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Dolocanje vsebnosti 8-glukanov v sladici in pivu

Povzetek

S-glukani so polisaharidi, v katerih so glukozne molekule povezane z (1—3) in (1—4) S
glikozidnimi vezmi. Zaradi razlicnega tipa povezav in razvejanosti, lahko g-glukani varirajo
v topnosti, molekulski masi, terciarni strukturi in konformaciji. Vse te karakteristike imajo
vpliv na razlicne imunske efekte. Je¢menovi f-glukani so koncentriran vir vodotopnih
prehranskih vlaknin. Njihovi uéinki so povezani s povisanjem Viskoznosti v tankem
Crevesju. Zaradi viskoznosti se upocasni vsrkavanje hranil in posledi¢no se zmanjSa
glikemi¢ni indeks. Namen naSega eksperimentalnega dela je bil dolo¢anje pS-glukanov v
sladici in pivu s tekoc¢insko kromatografijo in fluorescentno detekcijo. Metodo smo tudi
optimirali in validirali s pomoc¢jo osnovnih parametrov, kot so to¢nost, natanénost,
obnovljivost, ponovljivost. LOD in LOQ nismo dolocevali, saj so vse koncentracije analita v

nasih vzorcih nad mejo dolocljivosti in so v naSem merilnem obmocju.

Ugotovili smo, da naSa umeritvena krivulja ni linearna temvec je krivulja drugega reda. R? je
0,9975, kar pomeni, da se krivulja zadovoljivo prilega naSim to¢kam umeritvene krivulje.
Meritve smo izvajali v koncentracijskem obmod¢ju od 25-300 mg/L. Standardne raztopine je
bilo potrebno dnevno pripraviti sveze, saj so se tekom tedna umeritvene krivulje standardnih
raztopin mocno spreminjale. V nekaterih primerih smo morali vzorce redciti v razmerju 1:9,
zaradi previsokega odziva detektorja. Iz posnetih kromatogramov smo od¢itali plos¢ine pod
kromatografskimi vrhovi in s pomo¢jo enacbe umeritvene krivulje izracunali koncentracijo
p-glukanov v pivu. Selektivnost metode smo potrdili s pomocjo specifi¢nih karakteristik

FLD detektorja, ki uporablja specifi¢ni valovni dolzini vzbuditve in emisije S-glukanov.

Kljuéne besede: S-glukani, validacija, calcofluor reagent, pivo, HPLC-FLD

UDK: 543.2:663.4(043.2)
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Determination of 8-glucan content in wort and beer

Abstract

[S-glucans are polysaccharides in which glucose molecules are linked with (1—3) and (1—4)
S glycosidic bonds. Due to different types of links and branching S-glucans may vary in
solubility, molecular weight, tertiary structure and conformation. All these characteristics
have an impact on different immune effects. Barley f-glucans are a concentrated source of
soluble dietary fiber. Their effects are associated with the generation of a greater viscosity in
the small intestine. This greater viscosity results in slower absorption of nutrients and
consequently reduces glycemic index. The purpose of our experimental work was the
determination of g-glucans in wort and beer by liquid chromatography and fluorescence
detection. The method was also validated with some basic parameters, such as precision,
accuracy, reproducibility, repeatability. We did not analyze LOD and LOQ because, all the
concentrations of analyte in the samples were well above the limit of quantification and

were, therefore, in our measuring range.

We found that our calibration curve is not linear but it is a curve of the second order. R? is
0.9975, which means that the curve satisfactorily fit our points of the calibration curve. The
measurements were carried out in the concentration range between 25 and 300 mg/L. The
standard solutions were prepared freshly each day due to the variation of the calibration
curve data in the course of the week. In some cases, we diluted samples in the ratio of 1:9
because the detector response was too. The surfaces of the recorded chromatographic peaks
were scanned, and the concentrations of g-glucans in the beer were calculated by the use of
calibration curve. We have confirmed the selectivity of the method due to the specific
characteristic of the FLD detector, which uses only specific wavelengths of excitation and

emission of p-glucans.

Key words: -glucans, validation, calcofluor reagent, beer, HPLC-FLD

UDK: 543.2:663.4(043.2)
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1 Uvod in opredelitev problema

Namen diplomskega dela je bil vpeljava in optimizacija metode za dolo¢anje S-glukanov v
sladici in pivu s tekocinsko kromatografijo in fluorescentno detekcijo. f-glukani imajo v

pivovarstvu izredni pomen, saj negativno vplivajo na viskoznost sladice in bistrost piva.

S-glukani  spadajo v skupino fiziolosko aktivnih komponent imenovanih bioloski
modifikatorji odziva (BRM) in predstavljajo visoko ohranjene strukturne komponente

celi¢nih sten v kvasu, glivah in morskih algah [1].

S-glukani so polisaharidi v obliki vlaken in glavni elementi vlaknin v Zitaricah, kot sta

je¢men in oves ter v kvasu in medicinskih glivah [2].

Sestavljeni so iz dolgih linearnih verig glukoznih enot med seboj povezanih z -vezmi.
Priblizno 70 % teh povezav je med atomoma C-1 in C-4 v blizini glukozilnih enot (f 1—4
vez, najdena v celulozi) in preostanek med C-1 in C-3 atomoma v blizini glukoze (B 1—3
vezi, katere ne najdemo v celulozi) [3]. Nacin povezave glukoznih enot je prikazan na sliki
1-1[4].

. CH,OH |
) _ O. O--1--
CH,OH OH
_ "“—)70 O--1---
OH m
OH
- -Nn
B-1,3 B-1,4

Slika 1-1: Molekula p-D-glukana z (1,3) — (1,4) vezmi iz jeCmena [4]

Vezi 1—3 spremenijo strukturo molekule f-glukana in jo naredijo manj urejeno, bolj topno

in bolj prebavljivo kot celulozo. V je¢menovi molekuli S-glukana je prisotnih 10 ali vec
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bliznjih 1—4 vezi. Ta celulozna obmocja prispevajo k netopnosti glukana. Delez relativno
netopnega f-glukana v celicnih stenah imenujemo hemiceluloza, katero enostavno

ekstrahiramo z vro¢o vodo in dobimo gumo [3].

Fizikalne lastnosti, kot so topnost v vodi in povzrocitev visoke viskoznosti v raztopini
prisotnega polisaharida, povzrocajo probleme pri filtriranju piva, sladice in pivine [5].
Povecana viskoznost ovira Crpanje in filtracijo zaradi Cesar je izkoristek manjsi, donos
ekstrakta nizji, prav tako stopnja filtracije kot tudi izgled zelatinoznih izlo¢kov v koncnem
pivu [6]. Problem filtracije v pivovarnah je bila konstantna tema raziskav ze v 60-ih letih
prej$njega stoletja [7].

V ovsu in jeémenu so B-glukani lokalizirani skozi Skrobne endosperme, medtem ko je pri
pSenici najvis$ja koncentracija ob aleuronski plasti z nekaj malega v preostalem Skrobnem
endospermu. Aleuronska plast je najznalilnejSe mesto za nastajanje encima v procesu
slajenja. Hemiceluloza je osnovni gradnik celi¢ne stene endosperma. Sestavljene so iz f-
glukana (80-90 %) in pentozana (10-20 %). Zaradi medsebojne povezave nerazgradljivih
ostankov B-glukoze se tvori gel, zaradi katerega je cepitev S-glukana otezena. Gel vpliva na
porast viskoznosti sladice in piva ter predstavlja problem pri filtraciji piva. V je¢menu in
kvasu imamo veliko razli¢nih encimov. Encimi razgradijo ovoj okrog Skrobnih zrn. Pod
vplivom f-glukanaze se S-glukan optimalno razgrajuje pri 45-50 °C. Razpade pri 60-65 °C
pod vplivom g-glukan-solubilaze, katera je zelo odporna na temperaturo. Pri temperaturi od
60-70 °C se pri¢ne razgradnja beljakovin do aminokislin, kratkih in dolgih peptidov,
medtem pa se ne more vec razgrajevati, ker so endo-f-glukanaze neaktivne Ze pri 52 do 55
°C. Zgodnje unicenje B-glukanaz, pomeni, da se ne ukvarjamo ve¢ s prostimi glukani. Tako
B-glukan, kateri ni razgrajen v procesu slajenja, predstavlja vzrok tezav v procesu varjenja
[8].

Nekaj encimov je zadolzenih za kompletno pretvorbo $kroba v glukozo, eden izmed njih je
p-amilaza. Je eksoencim, ki hidrolizira a 1—4 vezi, tako, da substrat pristopi iz
nereducirajocega konca in odreze dve enoti molekule glukoze (maltoza). p-amilaza je
prisotna v Skrobnem endospermu surovega je¢mena v neaktivni obliki. Toplotno je bolj
labilna od a-amilaze in se je vecina uni¢i po 30—45 min drozganja pri 65 °C [3]. a-amilaza,
katera nastaja med procesom drozganja, igra pomembno vlogo pri razgradnji je¢menovega
Skroba. Je pokazatelj celotnega razpada Skroba [9]. Topnost f-glukanov narasca skozi proces

slajenja, kjer p-glukani postanejo topni [10].
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Vsebnost je¢menovih B-glukanov zaznamo z merjenjem specifi¢ne vezave calcofluora (CF)
z p-glukani ali encimsko z uporabo g-glukanaze. CF selektivno veze B-glukane, kar omogoca
analizo nepreCiS€enih in surovih izvle¢kov. Prisotnost fS-glukanov povecuje fluorescentno

intenziteto CF in to uporabimo za identifikacijo in kvantifikacijo [11][12].

Zelo dobro so dokumentirane tudi zdravilne ucinkovine S-glukanov z visoko molekulsko
maso. Do vse veéjega poudarka prihaja na pomenu prehranskih vlaknin kot delu
uravnotezene prehrane. To velja tudi za topne vlaknine kot so g-glukani, za katere je bilo
pokazano, da imajo efekt na glikemic¢no in holestromi¢no naravo zivil. Za S-glukane splo§no
velja, da so zelo varni imunomodulatorji. Imunomodulator je snov, ki spodbuja obrambni
mehanizem organizma. fS-glukani povecajo naravno obrambo gostitelja proti nekaterim
bakterijam, kvasovkam, in patogenim virusom. Poleg tega so pomembni v profilaksiji pri
obsevanju [13].

V poskusu, da bi zmanjsali tezave, ki jih povzroc¢ajo f-glukani v pivovarstvu in zivalski
krmi, so bili sprejeti razli¢ni pristopi, vkljuéno z vzrejo jeémena z zmanj$animi vsebnostmi
te komponente, uporaba le dobro modificiranega slada in dodajanje encimov, ki delujejo na
je¢menov f-glukan. Nobena od teh metod ni bila sprejeta za standardno proceduro zaradi
pomanjkanja specifi¢nosti in omejenih kapacitet [14].

Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) je 8.12.2011 objavila, da je svet za dieteti¢ne
izdelke, prehrano in alergije izdal znanstveno mnenje, da so B-glukani iz je¢mena znizevalci
holesterola v krvi in zmanjSujejo tveganje za nastanek koronarne sréne bolezni. Dnevna
koli¢ina zauzitega naj bi bila najmanj 3 g/dan. Hrana in pijaca morata vsebovati 1 g
je¢menovih f-glukanov na obrok. Raven skupnega in LDL holesterola v krvi znizajo za 17
% [15].

Tako so tudi pri nas v Ljubljani 17.1.2012 z znanstvenimi ins$titucijami (Institut za
Nutricistiko, Nemska druzba klini¢nih raziskav A&R, Univerza Aarhus Danska),
Ministrstvom za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, Ministrstvom za gospodarstvo in s
predstavniki slovenske zivilske industrije potrdili prvo pozitivno ocenjeno zdravstveno

trditev v Sloveniji [16].
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1.1 Tekoclinska kromatografija

Kromatografija je pogosto uporabljena metoda, katera dovoljuje separacijo, identifikacijo in
doloc¢itev kemijskih komponent v kompleksnih meSanicah. Separacija temelji na osnovi
porazdelitve med mirujoCo stacionarno fazo in potujo¢o mobilno fazo. Lo¢imo tri osnovne

tipe kromatografij, tankoplastna (TLC), plinska (GC) in teko¢inska (LC) [17].

Tekocinska kromatografija visoke loc¢ljivosti (HPLC) je kolonska kromatografija in
najpogosteje uporabljena tehnika. Za stacionarno fazo uporabljamo delce velikosti od 0,5 do
10 pum [18].

Zaradi svoje vsestranskosti se uporablja v forenziki, biokemiji, farmaciji in toksikologiji. Z
njo preucujemo tudi okoljske in prehrambne vzorce. Princip analitske tehnike je da, preko
stacionarne faze potiskamo mobilno fazo v kolono z visokotlaéno ¢&rpalko pod visokim
tlakom [17].

Vzorce v tekoci obliki lahko izmerimo direktno, potem, ko odstranimo majhne delce ali po
primerni ekstrakciji odstranitve matriénih motilcev. Trdne vzorce pa moramo najprej
raztopiti v primernem topilu [19].

Spodnja slika 1-2 predstavlja shemo HPLC sistema, ki je sestavljen iz mobilne faze,

injektorja, visokotla¢ne Crpalke, kolone, detektorja in racunalnisSkega sistema [17].

Kolona
Kromatogram
— -
L\ 4
Injektor
‘-
-L Osebni racunalnik s
. programsko opremo
Rezervoarza —* ' o
mobiino fazo Vzorec
Crpalka Detektor

QOdpad

Slika 1-2: Shematski prikaz sistema HPLC [17]
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KOLONA

Kolona je bistveni del HPLC sistema, saj se Vv njej dogajajo najpomembnejsi separacijski
procesi. lzdelana je iz inertnega materiala (nerjavece jeklo). Od dolzine kolone je odvisna
njena loCljivost. V koloni lahko pride do razli¢nih postopkov separacije: adsorpcija,

porazdelitev in lo¢itev na osnovi velikosti molekul [18].

Pri nasem delu smo uporabljali HPLC brez kolone, ki je sicer glavni del HPLC sistema.

Tako so nam ostali samo injektor, ¢rpalka in detektor.

INJEKTOR

Injektor je sestavni del teko¢inskega kromatografa. Ponovljivost injiciranja s tipi¢no dozirno
zanko mora biti dovolj dobra. Veliko HPLC instrumentov ima vkljuen avtomatski
vzor¢evalnik z avtomatskim injektorjem. Ta lahko veckratno zaporedno injicira razli¢ne

volumne vzorca [17].

CRPALKA

Crpalka mora vzdrzevati stabilen pretok mobilne faze in preprecevati pulziranje, ki povzro¢a
neenakomeren pretok mobilne faze in se lahko sestava mobilne faze spreminja. To dosezemo
z batoma, ki delujeta v nasprotnih smereh, eden ¢rpa drugi se polni. IzboljSanje uravnavanja
pretoka dosezemo z vstavitvijo tlaénih dusilcev med ¢érpalko in injektor [20]. Plin pod
tlakom, ¢rpalka z rezervoarjem in batom, membranske ¢rpalke in recipro¢ne ¢rpalke z eno,
dvema ali ve¢ ¢rpalnimi glavami so ¢rpalke, ki zagotavljajo enakomeren pretok mobilne faze
[18]. Sodobne ¢rpalke Ze imajo vgrajene mikroprocesorje, ki omogocajo izokrati¢no elucijo
(MF konstantne sestave) in gradientno elucijo (MF spreminjajoce se sestave), ter ponovitve

nastavljenih sekvenc [20].

V tem delu je mobilna faza imela enako sestavo med celotno analizo, zato tak postopek

kromatografske lo¢itve imenujemo izokratska elucija [18].
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DETEKTOR

Detektor je aparatura, ki zazna komponente, katere se zaradi razli¢nih fizikalnih in kemijskih
interakcij ter lastnosti lo¢eno eluirajo iz kolone. Njegov odziv je podan kot kromatografski
vrh, celoten zapis pa imenujemo kromatogram. Kromatogram nastane s pretvorbo
elektri¢nega signala v analogni zapis, z uporabo ustreznih instrumentov (rekorder, integrator,
rac¢unalnik). Kvantitativno informacijo podaja plos¢ina pod kromatografskim vrhom. So
povzrocitelji vidnosti locenih substanc na koloni [18]. Njihov notranji volumen mora biti
majhen, da lahko minimizirajo efekt razsiritve kromatografskih vrhov [17]. Poznamo ve¢
vrst detektorjev: UV-VIS (ultravijolicna vidna svetloba), fluorescentni, elektrokemiéni,
masni spektrometer, detektor spremembe lomnega koli¢nika, detektor na sipanje svetlobe.
Najbolj razsirjena uporaba detektorjev za tekocinsko kromatografijo je osnovana na
absorpciji elektromagnetnega valovanja v polju ultravijoli¢ne ali vidne svetlobe. Moderni
instrumenti uporabljajo detektor z nizom fotodiod (angl. diode array), ki lahko pokazejo
celotni spekter separiranega analita skozi detektorsko celico [17]. V naSem HPLC sistemu

Smo uporabljali fluorescencéni detektor.
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1.2 Fluorescencni detektor

Fluorescenc¢ni detektorji so med bolj obcutljivimi HPLC detektorji. Njihova obcutljivost je
10-1000 krat veéja kot obcutljivost UV-VIS detektorja. Pojavu, ko so molekule vzbujene z
elektromagnetnim valovanjem in naknadnim spros¢anjem odveéne energije v obliki

elektromagnetnega valovanja pravimo fotoluminiscenca [21].

Ce je sproscanje elektromagnetne energije takoj$nje ali pa se ustavi po odstranitvi
vzbuditvenega sevanja, re¢emo, da je snov fluorescencna. Fluorescenca je zelo uporabna za
proces detekcije in detektorji osnovani na fluorescencnih meritvah zagotavljajo najvisje
obcutljivosti dostopne v HPLC. Tehnike, ki uporabljajo fluorescenco nudijo vecjo
obcutljivost, vendar pa so bolj obcutljive na instrumentalno nestabilnost (temperatura, tlak).
Intenziteta je odvisna od vzbujene in emitirane valovne dolzine. Vecina novejsih detektorjev
lahko hitro preklaplja med vzbuditveno in emitirano valovno dolzino oziroma delujejo pri

vecCih hkrati in s tem ponujajo priloznost za detekcijo ve¢ih komponent v meSanici [22].

Na sliki 1-3 je prikazana shema fluorescencnega detektorja, ki vsebuje ksenonovo Zarnico,

monokromatorja in preto¢no celico z vzorcem [23].

/'{ ‘;‘.
- \/z0rec
i Fi
Ksenonova "
Zarnica us I /

Monokromator | |

ry hJ v
Monokromator | ]
Detektor

i\\_//’ emisije
-

Slika 1-3: Shema tipi¢nega fluorescencnega detektorja za tekocinsko kromatografijo [23]
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Fluorescencni HPLC-detektor je komercialno dostopen. Njegova tipi¢na meja zaznavnosti

10 fg je odvisna od komponente, instrumenta, in HPLC pogojev [17].

Fluorescenca je pogosto uporabljena na prehrambnem, okoljskem, in farmacevtskem
podrocju. Ima veliko S$tevilo pomembnih lastnosti, vklju¢no z visoko obcutljivostjo,

selektivnostjo in ponovljivostjo [24].
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2 Eksperimentalni del

Eksperimentalni del diplomske naloge sem opravljala na IHPS Zalec (Institut za hmeljarstvo
in pivovarstvo Slovenije) v Laboratoriju za agrokemijo in pivovarstvo. Meritve sem izvajala

na teko¢inskem kromatografu s fluorescen¢nim detektorjem (HPLC-FLD).

2.1 Materiali

2.1.1 Kemikalije

o Hy0 demineralizirana voda (razred 111, 1SO standard 3696:1987) [25]

o Standardna raztopina S-glukanov, y = 300 mg/L (Scandinavian Brewery —

Laboratory, Danska)

o Calcofluor reagent (CF), type Il (Kat. st. SBL R#05, Scandinavian Brewery —
Laboratory, Danska)

2.1.2 Laboratorijska oprema

o Merilne buc¢ke 10 mL (Duran, Nemcija)

o Case 100 mL (Simax, Ceska)

o Avtosampler viale z belo oznako ND 9, (Micro + Polo, Slovenija)

o Avtomatske pipete 5 mL, 10 mL, 100 pL, 1000 puL (Brand, Nemcija)

o Teko¢inski kromatograf 1200 series s FLD detektorjem, (Agilent, ZDA)

o Ultrazvocna kopel (Baudelin Sonorex, Nemcija)
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2.1.3 Aparature

Na spodnjih slikah 2-1 in 2-2 so prikazane uporabljene aparature.

e Tekocinski kromatograf

Slika 2-1: Tekocinski kromatograf Agilent technologies 1200 series

e Ultrazvocna kopel

Slika 2-2: Ultrazvoc¢na kopel, v kateri smo razplinjevali vzorce piv

10
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2.2 Laboratorijske metode

Po pregledu literature smo ugotovili, da je za dolocanje fS-glukanov najbolj primerna
modificirana fluorimetriéna metoda s HPLC, povzeta po MEBAK metodi 2.5.2. [26].
Izbrano metodo smo vpeljali v delo in optimizirali ter delno validirali. Metoda povzeta po
literaturi, naj bi bila ponovljiva [25]. Fluorimetri¢na metoda je objavljena v Analytici-EBC
[25, 27, 28]. Metoda je uporabna za vse vrste sladic in piv. Meritve smo izvajali v obmocju
od 25 do 300 mg/L. Z redéenjem osnovne standardne raztopine S-glukanov smo si pripravili
dnevno sveze standardne raztopine za umeritveno krivuljo. VVzorce piva je bilo potrebno
najprej razpliniti. Postavili smo jih v ultrazvo¢no kopel za 10 min in s tem odstranili prisotni
CO,. CF tvori kompleks z p-glukani. Tvorba kompleksa se odraza v bolj intenzivni
fluorescenci, zato je pri vzorcih potrebno takoj$nje injiciranje v HPLC sistem, kjer je
mobilna faza kar reagent. V primeru visokih odzivnosti aparature vzorce ustrezno

razredé¢imo z vodo.

2.2.1 Priprava raztopin in vzorcev

Za pripravo raztopin smo uporabljali demineralizirano vodo. Standardno raztopino /-
glukanov s koncentracijo 300 mg/L smo naroc¢ili iz Scandinavian Brewery Laboratory PLC,
Danska. Uporabili smo jo za pripravo standardnih raztopin za umeritveno krivuljo.
Stabiliziran CF reagent smo prav tako narodili iz Scandinavian Brewery Laboratory PLC,

Danska in ga uporabili za mobilno fazo.

2.2.2 Validacijski postopki za dolo¢anje vsebnosti 8-glukanov v sladici in pivu

Preden smo zaceli z dolo¢evanjem vsebnosti f-glukanov v pivu, smo opravili validacijo
metode. V ta namen smo doloc¢ali linearnost, natan¢nost, ponovljivost, obnovljivost, ter
izkoristek. LOD, LOQ nismo dolocali, ker so pricakovane vsebnosti S-glukanov v vzorcih
sladice in piva relativno visoke in signifikantno visje od teoreti¢nih LOD in LOQ. Validacija
je postopek, s katerim potrdimo, da uvedena metoda in merjeni rezultati izpolnjujejo zahteve

za predvideno uporabo.

2.2.2.1 Dolocitev umeritvene krivulje in linearnost

Kadar imamo ve¢ vzorcev s koncentracijami po SirSem koncentracijskem obmocju, Si
pripravimo umeritveno krivuljo. V grafu na x-osi nanaSsamo koncentracije, na Yy-0si pa

merjene plos¢ine. Nasa krivulja ni linearna, ampak je krivulja drugega reda, kar je

11
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predvideno ze v sami metodi [28]. Zato smo si pripravili ve¢ razliénih koncentracij
standarda, da dobro pokrijemo naSe delovno obmocje (Tabela 2-1). 1z osnovne raztopine y =
300 mg/L, smo si pripravili razredCene standardne raztopine. Po enacbi 2.0 smo izracunali
potreben volumen, ga odpipetirali in dopolnili do oznake na 10 mL merilni bucki. Nase

koncentracijsko delovno obmocje je od 25-300 mg/L.

V-
Vl — Y2' Y2 (2.0)
Y1

Kjer je:

V1 = volumen osnovne standardne raztopine [mL]

V, = volumen merilne bucke v kateri smo raztopino razred¢ili [mL]
y2 = masna koncentracija delovne standardne raztopine [mg/L]

y1 = masna koncentracija osnovne standardne raztopine S-glukanov [300 mg/L]

Iz delovnih raztopin, ki smo si jih pripravili po zgoraj opisanem postopku, smo si
odpipetirali po 1 mL vzorca v 2 viali. Iz vsake viale smo izvedli 2 injiciranji. Prav tako smo
si na enak nacin naredili slepo vrednost (angl. blank test). V naSem primeru je bila to
demineralizirana voda, 1SO 3696:1987. Za mobilno fazo smo uporabili CF reagent. Meritve

za detekcijo S-glukanov smo izvajali pri naslednjih delovnih pogojih:

Fluorescencni detektor:

e Vvzbujevalna valovna dolzina 395 nm
e emitirana valovna dolZina 410 nm
Kvarterna ¢rpalka:

e pretok 1 mL/min

e volumen injiciranja 20 uL

e sobna temperatura 25°C

12
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Iz tabele 2-1 je razviden prikaz izraCuna volumna osnovne standardne raztopine za pripravo

delovnih raztopin umeritvene krivulje.

Tabela 2-1: Izra¢un volumna standardnih raztopin s pripadajo¢imi koncentracijami

0,83 10 25
1,67 10 50
2,50 10 75
3,33 10 100
5,00 10 150
5,83 10 175
6,67 10 200
8,33 10 250
10,00 10 300

V1 = volumen osnovne standardne raztopine [mL]
V, = volumen merilne bucke v kateri smo raztopino razred¢ili [mL]

y2 = masna koncentracija delovne standardne raztopine [mg/L]

13
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2.2.2.2 Dolocanje izkoristka

V pivu so lahko prisotne snovi, ki lahko pozitivno in negativno vplivajo na nase rezultate
meritev, v smislu previsokih in prenizkih vrednosti. V ta namen smo dolocevali izkoristek
(angl. recovery test). Znano koncentracijo S-glukanov smo dodali vzorcu piva in primerjali
koncentracijo p-glukanov v pivu s in brez standardnega dodatka. Rezultate meritev smo
statisticno obdelali. Najprej smo preverili morebitne ubeznike z Diksonovim Q-testom,
vendar le-teh ni bilo. Dobljene rezultate koncentracij f-glukanov smo primerjali s teoreti¢no
izracunano koncentracijo. DoloCevanje izkoristka smo izvedli na svetlem vzorcu piva in
sicer tako, da smo v 10 mL bucko dodali 0,418 mL standardne raztopine 300 mg/L S-
glukanov in dopolnili z 9,582 mL vzorca piva za koncentracijo 10 mg/L. Nato smo
odpipetirali 1 mL raztopine vzorca v vialo. 1z plos¢ine dobljene pod kromatografskim vrhom

smo s pomocjo enac¢be umeritvene krivulje izracunali koncentracijo S-glukanov.

Primer:
Y11= 60,8 mg/L, Vi=10mL - m; = Y1 V,=0,608 mg
Y2 = 70,8 mg/L, Vo=10mL — m,= Y2+ Vo= 0,708 mg

Enacba standardnega dodatka:

Vi VitVse Vee=v2 V2 (2.1)

Vs=0,418 mL

V;=9,582 mL

Vo =Vgi+ Vg

y1= masna koncentracija brez standardnega dodatka [mg/L]

V1= volumen vzorca piva [mL]

yst= masna koncentracija standardne raztopine S-glukanov [300 mg/L]

V¢ = volumen dodane standardne raztopine f-glukanov [mL]

14
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Enacba za izracun izkoristka:

¢ (brez st. dodatka ) - c (s st. dodatkom) 100%
* 0

IZK. (%) = "

(2.2)

15
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2.2.3 Analiza realnih vzorcev

Razli¢ne vrste piva (Slika 2-3) smo najprej temperirali na sobno temperaturo. Iz vsake
steklenice smo v 100 mL ¢aso nalili priblizno 25 mL piva in ga dali za 10 min v ultrazvo¢no
kopel, da smo odstranili ves CO,. Preskusanja smo izvedli pri sobni temperaturi. Po potrebi
smo vzorce piva red¢ili tako, da smo 1 ml razplinjenega in temperiranega piva razred¢ili v
10 mL merilni bu¢ki do oznake. Nato smo odpipetirali po 1 mL vzorca v dve viali in izvedli
meritve po postopku 2.2.2.1.

Slika 2-3: Uporabljeni realni vzorci

16
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3 Reuzultati in diskusija

3.1 Optimiranje analizne metode

Eksperimentalni del smo zaceli S pogoji, pri Kateri sta bili valovna dolzina vzbujevanja 360
nm in valovna dolZina emisije 450 nm. Vzorcem piva smo dodajali 50 mL standardne
raztopine f-glukanov in 1000 uL CF reagenta. Za mobilno fazo smo uporabili filtrirano

demineralizirano vodo.

Na sliki 3-1 je prikazana odvisnost plos¢ine kromatografskega vrha od koncentracije -

glukanov merjene pri valovni dolzini emitiranja 360 nm in valovni dolzini emisije 450 nm.

Umeritvenakrivulja

500
495 -

490 /

y = -0,0014x?+ 0,5855x + 436,08
485
R?=0,9927
480
475 /./
470
465 ./
460
455 T T T T 1
0] 50 100 150 200 250

Koncentracija[mg/L]

Plos¢ina kromatografskega vrha

Slika 3-1: Umeritvena krivulja prvega dne

Dobro prilegajoca se umeritvena krivulja prvega dne se je mocno spremenila ze drugi dan.
Prej$nji dan pripravljenim standardnim raztopinam f-glukanov za umeritveno krivuljo smo
dodali po 1 mL vzorca v viale in dodali 50 mL raztopine standarda f-glukanov koncentracije
300 mg/L in 1000 pL CF reagenta ter izvedli meritve pri enakih valovnih dolzinah. Slika 3-2

prikazuje umeritveno krivuljo drugega dne.
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Umeritvenakrivulja

540
_::: L 4
>
S 233 ® --0,0011x2+0,2239x + 516,65
S R2=0,1966
$ 530
o
&
" 525 / L 2
§ ¢ I
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i3 515 *
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=
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Koncentracija[mg/L]

Slika 3-2: Prikaz umeritvene krivulje drugega dne

Nato smo te iste ze pripravljene vzorce izmerili naslednji dan. Opazno spremembo

umeritvene krivulje prikazuje slika 3-3.

Umeritvenakrivulja
g 480
S 475 *
= y = 0,0006x2+ 0,1155x + 433,67
& 470 ,
o R?=0,8503
@ 465
o
2 460 . .
& 455
§ 450
= L
-
© 445 + el
£
i3 440
S
T 435 .
430 : : : .
0 50 100 150 200
Koncentracija[mg/L]

Slika 3-3: Odvisnost plos¢ine kromatografskega vrha od koncentracije S-glukanov v viali s
pripravljenim vzorcem drugega dne

Glede na te rezultate smo se odlo¢ili, da uporabimo drugo razli¢ico metode.
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Tretji dan izvajanja meritev smo nastavili valovno dolZzino vzbujevanja na 360 nm in
valovno dolzino emisije na 425 nm. Umeritvena krivulja se dobro prilega k danim tockam,
vendar pa so ploscine kromatografskega vrha zelo nizke. Slika 3-4 prikazuje prileganje

umeritvene krivulje k danim to¢kam pri novih valovnih dolzinah vzbujevanja in emisije.

Umeritvenakrivulja

140
£
s /
(1]
)
g 100
|- 80 y=-0,0017x2+ 1,0448x- 45,534
& R?=0,9901
T
£ 60
S
E
< 40
£
4]
g 20 ./c
o

0 T T T T T T .
0 50 100 150 200 250 300 350

Koncentracija[mg/L]

Slika 3-4: Umeritvena krivulja tretjega dne pri valovni dolZini vzbujevanja 360 nm in valovni dolZini
emisije 425 nm

Po zacCetnih rezultatih dela smo ugotovili, da je potrebno umeritveno krivuljo pripraviti
dnevno svezo. Potrebna so takoj$nja injiciranja vzorcev. Glede na te ugotovitve smo si
izbrali nove pogoje dela in meritve izvajali po njih. Posneli smo kromatograme pri razli¢nih
valovnih dolzinah in tako ugotovili, da sta pravi valovni dolzini vzbujevanja 395 nm in

emisije 410 nm.
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Spodnje slike 3-5, 3-6 in 3-7 prikazujejo HPLC kromatograme, Ki so rezultat nasih meritev.

o]

Hl

Slika 3-5: HPLC-kromatogram vzorca piva pri valovnih dolzinah vzbujevanja 395 nm in emisije 410

nm
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Slika 3-6: HPLC-kromatogram drozge pri valovnih dolzinah vzbujevanja 395 nm in emisije 410 nm
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L

1
Rl

Slika 3-7: HPLC-kromatogram vzorca standarda S-glukana koncentracije 25 mg/L pri valovnih

dolzinah vzbujevanja 395 nm in emisije 410 nm
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3.2 Validacija analizne metode
Validacija temelji na naslednjih parametrih:

e QOdzivnost detektorja (v naSem primeru odziv ni linearen pa¢ pa je umeritvena krivulja
funkcija drugega reda tako, da lahko to tocko imenujemo tudi odzivnost detektorja na
dano koncentracijo)

e Natanc¢nost (dokazemo s ponovljivostjo in obnovljivostjo)

e Tocnost (dokazemo s standardnim dodatkom in dolo¢itvijo izkoristka)

3.2.1 Odzivnost detektorja in umeritvena krivulja

Nasa umeritvena krivulja ni linearna, ampak je regresija drugega reda. V Excelu smo izdelali
umeritveno krivuljo. V graf smo na abscisno os nanesli koncentracije delovnih standardnih
raztopin S-glukanov, na ordinatno os pa izmerjeno plos¢ino kromatografskega vrha. Metoda

ni linearna znotraj obmocja med 25 in 300 mg/L.

Slika 3-8 prikazuje plos¢ino kromatografskega vrha v odvisnosti od koncentracije f-

glukanov izmerjenih pri valovnih dolzinah vzbujevanja 395 nm in emisije 410 nm.

Umeritvenakrivulja

600

~ /ff“

400

300 / y =-0,0067x2+ 3,6307x- 3,9896
/ RZ=0,9975

200 //

100

¢

O T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Koncentracija [mg/L]

Ploic¢ina kromatografskega vrha

Slika 3-8: Plos¢ina kromatografskega vrha v odvisnosti od koncentracije S-glukanov
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Enacba:

y = —0,0067x2 + 3,6807x — 3,9896

R? = 10,9975

S pomocjo polinomske regresije smo dolocili parametre kvadratne enacbe, prikazane na

sliki 3-8.

a =-0,0067
b = 3,6807
c =-3,9896

Dobljeni R? se zadovoljivo prilega tockam umeritvene krivulje.

3.2.2 Ponovljivost in obnovljivost

Natancnost
Natan¢nost prikazuje sipanje posameznih meritev okoli povpre¢ne vrednosti [29]. Dolocili

smo jo s ponovljivostjo in obnovljivostjo z meritvami na Sestih realnih vzorcih ter z enacbo

3.1 izra¢unali standardni odklon s.

s = \/ﬁzg;l(xi — )2 (3.1)

Kjer je:
X; Je posamezna meritev

X je povprecje meritev

Za ponovljivost smo uporabili vzorec piva. V naSem primeru smo imeli komercialno pivo
tipa lezak. Metodo smo izvedli na Sestih meritvah pod istimi pogoji (metoda, analitik,
laboratorij, oprema, kemikalije, itd.). S Q-testom smo preverili, ¢e je prisoten kakSen

ubeznik. Rezultat je pokazal, da nobena meritev ni ubeznik.
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Dixonov oz. Q-test
Dixonov 0z. Q-test je izkustveni test za iskanje ubeZnikov. Kadar ra¢unamo povprecje

meritev nas zanima ali je katera od meritev ubeznik (angl. outlier), in jo je treba ponovno

preveriti ali celo izpustiti [29].

Xo—X,

Q37 = (3.0

Xmax_Xl

Kjer je:
X1 = najmanjsa vrednost
X, = druga najmanjsa vrednost

Xmax = Maksimalna vrednost

Preverjanje ubeznikov smo opravili s Q—-testom. Rezultat je pokazal, da nobena meritev ni

ubeznik.

Obnovljivost smo izvajali v dveh zaporednih dneh pri obnovljivih pogojih (metoda, analitik,

laboratorij, oprema, kemikalije, itd.).

Izracunali smo standardni odmik, relativni standardni odmik (RSD), povpreéje in rezultate
podali v spodnji tabeli 3-1.

S pomocjo t-testa smo dolocali primerljivost rezultatov med seboj.
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Tabela 3-1: Prikaz meritev v dveh dneh pri obnovljivih pogojih

MERITVE 1. dan [mg/L] 2. dan [mg/L]

1 60,18 61,40
2 59,36 58,75
3 60,95 58,15
4 61,18 S57,57
5 60,50 58,79
6 58,98 56,36

Stevilo meritev: 6 6

Povpredje: 60,19 58,50

Standardni odmik: 0,87 1,68

Nivo signifikantnosti: 0,05

Prostostna stopnja: 10

Skupni standardni odmik: 1,34

t-test (izrac.) 2,19

t-teor. 2,23

S pomodjo F-testa smo primerjali standardne odmike dveh skupin meritev in ugotavljali ali

obstaja razlika med obema skupinama meritev.

sz 1,682
52 0,872

F(izrac.) = = 3,73 (3.2)

F (teor.)(0,05;5,5) = 7,146

Fizr < Fior, zato med skupinama ni signifikantnih razlik in lahko izracunamo skupni
standardni odmik, medtem ko pri Fi;r > Fieor ne moremo izracunati skupnega standardnega
odmika. Vidimo da je t (teoreti¢ni)(0,05, 10) = 2,23 > t (izraCunani), s tem smo dokazali, da

med dvema skupinama meritev ni signifikantnih razlik in je metoda obnovljiva.
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Glede na ugotovitev, da med skupinami meritev ni signifikantnih razlik, smo uporabili
povprecje meritev prvega in drugega dne ter dobili skupni standardni odmik, kateri je 1,34
mg/L ter RSD = 2,26 %.

Na osnovi dobljenih rezultatov smo dolocili, da se rezultati lahko opravi¢eno podajajo kot
cela Stevila, brez decimalnih mest. To je tudi predvideno v metodi Analytica-EBC, 3.10.2,
2007 [28].

Predvidena ponovljivost podana v metodi po Analytica-EBC za pivo je 1,7 mg/L,
obnovljivost metode pa 5,2 mg/L, kar je ve¢ kot znasa na$ rezultat [25]. Na osnovi tega

sklepamo, da je metoda s staliS¢a ponovljivosti in obnovljivosti uspesno validirana.

3.2.3 Tocnost

Pravilnost 0z. to¢nost smo preverjali z dolo€itvijo izkoristka.

3.2.3.1 Dolocanje izkoristka

Meritve smo opravili na realnem vzorcu komercialnega piva tipa lezak s katerim smo
dolocali tudi obnovljivost metode. Znano koli¢ino analita smo dodali vzorcu in opravili tri
meritve. IzraCunali smo izkoristek in s tem preverili to¢nost. Meritve smo izvedli po
postopku opisanem v tocki 2.2.2.2.

Koncentracija analita brez standardnega dodatka je bila 58,5 mg/L.

Za vse tri meritve smo izracunali izkoristek po enacbi 2.2 in izra¢unali njegovo povprecje, ki

je znasalo 101,7 %. S tem lahko potrdimo, da je metoda tocna.
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3.3 Meritve na realnih vzorcih

3.3.1 Dolocanje 8-glukanov v komercialno dostopnih pivih
Vzorce razli¢nih vrst piv za analizo smo pripravili po postopku 2.2.2.2. Rezultati merjenih

vzorcev piv, kupljenih v trgovini so podani v tabeli 3-2. Zraven rezultatov nasih meritev so
podani tudi osnovni podatki, ki dolocajo tip piva (ekstrakt v sladici, vsebnost alkohola, barva

in tip piva v odvisnosti od uporabljene kvasovke za fermentacijo).

Tabela 3-2: Karakteristiéne vrednosti vzorcev

Vrsta piva v odvisnosti
Vzorci | Ekstrakt [%] | Alkohol [%] | Barva piva Oglgzgr;ﬁn\tzgggb;?a p - glukani [mg/L]
alkohola
1 14,12 5,99 temno ale 158
2 16,09 6,82 svetlo lezak 173
3 7,25 2,87 svetlo pSeni¢no 103
4 5,29 0,83 svetlo pSeni¢no brezalkoholno 221
5 13,14 5,55 temno ale 126
6 12,44 4,94 temno ale 105
7 9,17 3,68 temno ale 126
8 15,17 6,39 svetlo lezak 108
9 9,24 3,85 temno ale 199

Tip piva, ale ali lezak, sta odvisna od vrste kvasovk. Kvasovke se delijo na dve skupini,
kvasovke zgornjega vrenja in kvasovke spodnjega vrenja. Med seboj se razlikujejo po
morfoloskih, fizioloSkih in tehnoloskih lastnostih. Kvasovke spodnjega vrenja se nahajajo v
obliki samostojnih celic, med tem, ko kvasovke zgornjega vrenja tvorijo skupke celic. Manj
encimov vsebujejo kvasovke spodnjega vrenja. Delitev na zgornje in spodnje vrenje je
posledica njihovega razliCnega obnaSanja v Casu vrenja. V casu vrenja Se Kkvasovke
zgornjega vrenja zbirajo na povrsini, med tem, ko se kvasovke spodnjega vrenja na koncu
fermentacije nalozijo na dno. [8]

Ale je pivo zgornjega vrenja. Fermentirano je pri vi§jih temperaturah kot lezak (med 15 in 24
°C). Lezak je pivo spodnjega vrenja, ki je podvrzeno fermentaciji pri temperaturah blizu
ni¢le. Kvas povzro¢i fermentiranje piva med 5 in 13 °C. Proces lahko traja od nekaj tednov

do nekaj mesecev.
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Nekatere vzorce smo redcili, saj so koncentracije S-glukanov teh vzorcev izven nasega
delovnega obmo¢ja. Temna piva (vzorci 1, 5, 6, 7, 9) vsebujejo priblizno 85 % svetlega slada
in 15 % temnega slada. Temni slad, ki ga dobimo s praZenjem svetlega, je dodan samo za

okus.

PraZenje slada se koristi za pridobivanje piv temne barve in posebne arome [8].

Prazenje slada unic¢i aktivnost encimov pri temperaturi 46-78 °C. Hitri temperaturni prehod
povzroci, da S-glukani ostanejo v otrobih nastalih pri drozganju in ne preidejo v sladico.
Vzorca 2 in § sta piva tipa lezak. Vzorec Stevilka 3 je pSeni¢no pivo. PSeni¢no pivo je po
navadi narejeno iz 60 do 70 % je¢menovega in 30-40 % pseni¢nega slada.

1z slada zimske pSenice se pridobiva pivo svetle barve [8].

Vzorec Stevilka 4 je pSeni¢no brezalkoholno pivo. Dovoljena vsebnost alkohola v
brezalkoholnem pivu je 0,5 %. Meritev je pokazala 0,83 % alkohola, kar pomeni, da je
fermentacija $la predale¢ ali pa pri naknadnem odstranjevanju alkohola le-ta ni bil odstranjen

v zadostni meri.

Iz rezultatov vidimo, da vsebnost S-glukanov ni odvisna od barve piva, temve¢ od vrste

slada, temperaturnega rezima pri drozganju, nacina fermentacije in nacina zorenja.

Vse vrednosti so v pri¢akovanem obmodcju, zaradi razlik med uporabljenimi sladi in

razli¢nimi tehnologijami.
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3.3.2 Dolocanje 8-glukanov v drozgi, sladici, pivini in mladem pivu proizvedenem
v mikropivovarni IHPS

Pivo varjeno na IHPS je bilo sestavljeno iz ve¢ razli¢nih sladov in hmelja, ter ene vrste kvasa
zgornjega vrenja Safale US-05 (Fermentis, Francija). Slad so posuSena ali praZena Zitna
zrna. Hmelj da pivu grenak okus in aromo, kvas pa povzroci alkoholno vrenje. Zvarjeno pivo
je vrste pale ale hladno hmeljeno. Na sliki 3-9 je prikazan diagram drozganja piva v
mikropivovarni na IHPS. Proces je bil izveden v S§tirih stopnjah drozganja. Prva stopnja je
potekala 10 min pri 45 °C, druga 50 min pri 65 °C, tretja 30 min pri 72 °C in Cetrta stopnja
10 min pri 76 °C.
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gﬂ ....................................................................................................................
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70
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50

temp/cas 30 60 90 120 150

Slika 3-9: Diagram drozganja

Kuhanje sladice smo prav tako izvedli v $tirih stopnjah. Te stopnje se imenujejo hmeljenje.
Med varjenjem se dodajajo razli¢ne vrste hmelja. Fermentacijo smo izvajali pri temperaturi
16-18 °C, 4-6 dni. Z dodajanjem kvasa smo povzrocili alkoholno vrenje. Sladkorji so se
pretvorili v alkohol, ogljikov dioksid in toploto. Pri tem so se sprostili tudi nosilci arome, ki
jih kot sekundarne metabolite v okolje oddajajo kvasovke med fermentacijo. Fermentiranje

poteka v zaprtih posodah razli¢nih oblik in velikosti. Za bistrost piva je potrebna filtracija.
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Hraniti ga je treba v temnem in hladnem prostoru, ker je obcutljivo na son¢no svetlobo in
toploto.

V Tabeli 3-3 so prikazani rezultati dolo¢anja vsebnosti S-glukanov v drozgi, sladici, pivini in
nefiltriranem mladem pivu, ki smo jih pripravili v mikropivovarni IHPS. Iz naras¢anja
vsebnosti fp-glukanov je lepo razvidna dinamika spro$canja le-teh v posameznih fazah
vrelnega diagrama. Nizja vsebnost f-glukanov v mladem pivu je posledica vezanja le-teh na

vecje aglomerate, ki se izloCajo v fazi vrenja in zorenja.

Tabela 3-3: Vsebnost f-glukanov v drozgi, sladici in pivu proizvedenem v mikropivovarni na IHPS

. . p - glukani
Vzorci Ekstrakt [%] [mg/L]
drozga 13,43 16
sladica 13,55 104
pivina 12,12 156
neflltrlra}no mlado 250 107
pivo
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4 Zakljucek

Namen diplomske naloge je bil vpeljati, optimirati in delno validirati metodo za doloc¢evanje

vsebnosti f-glukanov v sladici in pivu.

Analize smo izvajali s tremi razli¢icami ene metode, da smo ugotovili katera je primerna za
nase meritve. Spreminjali smo valovne dolzine vzbujevanja in emisije. Za mobilno fazo smo
uporabili CF reagent namesto filtrirane deionizirane vode. Standardne raztopine za
umeritveno krivuljo smo dnevno pripravili sveze, saj je drugace priSlo do prevelikih

odstopanj pri dnevno izvedenih meritvah standardnih raztopin.

Validacijo smo opravili z izdelavo umeritvene krivulje v obmoc¢ju od 25 do 300 mg/L.
Dobili smo krivuljo drugega reda, katere R? je bil 0,9975. Tako lahko trdimo, da se dobljena
krivulja dovolj dobro prilega tockam umeritvene krivulje. LOD in LOQ nismo dolocali, ker
smo ugotovili, da so pri¢akovane koncentracije S-glukanov v vzorcih visoke in signifikantno
visje od teoreti¢nih LOD in LOQ. S pomoc¢jo rac¢unalniskega programa Excel smo obdelali
rezultate ter jih v Wordu podali v tabelah. Rezultati ponovljivosti dveh zaporednih dni so bili
medsebojno primerljivi. Obnovljivost metode smo dokazali s pomocjo t-testa. Z vrednostjo
skupnega standardnega odmika smo ugotovili, da lahko podajamo rezultate na cela Stevila
brez decimalnih mest. Nekatere prisotne snovi v pivu lahko negativno ali pozitivno vplivajo
na izmerjene rezultate v smislu previsokih in prenizkih vrednosti. 101,7 % povpreéni
izkoristek nam podaja pravilnost merjenja in minimalen vpliv matriksa na dolocitev.
Rezultati so temu primerno ustrezni. Vsebnost S-glukanov ni odvisna od barve piva, temved
od vrste slada, temperaturnega reZzima pri drozganju, na¢ina fermentacije in nacina zorenja.
Zaradi razlik med uporabljenimi sladi in razli¢nimi postopki pridobivanja piv so vse

izmerjene vrednosti v pri¢akovanem obmocju.

Metoda je selektivna, na kar lahko sklepamo iz pojavljanja samo enega vrha, sprejemljivega
izkoristka in odziva detektorja pri razli¢nih koncentracijah. Hkrati je tudi znano, da spada
FLD med zelo selektivne detektorje. Z izvedbo naSih meritev na realnih vzorcih smo
ugotovili, da je metoda primerna za vse vrste piv, sladic in pivin. Posebnih omejitev ni, razen

razplinjanja in redcitve, ¢e so plos¢ine pod kromatografskimi vrhovi previsoke.
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