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STRESZCZENIE

Wykonano analize wybranych lotnych zwigzkéw organicznych w czterech napojach orzezwiajacych me-
toda chromatografii gazowej ze spektrometrig mas. Dodatkowo zbadano zawarto$é wybranych anio-
now nieorganicznych oraz organicznych we wspomnianych napojach metodg elektroforezy kapilarne;j.
Lotne zwigzki organiczne wyizolowano z fazy nadpowierzchniowej napojow technikg mikroekstrakcji do
fazy stacjonarnej. We wszystkich probkach wykryto D-limonen, odpowiedzialny za aromat cytrynowy.

Application of gas chromatography and capillary electrophoresis
for refreshing drinks analysis

Key words: gas chromatography-mass spectrometry, capillary electrophoresis, solid phase microextrac-
tion, volatile organic compounds, anions

ABSTRACT

Gas chromatography-mass spectrometry method was applied for selected volatile organic compounds
analysis of four similar refreshing drinks. The presence of selected inorganic and organic anions in
mentioned drinks were additionally determined by capillary electrophoresis method. Solid phase mi-
croextraction was applied to isolate volatile organic compounds from drinks head space. D-limonene,
responsible of lemon flavour, was determined in all samples.
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1. WSTEP

Analiza chemiczna produktéw zywnosciowych jest
niezbedna do oceny ich wartosci odzywczych, ja-
kosci i swiezosci, a takze kontroli pod wzgledem
obecnosci sztucznie wprowadzanych dodatkow
oraz toksycznych zanieczyszczen. Zapach i smak
w przypadku napojow jest jednym z podstawo-
wych czynnikdw wptywajgcych na akceptacje
artykutéw spozywczych przez konsumenta. Ze
wzgledu na ograniczone mozliwosci rozpoznawa-
nia zapachdéw przez cztowieka, pozgdana jest che-
miczna analiza zaréwno jakosciowa, jak i ilosScio-
wa zwigzkéow wptywajgcych na aromat. Analiza
lotnych sktadnikéw dotyczy surowcéw stosowa-
nych do produkcji napojow oraz gotowych pro-
duktow i materiatéw majgcych z nimi bezposred-
ni kontakt.

W analizie napojow stosuje sie niezwykle czute
metody instrumentalne: chromatografie gazowa
(GC) i wysokosprawng chromatografie cieczowg,
ktore czesto sprzezone sg ze spektrometrig mas
(MS). Metody te w wiekszosci przypadkow wy-
magajg wczesniejszego przygotowania prébek do
analizy. W ostatnim czasie do oznaczania wybra-
nych jonéw organicznych i nieorganicznych za-
czeto stosowac elektroforeze kapilarng (CE) [1].
Proces analityczny mozna podzieli¢ na kilka eta-
péw: pobranie prébki, przygotowanie jej do ana-
lizy, rozdzielenie sktadnikéw, detekcje i opraco-
wanie wynikéw. W catym tym cyklu ponad 80%
czasu pos$wieca sie na przygotowanie prébek me-
todami ekstrakcyjnymi, ktére majg na celu nie
tylko wyizolowanie analitéw, ale takze ich zate-
zenie. Z tego wzgledu wybdr odpowiedniej me-
tody przygotowania probki wptywa bezposrednio
na czas analizy, doktadnos¢ i precyzje oznaczen.
Najczesciej wykorzystywanymi metodami przy-
gotowywania probek s3: ekstrakcja ciecz — ciecz
rozpuszczalnikami organicznymi lub cieczami
w stanie nadkrytycznym oraz ekstrakcja do fazy
statej (SPE) lub mikroekstrakcja do fazy stacjonar-
nej (SPME) [2]. Na zapach i smak napojow wpty-
wajg obecne w nich lotne zwigzki organiczne
(LZO). Bardzo skuteczng metodg oznaczania LZO
w napojach jest SPME z fazy nadpowierzchnio-
wej opisywana akronimem HS-SPME [3]. Istniejg
réwniez techniki oznaczania terpendw, zwigzkéw
tez odpowiadajgcych za zapach i smak, w ktorych
prébki przygotowuje sie potgczong metoda SPE
i SPME [4].

Celem tej pracy byto oznaczenie oraz poréwnanie
LZO wystepujacych w czterech wybranych napo-
jach typu cola metodg HS-SPME-GC-MS. Dodatko-
WO 0znaczono i poréwnano wybrane aniony orga-
niczne i nieorganiczne wystepujgce w owych na-
pojach stosujgc metode elektroforezy kapilarnej.

2. ANALIZA LZO METODA HS-SPME-GC-MS

2.1 Analizowane prébki

Analizie poddano cztery napoje orzezwiajace,
ktérych nazwy przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1 Zestawienie badanych napojéw
Table 1 Comparison of examined drinks

Nazwa Producent
Coca-Cola Coca-Cola Company
Pepsi Pepsi Co.
Hoop Cola Hoop Sp. z 0.0.
(nalezy do grupy Kofola S.A)
Cola Original |Hoop Sp. z o0.0.

2.2 Przygotowanie prébek i ekstrakcja analitow

Prébki napojéw poddawano czesciowemu od-
gazowaniu w fazni ultradzwiekowej. Nastepnie
probke kazdego napoju o objetosci 8 cm® umiesz-
czano we fiolkach z ciemnego szkfa o objetosci
15 cm?, przez co uzyskano objetos¢ 7 cm? fazy
nadpowierzchniowej. Do kazdej prébki doda-
no 0,2 g chlorku sodu spektralnie czystego z fir-
my POCh, w celu zwiekszenia wartosci sity jono-
wej roztworu, a w rezultacie szybszej migracji LZO
do fazy nadpowierzchniowe;j. Fiolki zaopatrzono
w zakretki z silikonowymi uszczelkami, co zapew-
niato szczelnos¢ uktadu.

LZO izolowano z badanych prébek metodg HS-
SPME. Procedura i kolejne etapy metody HS-
SPME zostaty omdwione przez autoréw w innej
pracy [5].

W celu ustalenia sie stanu rownowagi stezen LZO
pomiedzy fazg ciektg i fazg nadpowierzchniowg
w fiolce, prébki umieszczano na statywie z mie-
szadtem magnetycznym (500 obrotéw/min) na
2 godziny w temperaturze pokojowej. Wykorzysta-
no wtdkno mikrostrzykawki SPME pokryte niepo-
larng faza stacjonarng — polidimetylosiloksanem
o grubosci 100 um, firmy Supelco. Przed rozpo-
czeciem ekstrakcji wtdkno poddano kondycjono-
waniu w dozowniku chromatografu gazowego,
w temperaturze 250°C przez 30 min. Nastepnie
widkno SPME wprowadzano do warstwy nad po-
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wierzchnig prébki na 30 minut, w trakcie ktorych
nastepowata sorpcja LZO na wtéknie. Czas ekspo-
zycji wtdkna w fazie nadpowierzchniowej zostat
ustalony na podstawie wczesniejszych testow,
poprzez ustalenie zaleznosci czasu ekstrakcji od
powierzchni piku chromatograficznego. Ekspo-
zycja widkna dtuzsza niz 30 min nie powodowata
zwiekszenia powierzchni piku, dlatego zdecydo-
wano, ze jest to optymalny czas ekstrakgji.

Po uptywie 30 minut witdkno umieszczano na
1 minute w dozowniku chromatografu gazowego
o temperaturze 250 °C w celu desorpcji analitéw.
Czas desorpcji dobrano na tej samej podstawie co
czas ekspozycji widkna.

2.3 Przebieg analizy metodg GC-MS

Analize LZO przeprowadzono w chromatografie
gazowym sprzezonym ze spektrometrem mas fir-
my PerkinElmer, model Clarus 600 T. Anality roz-
dzielono w kolumnie HP-5MS o dtugosci 30 m,
Srednicy wewnetrznej 0,25 mm i grubosci filmu
0,25 mm. Faze stacjonarng stanowit 5%-difeny-
lo-95%-dimetylopolisiloksan. Jako gazu nosnego
uzyto helu o czystosci 6.0 i statej predkosci prze-
ptywu 2 ml/min. Termostat GC zaprogramowa-
no nastepujaco: temperatura poczatkowa wy-
nosita 40°C i utrzymywana byta przez 1 minute,
a nastepnie rosta do 240°C z szybkoscig 10°C/ min.
Koncowa temperatura utrzymywana byta jeszcze
przez 3 min. Czas analizy wynosit 25 minut.
Parametry spektrometru mas byty nastepujace:
widma mas uzyskano w trybie jonizacji elektro-
nowej, przy potencjale 70 eV i napieciu 350 eV.
Temperatura zrodta jondw oraz linii przesytowej
z chromatografu do detektora wynosita 200°C.

2.4 Wyniki i ich dyskusja

Otrzymane widma mas poddane zostaty analizie
przy uzyciu programu Enhanced ChemStation
Data Analysis oraz baz danych widm mas NIST.05
(US National Institute of Standards and Techno-
logy). Identyfikacje uznawano za poprawng, gdy
otrzymywano widmo mas o trafnosci minimum
90%. Na Rysunku 1 przedstawiono przyktadowy
chromatogram analizowanej probki, w Tabeli 2
zestawiono zidentyfikowane zwigzki chemiczne.
W Tabeli 2 zestawiono 14 oznaczonych zwigzkéw
chemicznych. Na chromatogramie (Rys. 1.) wida¢
7 z 14 oznaczonych zwigzkdéw. Pozostate zwigzki
chemiczne oznaczono na podstawie chromato-
gramow kolejnych 3 probek.
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Rysunek 1 Chromatogram sktadnikéw fazy nadpowierzch-
niowej napoju Coca-Cola
Figure 1 Chromatogram of head space composition of
Coca-Cola

1: (1S,55)-2,6,6—trimetylobicyklo [3.1.1] hept-2-en; (+)—a-
Pinen,

2: 7-metylo—3—metyleno-1,6—oktadien; b-myrcen,

3: 4—metylo—1—(1-metyloetylo)-1,3—cykloheksadien;
a-terpinen,

4: 4—-izopropenylo—1-metylo—cykloheksen;

D-Limonen,

5: 4—metylo—1—(1-metyloetylo)—-1,4—cykloheksadien;
y-terpinen,

6: 3,7,7—-trimetylobicyklo [4.1.0] hept—2-en; (+)-4-karen,
7: S—1-metylo—4—(5—metylo—1-metyleno—4—

heksenyl) cykloheksen.

Wiekszos¢ zidentyfikowanych substancji to terpe-
ny. Terpeny nalezg do najbardziej rozpowszech-
nionych zwigzkéw naturalnych. Sg one stosowane
w przemysle perfumeryjnym oraz w produktach
zywnosciowych ze wzgledu na ich przyjemny za-
pach. Jednym ze zidentyfikowanych zwigzkéw
jest D—Limonen, ktéry ma silny cytrynowy zapach
i stosowany jest w produkcji zywnosci do masko-
wania gorzkiego smaku alkaloidéow. Z wynikow
przedstawionych w Tabeli 2 oraz z chromatogra-
mu na Rysunku 1 wynika, ze zwigzek ten wyste-
puje w najwiekszej ilosci w kazdej prébce. Wykry-
to réwniez obecnos¢ takich zwigzkéw jak terpine-
ny, ktére wystepujg gtéwnie w postaci mieszani-
ny przynajmniej dwdch izomerdéw strukturalnych,
najczesciej a i y. Znaleziono je miedzy innymi
w olejku kolendrowym i majerankowym [6].

3. ANALIZA WYBRANYCH ANIONOW METODA CE

W drugim etapie pracy wykonano analize wy-
branych anionéw organicznych oraz nieorganicz-
nych w prébkach napojow przedstawionych w Ta-
beli 1, metodg CE. Istotg tej metody jest rozdzie-
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Tabela 2 Zestawienie zidentyfikowanych zwigzkdw chemicznych w badanych prébkach

Table 2 Comparsion of identified chemical compounds in examined samples

Lp. Nazwa zwigzku chemicznego Coca-Cola Pepsi I-(I:c;?: O:;cg)iI:al

(1S,5S)-2,6,6—trimetylobicyklo [3.1.1] hept-2-en; (+)—a-Pinen + - - -
2. | 7-metylo—3—metyleno—1,6—oktadien;

b-myrcen, ¥ ) ) ¥

4—metylo—1—(1-metyloetylo)-1,3—cykloheksadien; a-terpinen + + - -
4. | 4—izopropenylo—1-metylo—cykloheksen;

+ + + +

D-Limonen

4-metylo—1—(1-metyloetylo)-1,4—cykloheksadien; y-terpinen + + + +

3,7,7-trimetylobicyklo [4.1.0] hept-2-en;

(+)-4-karen ¥ ¥ ) i

S—1-metylo—4—(5—-metylo—1-metyleno—4-heksenyl) cykloheksen + + + +

2,4,6-tris(1,1-dimetyloetylo) fenol - + + +

1-metylo-2-(1-metyloetylo) benzen - + + +
10. | 1-metylo-4-(1-metyloetylideno)-1- cykloheksen;

a- terpinolen ) ¥ ¥ ¥
11. | 1-metylo-4-izopropylo-1-cykloheksen-4-ol - + - -
12. | 2-(4-metylo-3-cykloheksen)-2-propanol - + + +
13. | 1-izopropylo-4-metylo-7-oksabicyklo[2,2,1] heptan - - + -
14. |2,6-dimetylo-6-(4-metylo-3-pentenyl) bicyklo [3,10,1] hept-2-en - - - +

lanie analitéw migrujacych w kapilarze w strone
detektora pod wptywem przytozonego pola elek-
trycznego [7].

3.1 Przygotowanie odczynnikéw i prébek

Do analizy anionéw uzyto zestawu odczynnikdw
zakupionego w firmie Beckman Coulter. Zestaw
zawierat miedzy innymi bufor boranowy do roz-
dzielania analitéw, 0,1 M NaOH jako kondycjoner,
wode redestylowang do ptukania kapilary oraz
wzorcowe roztwory wodne aniondw.

3.2 Przygotowanie roztworéw wzorcowych
i probek do analizy

Pierwszym krokiem byto przygotowanie roztwo-
réw roboczych anionéw poprzez odpowiednie
rozcienczenie wzorcowych roztworéw wodnych
anionow wodg redestylowang w celu wyznacze-
nia krzywych kalibracyjnych. Stezenia roztworéw
roboczych aniondéw oraz ich sktad przedstawiono
w Tabelach 3i 4.

Prébki napojow poddawano odgazowaniu w taz-
ni ultradzwiekowej, okofo 25 min. Nastepnie
umieszczano po 200 ul kazdej probki w specjal-
nym naczynku przedstawionym na Rysunku 2.
Roztwory robocze umieszczano w identycznych
naczynkach rowniez po 200 pl.

gumowy korek ___—-——’.

fiolka stozkowa —-—-‘*’”U
sprezynka /g

/

maksymalny poziom

plastikowa fiolka napetnienia

Rysunek 2 Schemat uktadu, w ktérym umieszczano
fiolke z probka [8]

Figure 2 Sample vial setup

3.3 Aparatura i przebieg analizy

Analizy wykonano w aparaturze do elektrofore-
zy kapilarnej firmy Beckman MDQ wyposazonej
w detektor UV (absorbancja mierzona byta przy
dtugosci fali | = 230 nm). Schemat aparatury
przedstawiono na Rysunku 3. Do analiz wykorzy-
stano kapilare ze stopionej krzemionki o Sred-
nicy 75 mm i catkowitej dtugosci 60,2 cm. Para-
metry analizy elektroforetycznej byty nastepuja-
ce: napiecie prgdu podczas rozdzielania wynosito
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30 kV, temperatura kapilary: 25°C, temperatura
przechowywania probki: 25°C, temperatura kapi-
lary: 25°C.

Tabela 3 Sktad roztworu roboczego anionéw nieorganicznych

Table 3 Composition of in organic anious working solution

1. Ptukanie wodg redestylowang przez 0,5 min
pod cisnieniem 20 psi.

2. Ptukanie buforem do rozdzielania przez 0,5
min pod cisnieniem 20 psi.

3. Dozowanie prébki przez
niem 0,5 psi.

8 s pod cisnie-

4. Dodatkowe dozowanie wody (postiniekcja)

przez 10 s pod ci$nieniem 0,1 psi.
5. Rozdzielanie analitow w prébce pod napie-

ciem 30 kV, t=10 min.

6. Ptukanie kondycjonerem (0,1 M Na OH)
przez 0,5 min pod ci$nieniem 20 psi.

7. Ptukanie wodg redestylowang przez 0,5 min
pod cisnieniem 20 psi.

. Poziom 1 | Poziom 2 | Poziom 3 | Poziom 4
Nazwa anionu
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
Chlorkowy 4 8 16 20
Azydkowy 2 4 8 10
Siarczanowy 4 8 16 20
(Vi)
Azotanowy 4 8 16 20
(V)
Fluorkowy 2 4 8 10
Fosforanowy 10 20 40 50
(V)

3.4 Wyniki i ich dyskusja

Analize ilosciowg wybranych anionéw wy-

Tabela 4 Sktad roztworu roboczego anionéw organicznych
Table 4 Composition of in organic anious working solution

konano metoda wzorca zewnetrznego. Uzy-
skane krzywe kalibracyjne, dla kazdego anio-
nu osobno, wykazujg wspoétczynnik regres;ji li-

niowej w zakresie od 0,985 do 0,998. Wy-
niki analizy ilo$ciowej aniondw zestawiono
w Tabeli 5.

Granica wykrywalnos$ci LOD=1 ppm i zosta-

ta obliczona zgodnie z zasadg: LOD=3 razy po-

ziom sygnatu do szumu. Granica oznaczalnosci

LOQ=3 razy LOD. Na Rysunku 4 przedstawio-

no przyktadowy elektroforegram aniondéw nie-

organicznych.

N e Poziom 1 | Poziom 2 | Poziom 3 | Poziom 4
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
Mréwczanowy 4 8 16 20
Bursztynianowy 4 8 16 20
Octanowy 4 8 16 20
Propionianowy 4 8 16 20
Butanowy 4 8 16 20
Walerianianowy 4 8 16 20
Kaproanianowy 4 8 16 20
Oktanowy 4 8 16 20

detektor

komputer

kapilara

elektrody Pt

automatyczny
podajnik
probek

Rysunek 3 Schemat aparatury do elektroforezy
kapilarnej [8]

Figure 3 Capillary electrophoresis apparatus schema

Fiolki polietylenowe o objetosci 1,5 cm® wypet-
niano odpowiednimi odczynnikami do analizy
i umieszczano na tackach w automatycznym po-
dajniku. Czas analizy wynosit 12 min. wg sche-
matu:

<ol e 019
Name
Migration Time

— fosforanowy (V) 4.925

bursztynianiowy 4.117
> propionianowy 5.188

bass

| i
L

f?} butanowy 5.350
> 5467

i

) walerianowy 5.987
= kapronianowy 6.108

fluorkowy 3533

} octanowy 4.696

;{?) siarczanowy (V1) 3.121
{
;
|

== chlorkowy 2.800
> azotanowy (V) 2.917

|
|

}
1

R L )

Rysunek 4 Elektroforegram anionéw w jednej z probek;
najwiekszy pik pochodzi od anionu fosforanowego (V)

Figure 4 Anions electropherogram of selected sample, the
biggest peak comes from phosphate (V) anion

W prébkach badanych napojéw oznaczono 11
anionéw. Obecnos¢ niektérych z nich swiadczy
0 obecnosci kwasdw organicznych lub ich estrow.
W najwiekszej ilosci zidentyfikowano anion fos-
foranowy (V). Kwas fosforowy dodawany jest do
napojow jako regulator kwasowosci. Stezenie

tego kwasu w badanych prébkach byto bardzo
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Tabela 5 Wyniki analizy ilosciowej wybranych anionéw w prébkach napojéw orzezwiajgcych

Table 5 Quantitative analysis result of selected anions in refreshing drinks samples

Lp. Stezenie [ppm]
Nazwa anionu
Coca-Cola Pepsi Hoop cola Cola Original

1. | chlorkowy 22,1 117,1 3,0 23,0
2. |azotanowy (V) <1,0 <1,0 <1,0 15,2
3. | siarczanowy (VI) 14,9 22,9 5,7 38,5
4. | fluorkowy <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
5. | fosforanowy (V) 530,3 520,0 526,4 555,7
6. | bursztynianiowy <1,0 3,7 3,8 3,4
7. | propionianowy 4,5 7,7 30,2 7,6
8 octanowy 10,9 3,5 5,5 3,2
9. | butanowy 5,9 <1,0 <1,0 7,6
10. | walerianowy 3,4 <1,0 3,1 3,0
11. | kapronianowy 14,9 13,3 14,3 15,5

podobne. Na elektroforegramie widoczne sg row-
niez piki, ktére nie zostaty zidentyfikowane z po-
wodu braku odpowiednich wzorcow.

4. PODSUMOWANIE

Metodg HS-SPME-GC-MS wykryto i zidentyfiko-
wane 14 LZ0, a metodg CE 11 wybranych anionéw
organicznych i nieorganicznych w czterech napo-
jach orzezwiajacych. Zidentyfikowane zwigzki sg
odpowiedzialne za smak i zapach tych napojow.
W najwiekszej ilosci jest w nich obecny D-limo-
nen, dodawany ze wzgledu na silny zapach cytry-

nowy, oraz kwas fosforowy stosowany jako re-
gulator kwasowosci. Zastosowanie przedstawio-
nych metod pozwala na kompleksowg analize wy-
branych napojéw. Przedstawione metody mozna
z powodzeniem stosowaé do analizy innych napo-
jow, np. piwa lub wina.
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