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STRESZCZENIE

Ekstrakcja do fazy statej SPE jest technikg stosowang powszechnie do selektywnej izolacji analitéw z ciektych
matryc. Moze by¢ wykorzystana do przygotowania préb analizowanych metodami chromatografii gazowej.
W niniejszej pracy przedstawiono zastosowanie techniki SPE w analizie lotnych zwigzkédw zapachowych ogor-
ka. Zidentyfikowano gtéwne zwigzki lotne, a nastepnie poréwnano ich zawarto$é pomiedzy poszczegdlnymi
prébami owocdéw ogdrka transgenicznego. Otrzymane wyniki byty poréwnywalne z wczes$niejszymi wynikami
badan wtasnych uzyskanymi za pomocg innych technik analitycznych. Ekstrakcja SPE moze stanowié alterna-
tywe lub uzupetnienie dla dotychczasowych oznaczen substancji zapachowych.

Application of the solid phase extraction for the evaluating the volatile aroma
compounds of cucumber

ABSTRACT

Solid phase extraction (SPE) is a common technique applied to selective isolation of compounds from liquid
matrix. It can be use in sample preparation for gas chromatography. The aim of this study was the applica-
tion of SPE technique for evaluating the aroma of cucumber. The main volatiles were determined and then
the comparison of their concentration between different cucumber samples was done. The results were
comparable with those obtained previously by other analytical methods. The SPE technique could be an
alternative or complement tool in the analysis of volatiles.
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1. WSTEP

Tradycyjng metodg oznaczania lotnych zwigzkéw
zapachowych jest analiza z fazy nadpowierzchniowej
(HS). W literaturze coraz czesciej znajduje sie przy-
ktady zastosowania innych technik izolacji zwigzkéw
lotnych. Ekstrakcja do fazy statej (SPE) pozwala na
selektywng izolacje wybranych analitdw, w tym
rowniez zwigzkéw lotnych [1].

Przygotowanie préby do analizy chromatograficznej
poprzez ekstrakcje do fazy statej SPE (ang. Solid Phase
Extraction) jest technikg stosowang od lat 70-tych.
Polega ona na szybkiej i selektywnej izolacji analitu
z badanej matrycy. Moze by¢ stosowana do usuwa-
nia zanieczyszczen z matrycy i analitu, zageszczania
analitu na ztozu, przemieszczania analitu z jednej
matrycy do innej, o przeciwnej polarnosci, ekstrakgji
analitu z jego pdzniejszg derywatyzacjg. Technike SPE
zastosowano z powodzeniem w analizie zwigzkéw
lotnych moszczy i win gronowych [2, 3], a takze jako
metode poréwnawczg do innych technik wyodreb-
niajgcych zwigzki lotne z napojéw alkoholowych [4].
Wyjatkowo skutecznym adsorbentem w analizie
zwigzkdw niepolarnych zawieszonych w polarnej
matrycy jest kopolimer styrenu i divinylobenzenu
znany jako zywica XAD (SDVB) oraz zel krzemionkowy
z fazg oktadecylowg C18 [2]. Oba adsorbenty nalezg
do typu odwréconej fazy i ze wzgledu na mechanizm
retencji analitu s3 odpowiednie do wyodrebniania
niepolarnych, srednio niepolarnych oraz stabo po-
larnych zwigzkéw z polarnych matryc.

W niniejszej pracy przedstawiono zastosowanie tech-
niki SPE w analizie lotnych zwigzkéw zapachowych
ogorka. Metodyka doswiadczenia zostata opracowa-
na w oparciu o prace analityczne dotyczgce wyodreb-
niania monoterpendw z win gronowych [2, 5].

2. MATERIAL | METODY

Badaniom poddano 5 serii ogérkéw — prébe
kontrolng (B) odmiany Borszczagowski oraz 4
linie transgeniczne o zréznicowanej ekspres;ji
genu taumatyny Il. Owoce ogdrkéw otrzy-
mano z doswiadczalnej uprawy szklarniowej
Katedry Genetyki, Hodowli i Biotechnologii
Roslin SGGW w Warszawie.

Do 60 g rozdrobnionego ogdrka dodawano
120 ml wody destylowanej, a nastepnie
homogenizowano przez 5 minut za pomocga
miksera. Homogenizat przesaczano przez
bibute filtracyjng i otrzymano ok. 150 ml
klarownego soku z ogdrka. Catos¢ dzielono
na 6 réwnych czesci rozlewajac do zlewek

S.00

heksanal

o pojemnosci 50 ml, celem wykonania pomiaru w
6 powtdrzeniach. Do kazdej préby dodawano 5 pl
standardu wewnetrznego (15 mg 2-oktanolu w 1 ml
metanolu) i mieszano przez 3 minuty na mieszadle
magnetycznym. Tak przygotowany sok poddawano
ekstrakcji zwigzkéw lotnych. Ekstrakcje prowadzono
w 12-portowej stacji SPE na kolumienkach ze ztozem
500 mg C-18 RP (Biotage, Szwecja). Ztoze aktywo-
wano 20 ml metanolu i 20 ml wody destylowane;j.
Ekstrakcje prowadzono w regulowanym przeptywie
nie wiekszym niz 3 ml/min. Po przepuszczeniu ca-
tych porcji soku stacje pozostawiano wtgczong do
momentu osuszenia ztoza, a nastepnie na kazdg kolu-
mienke wprowadzano po 25 ml mieszaniny n-pentan:
dichlorometan (2:1 v/v). Eluaty zbierano do osobnych
naczynek o pojemnosci 30 ml i zatezono pod stru-
mieniem azotu do objetosci ok. 500 pl. Otrzymany
ekstrakt poddawano analizie metodg GC/MS na chro-
matografie gazowym Agilent Technologies 7890A
sprzezonym z kwadrupolowym spektrometrem mas
5975C tej samej firmy. Analize prowadzono w oparciu
o jonizacje elektronami (EI=70eV) w zakresie mas:
40-400 amu. Rozdziat chromatograficzny przebiegat
w temperaturze programowanej od 40°C do 220°C
ze wzrostem 5°C/min. Stosowano gaz nosny hel o
przeptywie 0,8 ml/min. Temperatura portu nastrzy-
kowego wynosita 240°C. Nastrzykiwano 1 pl préby
w systemie splitless.

3. WYNIKI

Zastosowanie techniki ekstrakcji do fazy statej (SPE)
pozwolito na izolacje gtéwnych lotnych zwigzkéw
zapachowych ogorka, ktérymi sg (E,Z)-2,6-nona-
dienal i (E)-2-nonenal [6]. Ponadto oznaczono takze
inne zwigzki zapachowe, identyfikowane we wcze-
$niejszych badaniach wtasnych za pomocga innych
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Rysunek 1. Przyktadowy chromatogram rozdziatu zwigzkéw lotnych
aromatu ogoérka wyekstrahowanych za pomocg techniki SPE
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zwigzkow lotnych wyekstrahowa-
nych z owocéw ogdrka za pomocg
techniki SPE.

W dalszej czesci badan przysta-
piono do poréwnania zawartosci
gtéwnych zwigzkéw zapachowych
pomiedzy poszczegdlnymi probami owocow
ogoérka transgenicznego. Obliczerh doko-
nano w oparciu o dodatek 5 pl standardu
wewnetrznego (IS) o znanym stezeniu (15
mg 2-oktanolu w 1 ml metanolu). Otrzy-
mane rezultaty przedstawiono graficznie
na Rysunku 2.

Analize statystyczng otrzymanych wynikéw
zweryfikowano za pomocg analizy wariancji
(test-F) na poziomie istotnosci a=0,05. Na
jej podstawie stwierdzono, ze zawartosé
zwigzkéw lotnych w badanych prébach
ogorka byta rézna.

Owoce transgeniczne charakteryzowaty
sie wiekszg zawartoscig analizowanych
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Rysunek 2. Zawartos¢ gtownych zwigzkéw aromatu ogérka
w probach po ekstrakcji SPE
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Rysunek 3. Poréwnanie sumy zwigzkéw lotnych dla poszczegdinych
préb owocéw ogoérka
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substancji zapachowych, w szczegdlnosci gtéwnego
zwigzku (E,Z)-2,6-nonadienalu. Najwiekszg jego ilos¢,
tj. ok. 2800 pg/kg ogodrka oznaczano w liniach 210

i 224, podczas gdy w probie kontrolnej zawartosc

4. DYSKUSJA

tego zwigzku oscylowata w granicach 1000 pg/kg

ogorka. W mniejszych ilosciach w badanych prébach
owocow wystepowaty kolejno: (E)-2-nonenal, heksa-
nal i (E)-2-heksenal. Podobne wyniki otrzymano dla
préb ogdrka transgenicznego analizowanych innymi

metodami w latach wczesniejszych [8].

Z uwagi na fakt, ze dla zapachu istotny jest nie tylko
gtéwny zwigzek, ale takze suma wszystkich lotnych
sktadnikéw, dokonano réwniez poréwnania sumy
zwigzkéw lotnych w badanych prébach owocéw
ogérka. Wyniki przedstawiono graficznie w postaci

histogramu na Rysunku 3.

W celu statystycznej oceny otrzymanego wyniku
przeprowadzono test Tukeya na poziomie istotnosci
0a=0,05. Na jego podstawie stwierdzono, ze serie B
i 225 byty istotnie rézne od pozostatych, natomiast
suma zwigzkow lotnych dla serii 210, 212 i 224 byta

podobna.

Zastosowanie techniki SPE pozwolito na izolacje
gtéwnych zwigzkéw zapachowych ogdérka. W otrzy-
manych prébach zidentyfikowano charakterystyczne
dla ogdrka zwigzki lotne, znane z literatury i wcze-
$niejszych badan wtasnych [6, 7].

Ocena poréwnawcza zawartosci zwigzkéow lotnych
w wybranych liniach transgenicznych ogérka wyka-
zata, ze niemodyfikowana préba kontrolna B rdzni
sie istotnie statystycznie od préb modyfikowanych
genetycznie. Owoce, w ktorych nastgpita ekspresja
genu taumatyny |l odznaczaty sie réwniez wiekszym
stezeniem poszczegdlnych odorantdw, szczegdlnie
kluczowego dla zapachu ogérka (E,Z)-2,6-nonadie-
nalu. Otrzymane wyniki byty zbiezne z wynikami dla
takich samych préb owocow ogérka transgenicznego
pochodzacych ze zbiordw z lat wczesniejszych, wy-
konanych za pomocg metody SPME [8].

Zastosowanie ekstrakcji do fazy statej w analizie lotnych zwigzkéw zapachowych ogérka

81



Ekstrakcja do fazy statej (SPE) jest technikg stosun-
kowo szybka i prostg do przeprowadzenia. Moze
stanowic alternatywe lub uzupetnienie dla dotych-
czas stosowanych oznaczen aromatu, na przyktad
czasochtonnej tradycyjnej destylacji. Nalezy jednak
zwrdcié uwage, ze istotnym ograniczeniem SPE jest
mozliwosc jej aplikacji jedynie do ciektych préobek [1].
Z tego faktu wynika bardzo duza popularnos¢ eks-
trakcji SPE w analizie zwigzkéw lotnych win i innych
napojoéw alkoholowych [9, 10].

W celu oznaczenia zawartosci zwigzkéw lotnych w
produktach statych nalezy wczesniej przeprowadzic¢

ekstrakcje ciato state —ciecz. W niniejszej pracy bada-
no substancje zapachowe owocdéw ogdrka, ktére s3
surowcem sktadajgcym sie w ponad 80% z wody, dla-
tego stosunkowo fatwo mozna byto przeprowadzi¢
oznaczenia probek otrzymanego z nich soku. Uzyska-
no podobne wyniki jak w metodzie mikroekstrakgji
do fazy stacjonarnej (SPME), w ktorej stosowano ho-
mogenizowane proby owocow ogérka [7, 8]. Wydaje
sie jednak, ze technika SPE, jakkolwiek konkurencyjna
do tradycyjnej destylacji, w odniesieniu do metody
SPME jest co najwyzej poréwnywalna.
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