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Sammanfattning

Ol #r en alkoholhaltig fermenterad dryck som oftast gors pa miltade korn
men #ven andra cerealier. Ol har anor ver 5000 ar tillbaka och drycken
konsumeras virlden dver. Ol innehller flertalet méttade och oméittade
fettsyror som deriveras frdn malt. De omaittade fettsyrorna som linolsyra
samt linolensyra 1 6l kan oxidera vilket pdverkar 6lets lukt, smak och
skumformaga.

Syftet med arbetet var att via extraktion och efterfoljande analys av omaéttade
fettsyreprofiler ur de tre 6lsorterna, Bryggmaéstaren Bésta Ekologiska, 5,2:an
och Premium Gold, studera produkternas risker for exponering for syre och
ddrmed fordndrad héllbarhet.

Malt, lagertanksprover, vort och dlprover for de tre olika 6lsorterna himtades
fran Abro Bryggeri i Vimmerby. Fettextraktioner utfordes dir Soxtec
utfordes pa maltprover och vitske-vitskeextraktioner utférdes pa
lagertanksprover, vort och 6l. Fettet analyserades med metoden
Gas-Kromatografi Flamjonsdetektor (GC-FID) och en fettsyreprofil togs
fram for varje prov. Ur maltprover sa dominerades fettsyreprofilen av
omdttade fettsyror och framforallt linolsyra. Fettsyreprofilen ur
vitskeproverna innehdll en kombination av omittade fettsyror sdsom
erukasyra och mittade fettsyror som laurinsyra, myristinsyra och
palmitinsyra. Halten fettsyror som detekterades var dock 18g och beror mest
sannolikt pa metodologiska problem. Slutsatsen som drogs i denna studie &r
att bade mattade och ométtade fettsyror kan detekteras i sédvél krossad malt
savil som 1 olika vétskor frén bryggprocessen sivil som i buteljerat 6l fran
Abro bryggeri. Méngderna fett som detekterats 4r 1dga och beddms utgdra
liten eller ingen risk for dlsorternas smakprofil eller exponering for syre.
Diaremot ar resultatet osékert pa grund av fa extraherade och analyserade
prover, varfor en kvantitativ studie med fler prover och optimerad metodik ar
nodvindig.
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Abstract

Beer is a fermented alcoholic beverage that spans back to over 5000 years
years ago and is consumed all over the world. Beer is usually made from
malted barley but it can also be made from different cereals and starches.
Beer contains both saturated and unsaturated fatty acids (FA) which are
derived from the malt that is used. Unsaturated fatty acids (FA) such as
linoleic and linolenic acid are sensitive to oxidation which can affect foam,
smell and taste of a beer. The purpose of this study was to extract and analyse
FA profile of three different types of beer, Bryggmaéstaren Bésta Ekologiska,
5,2:an and Premium Gold to assess the durability of these types of beer.

Beer, fermented solution, malt and wort was provided by Abro Bryggeri.
Lipid extraction was performed on the samples, lipids were extracted with
soxtec for malted product and liquid-liquid extraction for beer, fermented
solution and wort. The lipids were analysed with Gas-Chromatography
Flame Ion Detector.

The malted products contained unsaturated FA’s where linoleic acid was the
dominating FA while the beers, fermented solutions and worts contained both
unsaturated FAs and saturated FAs. The unsaturated FA were erucic acid
while the saturated FAs were lauric acid, myristic acid and palmitic acid. The
amount of FA’s detected in the beer was extremely low which is due to the
method used as some fat might have been lost out during the liquid-liquid
extraction or during an evaporation step due to a leakage in the selected
rotary evaporation system. The conclusion of this study was that although
fatty acids were present in malt and liquids from the brewing process, the
amount was too low to cause risk of either an altered taste of the beer or
increased risk of oxidation of unsaturated FAs. However, due to a limitation
of data from extracted- and analysed samples, this reduces the outcome of
this work and a quantitative study is needed in order to determine more exact
FA profiles from the analysed samples.

Nyckelord
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Fettextraktion, fettoxidation, GC, linolsyra, linolensyra, 6l.
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1 Inledning

1.1.1 O1

Ol dr en fermenterad dryck som i#r virldens mest populira alkoholhaltiga
dryck, livsmedlet har anor 5500 é&r tillbaka i véstra Iran men dven i
Mesopotamien (nuvarande Irak). De tidigaste dokumenterade fallen av
Olbryggning har hittats redan 5000 &r tillbaka dér 6lbryggningen
dokumenterades pé stenplattor vilket tyder pa att sjélva drycken var gammal
nér skriften var ny. Olen gjordes dé pa brod och malt med en smaksittning av
honung. Olbryggningen spred sig frin Mesopotamien till Egypten dir 6len
dominerade. Olets historia stricker sig dven till Europa dir 6len sigs ha

bryggts mellan 3500-4000 ar'.

I Europa utvecklades den moderna 6len dar flertalet kloster 1dg bakom
utvecklingen. En regel som uppstod i Italien var att varje munk fick en ration
vin varje dag. Denna regel spred sig vidare till Storbritannien och Irland dér
munkarna fick en halv liter 61 om dagen. Olkonsumtionen 6kade vilket i sin
tur resulterade 1 en 6kad efterfragan vilket resulterade i en expansion av
bryggerier. I bérjan anvédnde bryggerier en ortblandning for att smaksétta
6len men vid 1400-talet borjade humlé att ersétta drtblandningen. Ol som var
gjord pa humle hade béttre hallbarhet och kunde hélla sig farskare under en

lingre tid'.

1.1.2 Olet som livsmedel

Ol #r en fermenterad dryck som vanligtvis innehéller 3-6% alkohol i form av
etanol och drycken gors pa olika sorters stirkelse som havre, korn, majs,
malt, ris och rag. Traditionella ingredienserna &r vatten, malt, humle, jést
men dven andra tillsatser som extra socker och stirkelse kan forekomma'~,
Den forntida 6len jamfort med den moderna 6len var mer néringstit, rik pa
protein och stirkelse. Daremot innehéller den moderna 6len vitaminer som

niacin och folat'?.
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Ol innehéller alkohol vilket #r en av anledningarna till dryckens konsumtion,
dér alkoholen dr en substans med psykoaktiv forméga vilket fordndrar
hjarnans funktioner. Resultatet av alkoholkonsumtion kan variera frén eufori
till alkoholberusning, koma och i virsta fall dod'. Vad géller konsumtion av
0l sa finns det flera influerande faktorer, dir de tva viktigaste faktorerna ar
kostnad och tillgénglighet. I Europa konsumeras 61 men det finns dven en
konkurrens med andra alkoholhaltiga drycker som sprit och vin. Ar 1992
borjade data samlas in diar konsumtionen av 61 och alkohol har borjat minskat
i storre delen av Europa. I Sydeuropa dér vinproduktionen dominerar sa har
olkonsumtionen okat pa grund av dryckens tillgénglighet, konsumtionen av
6l har inte paverkat totalintaget av alkohol i Sydeuropa®. Olkonsumtionen har
okat i Osteuropa men dven i utvecklingslinder virlden dver pa grund av
dryckens tillgdnglighet men dven pa grund av kostnaden dar priset pé o6l ar

betydligt ldgre &n priset pa andra alkoholhaltiga drycker som vin och sprit**,

1.1.3 Haélsopaverkan

Det finns flera olika anledningar varfor individer konsumerar alkoholhaltiga
drycker. Vissa individer dricker i sociala sammanhang som fester, sportevent
eller andra sammanhang medan andra dricker av psykologiska anledningar.
Vad giller depression och angest sa kopplas det oftast ihop med sprit som
alkoholkélla vilket ofta kan leda till ett 6kat alkoholbehov for att lindra
symtom och kédnna av en tillfdllig eufori. Daremot kan det oftast leda till den
psykologiska sjukdomen alkoholism dir alkoholen utgér en del av vardagen®.
Individens humor avgor oftast syftet med konsumtionen av alkohol. Vid
negativt humor som exempelvis ilska, nedstdmdhet eller liknande kan
Olkonsumtionen dka jamfort med positivt humor som glédje. Nér individen
ar glad eller kdnner ngon nytta sé ar dryckesmotivet annorlunda vilket

resulterar i en ligre konsumtion av 61°.

Det finns en del hélsorisker med konsumtion av alkohol dér alkoholen
paverkar kroppens olika organ. Det organ som associeras med alkohol &r just
levern och dér ar levercirros associerad med alkohol déar alkohol orsakar 39%

av alla levercirros fall hos mén och 18% hos kvinnor. De typer av drycker
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som kommer i fraga och kopplas samman med levercirros ar sprit, vin och 6l.
Av de olika typer som kopplas med levercirros sa har sprit den storsta
sannolikheten att orsaka levercirros, det &r oftast inte sjdlva drycken som
orsakar det utan det har dven att gora med individerna sjdlva och deras
socioekonomiska tillstdnd. Sprit &r oftast billigare vid jamforelse av alkohol
per krona &n vin och 6l vilket gor att individer som lider av alkoholism viljer

sprit 6ver vin och 61’.

Alkohol har dven kopplats samman med fetma, 6kad kroppsvikt och bukfett.
Alkoholen sjélv innehdller 7 kcal/g vilket dr ndstan dubbla méngden kalorier
an vad protein och kolhydrater innehaller. Alkohol saktar ned fettoxidationen
1 kroppen, lagrar fett 1 kroppen men alkohol anvédnds dven som en precursor
till fettsyntes. Individer som konsumerar alkohol 1 form av sprit, vin och 6l
brukar inte ersatta energiintaget med alkohol utan energiintaget frén
alkoholen adderas till det dagliga intaget vilket leder till ett kalorioverskott
vilket i sin tur leder till 6kad kroppsvikt. Ol brukar oftast kopplas ihop med
termen “6lmage” vilket syftar pa bukfettet som bildas vid alkoholintaget,
ddremot &r det inte bevisat att det dr just 61 som orsakar bukfett utan att det
handlar mer om individernas kosthéllning®. Risken for stroke 6kar vid
konsumtion av tre eller fler standardglas om dagen, hogt blodtryck och
hjartrubbningar &r tva riskfaktorer for ischemisk stroke. Dessa tva
riskfaktorer kopplas ihop med 6kat alkoholintag men dkat alkoholintag

kopplas dven samman med 6kade halter HDL kolesterol”.

Forutom hélsorisker sa har 61 dven preventiva effekter mot carcinogena
dmnen, exempel pd carcinogena dmnen &r heterocykliska aminer (HCA) som
finns 1 tillagade kottprodukter, HCA har mutagena egenskaper som verkar i
lever, mjolkkortlar, prostata och tjocktarm. HCA katalyseras av hepatiska
cytokrom P-450 enzymer (CYP1A2) vilket aktiverar den mutagena effekten,
daremot har morka Glsorter visat antimutagena egenskaper dir morka
oOlsorter har visats ddmpa CYP1A2 aktivitet vilket i sin tur inhiberar HCA
aktiviteten'®. Ol har dven visats himma azoxymetan som ir dven det en

carcinogen. Forutom att himma carcinogena dmnens aktivitet sa har det dven
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visat att 61 har en DNA-skyddande forméaga i organ som lever'®'".

Anledningen varfor 6l har en inhiberande effekt handlar mer om de fenoler
som deriveras fran malt och humle. De fenoler som vanligtvis deriveras &r
fenoler som katechiner, benzosyror som gallussyra, kanelsyror, katechiner,
proantocyanider, chalkoner, flavonoider som flavoner, flavonoler och
flavanoner. Dessa fenoler har antioxidantférmaga och ddmpar CYP1A2
aktivitet vilket forklarar 6lets inhiberande forméaga av HCA och

azoxymetan'?.

1.1.4 Olbryggning

Oltillverkning bestar oftast av 4tta steg dir det forsta steget dr malning av
maéltade korn kallat for malt. Malt &r cerealier dér stirkelsen har omvandlats
till socker, i det har fallet maltos. Maltet mals oftast ned med en maltkross
for att fa finkrossad malt vilket separerar endospermiet fran kornskalet. Detta
gor att endospermiet kan blanda sig med vatten under méskningen vilket

bidrar till 6lets smak>.

Naista steg 1 processen dr maskning. Vid miskning s& kommer malten att
foras till ett kédrl med ca 70°C vatten dir maltet méskas 1 1h. Stirkelsen som
ar kvar 1 maltet kommer att absorbera vatten vilket far stirkelsen att svilla
och detta kallas for gelatinering. Dérefter kommer amylos och amylopektin
att brytas ned till dextriner. Dérefter kommer dextriner och stirkelse att
brytas ned till socker. Nedbrytningen av dextriner och stirkelse till socker

sker under inverkan av a-amylas och B-amylas?.

Nér méskningen &r klar ska maltet avskiljas frdn vorten men innan dess sé
lakas maltet vilket innebér att man tillséitter ca 70+°C vatten fOr att utvinna
extra socker. Nér lakningen &r klar tas maltet bort som nu kallas for drave
och vortkoket paborjas. Vid start av vortkok sa tillsitts humle for att
smaksétta dlen. Kokningen tar ca 1 timme dér vissa recept tillsdtter humle
vid slutet av kokningen for att tillsdtta arom till drycken. Kokningen

koagulerar protein men dven for bort flyktiga &mnen och upplost syre?.
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Nér kokningen ar klar sé kyls vorten ned, oftast sker det i virmeviaxlare dar

vorten fér cirkulera runt. Ndr vorten dr kyld sé separeras protein samt humle
bort och vorten fors vidare till en fermentor dér jést tillsdtts. Jasten befinner

sig 1 en aerob tillvaxtfas (lagfas) under de forsta 24 timmarna for att anpassa
sig till omgivningen i vorten. Dérefter 6kar jasten exponentiellt i en anaerob
logfas dér jdsten anvinder sig av fermentering, dér socker bryts ned och

etanol samt koldioxid bildas>.

Olen #r i kontakt med jdsten for att utveckla smaker och beroende pé typ av
Ol sé tar det frdn nagra dagar till veckor innan jésningen anses fardig.
Darefter filtreras Olen, jasten avldgsnas och kiselgur tillsitts. Beroende pa
bryggeri sa centrifugeras 6len for att fa bort partiklar. Efter filtreringen sa

packas olen dir produkten kolsyras genom tillsats av koldioxid*

1.1.5 Fettsyror

Lipider &r kolforeningar som bestér av fetter, beroende pa fettet sd kan de
besta av olika ménga fettsyror. Lipider kan komma 1 olika former och de har
olika betydelser exempelvis fosfolipider som finns i cellmembranet dir det
poléra huvudet &r riktat utat och den opoldra svansen ar riktad inat. De lipider
som finns i maten &r estrar som bestar av fettsyror. Fettsyror kommer i olika
storlekar dir vissa fettsyror dr bara nagra kol langt medan andra bestar av en
mycket langre kolkedja. Exempelvis pd en kort fettsyra dr smorsyran som
bestar av fyra kolatomer medan linolsyra bestdr av 18 kol. Det alla fettsyror
har gemensamt ar att fettsyror ar karboxylsyror. Fettsyror delas oftast
upp 1 mattade fetter och omaéttade fetter. De maittade fettsyrorna har bara
enkelbindningar mellan kolen medan ométtade har dubbelbindningar och det
finns dven fettsyror som har flera dubbelbindningar vilket gor att de
fettsyrorna hamnar i kategorin fleromittade fetter. Det finns d&ven omega-3
och omega-6 fetter och det som ger fettsyran sitt namn dr mestadels pa vilket
kol den forsta dubbelbindningen sitter pa. Exempelvis har omega-3 fetter sin
forsta dubbelbindning vid kol nr 9 1 kolkedjan som é&r réknat ifran
COOH-gruppen av fettsyran medan omega-6 fetter har sin forsta

dubbelbindning pa kol nr 9*3.
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1.1.6 Oxidering av fettsyror

Fettrika livsmedel som oljor, kott, fisk, kan hédrskna frimst genom att
omittade fettsyror oxiderar. Fettsyror som &r ométtade och fleromittade ar
kénsliga for oxidation. Vid fettsyraoxidation bildas fria radikaler, dessa fria
radikaler &r reaktiva fettsyramolekyler med oparade elektroner. Dessa
fettsyra radikaler binder till sig syre vilket i sin tur bildar peroxidradikaler,
peroxidradikalerna kan binda till andra ométtade fettsyror, och detta bildar da
hydroperoxid vilket producerar fler fria radikaler genom att absorbera syre
ifrdn atmosfaren. Detta leder da till en kedjereaktion dven ként som
autoxidation vilket innebar att fettsyror fortsdtter att oxidera pa grund av den

hoga halten syreradikaler’.

1.1.7 Linolsyra

Linolsyra &r en essentiell omega-6 fettsyra som &r 18 kol lang, linolsyra finns
nédrvarande i ménga olika livsmedel som rott kott, olika oljor men dven
margarin. Linolsyra har sin forsta dubbelbindning pa det nionde kolet {6l;jt
dérefter en dubbelbindning pa kol nr 12. Nér linolsyra metaboliseras sa

konverteras den till arakidonsyra som bestar av 20 kolatomer'.

1.1.8 Linolensyra

Linolensyra dr en essentiell omega-3 fettsyra och &r en storre komponent i1 de
flesta matlagningsoljor. Linolensyra dr 18 kol l&ngt och har sin forsta
dubbelbindning pé det tredje kolet foljt dérefter av dubbelbindningar pa kol
nr 9, 12 och 15%.

Béde linol och linolensyra ér av intresse med sin koppling till 61 dér
fettsyrorna kan bade deriveras frin rda ingredienser som malt och som en
biprodukt fran jastens metabolism under jasning. Fettsyrorna kan oxideras
vilket bildar en aldrande, gammal smak och férutom paverkan pa smak sa
kan fettsyrornas oxidation leda till fysikaliska problem dar skumkapaciteten

paverkas vilket leder till ett forsande skum'®.

6(11)



Linneuniversitetet

Kalmar Vixjo

Figur 1. Relevanta fettsyror markerade 1-9. 1 Laurinsyra C12:0. 2
Myristinsyra C14:0. 3 Palmitinsyra C16:0. 4 Palmoljesyra C16:1. 5.
Gondonsyra C20:1. 6. Oljesyra C18:1. 7. Linolsyra C18:2. 8. a-linolensyra
C18:3. 9. Erukasyra C22:1. (Aboode MS, Marvin Sketch, 2022).

1.1.9 Analytisk metod for métning av fettsyror

Fettsyror kan analyseras med den analytiska metoden gaskromatografi (GC),
och innan analysen derivatiseras fettsyrorna sa att de blir flyktiga och
termostabila. Derivatiseringsmetoder brukar baseras antingen pa en sur eller
en basisk metod, dér vanligen metanol och cyklohexan anvénds. Cyklohexan
eller allmént hexan har hog affinitet mot fetter och minimal affinitet mot
icke-lipidiska kontaminanter i en 10sning. Bade cyklohexan och metanol kan
16sa upp fetter'”. Derivatiseringen skapar fettsyremetylestrar som forkortas

FAME och dessa fettsyror hamnar i den organiska dverfasen.

Sjilva GC har flera bestdndsdelar och varje bestdndsdel har sin egen uppgift.
Den forsta bestandsdelen dr gasforsorjningssystemet och detta system
levererar ren gas till detektorn men systemet dr ocksa den mobila fasen dir
analyten fardas genom kolonnen som sitter i systemet. Den mobila fasen
bestar av gas och gasen ér antingen helium, kvévgas eller vitgas. Provet
placeras i en injektionsport som sitter pd GC och denna port har en inbyggd

spruta som tar upp provet. Provet som tas upp kommer att genomgé en
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fasfordndring sa att den hamnar 1 gasfas och provet kommer att blixtforangas.
Kolonnen tar upp begridnsad méngd prov vilket leder till att provet splittas av
injektionsporten. Kapilldrkolonnen &r den vanligaste kolonnen for GC dir
kolonnen bestér av kiselglas med en lingd pd 5-100m dér langden avgor
analystiden. Kapilldrkolonnens viggar dr ungefar 25 um tunna och diametern
hos kolonnen ér 250 um. Polyamid utgor kolonnens yttre viggar och
kolonnens insida ar tdckt med den stationdra fasen.. Vid fettsyraanalyser s
maste kolonnen vara poldr for att matcha fettsyrornas polaritet, exempel pa
poldra kolonner dr kolonner som utgdrs av polyetylenglykol och exempel pa

sddana kolonner dr CP-Sil 88'%1°,

1.1.10 Syfte

Syftet med arbetet var att via extraktion och efterfoljande analys av framst
omittade fettsyreprofiler ur de tre 6lsorterna, Bryggmaéstaren Bésta
Ekologiska, 5,2:an och Premium Gold, studera produkternas risker vid

exponering for syre och dirmed forédndrad héllbarhet.
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2 Material och Metod

2.1.1 Prover

Tre olika maltprover samt en maltblandning himtades ifrén Abro Bryggeri i
Vimmerby dédr maltproverna som hdmtades var ekologisk pilsnermalt som
anvands till Bryggmaéstaren Bista Ekologiska, pilsnermalt som anvénds till
5,2:an, miinchermalt som anvands till Premium Gold men dven en
maltblandning pa pilsnermalt och miinchermalt som anvénds till Premium
Gold. Totalt hdmtades 8 pasar malt dér det var 300g malt i vardera pase,
malten kom bade hel och krossad. Lagertanksprover och Vort hamtades fran
de tre olika dlsorterna i 50 cl flaskor. Alla prover frystes in 1 en frys pa -18°C
. En leverans fran Abro med tva 50 cl Eko Bista Bryggmiistaren, tva stycken
33cl Premium Gold och tvé stycken 33 cl 5,2an (figur B1) togs och
forvarades 1 ett kylskap.

2.1.2 Provhantering

Alla maltsorter finkrossades med en mortel dir 15g krossad malt av vardera
sort anvandes. Den finkrossade malten anvédndes till andra moment och

overblivna malten som inte anvéndes frystes in 1 fryspésar.

2.1.3 Fastfasextraktion av fettsyreinnehéll fran kornmalt med

Soxtec

Extraktionskoppar med 4 st kokstenar och extraktionshylsor fick fortorka i
103°C i 30 min i virmeugn. Malt vigdes upp i en analysvag i dubbelprover
pa ett halvt filterpapper (se tabell 1). Uppvédgda malten och ca 3g celite
fordes Over till extraktionshylsorna och dessa torkades i 103°C i 60 minuter.
Extraktionshylsorna med prover fistes i Soxtec, 60 ml petroleumeter
(Kokpunkt 100-120°C, VWR, England) méttes upp och tillsattes i vigda

extraktionskoppar. Extraktionskopparna fastes pa virmeplattorna pa
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Soxtec-apparten. Proverna extraherades i 25 minuter, direfter skoljdes

proverna i 30 minuter. Extraktionskopparna med uppsamlat fett torkades i
103°C i 30 minuter, cyklohexan (chromasolv, Sigma Aldrich) droppades i
extraktionskopparna och innehéllet férdes over till eppendorfror. Proverna

frystes in.

Tabell I. Mingden som végdes upp av varje maltsort.

Malt Vikt/ g Vikt/ g
Ekologisk Pilsner Malt 4,0391 4,0393
(BM bista ekologiska)

Miinchermalt 4,0380 4,0381
Pilsner + Miincher 4,0372 4,0371
(Premium Gold)

Pilsner Malt (Kung/5,2an) | 4,0373 4,0390

2.1.4 Vitske-vitskeextraktion av fettsyror frin bryggprocess och

buteljerad ol

200g prov viagdes upp i flera omgangar (tabell 2) som sedan fordes over till
en separertratt och 20 ml cyklohexan tillsattes. Separertratten skakades och
ventilen 6ppnades for att pysa ut koldioxidgas. Detta repeterades tills inget
ljud uppstod, dérefter vilade provet i ndgra minuter tills tva faser bildades.
Vattenfasen tappades ut och tillsattes igen i separertratten. Dérefter
repeterades skakmomentet, efter ndgon minut vila sa tappades den nedre
fasen ut och slédngdes. Dérefter tillsattes mer prov till separertratten och
momentet repeterades igen. Nar provet var klart si fordes den dvre fasen till

en 50 ml paronkolv.
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Tabell II. Méngden som végdes upp av de olika 6lsortera, vortsorterna och

lagertanksprover.

Prov

Vigning
1/¢g

Vigning
2/g

Vigning
3/g

Vigning
4/¢g

Vigning
5/¢g

Bryggmastaren
Bésta

Ekologiska 1

200,02

200,10

200,06

201,12

197,25

Bryggmastaren
Bista
Ekologiska 2

200,31

200,09

200,51

200,87

188,12

Bryggmastaren
Basta
Ekologiska
Vort 1

200,21

60,11

Bryggmastaren
Basta
Ekologiska
Vort 2

200,34¢

68,79g

Bryggmastaren
Basta
Ekologiska
Lagertanksprov
1

200,00

43,21
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Bryggmastaren | 200,22 47,19
Basta
Ekologiska
Lagertanksprov
2

Premium Gold | 201,09 124,85
1

Premium Gold | 200,02 126,79

2

Premium Gold | 200,15 47,55
Vort 1

Premium Gold | 200,06 42,90
Vort 2

Premium Gold | 200,59 44,46
Lagertanksprov
1

Premium Gold | 200,43 45,98

Lagertanksprov

2

5,2an 1 200,04 200,00 147,48 105,95
5,2an 2 201,23 200,11 145,33 106,07

5,2:an Vort 1 202,30 45,78

5,2:an Vort 2 202,02 42,85

5,2:an 200,04 46,17
Lagertanksprov

1

5,2:an 200,26 38,06
Lagertanksprov

2
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2.1.5 Rotationsindunstning

Paronkolven med den 6vre fasen rullindunstades i en rotationsevaporator i
67°C, dérefter tillsattes med en pasteurpipett ca 1 ml cyklohexan i tre
omgangar. Kolven skakades, 6vre fasen i kolven pipetterades Gver till en
uppvagd paronkolv och kolven indunstades 1 samma temperatur tills kolven
var torr. Nar kolven var torr sd vidgdes kolven, 100 pl cyklohexan fordes 6ver
med en automatpipett till kolven och kolven skakades. Cyklohexanen

pipetterades till ett eppendorfror och detta moment repeterades tre ganger.

2.1.6 Derivatisering i 10% KOH i metanol

Metylestrar av fettsyror for GC-analys derivatiserades genom att 200 pl prov
fordes over till nya eppendorfror, provet varmdes till 60°C och dérefter
tillsattes 100pul 10% KOH (normapur, VWR) i metanol till proverna frén
maltextraktionerna respektive 10ul 10% KOH 1 metanol (metanol:
chromanorm, VWR, Polen) till vitskeextraktionerna. Proverna vortexades i
1 minut, dérefter tillsattes 400 ul cyklohexan till maltextraktionerna
respektive 40 pl till vétskeextraktionerna och proverna vortexades dterigen i
1 minut. Dérefter fick proverna sté 1 60° varmeblock 1 10 minuter och

Overfasen som bildades fordes over till nya mérkta eppendorfror.

2.1.7 GC-FID

De derivatiserade proverna fordes over till injektionsvialer och dessa vialer
lastades pa instrumentet Agilent Technologies 7890B GC System med
kolonnen CP-Sil 88 i tvd omgéngar med tvé olika instdllningar. Proverna som
extraherades fran vitske-vitskeextraktionen analyserades splitless, proverna
fran fastfasextraktionerna med Soxtec analyserades med 1:30 split och
injektorn anvédnde 1 pl prov per vial. En referensvial GLC-30 och en vial
med rapsolja kordes som standard samt referens. En vial med cyklohexan
samt en vial med aceton lastades pa dir dessa anvédndes for att rengora

injektorn mellan varje korning.
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3 Resultat

3.1.1 Soxtec-extraktion

Extraktionen av maltproverna gav ett utspritt utbyte som varierade fran

14,6-32,5 mg fett (tabell IIT), fargmissigt hade extraktet tydlig gul nyans dér

Miinchermaltet hade brungul nyans.

Tabell III. Utbyte av produkt frdn Soxtec-extraktion och mass-procent fett av

de utvalda maltsorterna.

Prov Utbyte / mg Massa malt/ g | Mass-procen
t fett / %

Ekologisk 20,9 4,0391 0,52

Pilsnermalt 1

Ekologisk 22,6 4,0393 0,56

Pilsnermalt 2

Pilsner-miinchermalt | 17,3 4,0372 0,43

1

Pilsner-miinchermalt | 14,6 4,0371 0,36

2

Pilsnermalt 1 31,1 4,0373 0,77

Pilsnermalt 2 32,5 4,0390 0,80

Miinchermalt 1 274 4,0380 0,68

Miinchermalt 2 21,5 4,0381 0,53
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Tabell IV. Medelvirdet och medelvirdets standardfel f6r miangden uppviagdt

fett har berdknats.

Prov Medelvirde +
standardfel

Ekologisk Pilsnermalt | 21,75 + 0,85 mg

Pilsner-minchermalt

15,95 £ 1,35 mg

Pilsnermalt

31,8+ 0,70 mg

Miinchermalt

24,45+ 2,95 mg

3.1.2 Vaitske-Vitskeextraktion

Extraktionen av de olika vortproverna, lagertanksproverna och 6lproverna

gav ett varierat utbyte av produkt fran 0,5-136 mg (tabell V), fargméassigt

var extrakten farglosa.

Tabell V. Utbytet av produkt ifrdn Vitske-Vitskeextraktionerna for Bésta

Ekologiska bryggmastaren.

Prov Utbyte / mg Miingd prov/g
Bryggmastaren Bésta 3,3 998,55
Ekologiska Ol 1

Bryggmadstaren Bésta 136,1 989,90
Ekologiska Ol 2
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Bryggmastaren Bésta 36,5 260,32
Ekologiska Vort 1

Bryggmastaren Bésta 11,4 269,13
Ekologiska Vort 2

Bryggmastaren Bésta 9,6 243,21
Ekologiska
Lagertanksprov 1

Bryggmastaren Bésta 73,2 247,41
Ekologiska

Lagertanksprov 2

Tabell VI. Utbytet av produkt ifran Vitske-Vitskeextraktionerna for

Premium Gold.

Prov Utbyte / mg Miingd prov /g
Premium Gold Ol 1 16,4 325,94
Premium Gold Ol 2 0,5 326,81
Premium Gold Vort 1 9,2 247,70
Premium Gold Vort 2 45,1 242,96
Premium Gold 16,7 245,05

Lagertanksprov 1

Premium Gold 28,1 246,41
Lagertanksprov 2

Tabell VII. Utbytet av produkt ifran Vitske-Vitskeextraktionerna for 5,2:an.

Prov Utbyte / mg Miingd prov/g
5,2:an Ol 1 249 653,47
5,2:an Ol 2 104,8 652,74
5,2:an Vort 1 443 247,08
5,2:an Vort 2 22,4 244 .87
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5,2:an Lagertanksprov 1 17,5 246,21
5,2:an Lagertanksprov 2 2,5 238,32

3.1.3 GC-FID

Maltprover

Den kvantitativa GC-FID korningen av maltproverna visade ett varierat antal
toppar, med hjélp av referensen GLC-30 identifierades flertalet fettsyror.
Fettsyrorna varierade fran méttade, omattade och flerométtade fettsyror.
Retentionstiden for linolsyra varierade fran 21,926-21,977 minuter och
linolsyra (C18:2) var den dominerande fettsyran med halter frén 54-59% 1
samtliga maltprover. Den relativa médngden fettsyror bestdmdes i area
procent. Mittade fettsyrorna laurinsyra och myristinsyra var fettsyrorna som
var minst representerade, en liten méngd a-linolensyra detekterades 1 de

samtliga maltproverna (figur 2, tabell B1).

Maltprover

Area Procent
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N |
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o LA e R s N o

.5 A b >
AN \ )

e
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oy :

N

< ¥ o
Fettsyror

Ekologisk Pilsnermalt WM Pilsner-Minchermalt W Pilsnermalt M Minchermalt

Figur 2. Fettsyreprofil och andel fettsyror frdn samtliga maltprover,
laurinsyra 12:0, myristinsyra 14:0, palmitinsyra 16:0, oljesyra 18:1, linolsyra
18:2, a-linolensyra 18:3, gondonsyra, 20:1. Ekologisk pilsner malt (gult),
Pilsner-Miinchermalt (r6tt), Pilsnermalt (gront), Miinchermalt (blatt).
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Figur 3. Ett kromatogram med synliga toppar som péavisar fettsyror, topparna
som syns ar palmitinsyra (C16:0), stearinsyra (C18:0), oljesyra (C18:1),
linolsyra (C18:2) och a-linolensyra (C18:3). Linolsyrans topp &r avklippt 1
det visade kromatogrammet och séledes visas ej hela toppen for denna

substans.

Bryggmdistaren Bdista Ekologiska

Flertalet fettsyror identifierades i samtliga prover ur Bryggmastaren Bista
Ekologiska bryggningsprocesser, farre omittade fettsyror identifierades dér
fettsyreprofilen dominerades av méttade fettsyror som exempelvis
myristinsyra, palmitinsyra och laurinsyra. Linolsyra var dominerande i
Bryggmaistaren Bésta Ekologiska vortprov 2, a-linolensyra var narvarande i
samtliga prover forutom lagertanksprovern. Omattade erukasyran

detekterades 1 de flesta proverna (figur 4, tabell B2).
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Bryggmistaren Bista Ekologiska
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Fettsyror
Ekologisk Bryggmistaren prov 1

M Ekologisk Bryggmistaren prov 2

M Ekologisk Virt 1

M Ekologisk Vort 2

M Ekologisk Lagertanksprov 1

M Ekologisk Lagertanlsprov 2
Figur 4. Fettsyreprofil och andel fettsyror i samtliga prover fran
bryggningsstegen for Ekologiska Bryggmastaren. Laurinsyra 12:0,
myristinsyra 14:0, palmitinsyra 16:0, palmoljesyra 16:1, oljesyra 18:1,
linolsyra 18:2, a-linolensyra 18:3, erukasyra 22:1. Ekologisk bryggmaéstaren
prov 1 (gult), ekologisk bryggmaéstaren prov 2 (rott), ekologisk vort 1 (gront),
ekologisk vort 2 (blatt), ekologisk lagertanksprov 1 (brunt), ekologisk

lagertanksprov 2 (rosa).

5, 2:an

Flertalet fettsyror identifierades fran samtliga prover ur 5,2:ans
bryggningsprocess, fettsyreprofilen bestod mestadels av mittade fettsyror
som laurinsyra och palmitinsyra men dven av erukasyra som dr omaéttad

(figur 5, tabell B3).
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Figur 5. Fettsyreprofil och andel fettsyror i samtliga prover fran
bryggningsstegen for 5,2:an. Laurinsyra 12:0, myristinsyra 14:0,
palmitinsyra 16:0, palmoljesyra 16:1, oljesyra 18:1, linolsyra 18:2,
o-linolensyra 18:3, erukasyra 22:1. 5,2:an Ol 1 (gult), 5,2:an Ol 2 (r6tt),
5,2:an vort 1 (gront), 5,2:an vort 2 (blatt), 5,2:an lagertanksprov 1 (brunt),
5,2:an lagertanksprov 2 (rosa).

Premium Gold

Fettsyreprofilen for samtliga prover ur Premium Golds bryggningssteg
dominerades av méttade fettsyror, frimst av myristinsyra som hade en
area-procent frédn 41,32-88,06%. Forutom myristinsyra sd var laurinsyra och

erukasyra hogt representerade i fettsyreprofilen (figur 6, tabell B4).
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Figur 6. Fettsyreprofil och andel fettsyror i samtliga prover fran
bryggningsstegen for Premium Gold. Laurinsyra 12:0, myristinsyra 14:0,
palmitinsyra 16:0, palmoljesyra 16:1, oljesyra 18:1, linolsyra 18:2,
o-linolensyra 18:3, erukasyra 22:1. Premium Gold Ol 1 (gult), Premium Gold
Ol 2 (r6tt), Premium Gold vért 1 (gront), Premium Gold vort 2 (blatt),
Premium Gold lagertanksprov 1 (brunt), Premium Gold lagertanksprov 2

(rosa).

4  Diskussion

4.1.1 Uppbearbetning och extraktion av fettsyror ur fast- eller

vitskefas

Flera metoder anvindes vid fettextraktionen av de olika proverna ur
bryggningsstegen for Ekologiska Bésta Bryggmastare, Premium Gold och
5,2:an. Soxtec anvéndes vid fettextraktion av malt, det forsta steget 1 hela
bryggningsprocessen. Fettextraktionen frdn maltproverna lyckades dér den
forsta extraktionen visade en tydlig gul farg nir produkten dverfordes till
eppendorfror, denna tydliga farg stimde Gverens for samtliga prover dér det
enda undantaget var Miincherprover som hade en brungul farg pd produkten
som fordes over till eppendorfror. Derivatiseringen av fettsyror visade att
extraktionen lyckades dér tva olika skikt bildades och i bottenskiktet sa

bildades en klump av restprodukter. Ovanskiktet med derivatiserade fettsyror
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fordes over till vialer analyserades 1 GC (figur I, tabell V) och antagandet
om extraktionen lyckades stirktes efter analysen dir fettsyror detekterades.
Vad giller fettextraktionerna fran vétskefasen sa extraherades det inte i
samma niva som for maltproverna, fettextraktet fran vétskefasen kordes
splitless vilket innebér att proverna inte har spatts. Trots att proverna kordes
splitless sa syntes inte topparna (figur [V-VI, tabell VI-VIII). Extraktionen av
fettsyror fran vétskefasen lyckades inte som planerat eftersom utbytet var
valdigt lagt, forklaringen bakom detta kan bero pa att fett kan ha hamnat i
vitskefasen 1 vitske-vétskeextraktionen men dven att proteiner denaturerades
av cyklohexan och proteinskummet foljde med till paronkolvarna innan

rullindunstningen.

4.1.2 Fettsyreprofil i olika olsorter

Dubbelprover utfordes och fettsyreprofilen for de tre dlsorterna, Eko Bésta
Bryggmistare, 5,2:an och Premium Gold var néstan identisk.
Fettsyreprofilen mellan dubbelproverna hade en del avvikelser dér de
ndrvarande fettsyrorna i slutprodukterna var for det mesta kortare méttade
fettsyror, laurinsyra, palmitinsyra och palmoljesyra var ndgra méittade
fettsyror som detekterades i samtliga Olsorter. Myristinsyran saknades i
bagge proverna av Olsorten 5,2:an. Bland de ométtade fettsyrorna sa
detekterades oljesyran i alla tre 6lsorter, forutom oljesyran sé detekterades
dven linolsyra och erukasyra, Erukasyra &r en omdttad fettsyra som
detekterades forst i vortproverna, fettsyran syntetiseras fran C18:1 (oljesyra)
dér tva kol adderas frdn malonyl-koenzym A (malonyl-CoA). Malonyl-CoA
ir ett enzyme som finns i cerealer och andra viixter”’. Detta enzym finns dven
hos jastsvampen Saccharomyces cerevisiae®', jastsvampen tillsétts vid
fermenteringssteget vilket forklarar dven den 6kade médngden erukasyra i

lagertanksproverna och Slproverna jamfort med vortprover.
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4.1.3 Forekomst av linol och alfa-linolensyra i Abros 6l

Det ér enbart linolsyra som har detekterats i samtliga 6lprover men diaremot
har halten av linolsyra minskat i slutprodukten jaimfort med maltproverna,
dér den storsta andelen av fettkompositionen bestod av linolsyra. Vad géller
a-linolensyra sé har inte fettsyran detekterats 1 de tre 6lsorterna, en forklaring
till varfor a-linolensyra inte detekterades kan vara att S. cerevisiae har brytit
ned fettsyran. Fettsyran var dock inte nirvarande i majoriteten av
vitskeproverna vilket kan forklaras med att mycket av fettet kan ha akt ut i
vitskefasen vid extraktionen. Vad géller linolsyra sa var den narvarande
genom samtliga prover men halten minskade, den minskande halten kan
forklaras med att fettsyran anvéndes 1 S. cerevisiaes naturliga
dmnesomsittning for att bilda ATP vid brist av nidring men &ven att fettsyran
kan ha oxiderat. Huruvida fettsyrorna paverkar hallbarheten i produkterna
som analyserades ar oklart med tanke pé den laga halten av detekterad

linolsyra och a-linolensyra.

4.1.4 Metodologiska och statistiska begrinsningar

Arbetet har haft badde metodologiska och statistiska begransningar.
Extraktionsmetoden av vitskefas har varit begrdnsande och problematisk.
Resultatet fran extraktionerna var inte det som forvéntades dar mycket lite
fett extraherades ur proverna, denaturerade proteiner hamnade i organfasen
dér cyklohexan denaturerade proteiner. Evaporeringssteget var
bekymmersamt dér prover inte gick att evaporera pd grund av ett misstankt
lackage 1 systemet, och detta lickage bidrog till ett lingre utforande for varje
prov vilket i sin tur bidrog till statistiska begrédnsningar. Férutom problem
med rotationsevaporatorn som bidrog till metodologiska begrinsningar, sa
innebar dven tillgdngen till vitskeprover hinder att kunna utféra
examensarbetet pé ett kvantitativt sétt vilket skulle kunna ha underléttat
tolkningarna av respektive fettsyreprofiler. Darutéver hamnade proteiner i
organfasen vilket bidrog till ett hdgre utbyte och halten fett gick inte att

bestdmma. Proteinerna bidrog till fler toppar som inte gick att identifiera och
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topparnas retentionstid var helt annorlunda én frén fettsyrornas retentionstid.
En annan begransning till arbetets palitlighet dr vikten som vigdes upp i
paronkolvarna, paronkolvarna vigdes tomma och med produkt i en
analysvag. Den skillnaden som visas 1 analysvagen &r inte palitligt nog

eftersom det handlar om fyra decimaler.

4.1.5 Slutsats

Ur en metodologisk synpunkt sa fungerade bdda fettextraktionsmetoder till
viss grad dér fettextraktioner ur maltproverna med soxtec var mer palitlig dér
resultatet inte visade nagra kontaminationer. Vad giller fettextraktionerna ur
vitskorna med vétske-vitskefasextraktion sé blev det ett delvis lyckat
resultat dér fetter extraherades och fettsyror detekterades av GC-FID.
Déaremot detekterades flera kontaminanter vilket gav ett osdkert resultat kring
fettsyreprofilen i de olika dlsorterna. Med tanke pa den stora skillnaden
mellan invégningarna sa gick det ej att dra en slutsats om Olsorternas risk for
oxidation som paverkar smak och skumprofil. For ett mer palitligt resultat
behovs fler prover for att kunna utfora fler extraktioner och fler

fettsyreanalyser vilket i sin tur kan ge ett mer pélitligt resultat.
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6.Bilaga

Tabell B1. Fettsyreprofil for samtliga maltprover med fettsyrornas

retentionstid.
Eko Pilsnermalt | Pilsner-Miincher
malt
Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Laurinsyra 11,468 0
Myristinsyra | 14,560 14,563
Palmitinsyra | 17,516 17,550
Oljesyra 20,813 20,843
Linolsyra 21,926 21,975
a-linolensyr | 23,097 23,115
a
Gondonsyra | 23,197 23,211
Pilsnermalt Miinchermalt
Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Myristinsyra | 14,560 14,562
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Palmitinsyra | 17,531 17,558
Oljesyra 20,827 20,860
Linolsyra 21,950 21,977
a-linolensyr | 23,104 23,114
a

Gondonsyra | 23,203 23,211

Tabell B2. Fettsyreprofil for Ekologiska Bryggmadstaren (vort,

lagertanksprov, 61) med fettsyrornas retentionstid.

Bryggmaistaren Bryggmistaren
Bésta Bista
Ekologiska prov | Ekologiska prov
1 2
Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Laurinsyra 11,530 11,530
Myristinsyra 14,618 0
Palmitinsyra 17,486 0
Palmoljesyra 18,231 18,228
Oljesyra 20,792 20,792
Linolsyra 21,631 21,628
a-linolensyra 0 0
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Erukasyra 25,428 25,430
Bryggmadstaren Bryggmaéstaren
Bista Bista
Ekologiska Vort | Ekologiska Vort
prov 1 prov 2
Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Laurinsyra 11,532 11,553
Myristinsyra 14,613 14,610
Palmitinsyra 17,484 17,532
Palmoljesyra 18,303 18,304
Oljesyra 20,793 20,815
Linolsyra 21,862 21,922
a-linolensyra 0 6,47695
Erukasyra 25,430 0
Bryggmadstaren Bryggmastaren
Bista Bista
Ekologiska Ekologiska
Lagertanksprov | Lagertanksprov
1 2
Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Laurinsyra 11,529 11,522
Myristinsyra 14,615 14,613
Palmitinsyra 17,482 17,483
Palmoljesyra 18,224 18,225
Oljesyra 20,793 20,791
Linolsyra 21,860 21,626
a-linolensyra 0 0
Erukasyra 6,96585 25,427
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Tabell B3. Fettsyreprofil for 5,2an (vort, lagertanksprov, 61) med fettsyrornas

retentionstid.

5,2an Ol prov 1 5,2an Ol prov 2
Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Laurinsyra 0 11,565
Myristinsyra 0 0
Palmitinsyra 0 17,502
Palmoljesyra 0 18,277
Oljesyra 0 20,814
Linolsyra 21,52237 21,883
a-linolensyra 0 0
Erukasyra 0 7,05893

5,2:an Vortprov | 5,2:an Vortprov

1 2
Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Laurinsyra 11,557 11,555
Myristinsyra 0 14,624
Palmitinsyra 17,502 17,501
Palmoljesyra 18,273 18,269
Oljesyra 20,811 20,808
Linolsyra 21,880 21,877
a-linolensyra 0 23,106
Erukasyra 25,447 25,443

5,2an 5,2an

lagertanksprov 1 | lagertanksprov 2
Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Laurinsyra 11,559 11,554
Myristinsyra 0 0
Palmitinsyra 17,497 17,493
Palmoljesyra 18,264 18,253
Oljesyra 20,807 20,804
Linolsyra 21,875 21,872
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Erukasyra

25,441

25,441

Tabell B4. Fettsyreprofil for Premium Gold (vort, lagertanksprov, 61) med

fettsyrornas retentionstid.

Premium Gold

Ol11

Premium Gold

012

Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Laurinsyra 11,558 11,550
Myristinsyra 14,634 14,619
Palmitinsyra 17,492 17,490
Palmoljesyra 18,251 18,245
Oljesyra 20,802 20,798
Linolsyra 21,869 0
Erukasyra 25,437 25,435
Premium Gold Premium Gold
Vortprov 1 Vortprov 2
Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Laurinsyra 11,541 11,540
Myristinsyra 14,617 14,611
Palmitinsyra 17,489 17,488
Palmoljesyra 18,240 18,658
Oljesyra 20,798 20,795
Linolsyra 21,864 0
Erukasyra 25,433 25,431
Premium Gold Premium Gold
lagertanksprov 1 | lagertanksprov 2
Fettsyror Retentionstid Retentionstid
Laurinsyra 11,538 11,536
Myristinsyra 14,617 14,616
Palmitinsyra 17,487 17,485
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Palmoljesyra 18,238 18,232
Oljesyra 20,796 20,794
Linolsyra 21,862 21,861
Erukasyra 25,429 25,428
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Figur B1: Olsorterna som studerades, Bryggmistaren Bésta Ekologiska, 5,2:an och

Premium Gold.
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