Chem. Listy /71, 343-348 (2017)

IDENTIFIKACE SENZORICKY
AKTIVNICH LATEK MINERALNICH
VOD S CITRONOVOU PRICHUTI
POMOCI PLYNOVE CHROMATOGRAFIE
S OLFAKTOMETRICKYM
DETEKTOREM

IVETA SISTKOVA, ANNA HAUBELTOVA,
VACLAV POHUNEK a HELENA CIZKOVA

Ustav konzervace potravin, Fakulta potravindrské a bio-
chemické technologie, Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
helena.cizkova@yvscht.cz

Doslo 13.4.16, piepracovano 6.9.16, prijato 16.2.17.

Klicova slova: olfaktometricky detektor, plynova chroma-
tografie, nealkoholické napoje, senzoricky aktivni latky,
citronové aroma

Uvod

Pro zjiSténi senzoricky aktivnich latek, ¢i zda se dany
vzorek vyrobku senzoricky (kvalitativné i kvantitativng)
shoduje se vzorkem standardnim, jsou vedle klasické sen-
zorické analyzy dostupné moderni analytické metody vyu-
Zivajici riizné typy senzord, tzv. elektronicky nos', & spo-
jeni plynové chromatografie s olfaktometrickym detekto-
rem (GC-O, cit.>*). Metoda GC-O kombinuje vysoké roz-
lisSeni chromatografického déleni latek se senzorickym
hodnocenim eludtu (detektorem je proskolena osoba
hodnotitel, ¢i  panel hodnotitell)  vychazejiciho
z chromatografické kolony. Kvalitativni a kvantitativni
hodnoceni viiné je mozné diky piitomnosti specialniho
vyvodu, tzv. olfaktometrického portu. Eluat vychazejici
z chromatografické kolony je délicem toku dé€len mezi
detektor (MS ¢i FID) a olfaktometricky port, kam je ptiva-
dén vyhfivanou trubici, aby se zabranilo kondenzaci méné
t&kavych latek na sténach olfaktometrického portu’. GC-O
umoziuje ur€it, zda latka opoustéjici chromatografickou
kolonu je senzoricky aktivni v dané koncentraci, Cili jestli
se vyskytuje ve vzorku v koncentraci vyssi, nez je podné-
tovy prah dané latky, jakou ma vini (popis vjemu), jak
dlouho vjem trvé a jakou m4 intenzitu.

U GC-O je nutné pamatovat na lidsky faktor ovliviiu-
jici tuto techniku a jeho limity. Chyby typické pro senzo-
rické hodnoceni se mohou objevit i u GC-O* U GC-O se
navic hodnotitel musi vyporadat s rozdilnymi vinémi ob-
jevyjicimi  se pouze po dobu néckolika sekund
v nepravidelnych intervalech chromatografické analyzy,
ktera obvykle trva desitky minut. Pro zmirnéni diskomfor-
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tu zpuisobené¢ho vysusovanim nosni sliznice z divodu ¢i-
chani horkého vzduchu vychézejiciho z olfaktometrického
portu je doporuceno ptipojit zatizeni pro zvlhéovani vzdu-
chu®. Pro minimalizaci odchylek mezi jednotlivymi hodno-
cenimi je nutné zajistit: (1) vyb&r proskolenych a na analy-
zované latky dostatecné citlivych hodnotiteldi; (2) kon-
stantni podminky analyzy pro vSechny hodnotitele (m;.
stejné potadi vzorkl, stejna Skala pro hodnoceni intenzity);
(3) pfimétend délka trvani analyzy (max. 30 min, pfi del-
Sich analyzach je moznost rozdélit analyzu mezi dva hod-
notitele, ktefi se po dané dobé vystiidaji); (4) laboratof,
kde je umistén GC-O musi byt prosta cizich vini a zvuki
a musi spliiovat podminky pro celkovou fyzickou a psychic-
kou pohodu hodnotiteli (konstantni teplota, osvétleni)®.

Bylo vyvinuto né€kolik metod pro sbér a vyhodnoceni
dat ziskanych pomoci GC-O, jejich rozdé€leni, princip,
vyhody, omezeni a aplikace jsou uvedeny v tab. L.

Nejpouzivanéjs§i aroma v napojovém pramyslu je
aroma citrusové, obvykle syntetického plivodu, u kterého
bylo identifikovano pies 200 latek'®. Avsak pouze nékteré
z identifikovanych latek se podileji na vytvofeni vysledné
viing napoji (tzv. senzoricky aktivni latky)>. Proto stano-
veni latek odpovédnych za aroma vyrobku pouhou kvanti-
fikaci mize ptecenit dulezitost latek obsazenych ve vyso-
kych koncentracich a pfehlédnout kritické slouceniny pro
dané aroma, které se vyskytuji vnizkych ¢i stopovych
koncentracich®. Cilem této prace je stanovit senzoricky
aktivni latky odpovédné za citronové aroma ochucenych
mineralnich vod.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Vzorky

Vzorky 5 komercnich mineralnich vod s citronovou
prichuti (oznaceni A-E) v 1,5 1 PET lahvich byly zakoupe-
ny v trzni siti. Jednalo se o sycené vody (vSechny jemné
perlivé kromé vzorku A, ktery byl perlivy), slazené cuk-
rem (a v piipadé vzorku E i sladidly cyklamat sodny, sa-
charin, acesulfam K, aspartam), s pfidavkem kyseliny ci-
tronové, vyrobky (kromé vzorku A) byly chemicky kon-
zervované. VSechny vzorky byly skladovany za doporuce-
nych podminek skladovani a analyzovany do 6 tydnd od
data vyroby.

Analyza tékavych latek pomoci SPME-GC-MS

Izolace latek byla provedena mikroextrakei tuhou fazi
(SPME, solid phase microextraction) na vlakné¢ DVB/
Carboxen™/PDMS  StableFlex™ (50/30 um; Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Temperace 4 g odplynéného (30 s
na ultrazvuku) vzorku v 10ml vialce trvala 1 min pfi teplo-
té 40 °C, cas extrakce 30 min pfi teploté 40 °C a desorpce
4 min pfi teploté 240 °C, split 1:1. Separace latek probiha-
la na plynovém chromatografu 7890B s hmotnostnim de-
tektorem 5977A a kolonou HP-5MS 5% Phenyl Methyl
Siloxane (30 m x 250 um x 0,25 um); vSe od firmy Agi-
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Tabulka I

Piehled a charakteristika nejb&zngjsich metod GC-O (cit.*”)

Laboratorni pfistroje a postupy

Metody Metody detekce Metody nasledného Casové-intezitni Metody zfed’ovaci
frekvence (Detection odhadu intenzity metody (Dilution analysis
frequency methods) (Posterior intensity (Time-intensity methods)

methods) methods)
Princip Zaznamenani detekce ~ Odhad vnimané Zaznamenani intenzity ~ Postupné zied’ovani

viiné pomoci skupiny

intenzity ving, ktera se

a trvani vnimané vuné

vzorku az po dosazeni

hodnotitelt. zaznamenava aZ po soucasné s eluci podnétového prahu
eluci piku dle pfedem  chromatografického vSech latek, tzn. Zadna
dohodnuté stupnice piku. viné jiz dale neni
intenzity. vnimana.
Varianty metody DF technika (detection OSME metoda (osme = AEDA metoda (aroma
frequency); fecky ving, pach, extract dilution
NIF technika (nasal zapach) analysis); CHARM
impact frequency); metoda (combined
SNIF technika (surface hedonic aroma
of NIF) response measurement)
Pocet hodnotitelt ~ 6-12 3-10 3-10 1-3
Zaznam signalu ano/ne; trvani viiné ano/ne + zdznam pribézny zaznam ano/ne; trvani viiné
(v ptipad€ SNIF) intenzity dle stupnice intenzity (posun (v ptipadé¢ CHARM)

jezdcem zaznamena-
vaciho zafizeni
= fingerspan metoda)

Vysledek DF: suma zaznamu Skore intenzity (tj. Skore intenzity (tj. OAV (odor activity
dané latky hodnotiteli;  primér intenzit prumér intenzit value): pomeér
(S)NIF: kazdy z n ziskanych od jednotlivych ziskanych od koncentrace dané latky
hodnotitell pfispiva 1/n  hodnotitelit). jednotlivych ve vzorku
k finalnimu vysledku hodnotitelt). k podnétovému prahu
((S)NIF=1, tj. detekce dané latky.
latky vSemi hodnotiteli). FD (factor dilution,
u AEDA): nejvyssi
fedéni vzorku, kdy je
jesté viing detegovana.
Vyhody Nevyzaduje trénovany  Dobra korelace Béhem jedné analyzy  Kvantitativni popis
panel hodnotiteld, s vysledky ziskanymi  ziskan profil senzoricky potencialu viin¢ dané
dobra opakovatelnost  klasickou senzorickou  aktivnich latek a jejich  latky. Dobra
metody, jednoduchost.  analyzou intenzit. prenositelnost
a DF metodou. a vSeobecna platnost
ziskanych vysledki
Omezeni Ziskané vysledky se Znaéné odchylky mezi  Nutnost pouziti panelu ~ Casova naro&nost

vztahuji pouze na
intenzitu viiné
vnimanou pfi dané
koncentraci latky ve
vzorku. Se zvySujici se
koncentraci dané latky
nad prah detekce je
vysledek stejny, tj. (S)
NIF=1.

hodnotiteli, rozdilny
odhad intenzity dané
ving. Nutnost
Skolenych hodnotitelt.

Skolenych hodnotiteld,
jinak velké rozdily
mezi hodnotiteli.

(pocet fedéni/analyz
jednoho vzorku 10-12).
Nutnost hodnotitell
expertul.

Vybrané aplikace
v oblasti nealko-
holickych napoju

Mineralni voda®,

pomerancovy dzus”'’,
’ 11 :

cukrovy meloun', aj.

Pomerancovy dzus
a silice'?, aj.

Pomerancovy dzus",
grepfruitova silice'?, aj.

Citrusové sycené
néapoje’’, silice

z citronové kiiry'®,
pomerandovy dzus'’,
cukrovy meloun'’, aj.
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lent Technologies (Santa Clara, CA, USA). Mobilni faze:
helium, konstantni pritok 1,4 ml min . Teplotni pribeh:
60 °C po dobu 2 min, pak 10 °C min—"' do 320 °C s vydrzi
2 min, celkovy ¢as analyzy 30 min. Teplota MS detektoru:
zdroj 230 °C, kvadrupdl 150 °C, transfer line (pfevodni
potrubi) 280 °C.

Tekavé latky byly identifikovany porovnanim hmot-
nostnich spekter s databazi spekter NIST 08 MS Database
(Natl. Inst. of Standards and Technology, Gaithersburg,
MD, USA) a zjisténymi retenénimi indexy (RI, dle*?).
Ovéreni identifikace pro vybrané t€kavé latky (D-limonen,
a-terpineol, p-cymen a y-terpinen) prob¢hlo zaroven srov-
nanim se standardem. Pouzité standardy (D-limonen
(=299 %), a-terpineol (90 %), p-cymen (> 97 %) a y-terpinen
(97 %) byly od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

Identifikace senzoricky aktivnich latek pomoci GC-O

Identifikace senzoricky aktivnich latek byla provedena
na olfaktometru (JAS, Moers, Némecko) spojeného
s SPME-GC-MS (vizvyse). Eluat byl na vystupu
z GC kolony délen v poméru 1:1 mezi MS detektor a olfak-
tometr (trubice vyhfivana na 210 °C). Panel 7 skolenych
hodnotitelti z Ustavu konzervace potravin, Vysoké Skoly
chemicko-technologické v Praze, metodou detekce frek-
vence (detection frequency methods, tzv. NIF technikou)
zaznamenal aromagramy testovanych vzorkt napoju. Lat-
ky s detekei frekvence > 2 z celkového poctu sedmi hod-

1,5-10"
Relativni odezva
1,3-107
1,110
0,910
0,7-107
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0,310
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noceni byly povazovany za senzoricky aktivni, latky, které
detegoval pouze jeden zhodnotitelli, byly brany jako
$um''. Hodnotitel¢ byli zaroveii poZadani o zaznamenani
charakteru vjemu.

Vysledky a diskuse
SPME-GC-MS analyza tékavych latek

Pro identifikaci t€kavych latek citronového aroma byl
proméien soubor 5 komercnich vzorkli minerdlnich vod
s citronovou pfichuti. Pomoci SPME-GC-MS analyzy bylo
celkem identifikovano 63 latek citronového aroma, z toho
19 alkohold, 9 seskviterpenti, 8 monoterpend, 8 aldehydd,
5 esterll, 4 oxidy, 4 alifatické uhlovodiky, 3 ketony a po
jednom furanu, aromatickém uhlovodiku a neznamé latce
(rozdéleni dle'”). Vyskyt a zastoupeni identifikovanych
latek bylo rozdilné v ramci proméfenych vzorkd. Nejvic
latek bylo identifikovano u vzorku A, 57, o celkové plose
437x10°, nejméné pak uvzorku C, 34, o celkové plose
12x10°. Nejvice zastoupenou latkou byl D-limonen (24,2
az 72,6 %), dale pak isocineol, eukalyptol, citral, linalool,
terpinolen, a-terpineol, y-terpinen , B-citral a nerol acetat.
Dalsi latky nedosahly relativniho zastoupeni 5 % ani
ujednoho vzorku. Uvedené vysledky jsou v souladu
s literarnimi udaji, kdy dle cit.”® k profilu t&kavych latek
citrusového aroma napoje nejvice ptispiva D-limonen, dale
pak y-terpinen, linalool a citral.
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Obr. 1. Porovnani profilu tékavych latek ziskanych pomoci SPME-GC-MS analyzy (nahofe) a individudlniho aromagramu senzo-
ricky aktivnich latek ziskaného pomoci GC-O metody detekce frekvence (dole) pro vzorek A (Cisla odpovidaji ¢islam latek v tab. II;
a — D-limonen, b — y-terpinen, ¢ — B-citral, d — nerol acetat, e — geranyl acetat; neoznacené zaznamy u GC-O detegoval pouze jeden hod-

notitel, proto jsou povazovany za Sum)
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GC-O identifikace senzoricky aktivnich latek

Latky odpovédné za citronovou vuni napoju byly
ur¢eny pomoci GC-O analyzy metodou detekce frekvence,
ktera umoziuje v pribehu kratkého casového tseku a bez
nutnosti specifického Skoleni panelu hodnotiteli urcit sen-
zoricky aktivni latky vzorku?'. Obr. 1 porovnava profil
t€kavych latek vzorku A ziskany ze SPME-GC-MS analy-
zy a aromagram senzoricky aktivnich latek stejného vzor-
ku zaznamenany jednim z hodnotiteld metodou detekce
frekvence.

Tabulka IT uvadi seznam 18 identifikovanych senzo-
ricky aktivnich latek vzorkd mineralnich vod s citronovou
pfichuti pomoci GC-O. Nejvice senzoricky aktivnich latek
bylo detegovano u vzorku A — 13, u vzorku B bylo detego-
véano 10 latek, znichz 2 latky (¢. I a II v tab. II) nebyly
identifikovany z diivodu stopové koncentrace ve vzorku,
nizsi nez mez detekce pouzité metody GC-MS. Jednalo se
0 ovocnou vini (zaznamenanou v RC=7,97 min) a sv&Zi
kvétinovou viini (RC=12,13 min). U ostatnich vzorki bylo
detegovano 6, 7 a 8 latek (vzorky C, E a D). Nami detego-
vané senzoricky aktivni latky jsou v souladu s literarnimi
Gidaji pro sycené napoje s citronovou ptichuti' a citrusové
aroma'® '°. Podle prace®, latky, které jsou detegovany Gas-
vem na vini daného vzorku. Zadny z hodnotitel®i nedete-
goval citrusovou vlni D-limonenu, navzdory jeho vysoké-
mu zastoupeni ve vzorcich (24,2-72,6 %), coz je v souladu
s literaturou™. Nicméné, jak uvadi autofi prace”, je
D-limonen nezbytnou soucasti citrusového aroma, avsak
jeho  zvySend koncentrace vnapoji je  spojena
s negativnimi senzorickymi vjemy (defektni pach i chut).

Citronové aroma napoji je komplexni smési latek
a zadna jednotliva slozka nemlze byt identifikovana, jako
majici pievladajici vliv na vyslednou vini*. Jak je vid&t
z tab. II, mineralni vody s citronovou pfichuti obsahuji
nékolik skupin latek majicich velmi podobné senzorické
vlastnosti a blizké retenéni indexy. Jedna se o latky
2,3-dehydro-1,8-cineol, isocineol a eukalyptol s typickou
matovou vini; citral, nerol a citronelol s jasnou citronovou
vini, skupina aldehydt (oktanal, dekanal, nonanal), které
jsou béznou soucasti citrusového aroma a jejich nevyvaze-
nost ve slozeni pfispiva k niz§i kvalit¢ vnimané viné
a chuti napoje'>*, a latky s typicky terpenickou, zatuchlou
vini terpinolen a o-terpineol. Jak uvadi cit.”’, latky
v kazdé skupiné jsou si strukturné podobné, coz naznacuje
moznost vzajemnych reakci a pfeskupovani. Je znamo, ze
terpeny podléhaji kysele katalyzovanym reakcim®. Napfi-
klad citral, latka zodpovédna za svézi citrusovou vuni,
podléha v kyselém prostiedi degrada¢nim procesiim, které
jsou urychlovany ptisobenim vysoké teploty, svétla a kys-
liku®. Fotolyzou citralu vznikaji latky negativné ovliviiuji-
ci aroma vyrobku (zatuchla viing), které 1ze potvrdit senzo-
rickou analyzou, ale nelze je identifikovat metodou
GC-MS™.
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Zaveér

Zastoupeni t€kavych, resp. senzoricky aktivnich latek
mineralnich vod s citronovou prichuti se 1isi v rdmci vzor-
ki a souvisi s rozdilnymi vyrobci napoji a dodavateli aro-
mat. Isocineol a eukalyptol byly metodou GC-O urceny
jako senzoricky aktivni latky u vSech 5 vzorkti mineralnich
vod s citronovou prichuti, oktanal, linalool a a-terpineol
byly urceny u 4 analyzovanych vzorkii. Naopak nejvice ve
vzorcich zastoupend latka, D-limonen, nebyla hodnotiteli
pomoci GC-O detegovana. GC-O analyza se dle naméfe-
nych vysledki jevi jako ucinnd technika nejen
k identifikaci kli€ovych senzoricky aktivnich latek, ale
i k detekei latek negativné ovliviiyjicich vysledné aroma
vyrobku a tim k predikci trvanlivosti a stability aroma.
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Laboratorni pfistroje a postupy

I. Sistkova, A. Haubeltova, V. Pohiinek, and
H. Cizkova (Department of Food Preservation, University
of Chemistry and Technology, Prague): 1dentification of
Sensory Active Compounds of Citrus Mineral Water by
Gas Chromatography-Olfactometry

The aim of this study was to investigate aroma active
compounds of 5 samples of mineral water with lemon
flavour. A total of 63 volatile compounds of lemon aroma
were identified using solid phase microextraction in com-
bination with gas chromatography-mass spectrometry, of
which 20 were determined as aroma active by gas chroma-
tography-olfactometry. The occurrence and representation
of the identified substances varied within measured sam-
ples. The most abundant compounds that occurred in all
samples were D-limonene, isocineole, eucalyptol, linalool,
and a-terpineol. However, compounds represented in large
amounts should not be overestimated at the expense of
minor compounds. As indicated in the literature and
proved by the results of gas chromatography-olfactometry,
e.g. the most abundant D-limonene was not detected by
evaluators who, however, were able to detect minor com-
pounds such as octanal, isoborneol and nerol. These com-
pounds can be described as key aroma active ingredients.



