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Dokonano analizy GC/MS fazy nadpowierzchniowej (HS) ekstraktu LCO,
(ditlenku wegla w stanie podkrytycznym) suszonego brokutu. Do izolacji zwiqz-
kéw lotnych z HS wykorzystano technike mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej
(SPME). Identyfikacje analizowanych zwiqzkow uzyskano w oparciu o bazy da-
nych widm masowych (MS) oraz potwierdzono tam gdzie bylo to mozliwe me-
todq indeksow retencji (LRI). W badanym ekstrakcie sposrod 159 uzyskanych
pikow chromatograficznych zidentyfikowano 29 zwiqzkow chemicznych, co sta-
nowi ilosciowo 46,4% analizowanej mieszaniny.

Hasta kluczowe: brokut, GC/MS, warstwa nadpowierzchniowa, ekstrakcja dwutlen-
kiem wegla w stanie podkrytycznym.
Key words: broccoli, GC/MS, headspace, subcritical carbon dioxide extraction.

Brokuly zalicza si¢ do najbardziej wartosciowych warzyw ze wzgledu na duze
walory smakowe oraz wlasciwo$ci odzywcze i zdrowotne. Brokut jest doskona-
lym zrédlem wielu witamin i mikro- oraz makroelementow, takich jak witamina C,
B-karoten, witaminy z grupy B, wapn, magnez, zelazo, fosfor, potas (1). Charakte-
ryzuje go réwniez aktywnos$¢ przeciwnowotworowa oraz dziatanie antyoksydacyjne
(2, 3,4, 5, 6, 7). Do najbardziej znanych biologicznie czynnych zwiazkoéw bro-
kutu naleza: glukozylonany, karotenoidy (p-karoten), sulforafan, zwiazki indolowe
i flawonoidy. Dziatanie prozdrowotne tych zwiazkéw byto przedmiotem wielu prac
badawczych, (2, 3, 8, 9, 10). Wskazuje to na potrzebg prawidtowego i wydajnego
ich pozyskiwania (ekstrahowania) z surowca. Ekstrakcje zwykle przeprowadza si¢
z wykorzystaniem rozpuszczalnikéw organicznych, jednakze do tego celu mozna
z powodzeniem wykorzystaé¢ nietoksyczny dwutlenek wegla. Z punktu widzenia
technologii zywnosci nie wymaga usuwania z ekstrahowanego materiatu. Jest nie-
palny, posiada relatywnie niska temperaturg i ci$nienie krytyczne. Ekstrakcja dit-
lenkiem wegla znalazta wigc szerokie zastosowanie do otrzymywania wyciagow
z roznych roslin jadalnych lub ziét zawierajacych zwiazki bioaktywne, np. gingerol
z imbiru, zwiazki aromatyczne z cebuli lub karotenoidy z papryki (8). Jak podaje
Herrero 1 wspdlpr. (9), ekstrakty otrzymywane przy zastosowaniu ditlenku wegla
w stanie nadkrytycznym sa bogatsze w sktadniki bioaktywne oraz wykazuja wyzsza
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aktywnos¢ antyoksydacyjng od ekstraktow uzyskanych z wykorzystaniem tradycyj-
nych metod ekstrakc;ji.

W celu identyfikacji oraz ilosciowego oznaczenia zwiazkow brokutu, najczes-
ciej wykorzystywana jest chromatografia cieczowa (HPLC) przy wykorzystaniu
detektora DAD (Dioda Array Detector) Iub kosztownego zestawu LC/MS (Liquid
Chromatography/Mass Spektrometry) (8, 13). Natomiast wykorzystujac bardziej
dostgpna niz LC/MS chromatografi¢ gazowa sprzggnigta ze spektrometria masowa
(GC/MS), mozna stosunkowo szybko wykona¢ analiz¢ warstwy nadpowierzchnio-
wej (Headspace) ekstraktu, identyfikujac potencjalnie wystgpujace tam lotne zwiaz-
ki bioaktywne oraz te, ktére odpowiadaja za charakterystyczny zapach warzywa.

Celem pracy byla analiza GC/MS fazy nadpowierzchniowej ekstraktu z brokutu,
otrzymanego przy zastosowaniu cieklego ditlenku wegla w stanie podkrytycznym.

MATERIAL I METODY

Materiatem badawczym byt ekstrakt brokulu otrzymany w wyniku ekstrakeji dwu-
tlenkiem wegla w stanie podkrytycznym (LCO,) w temperaturze —6°C Surowcem do
ekstrakcji byt brokut (Brassica oleracea L.) klasy 1. Proces ekstrakcji wykonano na eks-
perymentalnej aparaturze skonstruowanej przez prof. dr hab. Andrzeja Stotyhwo (14).

Do izolacji zwiazkow lotnych z fazy nadpowierzchniowej wykorzystano technike
mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej — SPME (Solid Phase Microextraction). Eks-
trakcja lotnych zwiazkow z warstwy nadpowierzchniowej zostala przeprowadzona
przy wykorzystaniu widkna absorpcyjnego typu PDMS/DVB (polidimetylosilok-
san/divinylobenzen, 65 um). Przed kazda analiza widkno SPME bylo kondycjono-
wane w dozowniku chromatografu gazowego (GC) w temperaturze 250°C.

Probke ekstraktu LCO, z brokutu o masie 7 g umieszczono w fiolce o pojemnosci
20 ml, zamknigtej nakretka z uszczelka silikonowo-teflonowa. Fiolke podgrzewano
do temperatury 50°C przez 2 h, w celu ustabilizowania si¢ stezen substancji lot-
nych w warstwie nadpowierzchniowej. Nastgpnie wtékno SPME wprowadzono do
warstwy nad powierzchnig ekstraktu na 45 minut, w trakcie ktoérych nastgpowata
absorpcja substancji lotnych na powierzchni widkna. Po uptywie 45 minut wtékno
wyjeto z fiolki i szybko przeniesiono na 5 minut do dozownika chromatografu ga-
zowego dziatajacego w trybie ,,splitless” w temperaturze 230°C, celem desorpcji
substancji osadzonych na wtdknie.

Do badania sktadu substancji zdesorbowanych z wtokna SPME wykorzystano GC
Agilent 6890, potaczony z kwadrupolowym spektrometrem masowym (MS) Agilent
5795 (Agilent Technologies).

Zdesorbowane z wtokna SPME substancje zostaly rozdzielone na kolumnie
HP-5MS  (5%-difenylo-95%-dimetylpolisiloksan) przy predkosci przeptywu
gazu nosnego — 0,9 ml. Termostat GC zaprogramowano nastgpujaco: temperatu-
ra poczatkowa — 40°C przez 5 minut, nastgpnie narost temperatury przy predkosci
3°C/min, az do osiagnig¢cia temperatury koncowej 250°C. Widma masowe zostaty
uzyskane w trybie EI (Electron Ionisation) przy potencjale 70eV i w zakresie prze-
miatania 20—350 m/z (a.m.u). Temperatury zrédta jondéw oraz analizatora masowego
wynosity odpowiednio 230°C oraz 150°C.
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Otrzymane widma masowe poddano nastgpnie analizie przy uzyciu programu
Enhanced ChemStation Data Analysis, oraz baz danych widm masowych NIST.05
(US National Institute of Standards and Technology) oraz Wiley.7n. Jako poprawna
uznawano identyfikacj¢ na podstawie poréwnania widm masowych o trafnosci mi-
nimum 90%. Identyfikacje zwiazkéw dokonane w oparciu o bazy danych poddano
nastgpnie weryfikacji (tam gdzie byto to mozliwe) metoda indeksow retencji (Linear
Retention Index, LRI). W celu kalibracji LRI wykorzystano mix weglowodorow:
»Alkane standard solution-C¢-C,,” (Fluka). Jako baz¢ danych indekséw retencji wy-
korzystano NIST.05.

Pi¢¢ jednostek LRI przyjeto jako maksymalng réznicg migdzy wartoscig wyliczo-
ng a ta z bazy danych.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W badanym ekstrakcie sposrdéd 159 uzyskanych pikéw chromatograficznych zi-
dentyfikowano 29 zwiazkéw chemicznych.
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Ryec. 1. Chromatogram SPME/GC/MS zwiazkow lotnych z warstwy nadpowierzchniowej ekstraktu LCO,
brokutu.

Fig. 1. Chromatogram SPME/GC/MS of volatile compounds of broccoli LCO, extract.

1. 1-Penten-3-ol , 2. Dimetylosulfotlenek, 3. 2,4-heptadienal (E,Z), 4. 2,4-heptadienal (E,E), 5. Kwas
heksanowy, 6. Linalol, 7. Nonanal, 8. Alkohol fenyloetylowy, 9. Octan linalilu, 10. Octan a-terpinenylu,
11. Walencen, 12. a-Farnezen

Wiekszos¢ zidentyfikowanych substancji to znane zwiazki aromatyczne tworzace
razem charakterystyczny aromat brokutu. Metanetiol (0,015%) ma charakterystycz-
ny kapusciany, siarkowy zapach, heptanal (0,132%) z kolei specyficzny ttuszczowy-
trawiasty aromat (15). Natomiast linalol (0,865%) podobnie jak nonanal (1,634%)
charakteryzuje si¢ cytrusowym i kwiecistym aromatem (15).

W najwigkszej ilosci (25,4%) zidentyfikowano kwas heksanowy (kapronowy),
bedacy znanym nasyconym kwasem tluszczowym o nieprzyjemnym zapachu oraz
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2,4-heptadienal (E,E) (8%) wraz z jego stereoizomerem 2,4-heptadienalem (E,Z)
o zapachu okreslanym jako thuszczowy, orzechowy (15). W duzej ilo$ci zidentyfiko-
wano takze sulfotlenek dimetylowy (DMSO). Zwiazek ten prawdopodobnie powsta-
je w wyniku przemian glukozylanéw naturalnie wystepujacych w brokule. W smaku
charakteryzowany jest jako ,,garlic-like” czyli czosnkowy. Zwiazek ten znany jest
medycynie jako §rodek przeciwbolowy, przeciwzapalny, oraz antyoksydant, jednak-
ze ma on takze wlasciwosci toksyczne bowiem powoduje rozpad czerwonych cia-
tek krwi. Na uwage zastuguje rowniez zidentyfikowany dimetylosulfon (0,042%),
bedacy metabolitem DMSO oraz zwigzkiem strukturalnie do niego podobnym.
W niektorych krajach (USA) jest on sprzedawany jako suplement diety, pomagajacy
mie¢dzy innymi przy zapaleniu stawow. W sumie zidentyfikowane zwiazki stanowia
ilosciowo 46,4% analizowanej mieszaniny.

Tabela I. Zwigzki lotne zidentyfikowane w badanej prébce ekstraktu z brokutu
Table I. Identified volatile compounds in the sample of broccoli extract

Nr Nazwa zwigzku rw;r‘;fcizy AU I e p\ll'\(l)zc%gt%r;a
zawartosc
1 | Metanetiol CH,S 1,619 - - MS 0,015
1,3-Pentadien CsHs 1,858 - - MS 0,050
Propanal, 2-metylo- C,H0 1,948 - - MS 0,034
4 | Kwas octowy C,H.0, f’z?sg; - - MS 0,692
2-Butenal C.H:0 2,659 - - MS 0,012
1-Penten-3-ol CsH,,0 3,054 - - MS 1,233
2-Pentenal CH O 4,371 - - MS 0,375
8 | Dimetylosulfotienek C.H,0S Z{;;&; 826 |829,2| MSLRI | 5079
9 | Kwas butanowy, 3-metylo- | C;H,,0, 10,687 870 875 | MS LRI 0,370
10 | Kwas butanowy, 2-metylo- | CgH,,0, 11,250 880 878 | MS LRI 0,257
11 | Heptanal C,H,,0 12,215 | 901,5 | 901 | MS LRI 0,132
12 | Dimetylosulfon C,H:0,S 13,501 921,5 924 | MS, LRI 0,042
13 | 2-heptenal C,H;,0 15,596 956,5 | 954 | MS, LRI 0,071
14 | 2,3-oktanodion CgH.,0, 17,444 987 984 | MS, LRI 0,262
15 | 2,4-heptadienal (E,2) CH,,0 18,185 999 | 1000 | MS, LRI 0,700
16 | 2,4-heptadienal (E,E) C,H,,0 18,811 | 1010 | 1010 | MS, LRI 8,036
17 | Kwas heksanowy CeH 1,0, _122522_7 - - MS 25,383
18 | Linalol CiHisO | 23,936 | 1101 | 1101 | MS, LRI 0,865
19 | Nonanal CyH,s0 24,124 1105 | 1103 | MS, LRI 1,634
20 | Alkohol fenyloetylowy CgH,,0 24,538 1114 1117 | MS, LRI 0,722

21 | Dekanal CioH20 29,236 1206 | 1206 | MS, LRI 0,432
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. Wzgledna
Nr Nazwa zwigzku Wz6r su- RT ér. LRI LRI ID procentowa
maryczny obl. b.d. s
zawartosc¢
22 | Benzenopropanonitryl CoHgN 30,807 1241 1246 | MS, LRI 0,408
23 | Octan linalilu Ci.Hx0, | 31,663 | 1258 | 1256 | MS, LRI 0,804
24 | Octan o-terpinenylu C;,H50, 35,849 | 1350,5 | 1352 MS 1,749
25 | Tetradekan C.Hs | 38,0321 | 1400 | 1400 | MS, LRI 0,393
26 | Walencen CisH,, 41,861 1493 1490 | MS, LRI 2,457
27 | o-Farnezen CisHas 42,524 1510 | 1508 | MS, LRI 1,481
og | Kwas heksadekanowy, C.H.,0, | 57,454 | 19285 | 1928 | MS, LRI | 0,252
ester metylowy
og | Kwas linolenowy, C.H:0, | 62,852 | 2098 | 2009 | Ms 0,209
ester metylowy
30 | Niezidentyfikowane zwigzki 53,604

Wyjasnienie: Zwigzki lotne zidentyfikowane w badanej probce ekstraktu z brokutu, przedstawione jako procent
powierzchni wszystkich pikow na chromatogramie (wzglgdna procentowa zawartos¢).

RT - $redni czas retencji, LRI obl. — oblliczony indeks retenciji, LRI b.d. — indeks retencji pozyskany z bazy danych,
ID — metoda identyfikacji: MS — identyfikacja w oparciu o bazy danych MS, LRI - identyfikacja w oparciu o indeksy
retencji

WNIOSKI

Analiza GC/MS ekstraktéw z brokulu wykazata oprécz typowych lotnych zwigz-
kéw zapachowych, obecnos¢ zwiazkow, ktore mogag pochodzié z rozktadu glukozy-
nolanow 1 by¢ charakterystycznymi dla rodziny: Brassica oleracea L. var. Italica.

K. Tambor, J. Rutkowska, S. Perajski

GC/MS HEADSPACE ANALYSIS OF DRIED BROCCOLI (Brassica oleracea L. var. Italica)
EXTRACT OBTAINED BY SUBCRITICAL CARBON DIOXIDE

Summary

The aim of this work was GC/MS headspace analysis of air-dried broccoli LCO, extract. Solid Phase
Microextraction (SPME) was used as a volatile isolation technique. The identification of the analyzed
volatile compounds was achieved by using mass spectra libraries (MS). Identifications were confirmed
where it was possible, by use of linear retention indices (LRI). Out of 159 obtained chromatographic peaks
29 compounds were identified, which represents quantitatively 46,4% of analyzed headspace mixture.
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