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STRESZCZENIE

Wina posiadajg zréznicowany profil zwigzkéw lotnych. Zalezy on od rodzaju wina, gatunku winogron, proce-
su fermentacji i lezakowania. Do analizy zwigzkow lotnych win stosuje sie wiele metod opartych na analizie
fazy nadpowierzchniowej. Celem badan byt dobdr parametréw ekstrakcji zwigzkéw lotnych win czerwonych
analizowanych metoda mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej w potgczeniu z chromatografig gazowg i spek-
trometrig mas (SPME-GC-MS). Przeanalizowano nastepujgce parametry techniki SPME: rodzaj wiékna SPME,
czas ekstrakcji, objetos¢ proby i powtarzalnosé analizy. Wykorzystano pie¢ widkien: PDMS, Carboxene/PDMS,
Carboxene/DVB/PDMS, Polyacrylate, Divinylbenzene/PDMS oraz czasy ekstrakcji w przedziale 2-30 minut.
W celu optymalizacji procesu ekstrakcji zastosowano dwie rézne objetosci préoby 5ml i 10ml, a ekstrakcje
prowadzono kilka razy z tej samej fiolki. Ustalono nastepujgce parametry analizy zwigzkéw lotnych technika
SPME-GC-MS: wtékno Carboxene/DVB/PDMS 2cm, ekstrakcja 20 minut w trzech powtdrzeniach z jednej
fiolki, objetos¢ proby — 10ml.

Determination of the extraction conditions for the analysis of volatile compounds in
red wines using SPME-GC-MS technique

ABSTRACT

Wines have various profiles of volatile compounds. It depends on the type of wine, grapes, fermentation and
ageing processes. Many different methods based on headspace analysis are used for the determination of
the volatile compounds in wines. The aim of this research was to determine of the extraction conditions for
the analysis of volatile compounds in red wines using SPME-GC-MS method. The following SPME parameters
were elaborated to maximize extraction efficiency: SPME fiber choice, extraction time, sample volume and
repeatablility of the analysis. Five different types of fibers: PDMS, Carboxene/PDMS, Carboxene/DVB/PDMS,
Polyacrylate, Divinylbenzene/PDMS and the extraction time in the range of 2-30 minutes were checked. In
order to optimize extraction process two different sample volumes 5ml and 10ml and multiple extraction
from a single vial were evaluated. The optimal parameters for the SPME-GC-MS method were the follow-
ing: extraction performed for 20 minutes with Carboxene/DVB/PDMS fiber 2cm length with 3 repetitions
performed from the same vial using 10ml of wines for the analysis.
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1. WPROWADZENIE

Wino zawiera kilkaset réznych zwigzkéw lotnych
wystepujgcych w stezeniu od kilku ng/l do mg/I.
Wiekszg czes$¢ z nich stanowig wyzsze alkohole, estry,
kwasy, terpeny, zwigzki siarki oraz pirazyny. Zwigzki
te pochodzg miedzy innymi z winogron, czes¢ z nich
powstaje w procesie fermentacji, niektére tworzg sie
w czasie dojrzewania wina, a niektére przechodza
do wina z beczek, w ktoérych sg przechowywane [1].
Zawarto$¢ zwigzkdw lotnych w winach zalezy réw-
niez od regionu uprawy winogron oraz warunkoéw
klimatycznych.

W literaturze mozna odnalez¢ wiele metod stuzgcych
do izolacji zwigzkéw lotnych z win. Do najczesciej
wykorzystywanych nalezy zaliczy¢: mikroekstrakcje
do fazy stacjonarnej (SPME) [2, 3], ekstrakcje do fazy
statej (SPE) [4, 5], ekstrakcje ciecz/ciecz (CZ/CZ) [6],
statyczny headspace [7], ekstrakcje sorpcyjna na
mieszadle (SBSE) [8, 9]. Analize wyizolowanych zwigz-
kéw lotnych prowadzi sie najczesciej technika chro-
matografii gazowej w potgczeniu ze spektrometrig
mas (SPME-GC-MS) [10, 11] lub detekcjg za pomoca
,klasycznych” detektoréw np. FID (SPME-GC-FID) [12,
13]. Metody te mogg postuzyé nie tylko do analizy
zwigzkéw lotnych win, ale takze do identyfikacji
tych alkoholi, poniewaz wina wyprodukowane z
réznych odmian winogron lub pochodzace z réznych
obszaréw geograficznych, posiadajg odmienny profil
zwigzkéw lotnych. Sposrdd wszystkich wymienionych
metod, najczesciej stosowang technika stuzacy do
ekstrakcji zwigzkdéw lotnych win jest mikroekstrakcja
do fazy stacjonarnej w potfaczeniu z ich rozdziatem i
identyfikacjg za pomocg GC/MS. Ekstrakcja technika
SPME ma bardzo wiele zalet wsrdd ktérych mozna
wymienic¢: wysokg czutos¢, powtarzalnosc i selek-
tywnos¢ przy niskim koszcie analizy.

Celem badan byto dobranie odpowiednich parame-
trow ekstrakcji zwigzkéw lotnych win czerwonych
analizowanych technikg SPME-GC-MS.

2. MATERIAL | METODY BADAN

2.1. Wino do badan

W celu doboru parametréw analizy zwigzkdw
lotnych win za pomocga techniki SPME-GC-MS do
badan wykorzystano wino czerwone, wytrawne
Blossom Hill Cabernet Sauvignon pochodzace z
Kalifornii, rocznik 2009. 10ml wina umieszczano w
fiolkach o pojemnosci 20ml i zamykano kapslem
aluminiowym z membrang silikonowg/teflonowg
umozliwiajgca pobieranie préobek za pomocg SPME.
Do kazdej fiolki przed zamknieciem dodawano 10ul
standardu wewnetrznego 2-heksanolu w etanolu,

o stezeniu dajgcym w probie zawartos$é 50mg/I.
Proby podgrzewano przez 5 minut w 50°C po czym
prowadzono ekstrakcje. Nastepnie desorbowano je
w porcie nastrzykowym chromatografu gazowego
przez 5 minut.

2.2. Wiékna SPME

Do badan wykorzystano piec¢ réznych wiékien: Poly-
dimethylsiloxane (PDMS), Polyacrylate(PA),Carboxe-
ne/Divinylbenzene/Polydimethylsiloxane(C/D/PDM-
S),Divinylbenzene/Polydimethylsiloxane (D/PDMS),
oraz Carboxene/Polydimethylsiloxane (C/PDMS)
zakupionych w firmie Supelco. Wszystkie wtdkna
miaty dtugos¢ 1cm poza Carboxene/Divinylbenze-
ne/Polydimethylsiloxane ktére miato 2 cm. Przed
uzyciem wiékna zostaty wykondycjonowane zgodnie
z zaleceniami producenta.

2.3. Aparatura

Do analizy SPME-GC-MS wykorzystano chromatograf
gazowy Agilent 7890A potgczony ze spektrometrem
masowym Agilent 5975C VLMSD. Zwigzki lotne win
byty rozdzielane na kolumnie Supelcowax-10 (30m x
0,32mm x 0,25 um).

3. WYNIKI I DYSKUSJA

3.1. Dob6r wtdkna SPME

Przetestowano pieé réznych wtdékien SPME. Eks-
trakcje w przypadku kazdego wtdkna prowadzono
przez 20 minut w 50°C. Na Rysunku 1 przedstawiono
ilosci zwigzkéw lotnych zaadsorbowanych na anali-
zowanych witdéknach w odniesieniu do wybranych
zwigzkdéw lotnych (Rys. 1A) oraz wszystkich zwigzkéw
lotnych tacznie (Rys. 1B). Posréd wybranych zwigz-
kow lotnych znalazty sie: octan etylu, maslan etylu,
izobutanol, octan izoamylu, heksanol an etylu, alko-
hol izoamylowy, octan heksylu, 1 hexanol, kaprylan
etylu, dekanolan etylu, dekenolan etylu, dodekano-
lan etylu, alkohol fenyloetylowy oraz kwas oktanowy.
Poréwnujgc zawartosci zwigzkéw lotnych uzyskane
dla poszczegdlnych wtékien mozna stwierdzié¢, ze
wtdkno Carboxene/Divinylbenzene/PDMS zaabsor-
bowato najwiecej zwigzkéw lotnych i dato najbardziej
powtarzalne wyniki. Wtdkno to zostato wybrane do
analizy zwigzkdéw lotnych win rowniez przez Carrillo
[14] oraz Boutou [15]. Ponadto duzo zwigzkéw zostato
zaabsorbowanych na wtdknie Carboxene/Polydime-
thylsiloxane, jednak w tym przypadku uzyskano mata
powtarzalnos¢ wynikéw. Najmniejsze powierzchnie
pikdow uzyskano dla wtdkna Divinylbenzene/Polydi-
methylsiloxane (D/PDMS). W literaturze do analizy
zwigzkow lotnych win byty wykorzystywane rowniez
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Rysunek 1. Dobdr wtdkna SPME do analizy zwigzkéw
lotnych win A) — dla wybranych zwigzkéw lotnych;
B) — dla sumy zwigzkdéw lotnych

wtdkna Carbowax/Divinylbenzene (CW/DVB) [3, 12]
oraz PDMS [2, 10].

3.2. Dobor czasu ekstrakgcji

W celu optymalizacji parametréw analizy zwigzkéw
lotnych technika SPME zastosowano pieé réznych
czasoOw ekstrakcji z zakresu od 2 minut do 30 minut.
Przed rozpoczeciem ekstrakcji proby podgrzano przez
5minut w 50°C. Wptyw poszczegdlnych czasdw eks-
trakcji na ilos¢ zwigzkéw lotnych zaabsorbowanych
na wybranym wczesniej wtdknie Carboxene/Divi-
nylbenzene/PDMS przedstawiono na Rysunku 2.
llos¢ zaabsorbowanych zwigzkéw wzrastata wraz z
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Rysunek 2. Wptyw czasu ekstrakcji na zawartos¢ zwigzkow
lotnych zaadsorbowanych na wtdknie
Carboxene/Divinylbenzene/PDMS

wydtuzaniem czasu ekstrakcji. Najwiecej zwigzkow
lotnych zostato zaadsorbowanych na wtdknie przy
czasie ekstrakcji 20 minut. Podobny czas ekstrakcji do
analizy zwigzkdéw lotnych wina stosowat Rodriguez-
Bencomo [3]. Przy dtuzszej ekstrakcji — 30 minutowe;j,
ilos¢ zaadsorbowanych zwigzkéw byta mniejsza
co moze by¢ spowodowane procesem desorpcji
zwigzkéw lotnych z widkna, ktdre przez dtuzszy czas
byto utrzymywane w temperaturze 50°C. Niektdrzy
autorzy za optymalny uznali jednak czas ekstrakc;ji
powyzej 40 minut [13, 14].

3.3. Dobdr objetosci préby

W celu uzyskania jak najwiekszej wydajnosci ekstrak-
cji, sprawdzono wptyw rdznej objetosci préby nailosc
wyekstrahowanych zwigzkéw lotnych. Przetestowa-
no dwa warianty: 5ml préby w fiolce o pojemnosci
20ml oraz 10ml préby rowniez w fiolce o pojemnosci
20ml. Wyniki przedstawiono na Rysunku 3. W drugim
przypadku uzyskano duzo lepszy rezultat, poniewaz
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Rysunek 3. Wptyw objetosci proby na zawartos¢ zwigzkow
lotnych zaadsorbowanych na wtdknie
Carboxene/Divinylbenzene/PDMS

na wtdknie zostato zaadsorbowanych ponad dwa razy
wiecej zwigzkow lotnych. Rowniez Carrillo uzyskat
najwiekszg wydajnos¢ ekstrakcji umieszczajgc 10ml
wina w fiolce o pojemnosci 20ml [14]. W przypadku
techniki SPME najlepsze wyniki uzyskuje sie wowczas,
gdy objetosé fazy gazowej jest jak najmniejsza, ponie-
waz im mniejsza jest ta objetos¢, a wieksza objetosé
fazy ciektej, tym wieksze stezenie zwigzkéw lotnych
w fazie gazowe;.

3.4. Powtarzalnos¢ analiz

Przeanalizowano mozliwo$é prowadzenia kilkukrotnej
ekstrakcji z tej samej fiolki, w celu okreslenia czy eks-
trakcja analitu do wtékna SPME prowadzi do zmniej-
szenia zawartosci analitu w prébie. Przeprowadzono
ekstrakcje w siedmiu powtérzeniach z tej samej fiolki
po 20 minut kazda. Uzyskane rezultaty przedstawiono
na Rysunku 4. Nie stwierdzono znaczacych zmian w
ilosci zwigzkdw lotnych zaadsorbowanych na wtéknie
w kolejnych powtdrzeniach. Proces kilkukrotnej eks-
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Rysunek 4. Wptyw ilosci powtdrzen ekstrakcji
prowadzonej z tej samej fiolki na zawartos¢ zwigzkow
lotnych zaabsorbowanych na wtdknie
Carboxene/Divinylbenzene/PDMS

trakcji z tej samej fiolki nie wptynat réwniez znaczaco
na zmniejszenie ilosci zwigzkéw lotnych w prébie.
Mozna zatem prowadzié¢ kilkukrotng ekstrakcje z tej
samej fiolki. llos¢ zwigzkéw lotnych zaabsorbowa-
nych na wtdknie nieznacznie maleje przy czwartym
powtdrzeniu, zatem najlepiej prowadzié ekstrakcje w
trzech powtdrzeniach z tej samej fiolki, a nastepnie
usrednic otrzymane wyniki. Takg sama liczbe powtd-
rzen przy analizie zwigzkéw lotnych win stosowat
Rodriguez-Bencomo [2, 3]. Kilkukrotna ekstrakcja z
jednej fiolki przydatna jest w szybkiej analizie profili
zwigzkdow lotnych technikg SPME-MS, gdzie dazy sie
do jak najkrétszych czaséw ekstrakcji, czas analizy

wynosi zazwyczaj od 2 do 5 minut, a koniecznosé
wykonywania kilku powtdrzen podyktowana jest
wymogami analizy danych z wykorzystaniem metod
chemometrycznych.

4. PODSUMOWANIE

Celem badan byta optymalizacja parametréw analizy
zwigzkéw lotnych win czerwonych metodg SPME-
GC-MS. Na podstawie przeprowadzonych badan
ustalono nastepujgce parametry techniki SPME:
wtdékno szare 2cm, ekstrakcja 20 minut w trzech po-
wtdrzeniach z jednej fiolki, objetos¢ préoby — 10ml.
Do badan wykorzystano chromatograf gazowy ze
spektrometrem masowym.

Dane techniczne

Chromatograf gazowy Agilent 7890A potaczony ze
spektrometrem masowym Agilent 5975C VLMSD.
Kolumna Supelcowax-10 (30m x 0,32mm x 0,25um).
Temperatura inzektora -260°C, poczatkowa tempe-
ratura pieca 40°C (utrzymywana przez 1 minute),
nastepnie rosta co 10°C az do 230°C. Wykorzystano
hel jako gaz nosny, jego przeptyw wynosit 0.8 ml/
min. Zakres analizowanych mas wynosit: 33-333 Da.
Temperatura zrédta jondw wynosita 230°C. Nastrzyki
SPME wykonywane byty z wytgczonym dzielnikiem
strumienia (splitless).
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