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Wykorzystanie mikroekstrakcji do fazy stałej (SPME) 
w analizie aromatu chleba bezglutenowego

MARIUSZ PACYŃSKI, RENATA ZAWIRSKA-WOJTASIAK, AGNIESZKA STRULAK
UNIWERSYTET PRZYRODNICZY W POZNANIU, INSTYTUT TECHNOLOGII ŻYWNOŚCI POCHODZENIA 
ROŚLINNEGO, ZAKŁAD KONCENTRATÓW SPOŻYWCZYCH

STRESZCZENIE

Dokonano doboru parametrów analizy aromatu chleba przy pomocy metody mikroekstrakcji do fazy stałej 
(SPME). Na podstawie optymalnych parametrów ekstrakcji (30 min, 50oC, przy użyciu włókna CAR/PDMS), 
dokonano analizy jakościowej i ilościowej związków lotnych przy zastosowaniu metod chromatografi i 
gazowej i spektrometrii masowej. Wykazano różnice zawartości wytypowanych związków lotnych zarówno 
pomiędzy skórką a miękiszem badanych chlebów jak i między obydwoma wariantami badanych prób (chleb 
bezglutenowy i pszenno-żytni).

Applica� on of Solid-Phase Microextrac� on Method (SPME) for gluten free bread 
aroma analysis

ABSTRACT

Analysis parameters of bread aroma were chosen using the solid-phase microextrac� on method (SPME). 
Op� mal extrac� on parameters (30min, 50oC, using CAR / PDMS fi ber) has been successfully applied to 
qualita� ve and quan� ta� ve analysis of bread vola� le compounds, using gas chromatography and mass 
spectrometry. During this study, diff erences in the contents of selected vola� le compounds has been shown, 
between the crust and the bread crumb, as well as, between the two variants too (gluten-free bread and 
wheat-rye bread).
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1. WSTĘP

Pieczywo a zwłaszcza tradycyjny chleb jest jednym 
z głównych produktów spożywczych wykorzysty-
wanych na całym świecie, w różnych formach, uza-
leżnionych od zwyczajów kulturowych [1]. Kojarzo-
ny ze świeżym chlebem charakterystyczny smak 
i zapach, to według opinii konsumentów najcen-
niejsze jego cechy obok tak istotnych, jak wartość 
odżywcza [2]. Smak i zapach zwiększając smako-
witość pokarmów wpływają na ogólnie rozumianą 
jakość produktów, podnoszą atrakcyjność konsu-
mencką oraz wpływają na wywołanie odpowiedzi 
fi zjologicznej organizmu – pobudzenie apetytu, 
sekrecję soków trawiennych co wpływa m.in. na 
lepsze trawienie [3, 4, 5].
Nie dla każdego jednak aromatyczny i smakowity 
chleb tradycyjny (pszenno-żytni) stanowi bezpiecz-
ne pożywienie. Osoby cierpiące na celiakie (choro-
bę trzewną), chorobę związaną z nietolerancją glu-
tenu, białka ziaren zbóż takich jak: pszenica, żyto, 
jęczmień, owies [6], zmuszone są do rygorystyczne-
go przestrzegania diety bezglutenowej, trwającej 
zwykle do końca życia [6, 7]. Przemysł spożywczy 
oferuje produkty bezglutenowe a wśród nich rów-
nież pieczywo. Różni się ono jednak istotnie pod 
względem smaku i zapachu od produktów typo-
wych (pszennych, pszenno-żytnich, żytnich). Róż-
nego rodzaju dodatki choć pozytywnie wpływają 
na ogólną smakowitość pieczywa, nie odtwarzają 
typowego aromatu i smaku charakterystycznego 
dla chlebów standardowych.
Aromat chleba, defi niowany zwykle jako delikatny, 
subtelny i niepowtarzalny składa się z dużej ilości 
komponentów. Wśród lotnych i stałych składników 
zapachowych chleba znajdują się: kwasy, alkoho-
le, aldehydy, estry, furany, węglowodory, ketony, 
laktony, pirazyny, pirole i związki siarkowe. Różne 
grupy związków powstają na drodze, m.in. reak-
cji Mailarda, fermentacji, utleniania lipidów [8, 9, 
10, 11]. W tradycyjnych chlebach zidentyfi kowano 
w zależności od autorów od około 190 do ponad 
500 związków lotnych [8, 12, 13, 14, 15, 16].
Postęp technologii przemysłu spożywczego, któ-
ry umożliwia wprowadzenie na rynek nowych 
produktów, może stać się dużym ułatwieniem 
dla chorych na celiakię. Poprawa aromatu chleba 
bezglutenowego, by przypominał on aromat chle-
ba tradycyjnego i spełniał swoim profi lem senso-
rycznym wymagania konsumentów to wyzwanie 
na najbliższe lata zadań badawczych. Ażeby kształ-
tować, poprawić aromat chleba trzeba posiadać 
precyzyjne i szybkie metody jego oznaczania. Do 

takich metod należy metoda mikroekstrakcjI do 
fazy stałej (SPME). Jest to technika stosunkowo 
młoda, nowoczesna i szybka w porównaniu z me-
todami konwencjonalnymi takimi jak ekstrakcja 
rozpuszczalnikiem czy metodami destylacyjno-
ekstrakcyjnymi [16]. Klasyczna ekstrakcja rozpusz-
czalnikiem jest czasochłonna, wymaga stosowania 
dużych ilości wysokiej czystości rozpuszczalnika, 
co zwiększa koszty. Ekstrakcja ta nie charaktery-
zuje się wysoką selektywnością, a poza tym istnie-
je ryzyko koekstrakcji niepożądanych składników 
matrycy. Metody jednoczesnej destylacji-ekstrak-
cji charakteryzują się mniejszym stopniem rozcień-
czenia analitu wodą, zniwelowaniem tzw. szumów 
tła i zanieczyszczeń. Pomimo tego jednak metody 
te posiadają szereg wad. Są to m.in. cieplna degra-
dacja niektórych związków lotnych czy trudności 
w izolacji wysokolotnych związków [17, 18]. Tech-
nika SPME nie wymaga stosowania dużych ilo-
ści próby, umożliwia izolacje związków z matryc 
zarówno stałych jak i ciekłych bez interferencji 
składników matrycy, zapewnia prosty i szybki czas 
zarówno przygotowania próby jak i samej ekstrak-
cji przy stosunkowo niskich kosztach. Umożliwia 
zachowanie naturalnego składu i charakterystyki 
próbki przy zastosowaniu niskich ciśnień i tempe-
ratur. Zapewnia także liniowość wyników w szero-
kim zakresie stężeń [12, 16, 17, 19, 20]. Technika 
SPME została już wcześniej wykorzystana w ozna-
czeniach aromatu chleba [8, 12, 16, 21].
Celem pracy było opracowanie warunków izolacji 
związków lotnych chleba do metody SPME i zasto-
sowanie ich do oznaczenia aromatu chleba typo-
wego (tradycyjnego pszenno-żytniego) i bezglute-
nowego.

2. MATERIAŁY I METODY

2.1. Materiał do badań

Do badań wybrano cztery chleby. Dwa reprezen-
towały chleb pszenno-żytni zakupiony w dwóch 
poznańskich piekarniach. Kolejne dwa stanowi-
ły chleby bezglutenowe, które wybrano spośród 
podstawowych ich wersji oferowanych przez dwie 
odrębne fi rmy, specjalizujące się w produkcji pie-
czywa bezglutenowego. 

2.2. Standardy związków zapachowych

3-metyl-1-butanol fi rmy Aldrich o czystości > 99%, 
octan etylu fi rmy Aldrich o czystości 99,8%, 1-hek-
sanol fi rmy Fluka o czystości > 99,5%, furfural fi r-
my Fluka o czystości > 98%, alkohol furfurylowy 
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fi rmy Aldrich o czystości 99%, heksanal fi rmy Fluka 
o czystości > 97%.

2.3. Odczynniki

metanol fi rmy Aldrich o czystości > 99,9%, woda 
bidestylowana, skroplony azot fi rmy Air Products, 
2.2. CE.

2.4. Włókna

100 μm polidimetylosiloksan (PDMS) fi rmy “Supel-
co”
75 μm karboksen/polidimetylosiloksan (CAR/PDMS) 
fi rmy “Supelco”.

2.5. Metoda izolacji

Jako metodę izolacji związków lotnych chleba wy-
brano mikroekstrakcję do fazy stałej (SPME- Solid-
Phase Microextrac� on). Ekstrakcję prowadzono 
w fi olkach o pojemności 20ml z 0,5g chleba. Chleb 
wcześniej zamrażano w ciekłym azocie i homo-
genizowano blenderem osobno skórkę i miękisz. 
W celu doboru parametrów ekstrakcji wybrano 
ujednoliconą skórkę. Według Bianchi’ego zawiera 
ona więcej związków lotnych niż miękisz [22]. Do 
0,5g rozdrobnionej skórki dodawano 10ml wody 
bidestylowanej i fi olkę zamykano szczelnie siliko-
nową uszczelką. Oznaczenie wykonywano w do-
branych warunkach. Używano włókna CAR/PDMS, 
czas ekstrakcji wynosił 30min, temperatura łaźni 
wodnej to 50oC. Dobór wymienionych parametrów 
do ekstrakcji przedstawiono w części wynikowej.

2.6. Metoda analizy chromatografi cznej

Analizę chromatografi czną przeprowadzono me-
todą chromatografi i gazowej i spektrometrii ma-
sowej przy użyciu chromatografu gazowego fi rmy 
Agilent Technologies 7890A, sprzężonego ze spek-
trometrem masowym 5957C VLMSD. Badane pró-
by oznaczono przy ustalonych warunkach procesu 
zebranych w Tabeli 1.

3. OMÓWIENIE WYNIKÓW

3.1. Dobór parametrów ekstrakcji SPME

Warunki procesu ekstrakcji SPME optymalizowano 
w zakresie doboru włókna, temperatury oraz cza-
su ekstrakcji. Przebadano dwa włókna do ekstrak-
cji: z powłoką karboksen/polidimetylosiloksanową 
(CAR/PDMS) o grubości 75 μm oraz z powłoką po-
lidimetylosiloksanową (PDMS) o grubości 100 μm. 
Rysunek 1 przedstawia chromatogram aromatu 
chleba uzyskany przy zastosowaniu obu włókien. 
Do dalszych badań wybrano włókno CAR/PDMS, 
gdyż jak wynika z Rysunku 1, uzyskano dla niego 
znacznie większe powierzchnie pików.
Następnie dokonano wyboru optymalnych warun-
ków czasu i temperatury ekstrakcji. Analizowane 
warianty przedstawia Rysunek 2.
Rysunek 3 i Rysunek 4 przedstawiają wykresy 
wpływu temperatury i czasu ekspozycji włókna na 
wydajność ekstrakcji. 
Jak wynika z przedstawionych wykresów wraz ze 
wzrostem czasu ekstrakcji wzrastała powierzchnia 
pików wybranych związków. W przedziale 30-60 
minut wzrost ten był natomiast nieznaczny. Wy-
kres na Rysunku 4 wskazuje na istotny wpływ tem-
peratury na powierzchnie pików. Na podstawie 
analizy wykresów jako optymalne uznano czas 30 
min i temperaturę 50oC.

3.2. Analiza jakościowa i ilościowa prób chleba

Analizę jakościową i ilościową prób chlebów prze-
prowadzono zgodnie z parametrami ekstrakcji 
i analizy chromatografi cznej przedstawionej w czę-
ści metodycznej. Na podstawie analizy jakościowej 
zidentyfi kowano 19 związków przedstawionych 
w Tabeli 2. Do analizy ilościowej wybrano 6 związ-
ków, które dominowały pod względem powierzch-
ni pików na uzyskanych chromatogramach. Były 
to: furfural, heksanal, 1-heksanol, octan etylu, al-
kohol furfurylowy oraz 3-metyl-1-butanol.
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Analiza ilościowa wymagała przygotowania krzy-
wych standardowych, które sporządzono stosując 
standardy chemiczne wymienionych związków. 
Korzystając z odpowiednio przygotowanych roz-
tworów wyjściowych, otrzymano serię roztworów 
o różnych stężeniach. Schemat przygotowania roz-
tworów wyjściowych oraz odpowiednie stężenia 
będące punktami krzywej przedstawia Rysunek 5. 
Dla krzywych uzyskano wysokie współczynniki re-
gresji mieszczące się w przedziale 0,92 do 0,99. Ry-
sunek 6 przedstawia przykładową krzywą wzorco-

wą dla 1-heksanolu o współczynniku regresji 0,99.
Przy pomocy wyznaczonych krzywych wzorcowych 
dokonano oznaczeń ilościowych związków lotnych 
obecnych w badanych chlebach i porównano ich 
zawartość między chlebami (bezglutenowy – tra-
dycyjny), a także w obrębie miękiszu i skórki każde-
go z nich. Wyniki przedstawiono w formie wykresu 
z tabelą zbiorczą na Rysunku 7. Uzyskane wartości 
stanowią średnią z trzech powtórzeń.
Jak wynika z Rysunku 7 zawartość badanych związ-
ków byłą znacznie wyższa w chlebie tradycyjnym 
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niż w bezglutenowym. Skórka i miękisz chleba 
różniły się zawartością badanych składników. 
W miękiszu chleba tradycyjnego dominował 3-me-
tyl-1-butanol, a w chlebie bezglutenowym alkohol 
furfurylowy. W przypadku skórki dominował alko-
hol furfurylowy zarówno w chlebie tradycyjnym 
jak i bezglutenowym.

4. PODSUMOWANIE I DYSKUSJA

Wykorzystano mikroekstrakcję do fazy stałej SPME 
jako szybką, nowoczesną oraz coraz bardziej po-
wszechną metodę w analizie aromatu. Niektórzy 
autorzy, jak Ruiz, jako optymalne warunki do anali-
zy chleba tą techniką uznali  temperaturę ekstrak-
cji 50°C, w czasie 60 minut z zastosowaniem włók-
na CAR/PDMS [16]. Inni natomiast uznali jako naj-
bardziej optymalne temperaturę ekstrakcji 35°C, 
w czasie 30 lub 60 minut z zastosowaniem włó-
kien: CAR/PDMS i CAR/PDMS/DVD [12]. W tej pra-
cy jako optymalne wybrano warunki: temperatura 
ekstrakcji 50°C, w czasie 30min z zastosowaniem 
włókna CAR/PDMS. W tych warunkach uzyskano 
krzywe kalibracyjne o wysokich współczynnikach 
regresji dla różnych związków, występujących 
w największych ilościach w próbach chleba tra-
dycyjnego, które również w literaturze uznano 
jako główne odoranty chleba: octan etylu [23,24], 
3-metyl-1-butanol [16], heksanal [12, 16, 23, 24, 
25, 26], 1-heksanol [12, 16, 23, 24], furfural [12, 
16, 23, 24] oraz alkohol furfurylowy [12, 23]. 
Opracowane parametry SPME/GC/MS pozwoli-
ły na porównanie aromatu chleba tradycyjnego 
z bezglutenowym.
Dobór optymalnych warunków izolacji związków 
lotnych chleba przy pomocy SPME, ich analiza ja-
kościowa jak i ilościowa za pomocą chromatografi i 
gazowej i spektrometrii masowej pozwolą na iden-
tyfi kację związków lotnych charakteryzujących 
aromat różnych wariantów chlebów bezgluteno-
wych. Opracowana metoda i uzyskane wyniki będą 
wykorzystane w podjęciu próby poprawy aromatu 
chlebów bezglutenowych.
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