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Wykorzystanie mikroekstrakcji do fazy statej (SPME)
w analizie aromatu chleba bezglutenowego
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UNIWERSYTET PRZYRODNICZY W POZNANIU, INSTYTUT TECHNOLOGII ZYWNOSCI POCHODZENIA
ROSLINNEGO, ZAKLAD KONCENTRATOW SPOZYWCZYCH

STRESZCZENIE

Dokonano doboru parametréw analizy aromatu chleba przy pomocy metody mikroekstrakcji do fazy statej
(SPME). Na podstawie optymalnych parametrow ekstrakcji (30 min, 50°C, przy uzyciu wtdkna CAR/PDMS),
dokonano analizy jakosciowej i iloSciowej zwigzkdw lotnych przy zastosowaniu metod chromatografii
gazowej i spektrometrii masowej. Wykazano réznice zawartosci wytypowanych zwigzkdw lotnych zaréwno
pomiedzy skorkg a miekiszem badanych chlebdw jak i miedzy obydwoma wariantami badanych préb (chleb
bezglutenowy i pszenno-zytni).

Application of Solid-Phase Microextraction Method (SPME) for gluten free bread
aroma analysis

ABSTRACT

Analysis parameters of bread aroma were chosen using the solid-phase microextraction method (SPME).
Optimal extraction parameters (30min, 50°C, using CAR / PDMS fiber) has been successfully applied to
qualitative and quantitative analysis of bread volatile compounds, using gas chromatography and mass
spectrometry. During this study, differences in the contents of selected volatile 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. WSTEP

Pieczywo a zwtaszcza tradycyjny chleb jest jednym
z gtédwnych produktéw spozywczych wykorzysty-
wanych na catym swiecie, w réznych formach, uza-
leznionych od zwyczajéw kulturowych [1]. Kojarzo-
ny ze swiezym chlebem charakterystyczny smak
i zapach, to wedtug opinii konsumentéw najcen-
niejsze jego cechy obok tak istotnych, jak wartos¢
odzywcza [2]. Smak i zapach zwiekszajgc smako-
wito$¢ pokarmow wptywajg na ogdlnie rozumiang
jakos¢ produktéw, podnoszg atrakcyjnos¢ konsu-
mencka oraz wptywajg na wywotanie odpowiedzi
fizjologicznej organizmu — pobudzenie apetytu,
sekrecje sokow trawiennych co wptywa m.in. na
lepsze trawienie [3, 4, 5].

Nie dla kazdego jednak aromatyczny i smakowity
chleb tradycyjny (pszenno-zytni) stanowi bezpiecz-
ne pozywienie. Osoby cierpigce na celiakie (choro-
be trzewng), chorobe zwigzana z nietolerancja glu-
tenu, biatka ziaren zbdz takich jak: pszenica, zyto,
jeczmien, owies [6], zmuszone sg do rygorystyczne-
go przestrzegania diety bezglutenowej, trwajacej
zwykle do konca zycia [6, 7]. Przemyst spozywczy
oferuje produkty bezglutenowe a wsrdd nich row-
niez pieczywo. Rozni sie ono jednak istotnie pod
wzgledem smaku i zapachu od produktéw typo-
wych (pszennych, pszenno-zytnich, zytnich). Réz-
nego rodzaju dodatki choé pozytywnie wptywajg
na ogodlng smakowitos¢ pieczywa, nie odtwarzajg
typowego aromatu i smaku charakterystycznego
dla chlebdéw standardowych.

Aromat chleba, definiowany zwykle jako delikatny,
subtelny i niepowtarzalny sktada sie z duzej ilosci
komponentéw. Wsréd lotnych i statych sktadnikéw
zapachowych chleba znajdujg sie: kwasy, alkoho-
le, aldehydy, estry, furany, weglowodory, ketony,
laktony, pirazyny, pirole i zwigzki siarkowe. Rézne
grupy zwigzkéw powstajg na drodze, m.in. reak-
cji Mailarda, fermentacji, utleniania lipidéw [8, 9,
10, 11]. W tradycyjnych chlebach zidentyfikowano
w zaleznosci od autoréw od okoto 190 do ponad
500 zwigzkdw lotnych [8, 12, 13, 14, 15, 16].
Postep technologii przemystu spozywczego, ktd-
ry umozliwia wprowadzenie na rynek nowych
produktéw, moze sta¢ sie duzym utatwieniem
dla chorych na celiakie. Poprawa aromatu chleba
bezglutenowego, by przypominat on aromat chle-
ba tradycyjnego i spetniat swoim profilem senso-
rycznym wymagania konsumentéw to wyzwanie
na najblizsze lata zadan badawczych. Azeby ksztat-
towaé, poprawié¢ aromat chleba trzeba posiadac
precyzyjne i szybkie metody jego oznaczania. Do

takich metod nalezy metoda mikroekstrakcjl do
fazy statej (SPME). Jest to technika stosunkowo
mtoda, nowoczesna i szybka w pordwnaniu z me-
todami konwencjonalnymi takimi jak ekstrakcja
rozpuszczalnikiem czy metodami destylacyjno-
ekstrakcyjnymi [16]. Klasyczna ekstrakcja rozpusz-
czalnikiem jest czasochtonna, wymaga stosowania
duzych ilosci wysokiej czystosci rozpuszczalnika,
co zwieksza koszty. Ekstrakcja ta nie charaktery-
zuje sie wysokg selektywnoscia, a poza tym istnie-
je ryzyko koekstrakcji niepozgdanych sktadnikéw
matrycy. Metody jednoczesnej destylacji-ekstrak-
cji charakteryzujg sie mniejszym stopniem rozcien-
czenia analitu wodg, zniwelowaniem tzw. szumdw
tta i zanieczyszczen. Pomimo tego jednak metody
te posiadajg szereg wad. Sg to m.in. cieplna degra-
dacja niektérych zwigzkdw lotnych czy trudnosci
w izolacji wysokolotnych zwigzkéw [17, 18]. Tech-
nika SPME nie wymaga stosowania duzych ilo-
$ci proby, umozliwia izolacje zwigzkéw z matryc
zarowno statych jak i ciektych bez interferencji
sktadnikéw matrycy, zapewnia prosty i szybki czas
zarowno przygotowania préby jak i samej ekstrak-
cji przy stosunkowo niskich kosztach. Umozliwia
zachowanie naturalnego sktadu i charakterystyki
prébki przy zastosowaniu niskich cisnien i tempe-
ratur. Zapewnia takze liniowos$¢ wynikéw w szero-
kim zakresie stezen [12, 16, 17, 19, 20]. Technika
SPME zostata juz wczesniej wykorzystana w ozna-
czeniach aromatu chleba [8, 12, 16, 21].

Celem pracy byto opracowanie warunkéw izolacji
zwigzkdw lotnych chleba do metody SPME i zasto-
sowanie ich do oznaczenia aromatu chleba typo-
wego (tradycyjnego pszenno-zytniego) i bezglute-
nowego.

2. MATERIALY | METODY

2.1. Materiat do badan

Do badan wybrano cztery chleby. Dwa reprezen-
towaty chleb pszenno-zytni zakupiony w dwdch
poznanskich piekarniach. Kolejne dwa stanowi-
ty chleby bezglutenowe, ktére wybrano sposrod
podstawowych ich wersji oferowanych przez dwie
odrebne firmy, specjalizujgce sie w produkcji pie-
czywa bezglutenowego.

2.2. Standardy zwigzkéw zapachowych

3-metyl-1-butanol firmy Aldrich o czystosci > 99%,
octan etylu firmy Aldrich o czystosci 99,8%, 1-hek-
sanol firmy Fluka o czystosci > 99,5%, furfural fir-
my Fluka o czystosci > 98%, alkohol furfurylowy
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firmy Aldrich o czystosci 99%, heksanal firmy Fluka
o czystosci > 97%.

2.3. Odczynniki

metanol firmy Aldrich o czystosci > 99,9%, woda
bidestylowana, skroplony azot firmy Air Products,
2.2. CE.

2.4. Wtékna
100 um polidimetylosiloksan (PDMS) firmy “Supel-

COII
75 um karboksen/polidimetylosiloksan (CAR/PDMS)

firmy “Supelco”.

2.5. Metoda izolacji

Jako metode izolacji zwigzkéw lotnych chleba wy-
brano mikroekstrakcje do fazy statej (SPME- Solid-
Phase Microextraction). Ekstrakcje prowadzono
w fiolkach o pojemnosci 20ml z 0,5g chleba. Chleb
wczesniej zamrazano w ciektym azocie i homo-
genizowano blenderem osobno skérke i miekisz.
W celu doboru parametréw ekstrakcji wybrano
ujednolicong skérke. Wedtug Bianchi’ego zawiera
ona wiecej zwigzkow lotnych niz miekisz [22]. Do
0,5g rozdrobnionej skérki dodawano 10ml wody
bidestylowanej i fiolke zamykano szczelnie siliko-
nowg uszczelky. Oznaczenie wykonywano w do-
branych warunkach. Uzywano wtékna CAR/PDMS,
czas ekstrakcji wynosit 30min, temperatura tazni
wodnejto 50°C. Dobdér wymienionych parametréw
do ekstrakcji przedstawiono w czesci wynikowe;.

2.6. Metoda analizy chromatograficzne;j

Analize chromatograficzng przeprowadzono me-
todg chromatografii gazowej i spektrometrii ma-
sowej przy uzyciu chromatografu gazowego firmy
Agilent Technologies 7890A, sprzezonego ze spek-
trometrem masowym 5957C VLMSD. Badane pro-
by oznaczono przy ustalonych warunkach procesu
zebranych w Tabeli 1.

Tabela 1. Parametry analizy chromatograficznej

3. OMOWIENIE WYNIKOW

3.1. Dobor parametréow ekstrakcji SPME

Warunki procesu ekstrakcji SPME optymalizowano
w zakresie doboru wtdékna, temperatury oraz cza-
su ekstrakcji. Przebadano dwa witdkna do ekstrak-
cji: z powtoka karboksen/polidimetylosiloksanowg
(CAR/PDMS) o grubosci 75 pum oraz z powtokg po-
lidimetylosiloksanowg (PDMS) o grubosci 100 um.
Rysunek 1 przedstawia chromatogram aromatu
chleba uzyskany przy zastosowaniu obu wtdkien.
Do dalszych badan wybrano wtékno CAR/PDMS,
gdyz jak wynika z Rysunku 1, uzyskano dla niego
znacznie wieksze powierzchnie pikéw.

Nastepnie dokonano wyboru optymalnych warun-
kéow czasu i temperatury ekstrakcji. Analizowane
warianty przedstawia Rysunek 2.

Rysunek 3 i Rysunek 4 przedstawiajg wykresy
wptywu temperatury i czasu ekspozycji wtékna na
wydajnos¢ ekstrakcji.

Jak wynika z przedstawionych wykreséw wraz ze
wzrostem czasu ekstrakcji wzrastata powierzchnia
pikdw wybranych zwigzkéw. W przedziale 30-60
minut wzrost ten byt natomiast nieznaczny. Wy-
kres na Rysunku 4 wskazuje na istotny wptyw tem-
peratury na powierzchnie pikéw. Na podstawie
analizy wykreséw jako optymalne uznano czas 30
min i temperature 50°C.

3.2. Analiza jakosciowa i ilosciowa préb chleba
Analize jakos$ciowg i ilosciowg préb chlebdw prze-
prowadzono zgodnie z parametrami ekstrakcji
i analizy chromatograficznej przedstawionej w cze-
$ci metodycznej. Na podstawie analizy jakosciowej
zidentyfikowano 19 zwigzkéw przedstawionych
w Tabeli 2. Do analizy ilo$ciowej wybrano 6 zwigz-
kéw, ktére dominowaty pod wzgledem powierzch-
ni pikdw na uzyskanych chromatogramach. Byty
to: furfural, heksanal, 1-heksanol, octan etylu, al-
kohol furfurylowy oraz 3-metyl-1-butanol.

Biblioteka
Kolumna Temperatura pieca* Ga’:z Cza.s Nastrzyk widm
nos$ny analizy masowych
Poczatkowa temperatura pieca
45°C przez 2 min.,
() [} A
Supelcowax_10 L OC, > CO/mln:, 31 min. . NIST MS
30x0.32%0.25 do 51°C, 0,5°C/min., Hel 20 sek Split less Search 2.0
e do 170°C, 8°C/min., ' )
do 230°C, 18 °C/min.,
230°C przez 8 min.
*[12]
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Rysunek 1. Chromatogramy zwigzkow lotnych chleba uzyskane przy pomocy analizowanych wtdkien do SPME
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Rysunek 2. Analizowane warianty temperatury i czasu ekstrakgji
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Rysunek 3. Wptyw czasu ekspozycji widékna na wydajnos¢
ekstrakcji, wtokno CAR/PDMS

Analiza ilosciowa wymagata przygotowania krzy-
wych standardowych, ktére sporzadzono stosujgc
standardy chemiczne wymienionych zwigzkow.
Korzystajgc z odpowiednio przygotowanych roz-
twordéw wyjsciowych, otrzymano serie roztworéw
o réznych stezeniach. Schemat przygotowania roz-
tworéw wyjsciowych oraz odpowiednie stezenia
bedace punktami krzywej przedstawia Rysunek 5.
Dla krzywych uzyskano wysokie wspétczynniki re-
gresji mieszczace sie w przedziale 0,92 do 0,99. Ry-
sunek 6 przedstawia przyktadowg krzywg wzorco-

wa dla 1-heksanolu o wspdtczynniku regresji 0,99.
Przy pomocy wyznaczonych krzywych wzorcowych
dokonano oznaczen ilo$ciowych zwigzkéw lotnych
obecnych w badanych chlebach i poréwnano ich
zawartos$¢ miedzy chlebami (bezglutenowy — tra-
dycyjny), a takze w obrebie miekiszu i skorki kazde-
go z nich. Wyniki przedstawiono w formie wykresu
z tabelg zbiorczg na Rysunku 7. Uzyskane wartosci
stanowig $rednig z trzech powtdrzen.

Jak wynika z Rysunku 7 zawartos¢ badanych zwigz-
kéow byt znacznie wyzsza w chlebie tradycyjnym
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Ryunek 4. Wptyw temperatury na wydajnosc¢ ekstrakgji,
wtékno CAR/PDMS

Tabela 2. Zwigzki zidentyfikowane w analizie jakosciowe;j
chleba pszenno-zytniego

Lp. re(t:::iscji Zidentyfikowane zwigzki
1 3,237 3-metyl-furan
2 3,393 octan etylu
3 6,588 2,3-pentanedion
4 7,087 heksanal
5 8,031 octowy 3-metyl-1-butanol
6 10,013 3-metyl-1-butanol
7 10,685 2-pentylfuran
8 11,361 metylpyrazyna
9 12,540 2,6-dimetylpyrazyna
10 12,730 etylpyrazyna
11 12,886 1-heksanol
12 13,921 nonanal
13 14,811 heptanol
14 15,108 furfural
15 15,405 2-etyl-1-heksanol
16 16,233 benzaldehyd
17 16,419 2-nonenal (E)
18 18,109 alkohol furfurylowy
19 21,555 alkohol fenyloetylowy

niz w bezglutenowym. Skérka i miekisz chleba
roznity sie zawartoscig badanych sktadnikow.
W miekiszu chleba tradycyjnego dominowat 3-me-
tyl-1-butanol, a w chlebie bezglutenowym alkohol
furfurylowy. W przypadku skérki dominowat alko-
hol furfurylowy zaréwno w chlebie tradycyjnym
jak i bezglutenowym.

4. PODSUMOWANIE | DYSKUSJA

Wykorzystano mikroekstrakcje do fazy statej SPME
jako szybka, nowoczesng oraz coraz bardziej po-
wszechng metode w analizie aromatu. Niektérzy
autorzy, jak Ruiz, jako optymalne warunki do anali-
zy chleba tg technikg uznali temperature ekstrak-
cji 50°C, w czasie 60 minut z zastosowaniem wték-
na CAR/PDMS [16]. Inni natomiast uznali jako naj-
bardziej optymalne temperature ekstrakcji 35°C,
w czasie 30 lub 60 minut z zastosowaniem wié-
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
wtdkna CAR/PDMS. W tych warunkach uzyskano
krzywe kalibracyjne o wysokich wspotczynnikach
regresji dla rdéznych zwigzkéw, wystepujacych
w najwiekszych ilosciach w prébach chleba tra-
dycyjnego, ktére réwniez w literaturze uznano
jako gtdwne 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-
ty na pordwnanie aromatu chleba tradycyjnego
z bezglutenowym.

Dobdr optymalnych warunkdw izolacji zwigzkdéw
lotnych chleba przy pomocy SPME, ich analiza ja-
kosciowa jak i iloSciowa za pomocg chromatografii
gazowej i spektrometrii masowej pozwolg na iden-
tyfikacje zwigzkdw lotnych charakteryzujgcych
aromat rdéznych wariantéw chlebdédw bezgluteno-
wych. Opracowana metoda i uzyskane wyniki beda
wykorzystane w podjeciu proby poprawy aromatu
chlebéw bezglutenowych.
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Roztwdr wyjsciowy (standard+metanol) I

1-heksanol 0,01 mg/ 10 ml
heksanal 0,01 mg/ 10 ml
3-metyl-1-butanol 0,2mg/ 10 ml
octan etylu 0,2mg/ 10 ml
furfural 0,2 mg/ 10 ml
1mg/ 10 ml

alkohol furfurylowy 2mg/ 10 ml

Stezenia roztworow bedace punktami krzywej wzorcowej

1-heksanol 0,2 ug/g; 0,3 ug/e; 0,4 ug/g; 0,5 ug/g; 0,7 ug/g

heksanal 0,5ue/g; 0,8 pg/g; 0,9 pe/e; 1 ug/e; 1,1 pe/e; 1,3 pg/e
3-metyl-1-butanol 2ug/e; 4 ug/g; 6 ug/e; 8 ug/g; 10 ug/e

octan etylu 0,8 ug/g; 2 ng/g; 4 ug/s; 6 ug/s; 8 pg/s

furfural 2pgls; 4 pg/s; 6 He/s; 8 pg/e; 10 pg/e; 20 pg/g; 30 pg/g

alkohol furfurylowy 20 pg/g; 40 pg/g; 60 pg/g; 80 ug/g; 120 ug/e

Rysunek 5. Schemat przygotowania krzywych wzorcowych

2
'S 2.00e+0.005
3
5 1.00e+0.005 - 1
0 S O.IZ - '0.I4 o OI.6
stezenie [ug/gl
Rysunek 6. Krzywa standardowa dla 1-heksanolu
140,00 Chleby bezglutenowe Chleby pszenno-zytnie
120,00 firmall firma ll firmal firmall
100,00
L))
e 80,00
= ~ N ~N
\0 [ 0 © ] ® & @ %)
Y = = = =2 = = =< <
S 60,00 s} N 3 -5 Py 5 o
‘g = E |W £ + £ & £
N 40,00
20,00
000 Nl @ = e (o | . I -
1 2 3 4 5 6 7 8
# alkohol furfurylowy| 7,27 4,34 8,86 4,05 118,52 4,49 67,49 0,39
| furfural 1,51 1,04 2,79 2,83 28,41 1,04 13,60 0,00
i octan etylu 7,50 1,32 1,72 1,48 3,12 0,00 0,01 0,58
8 3-metyl-1-butanol | 8,02 2,82 3,26 2,84 9,72 6,54 13,26 | 4,11
i heksanal 0,01 0,00 0,02 0,17 3,99 1,02 1,97 0,94
@ 1-heksanol 0,00 0,00 0,00 0,00 1,36 1,69 1,72 1,29

Rysunek 7. Zawarto$¢ wybranych zwigzkéw lotnych w badanych prébach chleba
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