexadekanové kyseliny 45 n-Dekan-1-ol
63 9-Hexylheptadekan 46 Undekan-2-on
47 Undec-10-en-1-al
54 Oktan-1,8-diol
65 n-Dodekan-1-ol
78 Oktadekan
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Tabulka VII. Rozdily v aromaprofilu sladt je¢nych vyrobenych riiznou technologii na dvou riiznych

mistech

Latky pouze ve sladu jecném (Zahlinice)

Latky pouze ve sladu jecném (Primator)

Thioethanol
n-Hexyl methanoat
Okt-1-en-3-ol
Dec-1-in
Nonan-1-ol
(E)-Dec-2-en-1-al
Undekan-1-al
Undeka-2,4-dien-1-al
Undec-2-en-1-ol
Dodekan-1-al
(E)-Dodec-2-en-1-al
Dodec-11-en-1-ol acetat
Dodekan-1,12-diol
1-Methylpropyl ester dodekanové kyseliny
9-Hexylheptadekan

Ethanol
Furfural
Heptan-2-on
4-Methyloktanova kyselina
(E,E)-Deka-2,4-dien-1-al
Dodekan-3-on
Dec-2-en-1-ol acetat
(E)-6,10-Dimethylundeka-5,9-dien-2-on
Tridekan-1-ol
Tetradekan-1-al
Methyl-dihydroepijasmonat
(E)-2-tetradecen-1-al
Pentadekan-1-al
n-Tetradekanova kyselina
Pentadekan-1-ol

Tabulka VIII. Srovnani vzorka sladt rizného stafi

Druh sladu jecny slad pSeni¢ny slad
Obdobi podzim 2013 1éto 2014  jaro 2015 | podzim 2013 1éto 2014  jaro 2015
Detekovanych 31 34 63 29 60 82
Identifikovanych 24 20 44 22 39 48

Posledni soucasti této prace bylo stejnym zpisobem zanalyzovat surové obilniny a
porovnat je s témi jiz sladovanymi. Jak jeény tak i pSeni¢ny slad jsou bohatsi na tékavejsi
slozky aroma oproti ptivodni suroviné (dimethylsulfid, kyselina octova, pentan-1-al, ...).

Nesladované obilniny pak obsahuji vEétSi mnozstvi méné tékavych aromatickych
sloucenin, jako jsou 2-pentylfuran a kyselina fenyloctova. Obé tyto slouceniny jsou

oznacovany za pivodce nepiijemného aroma.

4. Zavér

Byly zjiStény optimalni podminky extrakce tékavych latek sladu pro sestaveni
celkového aromaprofilu metodou HS-SPME. Pro optimalizaci bylo zvoleno 10 aromatickych
latek vyskytujicich se ve vSech druzich sladi. Uspofadani této metody se zavedenim
kombinace 2 extrak¢nich teplot zajistilo dostateCnou odezvu pro vétSi mnozstvi tékavych
latek ve vzorcich sladt. Takto bylo mozné tspésné detekovat jak latky tékavéjsi, tak 1 méné
tékavé. Krome extrakeni teploty ovliviiovaly HS-SPME i doba extrakce, teplota inkubace a
uprava pH. Jejich vyznamnost byla urcena z Plackett-Burmanova navrhu usporadani

experimentu a optimalni hodnoty byly nasledné vyhodnoceny na zakladé¢ CCD planu.

12



Za optimalizovanych podminek byly zméfeny vS§echny vzorky sladt i obilnin a nasledné
byly sestaveny jejich aromaprofily.

HS-SPME s kombinaci dvou sorp¢nich teplot se ukdzala byt jako velmi uc¢inna metoda
pro zakoncentrovani velkého poctu tékavéjSich 1 méné tékavych latek u analyzovanych
vzorku sladi a obilnin. Tato metoda spojena s GC-MS analyzou se projevila jako velmi
vhodna pro separaci a identifikaci t€kavych latek tvoficich aromaprofil sladu s moznosti
porovnani sladll je¢nych a pSeni¢nych, sladii vyrobenych riznou technologii, sladi rizného

stafi a také obilovin.
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