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Quadrupole Mass Spectrometry
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1D-GC One Dimensional Gas Jednowymiarowa chromatografia
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chlodzacych
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MDGC-MS Multidimensional Gas wielowymiarowa chromatografia
Chromatography Mass gazowa sprzg¢zona ze spektrometrig
Spectrometry mas

GCxGC Comprehensive Two — Kompletna dwuwymiarowa
Dimensional chromatografia gazowa
Gas Chromatography

GCxGC-MS Comprehensive Two — Kompletna dwuwymiarowa
Dimensional chromatografia gazowa sprz¢zona
Gas Chromatography — Mass ze spektrometrig mas
Spectrometry

GCxGC-gMS | Comprehensive Two — Kompletna dwuwymiarowa
Dimensional Gas chromatografia gazowa sprz¢zona
Chromatography — quadrupole | z kwadrupolowg spektrometrig mas
Mass Spectrometry

GCxGC- Comprehensive Two — Kompletna dwuwymiarowa

TOFMS Dimensional chromatografia gazowa
Gas Chromatography Time — Of
— Flight Mass Spectrometry

GC-FID Gas Chromatography — Flame | Chromatografia gazowa potaczona
lonization Detector z detektorem ptomieniowo-

jonizacyjnym

GC-MS Gas Chromatography — Mass Chromatografia gazowa sprz¢zona
Spectrometry ze spektrometrig mas

GC-gMS Gas Chromatography — Chromatografia gazowa sprz¢zona

z kwadrupolowg spektrometrig mas



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wykaz skrétow i akroniméw cd.

GC-O Gas Chromatography— Chromatografia gazowa potagczona
Olfactometry z olfaktometrig
HD Hydrodistillation Hydrodestylacja
HS-SPME Headspace Solid — Phase Mikroekstrakcja do fazy
Microextraction stacjonarnej z fazy
nadpowierzchniowej
ITEX In-Tube Extraction Ekstrakcja w rurce
LC Liquid chromatography Chromatografia cieczowa
LLE Liquid — Liquid Extraction Ekstrakcja ciecz-ciecz
LLME Liquid — Liquid MicroExtraction | Mikroekstrakcja ciecz-ciecz
MDGC-C/P- | Multidimensional Gas Wielowymiarowa chromatografia
IRMS Chromatography — gazowa sprzezona ze
Combustion/Pyrolysis — Isotope | spalaniem/piroliza i spektrometrig
Ratio Mass Spectrometry mass stosunkow izotopowych
MTBE Methyl Tert-Butyl Ether Eter metylowo-tert-butylowy
NIST National Institute of Standards | Narodowy Instytut Standaryzacji
and Technology I Technologii
PA Poliamide Poliamid
PDMS Polydimethylsiloxane Polidimetylosiloksan
RI Retenction Index Indeks retencji
RT Room Temperature Temperatura pokojowa
SAFE Solvent — Assisted Flavor Destylacja zwigzkéw zapachowych
Evaporation wspomagana rozpuszczalnikiem
SBSE Stir Bar Sorptive Extraction Ekstrakcja z wykorzystaniem
wirujacego elementu sorpcyjnego
SDE Simultaneous Distillation — Ekstrakcja ciggla z jednoczesna
Extraction destylacja z parag wodna
SFE Supercritical fluid extraction Ekstrakcja za pomoca ptynu
w stanie nadkrytycznym
SPE Solid — Phase Extraction Ekstrakcja do fazy statej
SPME Solid — Phase Microextraction Mikroekstrakcja do fazy
stacjonarnej
SSDE Simultaneous Steam Distillation | Ekstrakcja z jednoczesng destylacja
Extraction z parg wodna
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Wprowadzenie

Daznos¢ do wykrywania, identyfikacji i oznaczania $ladowych 1 ultrasladowych
sktadnikow w probkach charakteryzujacych si¢ ztozonym sktadem matrycy stanowi jedno
z najwazniejszych wyzwan dla chemikow analitykow. W zwigzku z tym, w wielu
laboratoriach trwaja intensywne badania zwigzane z modyfikacjami juz znanych
lub opracowaniem nowych rozwigzan metodycznych zapewniajagcych mozliwos¢
prowadzenia badan analitycznych préobek roéznego pochodzenia, w ktérych anality
wystepuja na bardzo niskich poziomach zawarto$ci. W tych nowych procedurach

analitycznych szczeg6lne znaczenie nabiera etap przygotowania probek do analizy.

Wazng role odgrywaja réwniez urzadzenia zapewniajace mozliwos¢ rozdzielenia
mieszanin analitdw obecnych w probce na poszczegodlne indywidua chemiczne. W zwiazku
z tym nastepuje szybki rozwdj technik chromatograficznych, w tym takze technik tgczonych
oraz technik wielowymiarowych. Klasycznym przyktadem jest rozwdj i rozszerzenie

obszaru praktycznego wykorzystania dwuwymiarowej chromatografii gazowej (GCxGC).

Poczatkowo technike GCxGC wykorzystywano gtéwnie do analizy probek
produktow naftowych, dlatego tez sadzono, ze technika ta stuzy jedynie do analizy olejow
1 powstat btedny poglad, Zze na tym koncza si¢ mozliwosci analityczne tej techniki. Rozwoj
aparatury w zakresie dwuwymiarowej chromatografii gazowej oraz wyniki badan nad
opracowywaniem nowych metodyk analitycznych, stanowig podstawe do stwierdzenia,
ze technike ta nalezy uwaza¢ za doskonale narzedzie analityczne do analizy probek
o zlozonym skladzie matrycy, a w szczegdlnosci oznaczania zwigzkow lotnych
i $redniolotnych. Dzigki temu jest ona powszechnie stosowana w nast¢pujacych obszarach
nauki i techniki: przemyst petrochemiczny, ochrona srodowiska, przemyst kosmetyczny
i perfumeryjny, analiza ZzywnoS$ci, analiza kliniczna, badania planetarne (analiza
fragmentow meteorytow), metabolomika (badanie ludzkiego oddechu) i proteomika

(identyfikacja bialek w probkach biologicznych) oraz kryminalistyka.

Ze wzgledu na ztozonos¢ probek zywnosci réznego pochodzenia, technika GCxGC
z powodzeniem jest coraz czesciej stosowana w analizie produktow spozywczych,

a zwlaszcza w badaniach majacych na celu oceng jakos$ci 1 autentycznos$ci zywnosci.
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Wyniki analizy frakcji lotnej probek zywnosci, charakterystyka ich profilu
zapachowego oraz okreslanie zawartos$ci zwigzkéw o walorach sensorycznych i leczniczych
za pomoca techniki GCxGC mogg by¢ zrodlem informacji niezbednych do:

e oceny stopnia dojrzatosci,

e zdrowotnosci,

e klasyfikacji (np. trwatos¢, sktad i wartosci odzywcze, sposob przechowywania),
e wykrywania zafalszowan,

e rozrozniania pochodzenia botanicznego i geograficznego,

e okreslania jakosci produktéw zywno$ciowych,

e cwentualnego zanieczyszczenia produktéw zywnosciowych.
1. Czes¢€ teoretyczna

1.1. Superowoce

Termin ,,superowoce” (superfruits) zostat uzyty w przemysle zywnosciowym po raz
pierwszy w 2005 roku [1] w celach marketingowych do okreslania sokow z zaledwie kilku
egzotycznych owocoéw dostgpnych na rynku amerykanskim [2], a w chwili obecnej
wykorzystywany jest do okreslania szerokiej gamy produktow na bazie r6znych owocoéw
wystepujacych na globalnym rynku. Od samego poczatku, kategoria superowocow byta
bardziej przedmiotem marketingu niz $wiata nauki. Pojawiajgce si¢ na rynku napoje
wytworzone z rzadkich gatunkow owocow, sprzedawane sa konsumentom z przestaniem
posiadania wiasciwosci przeciwutleniajacych i prozdrowotnych. Niestety nie wszystkie
owoce proponowane marketingowo jako ,super” rzeczywiscie spelniaja stawiane im
wymagania. Wiele z nich nie ma wlasciwosci prozdrowotnych potwierdzonych naukowo

lub nie jest dopuszczonych przez organy regulacji prawa.

Kilka lat temu ukazata si¢ lista 20 ,,najlepszych” naturalnych superowocéw. W sktad
tej listy wchodza: mango, figi, wisnie, maliny, pomarancze, truskawki, guawy, jagody Goi,
jezyny, czerwone winogrona, czarne porzeczki, zurawina, daktyle, kiwi, granaty, papaje,
borowki, suszone §liwki, owoce euterpy warzywnej (acai berries) oraz rokitnika. Kazdemu
z tych owocow przypisano odpowiednig rangg opierajac si¢ na okreslonych kryteriach
oceny [3]. Jednak, aby smaczny owoc zostal uznany za prawdziwy superowoc, musi przejsé¢

przez zmudng i dlugotrwata procedure sktadajaca si¢ z czterech etapow przedstawionych
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na rysunku 1. Piramida ilustruje etapy badan naukowych, ktére sg niezbedne m.in.

do osiggnigcia statusu posiadania wlasciwos$ci prozdrowotnych.

Badania kliniczne

Badania pilotazowe
na cztowieku

10 lat -

Badania
(5 na zwierzetach

Badania
in vitro

Rys. 1. Schemat obrazujacy etapy prowadzenia badan naukowych w celu zakwalifikowania

owocow do superowocow [3].

U podstaw piramidy znajdujg si¢ badania podstawowe czyli eksperymenty
laboratoryjne, ktore maja wykazac¢ celowo$¢ prowadzenia dalszych badan. Naleza do nich
m.in. analiza jakos$ciowa i ilosciowa probek badanych owocow. Kazdy superowoc powinien
mie¢ naukowo udowodnione dziatanie prozdrowotne, poniewaz bez udokumentowanych

wynikéw badan mozna tylko przypuszczaé, ze dany owoc potencjalnie jest superowocem.

1.1.1. Prozdrowotne wlasciwos$ci superowocow

W ostatnich latach coraz wigksza uwage przywiazuje si¢ do poszukiwania
naturalnych sktadnikow diety, ktorych regularne spozywanie moze mie¢ znaczenie
dla ochrony zdrowia cztowieka przed chorobami cywilizacyjnymi, gtdwnie uktadu krazenia
i nowotworami. Wyniki badan epidemiologicznych wskazuja, ze spozycie owocow,
warzyw 1 ich przetworé6w moze stanowi¢ antidotum na wiele chorob, poprawiajac
tym samym zdrowie konsumentow [4-6]. Swieze owoce oraz ich przetwory, zwlaszcza

naturalne soki owocowe, dostarczajg podstawowych substancji energetycznych (cukrow

11
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prostych i ztozonych) oraz stanowig zrddto niezbednych do zycia witamin i pierwiastkow
biogennych (makro- i mikroelementow), a takze korzystnie oddzialywujacych na zdrowie
przeciwutleniaczy oraz zwigzkoéw nalezacych do tzw. olejkéw eterycznych (np. terpendow).
Przeciwutleniacze oraz olejki eteryczne sg bardzo istotne dla cztowieka ze wzgledu
na wigzanie wolnych rodnikow i metali cigzkich oraz szereg wtasciwosci prozdrowotnych
takich jak: dzialanie przeciwzapalne, przeciwrakotworcze, przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybiczne, antywirusowe, antyalergiczne czy przeciwartretyczne [6-9]. Ponadto
terpeny obecne w owocach ksztattuja ich aromat, a w konsekwencji sag odpowiedzialne
za walory sensoryczne otrzymywanych z nich produktéw. Wiedza ta przyczynita sig¢
do poszukiwania nowych roslin oraz tworzenia nowych produktéw spozywczych

oraz preparatow leczniczych na bazie superowocow [10, 11].

Zgodnie z koncepcja superowocow, owoce nalezace do tej grupy powinny spetniac
nastgpujace wymagania:
e posiada¢ wysoka zawarto$¢ sktadnikéw odzywczych,
e posiada¢ wysoka zawarto$¢ przeciwutleniaczy,
e charakteryzowaé si¢ wlasciwo$ciami prozdrowotnymi popartymi badaniami
naukowymi,
e oddziatywa¢ pozytywnie na komorki i struktury molekularne w organizmie,

e posiada¢ egzotyczne pochodzenie, cickawy smak, zapach i wyglad [9].

1.1.2. Owoaoce tropikalne i owoce strefy borealnej

Owoce nalezace do grupy strefy borealnej, obecnie znane sa jedynie ze swoich
wlasciwos$ci leczniczych. Aczkolwiek, jest bardzo mato informacji na temat skladu
1 stezenia substancji chemicznych odpowiedzialnych za dzialanie prozdrowotne.
Przyktadowo, owoce oliwnika, wykazujace dziatanie przeciwzapalne i przeciwbolowe [12],
wykorzystywane sg w leczeniu goraczki, zottaczki, astmy i reumatycznego zapaleniu
stawow. Jednak nie wiadomo dokladnie ktore zwigzki odpowiadaja za wilasciwosci
lecznicze owocoéw oliwnika - przypuszcza si¢, ze sg to flawonoidy i terpenoidy [13].
Ze wzgledu na znikomy stan wiedzy na temat sktadu owocoéw borealnych, ktore moga
stanowi¢ zrodto niezbednych wspotczesnemu spoteczenstwu substancji prozdrowotnych,
istotne jest podjecie badan w kierunku ustalenia zawarto$ci wybranych zwigzkow

bioaktywnych w tych owocach.
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Egzotyczne smaki, cieckawy wyglad, oryginalne aromaty sprawiaja, ze owoce
tropikalne zyskuja coraz wigkszg popularno$¢. Smaki tych owocow kojarzg si¢ ze stoficem,
stodyczg 1 orzezwieniem, w duzej mierze dzigki soczystym owocom, ktore najlepiej oddaja
klimat tych upalnych miejsc. Egzotyczne duriany, liczi, kiwano, marakuje, karambole,
rambutany czy tajemniczo brzmiacy jackfruit, skutecznie gasza pragnienie, odzywiaja,
a ponadto sg znakomitym dodatkiem do dan czy napojow. W tropikach sg tak popularne jak

nasze jabtka czy sliwki.

1.1.3. Miechunka peruwianska

Jednym z najbardziej obiecujacych owocéw tropikalnych jest miechunka
peruwianska (Physalis peruviana) znana rowniez jako miechunka jadalna, rodzynek
brazylijski, wiSnia peruwianska czy tez jagoda inkaska. Owoce miechunki od dawna
sg uprawiane na terenie Andow, a takze w USA (Kalifornia), RPA, Indiach, Nowej Zelandii,
Australii i Egipcie [14]. Sa to soczyste, kuliste owoce o ztocistym kolorze i srednicy rzedu
okoto 2 cm, natomiast smak Owocu zostal opisany jako "truskawka / kiwi / agresto-
podobny" [15]. Owoce podczas wzrostu sg chronione przez otaczajace je liScie, z ktorych
po etapie dojrzewania owocu robig si¢ papierowe tuski przypominajace chinskie lampiony.
Pojedyncza roslina moze wyda¢ az 300 owocOw, a starannie uprawiane rosliny moga
dostarcza¢ 20-33 t/ha. Owoce sg trwate, mogg by¢ przechowywane w suchej atmosferze

lub po zamrozeniu nawet przez kilka miesiecy [14].

W  dostepnej literaturze mozna znalez¢ informacje, ze owoce miechunki
peruwianskiej majg dziatanie moczopedne, przeciwzapalne i przeciwreumatyczne. Owoce
te sg doskonatym zrédtem witamin A (prowitaminy), B3, C oraz fosforu. Pestki jagod
wykazuja delikatne wlasciwosci oczyszczajace, dlatego ich spozywanie zalecane jest
osobom cierpigcym na schorzenia jelit i uktadu wydalniczego. Owoce miechunki
charakteryzuje takze wysokie stezenie bioflawonoidow, popularnie zwanych witaming P.
Wyniki wielu badan wykazaty, ze bioflawonoidy podnosza kondycje naczyn wiosowatych,
uszczelniajg 1 wzmacniajg $ciany naczyn krwionosnych oraz poprawiajg przeptyw Krwi

w naczyniach wiencowych [2].

Owoce miechunki peruwianskiej uwazane sg za ekskluzywne i wykorzystywane
glownie w celu dekoracji wyrobow cukierniczych. Europejczycy czesto ptaca wyzsze ceny,

aby zanurzy¢ te owoce W czekoladzie lub udekorowac ciasta i torty. W Polsce, owoce te
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dostepne sa w niektorych sklepach z Zzywnoscig ekologiczng pochodzenia krajowego
lub sporadycznie pojawiaja si¢ w hipermarketach jako owoce importowane z krajow
Ameryki Poludniowej. Podobnie jak inne owoce egzotyczne, mozna je spozywaé w formie

Swiezej, suszonej oraz sktadnikow satatek, deserow, dzemow i sokow.

Dostepne w literaturze prace badawcze, poswiecone owocom miechunki
peruwianskiej dotyczg zawartosci zwigzkoéw z grupy fizjologicznie aktywnych laktonow
steroidowych, ktore wystepujg w liSciach [16] i korzeniach [17]. Profil lotnych zwigzkow
zostat zbadany z wykorzystaniem procedury analitycznej opartej na zastosowaniu ekstrakcji
ciecz-ciecz (LLE) oraz chromatografii gazowej potaczonej z detektorem ptomieniowo-
jonizacyjnym (GC-FID), chromatografii gazowej potaczonej z olfaktometrem (GC-O) oraz
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrem mas (GC-MS) na etapie analizy
uzyskanych ekstraktow [15]. Wykazano, ze w owocach miechunki peruwianskiej obecne sg
liczne zwigzki z grupy terpendéw, aldehydow, ketonow, kwasow, laktonow

oraz estrow.

Prowadzone dotychczas badania nad owocami miechunki peruwianskiej, skupiaty
si¢ gldwnie na grupie zwigzkow zwanej witanoloidami. Witanoloidy nalezg do grupy
steroidow, posiadaja od 22 do 26 atomow wegla, w postaci utlenionych sze$ciocztonowych
laktonow [18]. Przeprowadzano réwniez bardziej szczegotowe badania dotyczace

zwigzkow z grupy alkaloidow.

1.2. Zwiazki z grupy terpenow

1.2.1. Charakterystyka

Terpeny sg to naturalne weglowodory pochodzenia gléwnie roslinnego o ogdlnym
wzorze (CsHsg)n, bedace oligomerami izoprenu (2-metylobuta-1,3-dienu). Zwigzki te
stanowig najwicksza klase wtoérnych metabolitow roslin. Obejmuje ona okoto 30 000
zdefiniowanych zwigzkéw, wsrod ktorych znanych jest ponad 400 monoterpenow.
Monoterpeny 1 ich utlenione analogi zwane terpenoidami, charakteryzujg si¢

wlasciwosciami smakowo-zapachowymi oraz zroznicowang aktywnoscia biologiczna.

Lecznicze 1 zapachowe wlasciwosci monoterpendow wykorzystywane sg od czaséw
starozytnosci. Swiadczg o tym najstarsze wzmianki o wykorzystywaniu ziot i zawartych

w nich olejkow eterycznych. Przyktadem moze by¢ stosowanie nasion kminku przy atakach
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histerii, stanach przygngbienia czy tez anemicznym wygladzie. W starozytnym Egipcie
stosowano nasiona kopru. Migt¢ stosowano w celach poprawy pamigci i pobudzenia
aktywnos$ci mozgu, natomiast oplatanie glowy li§¢mi migty mialo przynosi¢ ,,ukojenie
duszy”, dlatego tez uczniowie rzymskich filozofow, nosili na glowach wianki ze $wiezych

lisci tej rosliny [9].

CH3 H3C CH3 gHg
= /)
H307A5 HsC CHj
HaC HsC CHg HsC

CH,
(-)-0-Pinen (—)-p-Pinen (+)-0-Pinen Eukaliptol
CHg CHs CHs HO CHs HaC X X NH
Geraniol Linalol Citral
CH,
H3C CH3 HsC OH
I CHs
CHz O , CHgz
| ¢
HzC™ "CHj CHj
B-Myrcen (—)-Kamfor (—)-Mentol
CHs CHa
CHg HaC—y—OH
HsC “OH \ﬁ
CHs CHj CHg
(+)-Terpinen-4-ol (R)-(+)-Limonen (+)-a-Terpineol

Rys. 2. Wzory strukturalne wybranych terpenéw oznaczanych w probkach superowocow

charakteryzujacych si¢ wtasciwos§ciami prozdrowotnymi [19].

Dzisiaj wiadomo, ze monoterpeny (Rysunek 2) spetniaja rozne funkcje
W organizmie cztowieka. Sktadniki olejkow eterycznych wykorzystuje si¢ w leczeniu

schorzen goérnych drog oddechowych (dziatanie wykrztusne, przeciwbakteryjne
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I przeciwwirusowe), schorzen gastrycznych (srodki zoétciopedne i spazmolityczne) oraz
tagodza bole migsni. Wiele z terpendw dziata leczniczo na skorg pobudzajac jej ukrwienie,
a takze poprzez wlasciwosci bakteriobdjcze. Hydrofobowe wilasciwosci monoterpenow
przyczyniaja si¢ do rozpuszczania kamieni cholesterolowych i1 zétciowych u ludzi. Olejek
migtowy skutecznie poprawia funkcje uktadu pokarmowego, tagodzi objawy w zespole
wrazliwego jelita, odplywie zoladkowo-jelitowym oraz roznych zakazeniach. Monoterpeny
poprawiajg samopoczucie, dzialajg uspokajajaco lub pobudzajgco, a na ich wlasciwosciach
leczniczych opiera si¢ aromatoterapia. Preparaty do inhalacji sktadajg si¢ z eukaliptolu,
terpineolu, olejku sosnowego, tymiankowego i rozmarynowego. Duze zainteresowanie
wlasciwosci  przeciwbakteryjne,

budzi aktywno$¢ przeciwnowotworowa oraz

przeciwgrzybiczne, przeciwwirusowe, immunomodulacyjne i przeciwzapalne.

1.2.2. Wiasciwosci bioaktywne i zapachowe terpendéw oraz wystepowanie

W przyrodzie

Wilasciwosci terpendw zaleza od ich budowy chemicznej, czyli m.in. od dlugos$ci
fancucha weglowego, obecnosci grup funkcyjnych, budowy przestrzennej czasteczek czy
tez oddziatywania miedzyczasteczkowego. W tabeli 1 zestawiono wiasciwosci wybranych

terpenow, a na rysunku 2 przedstawiono ich wzory strukturalne.

Tab. 1. Charakterystyka wybranych terpenéw [9, 19-22].

Nazwa polska Numer Klasa Zapach Wiasciwosci lecznicze Wystepowanie w naturze
CAS
(-)-a-Pinen 7785-26-4 Monoterpeny Ostry ciepty zywiczny Bakteriobojcze, Drzewa iglaste
§wiezy sosnowy przeciwgrzybiczne
(-)-B-Pinen 18172-67- Monoterpeny Swiezy, orzezwiajacy Bakteriobojcze, Marchew, kolendra, kminek, hizop,
3 sosnowy, drzewny, przeciwgrzybiczne cytryna, gatka muszkatotowa, sok
suchy, zapach siana, z pomaranczy, terpentyna
zielony zywiczny
(+)-a-Pinen 7785-70-8 Monoterpeny Drzewiasty, sosnowy, Bakteriobojcze, Sosna Loblolly
zywiczny, ostry, przeciwgrzybiczne
migtowy
Geraniol 106-24-1 Monoterpeny Kwiatowy, stodki, Aktywnos¢ Olejek akacjowy, sok z jablek, lis¢
zielony, zapach rézy, przeciwnowotworowa laurowy, cytryna, gozdziki, bazylia,
owWocCowy, geranium z (wobec mysiej bialaczki, bergamotka, jezyna, jagoda, marchew,
nutg cytrusowa watrobiaka, czerniaka i raka cynamon, geranium, szalwia,
trzustki) kolendra, owoc curry, eukaliptus,
korzen imbiru, sok z grejpfrutow,
winogrona
Eukaliptol 470-82-6 Monoterpeny Swiezy, zimny, Antywirusowe, Eukaliptus, bylica, bergamotka,
eukaliptusowy, bakteriobdjcze, bazylia, kardamon, marchew,
ziotowy, kamfora przeciwgrzybiczne, rumianek, cynamon, szalwia,
przeciwzapalne, zabija kolendra, nasiona kopru, geranium,
komorki biataczki in vitro korzefi imbiru, jasmin, migta, lawenda
16
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(+)-a-Terpineol 7785-53-7 Monoterpeny Stodki, liliowy, Antywirusowe, Olejki z drzewa herbacianego
kwiatowy, zapach bzui  bakteriobdjcze,
lipy przeciwgrzybiczne,
wykrztu$ne, przeciwzapalne
(—)-Mentol 2216-51-5 Monoterpeny Chlodny, $wiezy, Przeciwbolowe, Liscie kolendry, olejek migty
migtowy, zwiewny z bakteriobojcze, wykrztusne, pieprzowej, olejek migty zielonej
pikantna nutka przeciwzapalne
eukaliptusa
B-Myrcen 123-35-3 Monoterpeny Zielony, owocowy, Przeciwbolowy Nasiona anyzu, bylica, bazylia,
stodki, balsamiczny, bergamotka, migta, tatarak, papryka,
ziotowy, lekko kminek, liScie selera, rumianek,
metaliczny, z nutka geranium, szalwia, kawa palona,
zapachu selera kolendra, czarna porzeczka, kminek,
naciowego i marchewki lawenda, grejpfrut, trawa cytrynowa,
lubczyk, rozmaryn, krwawnik
pospolity
Linalol 78-70-6 Monoterpeny Swiezy kwiatowy, Antywirusowe, Tymianek, kurkuma, piotun,
Cytrusowy, Owocowy, bakteriobojcze, krwawnik, ylang ylang, oczar
drzewny, stodki, wosku  przeciwgrzybiczne, wirginijski, licie pomidora, zielona
irézy przeciwzapalne, herbata, ja$min, truskawki, rozmaryn
przeciwbolowe
(-)-Kamfor 464-48-2 Seskwiterpeny Zapach kamfory Pobudzajace, rozkurczowe, Bylica, szatlwia
znieczulajace, uspokajajace,
przeciwzapalne,
antyseptyczne, owadobojcze
Cytral 5392-40-5 Monoterpeny Swiezy, soczysty, Przeciwgrzybiczne, Bergamotka, pomarancza, lipa,
zielony, ostry przeciwbakteryjne cytryna, trawa cytrynowa, grejpfrut,
cytrynowy stodki imbir, pelargonia, geranium,
kardamon, bylica
(R)-(+)-Limonen 5989-27-5 Monoterpeny Stodki, cytrusowy Aktywnos¢ Grejpfrut, cytryna, lipa, gatka
przeciwnowotworowa muszkatotowa, pomarancza, pieprz,
(wobec raka sutka, skory, olejek z drzewa herbacianego
watroby, ptuc, okrgznicy,
trzustki i prostaty),
wlasciwosci lecznicze w
ostrym zapaleniu oskrzeli
(+)-Terpinen-4-ol  2438-10-0 Monoterpeny Pieprzowy, drzewny, Antywirusowe, Sok z jablek, olej stonecznikowy,

ziemisty, stechty,
stodki

bakteriobojcze,

przeciwgrzybiczne

pomidory, olej z bazylii, olejek
tymiankowy, olejek z drzewa
herbacianego

1.3. Metodyki oznaczania terpenéw w probkach owocow

Wiegkszo$¢ metodyk analitycznych jest niedostatecznie czuta, aby mozliwe byto

bezposrednie oznaczanie analitow, ktore czgsto wystepuja na poziomie sladowym

w badanych probkach. Ponadto, w przypadku analizy probek stalych (np. owocow)

konieczny jest etap izolacji oznaczanych sktadnikow poprzez przeprowadzenie ich w stan

ciekty (ekstrakt) lub gazowy (faza nadpowierzchniowa). W zwigzku z tym, nieodzownym

etapem procedury analitycznej jest dobranie odpowiedniej techniki ekstrakcji oraz

zoptymalizowanie kluczowych parametrow realizacji procesu (np. temperatury, czasu,
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ilosci probki, rodzaju ekstrahenta). Wybdr metodyki przygotowania probki ma istotny

wplyw na stopien wzbogacenia analitow, a takze uniknigcie interferencji. W tabeli 2

zestawiono informacje literaturowe na temat metodyk analitycznych stosowanych w celu

oznaczania zwigzkow z grupy terpenéw podczas analizy probek owocoéw. W ostatnich

latach najczeSciej stosowang technikg ekstrakcji jest technika mikroekstrakcji do fazy

stacjonarnej (SPME).

Tab. 2. Dane literaturowe dotyczace procedur analitycznych stosowanych w analizie probek

owocoOw w celu oznaczania zwiazkow lotnych z grupy terpenéw z wykorzystaniem

chromatografii gazowe;j.

Rodzaj Ilo$¢ oznaczonych Technika . Technika .
L , . Warunki metody . Literatura
probki terpenéw ekstrakcyjna chromatograficzna
winogrona 4 PDMS (100pm), PA (85pm),
HS-SPME PDMS/DVB (65 pm), CW/ DVB (65um),
DVB/CAR/PDMS (50/30pm), 35min, 50°C
PDMS (20mmx1,0mm, 30min), 60 min, GC-MS [23]
SBSE Ciekta desorpcja: n-hexan (2 ml),
taznia ultradzwigkowa (10min)
jezyna 16 Enzymatyczna hydroliza z MeOH, ekstrakcja
andyjska SPE (B-D-glukonolakton, 90min, 4°C), SPE
(LC-18; 0,5 g), MeOH, woda, pentan/eter, GC-MS [24]
bufor fosforanowo-cytrynianowy (18h, 40°C)
26 HS-SPME PDMS (100pm), PDMS/DVB (65um),
CAR/PDMS/DVB (50pm), 20min, 60°C
jatowiec 73 DVB/CAR/PDMS (50/30 pm),
pospolity HS-SPME 30min, 50°C
Woda podwdjnie destylowana, GC-MS [25]
SDE pentan/dichlorometan (4h),
bezwodny siarczan sodu
biate 14 C18, pentan/dichloromethan, siarczan sodu,
winogrona SPE MeOH, hydroliza, bufor GC-FID [26]
fosforanowo-cytrynianowy (18h, 40°C)
oliwki 7 SPME PDMS, 40 min, 40°C GC-MS [27]
rokitnik > HS-SPME  DVB/CAR/PDMS (50/30 um), 40 min, 20°C GC-MS 28]
zwyczajny
morela 6 HS-SPME CAR/PDMS (75 pm), 30 min, 40°C GC-MS [29]
figa 2 HS-SPME  DVB/CAR/PDMS (50/30 um), 10 min, 40°C GC-MS [30]
mandarynka 46 HS-SPME  DVB/CAR/PDMS (50/30 pm), 40 min, 40°C GC-MS [31]
truskawki 3 HS-SPME PDMS (100 um), 30 min, 30°C GC-MS [32]
ewodia 33 PDMS (100 pm), PDMS/DVB (65 pm),
HS-SPME DVB/CAR/PDMS (50/30 pm), GC-MS [33]
CW/ DVB (65um), 15 min, 60°C
xGC—
E’v'iasggmna %6 HS-SPME CWI/DVB (65 pm), 60 min, 60°C Ge gg qT,\;)SF MS [34]
meczennica 27
‘n?nag:; DVB/CAR/PDMS (50/30 pm),
. CAR/PDMS (75 pum), PDMS (100 pum),
zachodni, . PA (85 um), wykonane w warunkach GC-FID
Fama'ryr?dowmc HS-SPME laboratoryjnych zimne wiokno (PDMS, rurki GC-MS (3]
indyjski, . .
acerola z cieklego polimeru, 340 pm),
. ' 10-30 min, 40-80°C
gujawa
pospolita
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jabtko, 4
gruszka, HS-SPME DVB/CAR/PI?MS (50/30 pm), GCxGC-qMS [36]
pigwa 10 min, 45°C
pospolita
truskawka 2 HS-SPME PDMS (100pm), 45 min, RT GCxGC-MS [371
morela 7 PDMS (100 pm), PDMS/DVB (65 pm), GC-MS
HS-SPME CAR/PDMS (75 pm), 20 min, 40°C GC-0 [38]
moszcz z 1 SBSE PDMS (30min)
winogron C18, MeOH, dichlorometan, hydroliza, enantio-MDGC- [39]
SPE bufor cytrynianowo-chlorowodorowy (24h), MS
MTBE
skorki z 1 C18 (2 g), MeOH,
winogron SPE chlorek-metylenu, hydroliza, GC-MS [40]
bufor cytrynianowo-chlorowodorowy,
Glucanex® (24h, RT), MTBE
winogrona 9 PDMS (60min, 500rpm), hydroliza, kwas
SBSE cytrynowy (2h, 70°C), termiczna desorpcja GC-MS [41]
winogrona 3 Hydroliza, bufor cytrynianowy (24h, 25°C),
SBSE PDMS (3h, 1000rpm), termiczna desorpcja GC-MS [42]
J‘_’:ﬁ:{kl z 10 SBSE PDMS (3h, 700rpm), termiczna desorpcja GC-MS [43]
maliny 1 SBSE PDMS (3h), termiczna desorpcja GC-MS
SDE, MDGC-C/P-IRMS [44]
Vigreux enantio-MDGC-MS
brzoskwinia 19 HS-SPME PDMS/DVB (65 pm), 30 min, 45°C GC-MS [45]
nektarynka
morela 3 Homogenizacja, wirowanie, filtracja, GC-MS
LLME ekstrakcja z chloroformem (30 min, RT, [46]
. . L . . . GC-FID
mieszanie), ultradzwieki (1 min), wirowanie
Jagoda 12 HS-SPME  DVB/CAR/PDMS (50/30 um), 29 min, 50°C  GCxGC-TOFMS [47]
kamczacka
Stodliwka 26
pospolita,
mangostan
wiasciwy,
durian PDMS/DVB
whasciwy, HS-SPME (65 um), 12 h, RT GC-MS [48]
jagodzian
rambutan,
pigwica
wilasciwa
chinska morela 14 HS-SPME PDMS (85um), 60 min, RT
woda, 3 h, heksan, mrozenie w -30°C, GC-MS [49]
SSDE .
kolumny Vigreux (15 cm)
flaszowiec 5 DVB/CAR/PDMS (50/
peruwianski HS-SPME 30 um), 30°C, 800 rpm GC-aMS [50]
morela 7 HS-SPME CAR/PDMS (65 pm), 20 min, 40°C
7 Po hydrolizie Hydroliza, bufor fosforanowy (pH 8), olej
chemiczne;j: silikonowy Rhodorsil,
12 SDE odparowanie (100-120°C), dichlorometan
(2h, 45°C), mrozenie w -20°C,
mikrodestylacja
10 Po hydrolizie C18, MeOH, woda ultraczysta, GC-MS [51]
enzymatycznej: dichlorometan, hydroliza enzymatyczna, GC-FID
12 SPE bufor cytrynowo-fosforanowy (pH 5),
dichlorometan, AR-2000® (40°C, 16 h),
ekstrakcja dichlorometanem, mikrodestylacja
3 Dichlorometan (30 min, w atmosferze
LLE gazowego azotu), podwdjne wirowanie

(10000g, 4°C, 15 min), mikrodestylacja
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mango 31 PDMS (100 pm), NiTi-ZrO, (1,35 pum),
HS-SPME NiTi-ZrO,-PDMS (35 um),
30-60°C, 30-120 s GC-MS [52]
Modyfikowany aparat Clevenger (4 h),
HD .
heksan, bezwodny siarczan sodu
awokado 24 Owoce zamknigte w szklanej rurce,
powietrze filtorwane przez weglowodorowa .
putapke, kolumny 30 mg Super Q GC-MS 53]
(80/100 mesh), chlorek metylenu
Kiwi 1 PA (85 um), PDMS (100 um), PDMS/DVB
papaja 2 HS-SPME (65 pum), CW/DVB (70 pm), CAR/PDMS GC-gMS [54]
cytryna 16 (75 pm), 30°C, 30 min, 800 rpm
miechunka 79
peruwianska,
oliwnik
wielokwiatowy HS-SPME DVB/CAR/PPMS (50730 wm), GCxGC-TOFMS [55]
X , 30 min, 50°C
jabton
jagodowa
glog szkartatny
miechunka 14
. ITEX Tenax TA (80/100 mesh) GC-MS [56]
peruwianska

1.3.1. Pobieranie i przygotowywanie probek do badan

W przypadku izolacji terpendow o wlasciwosciach bioaktywnych i1 zapachowych
z probek owocdéw 1 otrzymanych z nich produktéw wstepne przygotowanie probek
do analizy obejmuje:
e dla probek statych (owoce, dzemy) - homogenizacj¢ 1 ewentualne rozcienczenie
probek. Czesto na tym etapie dodaje si¢ niewielkie ilosci soli (np. CaClz i NaCl),
ktora zapobiega generowaniu nowych zwigzkow lotnych w wyniku rozdrabniania,

e dla probek ciektych (soki, wina) - rozcienczenia badanych probek.

1.3.2. Techniki ekstrakcji terpenéw
Znanych jest wiele technik, wykorzystywanych do izolacji sktadnikow lotnych
1 Sredniolotnych z owocow. Na podstawie danych literaturowych mozna stwierdzic,

ze najczesciej wykorzystywane sg takie techniki jak:

ekstrakcja do fazy stacjonarnej (SPE),
e mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (SPME),
e techniki wykorzystujace analiz¢ fazy nadpowierzchniowej (HS),

e metoda jednoczesnej destylacji z parg wodnag i ekstrakcji (SDE).

Coraz rzadziej stosuje si¢ klasyczng ekstrakcje ciecz-ciecz (LLE), natomiast coraz
czescie] stosowane sg zarowno ekstrakcja z wirujacym elementem sorpcyjnym (SBSE)

oraz ekstrakcja za pomocg ptynu w stanie nadkrytycznym (SFE). Warta uwagi jest rowniez
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mato rozpowszechniona, a szybko rozwijajaca si¢ technika destylacji zwigzkéw
wspomagana rozpuszczalnikiem (SAFE), ktérej gléwng zaleta jest brak tworzenia
zwigzkow pochodnych oznaczanych substancji, a to przemawia za mozliwoscia

zastosowania jej w analizie frakcji lotnej [57].

Ze wzgledu na coraz wigkszy nacisk na ochrone srodowiska i wprowadzenie idei
zrOwnowazonego rozwoju w postaci zasad Zielonej Chemii i Zielonej Chemii Analitycznej
do praktyki laboratoryjnej, istotne jest, aby wybrana technika byta jak najbardziej przyjazna
srodowisku, a jednoczes$nie charakteryzujaca si¢ takimi cechami jak: duza efektywnos¢
procesu, niski koszt oraz krotki czas trwania operacji [58]. Takimi cechami charakteryzuje
si¢ np. technika ekstrakcji w rurce (ITEX) [56].

1.3.2.1. Zielone techniki ekstrakcji

W ostatnich latach coraz czesciej przy wyborze metod ekstrakcji bierze si¢ pod
uwage zasady Zielonej Chemii Analitycznej. Przygotowanie probki do analizy uwazane jest
za najbardziej krytyczny etap w procesie rozdzielania chromatograficznego. Znane sg rozne
sposoby prowadzace do spetnienia wyzej wymienionych zasad Zielonej Chemii i Zielonej
Chemii Analitycznej jesli chodzi o etap wzbogacenia i rozdzielania analitow. Mozna w tym
miejscu wymienic:

e climinacja (lub czesciowe zmniejszenie) ilosci rozpuszczalnikow 1 odczynnikow
stosowanych w analizie,

e miniaturyzacja przyrzadow 1 zmniejszenie skali dziatan analitycznych,

e integracja roznych operacji 1 automatyzacja etapu przygotowania probki,

e prawidlowe uszczelnienie wszystkich stosowanych naczyn wykorzystywanych

W trakcie przygotowania probki,

e odzyskiwanie rozpuszczalnikéw po procesie oraz ich ponowne wykorzystanie,

e zastosowanie zielonych mediéw (np. cieczy jonowych lub pltynow w stanie
nadkrytycznym),

e stosowanie czynnikOw zwiekszajgcych skuteczno$¢  stosowanej techniki

(podwyzszonej  temperatury  i/lub  ci$nienia, wykorzystanie  mikrofali

lub ultradzwigkow) [59].
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W  kolejnych rozdziatach przedstawiono krotka charakterystyke dwoch
bezrozpuszczalnikowych technik ekstrakcji, ktore spetniaja wymogi wynikajace z zasad

Zielonej Chemii Analityczne;j.

1.3.2.2. Ekstrakcja w rurce (ITEX)

Ekstrakcja w rurce umozliwia w sposob szybki 1 tatwy przeprowadzenie badan
analitycznych i oznaczenie analitéw wystepujacych w probkach na niskich poziomach
zawarto$ci. W przypadku stosowania tej techniki proces adsorpcji nastepuje w mikro
putapce wypetnionej sorbentem, umieszczonej pomiedzy strzykawka a igta. Etap pobierania
probek analitow polega na Kilkukrotnym przepompowywaniu fazy nadpowierzchniowej
przez sorbent i zatrzymywaniu analitow w ztozu. W kolejnym etapie ogrzewajac ztoze
sorbentu nastgpuje termiczna desorpcja analitow i dozowanie probki do komory dozownika

chromatografu gazowego (Rysunek 3).

c)

a) ﬂﬂ b)

Rys.3. Schematyczne przedstawienie etapow prowadzenia ekstrakcji w rurce:

a) ekstrakcja analitow, b) termiczna desorpcja analitow, ¢) czyszczenie ztoza.
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1.3.2.3. Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (SPME)

Mikroekstrakcje do fazy stacjonarnej nalezy traktowac jako wariant techniki SPE,
zachowujacy wszystkie jej zalety - prostote, niski koszt, fatwos§¢ automatyzacji i mozliwosé
zastosowania w terenie, a nie posiadajacy jednoczesnie jej wad - czasochlonnosci
i konieczno$ci uzywania  rozpuszczalnikow. Technika ta  zaliczana  jest
do bezrozpuszczalnikowych technik ekstrakcji i jest klasycznym przyktadem ,,zielonej”
techniki z zakresu przygotowania probek do analizy. Sorbent naniesiony jest w tym
przypadku na cienkie wtokno szklane lub kwarcowe. Taka zmiana geometrii sorbentu
w porownaniu do kolumienek SPE ulatwia wymian¢ masy podczas wzbogacania

i uwalniania zatrzymywanych zwigzkow.

|
'

Rys. 4. Schematyczne przedstawienie etapoéw prowadzenia mikroekstrakcji do fazy
stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej: a) inkubacja probki, b) ekspozycja wtokna,

¢) przeniesienie wtokna do desorbera chromatografu.

Po okreSlonym czasie ekstrakcji, wiokno chowane jest do wnetrza igly.
W przypadku gdy analiza nie moze by¢ przeprowadzona natychmiast, ekstrakt

po zamknigciu konca igly np. uszczelka chromatograficzng, przechowuje si¢ na wtoknie
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do czasu analizy. Rozwigzanie to jest jednak bardzo rzadko stosowane w praktyce.
W kolejnym etapie anality zatrzymane na widknie SPME, uwalnia si¢ w dozowniku
chromatografu gazowego w wyniku desorpcji termicznej (igla urzadzenia SPME
jest wprowadzana do dozownika, a widkno z fazg stacjonarng wysuwa si¢ do specjalnej
wktadki w dozowniku). Jednym z wariantow techniki SPME jest mikroekstrakcja do fazy
stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej (HS-SPME). Etapy ekstrakcji HS-SPME

przedstawiono graficznie na rysunku 4.

W trakcie ekstrakcji wiokno umieszcza si¢ w fazie nadpowierzchniowej nad ciekta
lub statg probka. Gdy wtokno znajduje si¢ w fazie nadpowierzchniowej nad probka, w stanie
rownowagi migdzy fazami, ilo§¢ analitu w fazie stacjonarnej (nf) zgodnie z ponizszym
rownaniem (1) zalezy od wartos$ci liczbowej statej podzialu miedzy faza stacjonarng a faza

gazowa (K) oraz migdzy faza gazowa a probka (Kns).

KfhXKpsXV g XxVsXCo

Tlf_

= 1
KfhXKpsXV+KpsXVp+Vs @

gdzie:

Vs - objetos¢ fazy stacjonarnej widkna,

Vh - objetos¢ fazy nadpowierzchniowej (gazowe;),
Vs - objetos¢ probki,

Co - stezenie poczatkowe analitu w probce.

1.3.3. Wykorzystanie chromatografii gazowej w analityce zwigzkéw lotnych

i Sredniolotnych

W przypadku oznaczania terpenéw 1 ich pochodnych w probkach produktow
zywno$ciowych, najczesciej stosowana jest jednowymiarowa chromatografia gazowa
sprzgzona ze spektrometrem mas lub detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-MS, GC-
FID) [60-78]. Jednakze, ze wzglgdu na ztozony sktad probek zywnosci i mozliwosc¢ koelucji
zwigzkow o zblizonym charakterze chemicznym, istotne jest zastosowanie techniki
umozliwiajacej pelne rozdzielenie oznaczanych sktadnikow probki. Z tego wzgledu
konieczne jest zastosowanie bardziej efektywnej techniki, ktorg jest dwuwymiarowa
chromatografia gazowa (GCxGC) [67, 79, 80] w potaczeniu z odpowiednig technika
przygotowania probek. Technika dwuwymiarowej chromatografii gazowej znana jest
od ponad 25 lat i zostalta wynaleziona w 1991 roku [81]. Od klasycznego uktadu

chromatografii gazowej odrozniaja jg nastepujace elementy:
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e Zzastosowanie dwoch roznych kolumn (pierwsza najczgsciej niepolarna o dlugosci
30-60 m, druga kolumna polarna lub $rednio polarna o diugosci 0,5-2 m, inne
konfiguracje i odwrotne potaczenia kolumn sg réwniez stosowane),

e zastosowanie modulatora (umieszczany pomiedzy pierwsza i druga kolumna,
zapobiega zmieszaniu rozdzielanych analitow w pierwszej kolumnie i umozliwia
osiggniecie efektu dwoch wymiarow),

e stosowanie detektorow o bardzo wysokiej rozdzielczosci (szeroko$¢ powstajacych
pikéw w drugiej kolumnie w zakresie 50-400 ms wymaga probkowania co najmniej

50-100 Hz w celu uzyskania 10-20 punktéw na pik) [82].

Dwuwymiarowa chromatografia gazowa umozliwia lepsze rozdzielenie sktadnikow
probki o bardzo ztozonym sktadzie matrycy od konwencjonalnej 1D-GC wymagajac
przy tym tyle samo (lub tylko nieznacznie wigcej) czasu podczas rozdzielania
chromatograficznego, jednocze$nie charakteryzuje si¢ podobnym zuzyciem mediow.
W obu przypadkach analizie poddaje si¢ probki o podobnej wielkosci (objgtosci).
Zasadniczo sprawia to, ze GCxGC jest technikg bardziej zielong w poréwnaniu do techniki

jednowymiarowej [59].

Najwazniejszym elementem ukladu GCxGC jest modulator. Zadaniem tego
urzadzenia jest zbieranie matych porcji eluatu z pierwszej kolumny i cykliczne dozowanie
analitow do drugiej kolumny. Opracowanie efektywnie dziatajacych modulatorow, ktore
umozliwiajg gromadzenie 1 wprowadzanie analitéw do drugiej kolumny w sposob szybki
1 powtarzalny nadal pozostaje gtéwnym wyzwaniem tej technologii. Historia rozwoju
modulatorow zostata niedawno szeroko opisana w dwoch pracach przegladowych [80, 82].
Obecnie najczesciej stosowanym typem modulatorow sg modulatory termiczne, gdzie
anality sg zatrzymywane w fazie stacjonarnej kolumny chromatograficznej, stosujac bardzo
niskg temperature. Na koncu kazdego okresu modulacji, kapilara jest szybko ogrzewana
w celu uwolnienia analitbw w postaci waskiego pasma do drugiej kolumny. Modulacja
termiczna odbywa si¢ zwykle za pomocg goracego i zimnego strumienia gazu dozowanego
naprzemiennie na kolumne kapilarng. Gléwng wadg tego systemu jest skomplikowana
konstrukcja oraz koniecznos$¢ stosowania czynnikow kriogenicznych (ciekty CO2 lub Ny),
ktore sg trudne w obstudze i drogie w uzyciu. Duze zuzycie plyndow kriogenicznych sprawia,
ze system GCXGC przestaje by¢ zielong technika rozdzielania, dlatego wcigz trwajg prace

nad stworzeniem bardziej ekologicznego rozwigzania.
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Drugim typem modulatoréw sg modulatory przeptywowe. W tym przypadku eluent
z pierwszej kolumny jest gromadzony w petli do pobierania probek (lub kilku petlach).
Zanim petla zostanie catkowicie wypetniona analitami, jej zawarto$¢ jest oprdzniana
poprzez bardzo duze zwigkszenie szybko$ci przeptywu z wykorzystaniem dodatkowego
strumienia gazu nos$nego. Konstrukcja tych modulatoréw jest prostsza niz modulatorow
termicznych i nie wymagaja one zadnych czynnikdéw kriogenicznych, dzigki czemu
sg bardziej ekologiczne i ekonomiczne. Jednak maja kilka istotnych ograniczen. Jednym
z nich jest maksymalny czas modulacji okreslany na podstawie wielkosci petli (zwykle nie
przekracza on 2 s). Kompresj¢ w petli osiaga si¢ poprzez zwigkszenie ci§nienia w momencie
gromadzenia analitow, co nie jest tak skuteczne jak w przypadku modulatoréw termicznych.
W konsekwencji znaczaco spada czuto$¢ systemu. Dodatkowo, duze nat¢zenie przeptywu
strumienia gazu nosnego w drugiej kolumnie wyklucza mozliwo$¢ bezposredniego
potaczenia do spektrometru mas. Mozliwe jest zastosowanie podziatu strumienia, jednak

prowadzi to do ponownego pogorszenia czutosci catego toku postgpowania.

W ostatnich latach wprowadzono nowy typ modulatora termicznego chtodzonego
powietrzem z otoczenia i nie zuzywajacego dodatkowych mediow chtodzacych (CFM) [83].
Modulator typu CFM zapewnia mozliwo$¢ eliminacji stosowania czynnikow
kriogenicznych, co sprawia, ze technika staje si¢ ,,zielona” i dzigki temu moze by¢ dobrg
alternatywa dla wczesniej zaprojektowanych modulatoréw kriogenicznych. W tym
uktadzie, mozliwe jest rozdzielanie zwigzkéw w zakresie lotnosci dla homologow
n-alkanow od C5 do C40. Dodatkowo modulator typu CFM nie posiada zadnych ruchomych
czesci 1 nie wymaga materiatow eksploatacyjnych. Dzieki temu jest idealnym modulatorem

do analiz wykonywanych in situ - co jest kolejnym waznym aspektem zielonej chemii.

Kolejnym typem modulatorow sg modulatory zaworowe z zatrzymaniem
przepltywu, ktore umozliwiaja zmniejszenie ilosci zuzywanych czynnikow kriogenicznych,
a jednoczesnie eliminujg zalezno$¢ czasu analizy w drugim wymiarze od czasu trwania
modulacji [84]. W tych modulatorach, przeptyw gazu no$nego w pierwszej kolumnie moze
by¢ zatrzymany przy cigglym dostarczaniu gazu do drugiej kolumny. W zwiazku z tym
rozdzielanie analitow w drugim wymiarze, moze by¢ prowadzone przez czas dluzszy niz
okres modulacji. Technika ta pozwala na zastosowanie zoptymalizowanych warunkow

zarowno w pierwszej jak i drugiej kolumnie, co prowadzi do efektywniejszego rozdzielania.

26


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Na rysunku 3 przedstawiono schemat budowy zestawu GCXGC z modulatorem

Zaworowym.
POMPA
POMPA '
DOZOWNIK
' 0 |
[ | 1
| | I
1 | ° |
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[ |
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Rys. 3. Schemat budowy zestawu do analizy GCxGC z modulatorem zaworowym.

Optymalizacja procesu rozdzielania i detekcji w uktadzie GCxGC obejmuje
dobranie odpowiednich parametrow takich jak:
e program temperaturowy,
e czas analizy,
e sposob dozowania probki,
e okres modulaciji,
e sposOb rejestracji widm mas (czgstotliwosci skanowania, stosunku sygnatu

do szumu, wspotczynnika dopasowania widm mas, rodzaju bibliotek widm mas).

W celu optymalizacji procesu rozdzielania przeprowadza si¢ analizy probek
wzorcowych bedacych mieszaning oznaczanych terpenow. Ponadto, analiza iloSciowa
terpendow w probkach rzeczywistych moze by¢ prowadzona metoda wzorca zewngtrznego,
metodg wzorca wewnetrznego, metoda dodatku wzorca oraz metodg wzorca wewnetrznego

znakowanego izotopowo.
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2. Cel i zakres pracy

Celem pracy jest opracowanie nowych procedur analitycznych umozliwiajacych

analize probek owocow, gltownie pod katem zawartosci zwigzkéw prozdrowotnych

I smakowo-zapachowych oraz charakterystyka frakcji lotnych zwigzkéw organicznych

wystepujacych w tych owocach. Do tego celu wykorzystano zielone techniki ekstrakcji

1 wzbogacania analitow z probki w polaczeniu z chromatografia gazows. Do celow

szczegdtowych nalezy zaliczy¢:

zbadanie przydatnosci techniki ITEX w polaczeniu z chromatografia gazowsg
sprzgzong ze spektrometria mas do oznaczania zwigzkow lotnych w probkach
OWOCOW,

ustalenie sktadu frakcji lotnej owocow miechunki peruwianskiej,

optymalizacja warunkow ekstrakeji ITEX,

analiza iloSciowa gléwnych sktadnikéw frakcji lotnej owocdéw miechunki
peruwianskiej,

zbadanie przydatno$ci techniki HS-SPME w polaczeniu z dwuwymiarowg
chromatografia gazowa sprzezong ze spektrometrig mas z analizatorem czasu
przelotu do oznaczania zwigzkoéw lotnych w probkach owocéw,

optymalizacja ~ warunkow  ekstrakcji  HS-SPME  oraz rozdzielania
chromatograficznego,

przeprowadzenie analizy iloSciowej wybranych terpenow w probkach odmian
jagody kamczackiej,

zbadanie profilu lotnych terpenow w ekstraktach uzyskanych z probek 4 owocow
(miechunka peruwianska, gltog szkarlatny, jablonh jagodowa, oliwnik
wielokwiatowy) z wykorzystaniem procedury opartej na zastosowaniu
HS-SPME/GCxGC-TOFMS.

Analiza danych literaturowych prowadzi do wniosku, Ze nieliczne dostgpne

procedury analityczne nie zapewniaja mozliwosci wykrycia, identyfikacji oraz ilosciowego

oznaczenia mozliwie szerokiego spektrum analitow z grupy zwigzkéw o aktywnosci

biologicznej oraz wlasciwosciach zapachowych. W ramach pracy doktorskiej podjeto prace

badawcze, ktorych efektem jest opracowanie procedur analitycznych charakteryzujacych

si¢ takimi parametrami metrologicznymi, ktdre pozwalaja na zrealizowanie postawionych

zadan badawczych.
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3. Czes¢ doswiadczalna

3.1. Optymalizacja warunkow metody oznaczania wybranych zwiazkéow
lotnych w owocach miechunki peruwianskiej z wykorzystaniem
ekstrakcji w rurce w polaczeniu z chromatografia gazowg
i spektrometria mas (ITEX/GC-MS)

W ramach pracy badawczej przeprowadzono optymalizacj¢ warunkéw oznaczania
wybranych zwiazkéw lotnych w owocach miechunki peruwianskiej z wykorzystaniem
ekstrakcji w rurce w potaczeniu z chromatografiag gazowa i1 spektrometriag mas na etapie
oznaczen koncowych (ITEX/GC-MS). Zastosowana technika ekstrakcji zapewnia
mozliwo$¢ odpowiedniego wzbogacenia analitow przed etapem oznaczeh koncowych.
Mozliwe jest wigc ilosciowe oznaczenie lotnych zwigzkoéw organicznych, ktére wystepuja

w owocach na bardzo niskich poziomach zawartosci.

W ramach parametryzacji metody, zostaly zbadane nastgpujace parametry procesu
ekstrakcji:

e Czas i temperatura inkubacji probki,

e temperatura desorpcji,

e objetos¢ pobieranej mieszaniny gazowej z fazy nadpowierzchniowej,

e szybkos¢ desorpcji,

e ilos$¢ ruchow tloka strzykawki podczas procesu sorpcji analitow na ztozu,

e szybkos¢ procesu aspiracji/despiracji.

Zbadano réwniez zalezno$§¢ zmiany sumarycznej powierzchni pikow od ilosci
powtdrzen dla tej samej probki. Okre§lono wartosci liczbowe granicy wykrywalnosci
1 oznaczalno$ci dla wybranych zwigzkow, wyznaczono liniowos¢ metody oraz zbadano
parametr okreslajacy ilo$¢ analitow jaka pozostaje na ztozu ekstrakcyjnym po procesie

w danych warunkach prowadzenia eksperymentu.

Zoptymalizowang metode z powodzeniem zastosowano do ilo§ciowego oznaczania
24 zwigzkéw, ktore stanowig istotng cze$¢ frakcji lotnych zwiazkéw organicznych
obecnych w owocach miechunki peruwianskiej, w tym 14 monoterpenow, 4 estry,
4 alkohole, 1 aldehyd, 1 weglowodor. Stwierdzono, ze w badanych owocach najwigcej jest
benzaldehydu, butanianu etylu, 2-metylo-1-butanolu, 1-hexanolu, 1-butanolu, a-terpineolu,
terpinen-4-olu oraz (68,6 - 585 pg/kg). Wyniki wskazuja, ze technika ekstrakcji w rurce

jest dobrg alternatywa do oznaczania lotnych oraz $redniolotnych zwigzkoéw w poréwnaniu
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do powszechnie stosowanych technik ekstrakcji. Zastosowana technika pozwala
na ograniczenie uzycia rozpuszczalnikow organicznych na etapie przygotowania probek

do analizy.

Wyniki badan przedstawiono W pracy opublikowanej w czasopi$mie Journal of
Separation Science w artykule pt. "In tube extraction for determination of the main volatile

compounds in Physalis peruviana L." (Zatacznik 1).

3.2. Optymalizacja warunkéw metody oznaczania wybranych lotnych
zwiazkow z grupy terpenow z wykorzystaniem mikroekstrakcji do fazy
stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej w polaczeniu z dwuwymiarowg
chromatografia gazowa i spektrometria mas z analizatorem czasu
przelotu HS-SPME/GCxGC-TOFMS
W ramach pracy badawczej przeprowadzono optymalizacj¢ warunkéw oznaczania

wybranych terpenéw w owocach jagody kamczackiej z wykorzystaniem mikroekstrakcji

do fazy stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej oraz desorpcji termicznej w potaczeniu

z kompletng dwuwymiarowa chromatografia gazowa sprz¢zong ze spektrometrem mas

z analizatorem czasu przelotu (HS-SPME/GCxGC-TOFMS). W celu oznaczania

wybranych terpenow w probkach badanych owocow, sparametryzowano warunki

rozdzielania chromatograficznego, takie jak:
e  okres modulaciji,
e  czestotliwos¢ probkowania,

e program temperaturowy,

oraz zoptymalizowano nastepujace warunki ekstrakcji:
e  masa probki,
e dobor fazy stacjonarnej widkna ekstrakcyjnego,
e dodatek soli,
e czas inkubacji,
e temperatura ekstrakciji,
e  czas ekstrakcji,

e czas i temperatura desorpciji.

Wyniki uzyskane w trakcie badan potwierdzaja mozliwo$¢ wykorzystania techniki
GCxGC w analizie probek o zlozonym sktadzie matrycy, a przede wszystkim

w wykrywaniu zwigzkow $ladowych oraz rozréznianiu odmian np. owocdéw ze wzgledu
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na botaniczne i/lub geograficzne pochodzenie. Opracowana procedura zostata

wykorzystana w kolejnym etapie badan.

Wyniki badan przedstawiono w pracy opublikowanej w czasopismie Food
Chemistry w artykule pt. "Application of response surface methodology to optimize solid-
phase microextraction procedure for chromatographic determination of aroma-active

monoterpenes in berries " (Zatgcznik 2).

3.3.  Oznaczanie profilu terpenéw w potencjalnych superowocach
wykorzystujac mikroekstrakcje do fazy stacjonarnej z fazy
nadpowierzchniowej w polaczeniu z dwuwymiarowa chromatografia
gazowq i spektrometria mas z analizatorem czasu przelotu

HS-SPME/GCxGC-TOFMS

Celem badan byto scharakteryzowanie owocéw miechunki peruwianskiej (Physalis
peruviana) oraz innych wybranych superowocéw pod katem zawartosci prozdrowotnych

zwigzkow jakimi sg terpeny.

Wyniki przeprowadzonych badan pozwolity na okreslenie profilu terpenow
w wybranych owocach: miechunki peruwianskiej, jabtoni jagodowej, oliwnika
wielokwiatowego oraz glogu szkartatnego. Zidentyfikowano 80 zwigzkow z grupy
terpendéw, w tym 62 zwigzki w owocach miechunki peruwianskiej, 38 w jabloni jagodowej,
27 w oliwniku wielokwiatowym, a 29 w glogu szkarlatnym. Ponadto, wyodrebniono
zwigzki charakterystyczne dla konkretnych superowocow. Do realizacji powyzszego
zadania na etapie izolacji 1 wzbogacania analitow wykorzystano technike mikroekstrakcji
do fazy stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej, a na etapie oznaczen koncowych - technike
kompleksowej dwuwymiarowej chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometrem mas
z analizatorem czasu przelotu. Zoptymalizowana na wcze$niejszym etapie badan procedura
analityczna GCxGC-TOFMS pozwolita na rozdzielenie i uzyskanie charakterystyki lotnej
frakcji badanych prébek owocow, co bytoby niemozliwe przy wykorzystaniu klasycznej
jednowymiarowej chromatografii gazowej. Natomiast zastosowanie techniki HS-SPME
zapewnia mozliwos¢ efektywnej izolacji i wzbogacenia analitow wystgpujacych w owocach

z zadowalajaca czuto$cig 1 powtarzalnoscia.
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Wyniki badan przedstawiono w pracy opublikowanej w czasopismie International
Journal of Food Properties w artykule pt. "Determination of terpenes profile in four
potential superfruits with use of HS-SPME/GCxGC-TOFMS procedure" (Zatgcznik 3).

3.4. Analiza ilosciowa terpenéw w jagodzie kamczackiej wykorzystujac
mikroekstrakcje do fazy stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej
w polaczeniu z dwuwymiarowg chromatografia gazowa i spektrometria

mas z analizatorem czasu przelotu HS-SPME/GCxGC-TOFMS

Celem badan byto oznaczenie wybranych zwigzkoéw z grupy terpendw w odmianach
owocoOw jagody kamczackiej wykorzystujac procedure analityczng, ktorej parametry
zostaly poddane optymalizacji (HS-SPME/GCxGC-TOFMS). W owocach jagody
kamczackiej zidentyfikowano 44 zwiazki z grupy terpendéw, z czego 34 zwiagzki zostaty
oznaczone po raz pierwszy w tych owocach. Ze wzgledu na budowe¢ chemiczna, zwigzki
zostaty przypisane do okreslonych grup: monoterpeny weglowodorowe oraz monoterpeny
zawierajace atomy tlenu (tlenki, alkohole, aldehydy i ketony). Wstepng identyfikacje
zwigzkow przeprowadzono na podstawie zgodnosci widm mas z widmami w bibliotece
NIST oraz poprzez porownanie indeksow retencji analitow z warto$ciami literaturowymi.
Glownymi sktadnikami frakcji lotnej owocow jagody kamczackiej sa monoterpeny takie
jak linalol, eukaliptol, limonen o-terpineol. Analiza iloSciowa wykazata,

ze w analizowanych probkach jagdd najwigcej byto eukaliptolu.

Wryniki badan przedstawiono w pracy opublikowanej w czasopi$mie Food
Chemistry w artykule pt. "Comprehensive two-dimensional gas chromatography for

determination of the terpenes profile of blue honeysuckle berries " (Zatgcznik 4).

4. Podsumowanie i wnioski

Whioski wynikajace z przeprowadzonych studiéw literaturowych oraz wyniki badan
wlasnych dotycza przede wszystkim etapu izolacji i wzbogacania zwigzkow lotnych z grupy
terpendw w potaczeniu z chromatografig gazowa na etapie oznaczen koncowych z probek
owocOw oraz zastosowaniu chromatografii gazowej na etapie rozdzielania, identyfikacji

1 oznaczenia iloSciowego analitow z grupy terpendow.
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Analiza danych literaturowych wskazuje na:

konieczno$¢ oznaczania zwigzkow z grupy terpendw w probkach zywnosci,
w tym szczegdlnie w probkach owocow;

potrzebe opracowywania metodyk oznaczania powyzszych analitow;

zwrocenie szczegolnej uwagi podczas opracowywania nowych metodyk na etap
przygotowania probki do analizy oraz na wybor odpowiedniej techniki na etapie

oznaczen koncowych, takiej, ktéra umozliwi oznaczanie wybranej grupy analitow.

Zasadniczym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto opracowanie nowych

i udoskonalenie juz istniejacych instrumentalnych metod analitycznych umozliwiajacych

kompleksowa analizg probek zywnos$ci pod katem oznaczania zwigzkow z grupy terpendw.

Prace badawcze podjete podczas realizacji badan obejmowaly:

opracowanie metodyki oznaczania lotnych zwigzkéw z grupy terpendéw w oparciu
o technike ITEX,

opracowanie metodyki oznaczania lotnych zwigzkoéw z grupy terpendéw w oparciu
o technike SPME,

okreslenie profilu lotnych terpenow w owocach miechunki peruwianskiej, glogu
szkarlatnego, jabtoni jagodowej 1 oliwnika wielokwiatowego,

analize ilosciowg wybranych zwigzkow w owocach miechunki peruwianskiej

oraz jagody kamczackiej.

W trakcie realizacji badan niniejszej rozprawy doktorskiej:

zastosowano technike ekstrakcji w rurce jako technike izolacji i wzbogacania
analitow z probek w polaczeniu z kapilarng chromatografia gazowa sprz¢zona
ze spektrometrig mas,

zastosowano technik¢ mikroekstrakeji do fazy stacjonarnej jako technike izolacji
1 wzbogacania analitow z probek w potaczeniu z dwuwymiarowg chromatografia
gazowa sprzezong ze spektrometrig mas z analizatorem czasu przelotu,

w trakcie realizacji opracowywania procedur analitycznych dobrano zarowno
warunki izolacji 1 wzbogacania jak 1 selektywnego rozdzielania zwigzkow
w uktadzie chromatograficznym oraz okreslono wybrane parametry walidacyjne

stosowanych procedur.
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Aby zrealizowaé¢ zamierzone cele przeprowadzono szereg badan, ktorych wyniki moga

by¢ podstawa do nastepujacych spostrzezen i wnioskéw dotyczacych:

1. Opracowania odpowiednich metodyk analitycznych, ktore w pordwnaniu z istniejagcymi
procedurami oznaczania lotnych zwigzkoéw z grupy terpendéw, stanowig NOWos¢ naukow3a
ze wzgledu na:
e zastosowanie bezrozpuszczalnikowych technik wzbogacania analitow z probek
OWOCOW,
e mozliwo$¢ oznaczenia znacznie szerszego spektrum analitow w pordwnaniu
z mozliwosciami analitycznymi procedur opisanych w literaturze,

e mozliwo$¢ oznaczania lotnych zwigzkdéw na bardzo niskim poziomie stgzen.

2. Optymalizacji niezbgdnych parametréw zaproponowanych metodyk analitycznych.

3. Wyznaczenia podstawowych parametrow walidacyjnych metodyk oznaczania lotnych
zwigzkow z grupy terpendw na bazie probek wzorcowych, zapewniajacych pewien poziom

kontroli i zapewnienia jakosci uzyskanych wynikoéw analitycznych.

4. Zastosowania opracowanych procedur do okreslenia stezen zwigzkoéw z grupy terpendw
w probkach owocow. Uzyskane dane moga stanowi¢ cenne przestanki w zakresie:

e kwalifikacji owocow do grupy superowocoOw,

e zwigkszenia popularnosci mato znanych owocow wsrdd konsumentow,

e wykorzystania badanych owocoéw w przemysle spozywczym jak i farmaceutycznym
jako surowca lub dodatku do nowych, zdrowych produktow (takich jak soki
owocowe, jogurty, wina) oraz farmaceutykow i suplementow diety,

e wzbogacenia ludzkiej diety o dodatkowe zdrowe 1 warto§ciowe produkty,

e rozszerzenie zakresu informacji na temat profili oraz poziomu zawartosci zwigzkow
z grupy terpendw w owocach miechunki peruwianskiej, jagody kamczackiej, glogu

szkartatnego, jabtoni jagodowej oraz oliwnika wielokwiatowego.
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Streszczenie

Globalizacja swiatowych rynkéw zywnos$ci umozliwia dostep do nawet najbardziej
egzotycznych owocow, ktore sg wykorzystywane w celu wzbogacenia ludzkiej diety
nowymi smakami i jednoczes$nie dostarczajg wielu prozdrowotnych sktadnikow. Termin
,superowoce” zaczeto stosowac jako nowe podej$cie marketingowe do wspierania popytu
rzadkich 1 malo znanych owocoéw. Jednakze wzrost popularnosci prozdrowotnej sity
superowocow zalezy mnie tylko od odpowiedniego marketingu, ale réwniez
udokumentowanych wynikéw badan naukowych. Tylko owoce, ktore zawierajg silne
zwigzki bioaktywne mozna sklasyfikowac¢ jako superowoce. Do tej grupy zwigzkow naleza
m.in. terpeny, ktore wigza wolne rodniki, metale cie¢zkie, dzialaja przeciwzapalnie,
przeciwrakotworczo, przeciwbakteryjnie, przeciwgrzybicznie, antywirusowo,
antyalergicznie czy przeciwartretycznie. Jest to szczegdlnie istotne w czasach gdy ludziom
przychodzi zmagaé si¢ z wieloma chorobami cywilizacyjnymi. Bodzcem do podjecia
tematyki badawczej byto dazenie do poszukiwania i wprowadzania na rynek nowych,
smacznych i zdrowych produktow, gtéwnie na bazie naturalnych sktadnikow diety,

a w szczeg6lnosci owocow.

Jednym z najbardziej obiecujacych owocow tropikalnych jest miechunka
peruwianska popularnie nazywana takze rodzynkiem brazylijskim. Miechunka peruwianska
nie jest rosling uprawiang na szerokg skale, w szczeg6lno$ci na terenie Europy, niemniej

jednak jej owoce, stajg si¢ coraz bardziej poszukiwanym surowcem.

Glownym celem badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej byta
charakterystyka frakcji lotnych zwigzkow organicznych wystepujacych w owocach
miechunki peruwianskiej oraz innych wybranych owocach, a w szczego6lnosci zawartosci
zwigzkow bioaktywnych i zapachowych. Problematyka tematyki badawczej wymagata
opracowania lub modyfikacji metod analitycznych umozliwiajacych:

e wykrycie mozliwie szerokiej gamy zwiazkéw lotnych wykazujacych whasciwosci
prozdrowotne i zapachowe,

e identyfikacj¢ oraz ilosciowe oznaczenie tych zwigzkow,

e okreslenie profili zwigzkéw nalezacych do wyzej] wymienionych grup

wystepujacych w badanych owocach.
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Zaktada si¢, ze uzyskane dane przyczynig si¢ do zakwalifikowania tych owocow
do grupy superowocéw oraz do wigkszego ich rozpowszechnienia. W efekcie wzbogacona

zostanie ludzka dieta o dodatkowe zdrowe oraz wartosciowe produkty.

Abstract

The present globalization of world markets results in the world-wide availability of
even most exotic fruits, which are used to enrich human diet with new flavors and at the
same time provide many health-enhancing natural ingredients. The term superfruit is used
in new marketing approach to promote the demand for rare fruits, which can be consumed
as foodstuffs or used as ingredients by manufacturers of functional foods, nutraceuticals,
and beverages. However, an increase in popularity of health-enhancing superfruits on the
market depends heavily on both pertinent research results and appropriate marketing.
Only fruits which contain powerful bioactive compounds can be classified as superfruits.
This group of compounds also include terpenes, which bind free radicals, heavy metal ions
and act as an anti-inflammatory, anti-carcinogenic, anti-bacterial, anti-fungal, anti-viral,
anti-allergic and anti-arthritic agents. Nowadays, it is particularly important, whereas
humanity struggle with many civilization diseases. The motivation to conduct this research
subject was growing marketing need of new, tasty and healthy products, mainly based on

natural ingredients of diet and in particular fruits.

One of the most promising tropical fruit is Physalis peruviana, commonly known
as goldenberry or cape gooseberry. Physalis peruviana is a solanaceous hairy plant, native
to tropical South America. It is not a plant grown on a large scale in Europe but its fruits
are becoming increasingly desired market product.

The main aim of the research carried out under the doctoral thesis was to characterize
the fraction of volatile organic compounds determined in cape gooseberry fruits and few
selected other fruits, in particular, content of bioactive and aroma compounds. The issue of
the research topic, required to develop or modify analytical methods which allow to obtain:

e detection of the highest amount of compounds exhibiting health benefits
and fragrances;
e identification and quantification of these compounds;

e determination of compounds profiles, which occur in tested fruits.
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It is assumed the obtained data will contribute to qualify these fruits to group
of superfruits and also increase their popularity. As a result of conducted research,

the human diet will be supplemented with additional healthy and valuable products.
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