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ELZBIETA WOJTOWICZ, RENATA ZAWIRSKA-WOJTASIAK,
KRZYSZTOF PRZYGONSKI

WPLYW PROCESU STERYLIZACJI PARA WODNA NA
ZAWARTOSC ZWIAZKOW LOTNYCH ZAPACHOWYCH W
TYMIANKU (THYMUS VULGARIS L.) OCENIANY METODA GC/MS

Streszczenie

Celem pracy byta ocena wptywu procesu sterylizacji para wodna na zawarto$¢ lotnych zwiazkoéw za-
pachowych w tymianku (Thymus vulgaris L.). Sterylizacj¢ wykonywano zgodnie z technologia stosowana
w Oddziale Koncentratéw IBPRS.

W prébach produkcyjnych tymianku, przed i po sterylizacji, oznaczono zawarto$¢ zwiazkow zapa-
chowych. Analizg iloSciowa 1 jako$ciowa skladu olejkéw eterycznych z tymianku, wyizolowanych
w aparacie Derynga, przeprowadzono metoda GC/MS.

Zidentyfikowano i1 oznaczono 17 zwiazkéw lotnych tymianku: sabinen, -pinen, myrcen, o-terpinen,
p-cymen, limonen, cyneol, y-terpinen, wodzian cis-sabinenu, linalol, kamforg, borneol, 1-terpinen-4-ol,
karwon, tymol, karwakrol, kariofylen. Zawarto$¢ gtéwnych zwiazkéw lotnych w partiach surowego ty-
mianku ksztaltowata si¢ na poziomie: tymol — 4,27-10,85 mg/g, sabinen — 0,49-0,55 mg/g, p-cymen —
0,49-1,93 mg/g, y-terpinen — 0,40-2,12 mg/g, linalol — 0,17-0,42 mg/g, karwakrol — 0,27-0,60 mg/g,
kariofylen — 0,32-0,69 mg/g. Natomiast zawarto$¢ tych zwiazkéw w tymianku sterylizowanym miescita
si¢ w granicach: tymol — 3,53-8,39 mg/g, sabinen — 0,52-0,53 mg/g, p-cymen — 0,08-0,20 mg/g, y-terpinen
—0,06-0,15 mg/g, linalol — 0,08-0,25 mg/g, karwakrol — 0,20-0,48 mg/g, kariofylen — 0,17-0,28 mg/g.

Stwierdzono, ze proces sterylizacji tymianku spowodowat straty wszystkich oznaczonych zwiazkow lot-
nych. Suma strat wynosita okoto 44%, jednak poszczegdlne zwiazki ubywaty w roéznym stopniu. Warto podkre-
$li¢, ze stosunkowo niewielkie byly straty gldownego czynnego sktadnika aromatu — tymolu — $rednio 23%.

Stowa kluczowe: tymianek (Thymus vulgaris L.), lotne zwiazki zapachowe, sterylizacja, GC/MS

Wprowadzenie

Przyprawy moga stanowi¢ zrodto zakazen wtornych zywnosci zanieczyszczenia-
mi mikrobiologicznymi, co jest konsekwencja warunkéw uprawy, suszenia, zbioru,

Mgr inz. E. Wojtowicz, dr inz. K. Przygonski Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-SpoZywczego w
Warszawie Oddziat Koncentratow w Poznaniu, ul. Starolecka 40, 61-361 Poznan, dr hab. R. Zawirska-
Wojtasiak, Instytut Technologii Zywnosci Pochodzenia Roslinnego, Wydz. Nauk o Zywnosci i Zywieniu,
Akademia Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan
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transportu i przechowywania, a liczba mikroorganizméw moze dochodzi¢ nawet do
kilkuset milionow w 1 g [2, 7].

Stosuje si¢ wiele metod wyjalawiania przypraw. Prowadzono badania nad steryli-
zacja przypraw w skali laboratoryjnej z zastosowaniem ozonu, dwutlenku wegla, mie-
szaniny etanolu i metanolu, wysokiego ci$nienia hydrostatycznego, jak réwniez pro-
mieniowania ultrafioletowego, podczerwonego, mikrofalowego. Stosowane przez lata
na skalg przemystowa metody sterylizacji przypraw tlenkiem etylenu i bromkiem me-
tylu zostaly wycofane ze wzgledu na szkodliwe dla zdrowia i Srodowiska oddziatywa-
nie tych substancji. Stosowane w skali przemystowej metody wyjatawiania to steryli-
zacja para wodng 1 radiacja. Zastosowanie promieniowania budzi obawy wsrdd kon-
sumentow, dlatego obecnie czgsto stosowana metoda jest sterylizacja para wodna.

Kryteria wyboru metody sterylizacji przypraw obejmuja: brak zastrzezen natury
zdrowotnej w stosunku do zastosowanej metody, oplacalnos¢ ekonomiczng procesu,
akceptacj¢ konsumenta, a przede wszystkim jako$¢ sensoryczna przypraw poddanych
obrobcee (zachowanie olejkow eterycznych wrazliwych na dzialanie wysokiej tempera-
tury).

Dekontaminacja metoda obrobki cieplnej i polaczonej obrobki cieplno—
cisnieniowej powodowata zmiany w sktadzie substancji lotnych pieprzu czarnego,
w tym zmniejszenie zawarto$ci wigkszosci zwiazkéw monoterpenowych oraz wzrost
zawarto$ci o- 1 y- terpinenu i 1-terpinen- 4-olu, a dziatanie wysokiego ci$nienia powo-
dowalo nasilenie tych zmian [13]. W badaniach kolendry i kminku najbardziej istotne
pod wzgledem ilosciowym sktadniki, tj. linalol w kolendrze, a karwon w kminku, nie
ulegaly znaczacym zmianom [14]. W przypadku sterylizacji metoda radiacyjna badania
wykazaty nieznaczny wplyw tej metody na zmiany chemiczne przypraw [4, 6].

W  Oddziale Koncentratéw Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego opracowano i wdrozono oryginalng technologi¢ ciaglej sterylizacji para
wodna przypraw i innych surowcow pochodzenia roslinnego [16]. Metoda ta skutecz-
nie niszczy mikroflorg, jednak brakuje informacji dotyczacych jej wplywu na zawar-
to$¢ aromatoéw w przyprawach. Zagadnienie to jest istotne z punktu widzenia tak pro-
ducentow, jak konsumentéw zywnosci.

Celem pracy byto okreslenie wptywu procesu sterylizacji para wodna na zawar-
tos¢ lotnych zwiazkow zapachowych w tymianku (Thymus vulgaris L.).

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowity proby tymianku przed sterylizacja i po sterylizacji
z trzech roznych partii produkcyjnych (P1, P2, P3).

Izolacje olejkow prowadzono metoda destylacji z para wodna w aparacie
Derynga.
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Analize iloSciowa i jakosciowa sktadu olejkdéw lotnych wykonano metoda chro-
matografii gazowej. Stosowano chromatograf gazowy Hewlett-Packard 6890 z detek-
torem FID. Rozdziat zwiazkow przebiegal w kolumnie kapilarnej HP-5 o wymiarach
30 m, 320 um, 0,25 um. Warunki rozdziatu: gaz nosny hel, przeptyw 1 ml/min, pro-
gramowana temperatura kolumny: 5 min w 35°C, wzrost 30°C/min do 60°C, nastgpnie
wzrost 6°C/min do 200°C i 30°C/min do 280°C. Nastrzyk probki w systemie split 100,
objetos¢ nastrzyku 1 pl. Stezenie poszczegdlnych komponentdéw w olejku wyznaczano
w stosunku do wzorca wewngtrznego (stosowano tetradekan) i przeliczano na mg/g
badanej przyprawy.

Identyfikacji lotnych zwiazkéw zapachowych dokonywano poprzez poréwnanie
indeksow retencji rozdzielanych zwiazkow z indeksami zwiazkéw standardowych oraz
metoda spektrometrii masowej. W tym celu stosowano chromatograf gazowy Hewlett-
Packard 5890 II sprzezony z kwadrupolowym spektrometrem masowym HP 5971 wy-
posazonym w kolumng MDN-5. Uzyskane widma masowe poréwnywano z danymi
z biblioteki NIST (68000 zwiazkow).

Przeprowadzano analiz¢ olfaktometryczna przy uzyciu chromatografu gazowego
Hewlett-Packard 5890 zaopatrzonego w dzielnik strumienia i port do wachania z zasto-
sowaniem kolumny DB-5 o wymiarach 30 m; 0,53 mm; 0,25 pm. Warunki rozdziatu:
gaz no$ny hel, przeptyw 1ml/min, programowana temperatura kolumny: 1min w 40°C,
wzrost 8°C/min do 200°C, nastgpnie wzrost 20°C/min do 280°C i 5 min w 280°C.
Objetos¢ nastrzyku 1 pl. Rozdzielone frakcje byly oceniane wegchem w kolejnych roz-
cienczeniach badanego destylatu tymianku az do zaniku ostatniego wyczuwalnego
zapachu. W ten sposob uzyskano wskazniki rozcienczen “FD” (dilution factor) po-
szczegOlnych frakcji. Zapachy odnoszono do indeksow retencji Kovatsa, a wyniki
przedstawiono w formie aromagramoéw [3, 15].

Wyniki i dyskusja

W olejkach eterycznych z prob tymianku zidentyfikowano 17 zwiazkéw aroma-
tycznych (tab. 1), znanych z piSmiennictwa jako lotne zwiazki zapachowe tymianku [1,
5,8,9,10, 11, 12].

Przyktadowy chromatogram lotnych zwiazkow tymianku przedstawiono na rys. 1.
Pod wzgledem iloSciowym dominowaly w tymianku: tymol 60%, y-terpinen (10%)
i p-cymen (10%) (rys. 2).

Analiza olfaktometryczna (tab. 2, rys. 3) wykazala, ze tymol jest zwiazkiem de-
cydujacym o zapachu tymianku. Z tymianku poddanego sterylizacji uzyskano nizsze
wartosci FD wszystkich wyczuwalnych zwiazkow zapachowych z wyjatkiem kariofy-
lenu, jednak najwyzszy wskaznik rozcienczenia uzyskiwat zawsze tymol.
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Identyfikacja zwiazkow lotnych w probach tymianku.
Identification of volatile compounds in the samples of thyme.

Tabela 1

Zwiazki lotne

Kolumna HP-5/ GC-FID
HP-5/ GC-FID collumn

Kolumna MDN-5/ GC-MS
HP-5/ GC-FID collumn

Lp. . Indeks retencji
P | Volatile compounds | Indeks retencji Koyatsa tak / nie* Kovats’a ! tak / nie*
Kovats’ retention index .
(IR) yes /no | Kovats’ retention index | yes/no
(IR))
1. sabinen / sabinene 970 988
2. B-pinen / B-pinene 981 992
myrcen / myrcene 1008 1001
4. o-terpinen 1023 + 1027 +
a-terpinene
p-cymen / p-cymene 1033 1036
limonen / limonene 1038 1042
cyneol / cineole 1041 + 1050
8. y-terpinen 1071 + 1074 +
y-terpinene
wodzian cis-
9. sabinenu sabinene- 1080 + 1116 +
cis-hydrate
10. linalol / linalool 1113 + 1125 +
11. | kamfora / camphor 1156 1168
12. borneol / borneol 1175 + 1185 +
13, | [erpinen-d-ol 1185 + 1193 +
1-terpinene-4-ol
14. karwon / carvone 1255 + 1268 +
15. tymol / thymol 1304 1308
16. kamakz;)(lﬂ/ carva- 1314 + 1316 +
17 kariofylen caryo- 1430 N 1438 N
phyllene
18. o - felandren - 1014 +
19. 3 - karen - 1018 +
20. 2 - karen - 1102 +

+ zidentyfikowano / identified, - nie zidentyfikowano / not identified
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1. sabinen 6. limonen 11. kamfora 16. tymol
2. B-pinen 7. cyneol 12. borneol 17. karwakrol
3. myrcen 8. y-terpinen 13. 1-terpinen-4-ol 18. kariofylen
4. a-terpinen 9. wodzian cis-sabinenu 14. nie zidentyfikowany
S. p-cymen 10. linalol 15. karwon

Rys. 1. Rozdziat zwiazkow lotnych w prébie tymianku przed sterylizacja ( SW — standard wewngtrzny,
IR- indeks retencji Kovatsa).

Fig. 1.  Separation of volatile compounds in the sample of thyme before sterilization process (IS-internal
standard, IR- Kovats’ retention index).

O sabinen
O p-cymen

H y-terpinen
1% , B linalol
i; O borneol
@ tymol

M karwakrol
O kariofylen

O inne

60%

Rys. 2. Zawarto$¢ lotnych zwiazkow zapachowych w tymianku [%].
Fig. 2. The content of volatile aroma compounds in thyme.
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Tabela 2

Olfaktometryczne wartosci wskaznika rozcienczenia (FD) zwiazkoéw zapachowych destylatu tymianku.

Olfactometric dilution factors (FD) for aroma compounds in thyme distillate.

. FD FD
Indeks retencji
L Kovatsa (IR) Zwiazki lotne Zapach pried ) I;O -
P Kovats’ Volatile compounds Aroma sterylizaca. | sterylizacji
S before after sterili-
retention index S .
sterilization zation
1. 945 sabinen / sabinene sosnowy / pine 8 4
) : $wiezy cytrusowy fresh
2. 989 p-cymen / p-cymene citrus 16 4
3 1027 y-terpmen stodki-ziotowy 16 3
y-terpinene sweet-herbal
kwiat
4, 1076 linalol/ linalool ratowy 32 16
flower
nie zidentyfikowany lesny
> 1093 not identified forest 4 2
6. 1135 borneol / borneol kamforowy / camphor 4 2
7. 1201 karwon / carvone kminkowy / caraway 4 2
8. 1262 tymol / thymol tymiankowy / thyme 128 32
kariofylen caryo- ziotowy
% 1369 phyllene herbal 16 16

W tab. 3. i 4. przedstawiono zawarto$¢ lotnych zwiazkow zapachowych w ty-

mianku przed i po sterylizacji. Prowadzony proces sterylizacji spowodowat spadek
wszystkich oznaczanych zwiazkow lotnych, najmniejsze w przypadku sabinenu 4%,
tymolu 22-27%, karwakrolu 19-22%. Wigksze straty obserwowano w pozostatych
oznaczanych komponentach lotnych. Wynosity one odpowiednio: B-pinen — 7-29%,
myrcen — 59-92%, a-terpinen — 77-92%, p-cymen — 83-92%, limonen — 21-75%, cyne-
ol — 66-86%, y-terpinen — 84-94%, wodzian cis-sabinenu — 70-77%, linalol — 40-69%,
kamfora — 15-57%, borneol — 39-59%, 1-terpinen-4-olu — 22-42%, karwon — 71-72%,
kariofylen — 46-59%. Zawarto$¢ gtownych zwiazkow lotnych w probach produkcyj-
nych przedstawiono na rys. 4. Suma strat zwiazkow lotnych stanowita okoto 44%,
warto jednak podkresli¢, ze stosunkowo niewielkie byly straty gléwnego skladnika
aromatu — tymolu — §rednio 23%.
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Rys. 3. Chromatogram rozdzialu destylatu tymianku (A) oraz aromagramy: (B) tymianek przed steryli-
zacja, (C) tymianek po sterylizacji (SW- standard wewngtrzny, IR-indeks retencji Kovatsa).

Fig. 3. Gas chromatogram of thyme distillate (A) and aromagrams: (B) thyme before sterilization proc-
ess, (C) thyme after sterilization process (IS-internal standard, IR-Kovats’ retention index).
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Tabela 3
Zawarto$¢ zwiazkow lotnych w tymianku przed sterylizacja.
Volatile compounds content in thyme before sterilization process.
o Indeks retencji Zawarto$¢ [mg/g] / Content[mg/g]*
Lp. valla(Zkl lotne Kovatsa QR) Nr partii produkcyjnej / Serial number
Volatile compounds Kovats
retention index P1 P2 P3
1. sabinen / sabinene 970 0,54 0,55 0,50
2. B-pinen/ B-pinene 981 0,17 0,14 0,03
3. myrcen / myrcene 1008 0,24 0,16 0,05
4. a-terpinen / a-terpinene 1023 0,28 0,13 0,05
5. p-cymen / p-cymene 1033 1,93 1,57 0,49
6. limonen / limonene 1038 0,09 0,06 0,04
7. cyneol / cineole 1041 0,08 0,07 0,03
8. y-terpinen / y-terpinene 1071 2,12 1,53 0,40
9 wodzian cis- SE?,idnr?tl: sabinene-cis- 1080 0.20 0.19 0.07
10. linalol / linalool 1113 0,42 0,39 0,17
11. kamfora / camphor 1156 0,04 0,07 0,03
12. borneol / borneol 1175 0,12 0,20 0,05
13. 1-terpinen-4-ol/ 1-terpinene-4-ol 1185 0,07 0,06 0,04
14, nie i;‘i";‘éteynf:ﬁ‘?e‘zany 1230 0,12 0,12 0,04
15. karwon / carvone 1255 0,08 0,09 0,04
16. tymol / thymol 1304 10,85 8,55 4,27
17. karwakrol /carvacrol 1314 0,60 0,49 0,27
18. kariofylen /caryophyllene 1430 0,40 0,32 0,69
Suma 18,31 14,69 7,26

* podane wartosci sa Srednimi z trzech powtorzen / mean values from three repetitions.
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Zawarto$¢ zwiazkow lotnych w tymianku po sterylizacji.

Volatile compounds content in thyme after sterilization process.

Tabela 4

o Indeks retencji Zawarto$¢ [mg/g] / Content[mg/g]*

Lp. Z“‘”a‘Zkl lotne Kovats"a (R) Nr partii produkcyjnej / Serial number

Volatile compounds Kovats’ reten-
tion index Pl P2 P3
1. sabinen / sabinene 970 0,52 0,53 0,52
2. B-pinen / B-pinene 981 0,15 0,01 0,03
3. myrcen / myrcene 1008 0,02 0,03 0,02
4. a-terpinen / a-terpinene 1023 0,02 0,02 0,01
5. p-cymen / p-cymene 1033 0,15 0,20 0,08
6. limonen / limonene 1038 0,02 0,02 0,03
7. cyneol / cineole 1041 0,01 0,02 0,01
8. y-terpinen / y-terpinene 1071 0,14 0,15 0,06
9, ":;’gﬁgﬁe‘“cslssﬁ';gg?e“ 1080 0,05 0,04 0,02
10. linalol / linalool 1113 0,25 0,12 0,08
11. Kamfora/ camphor 1156 0,04 0,03 0,02
12. Borneol/ borneol 1175 0,05 0,09 0,03
13 1-terpinen-4;101)/l 1-terpinene- 1185 0,04 0,03 0,03
14, | miezidentyfikowany/not 1230 0,03 0,03 0,01
identified

15. karwon /carvone 1255 0,02 0,03 0,04
16. tymol / thymol 1304 8,39 6,25 3,53
17. karwakrol / carvacrol 1314 0,48 0,39 0,20
18. kariofylen / caryophyllene 1430 0,21 0,17 0,28
Suma 10,08 7,63 5,01

*podane wartosci sa srednimi z trzech powtdrzen / mean values from three repetitions.

Whioski

1.

Stosujac analiz¢ chromatograficzna (GC) oraz spektrometri¢ masowa (MS) ziden-

tyfikowano i oznaczono 17 zwiazkow zapachowych w tymianku.

Zawartos¢ sumy lotnych zwiazkdéw zapachowych oznaczona w probach produk-

cyjnych tymianku przed sterylizacja wynosita od 7,3 do 18,3 mg/g.

Dominujacym ilo§ciowo zwiazkiem w tymianku byt tymol, ktorego zawartosé

stanowita 60% sumy zwiazkow zapachowych.

Nie wszystkie zwiazki lotne podlegaty stratom w trakcie sterylizacji tymianku
w jednakowym stopniu. Stosunkowo niewielkie byty straty gléwnego sktadnika
aromatu — tymolu - $rednio 23%.
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kariofylen

karwakrol

y-terpinen

p-cymen

tymol
borneol

linalol

sabinen

[mg/g]

m Przed sterylizacja O bo sterylizacji
before sterilization after sterilization

Rys. 4. Srednia zawarto$¢ gléwnych zwiazkow lotnych w tymianku przed i po sterylizacji.
Fig. 4. The average concentration of main volatile compounds in thyme before and after sterilization

process.

Praca byta prezentowana podczas XXXVII Ogolnopolskiej Sesji Komitetu Nauk

0 Zywnos’ci PAN, Gdynia, 26 — 27.1X.2006.
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INFLUENCE OF STEAM WATER STERILIZATION PROCESS ON VOLATILE AROMA
COMPOUNDS CONTENT IN THYME (THYMUS VULGARIS L.) ESTIMATED
BY GC-MS METHOD

Summary

Influence of sterilization process on volatiles aroma compounds in thyme (Thymus vulgaris l.) was a
theme of this research study. The sterilization was conducted according to technology used by Institute of
Agricultural and Food Biotechnology.

In the samples of thyme before and after sterilization process changes of the volatile aroma com-
pounds were examined. GC-MS method was used to identify and to determinate of the composition of
essential oils.

The seventeen aroma compounds: sabinene, f3-pinene, myrcene, o-terpinene, p-cymene, limonene,
cineole, y-terpinene, sabinene-cis-hydrate, linalool, camphor, borneol, 1-terpinene-4-ol, carvone, thymol,
carvacrol, caryophyllene were identified. The concentration of main volatile compounds in the samples of
raw thyme were: thymol 4,27-10,85 mg/g, sabinene 0,49-0,55 mg/g, p-cymene 0,49-1,93 mg/g,
y-terpinene 0,40-2,12 mg/g, linalool 0,17-0,42 mg/g, carvacrol 0,27-0,60 mg/g, caryophyllene 0,32-
0,69 mg/g. The contain in thyme after sterilization process were: thymol 3,53-8,39 mg/g, sabinene 0,52-
0,53 mg/g, p-cymene 0,08-0,20 mg/g, y-terpinene 0,06-0,15 mg/g, linalool 0,08-0,25 mg/g, carvacrol
0,20-0,48 mg/g, caryophyllene 0,17-0,28 mg/g.

Sterilization process of thyme caused the loses of all detected volatile compounds. Total loss was
44 %, however individual compounds lost in different degree. It is worth to observe that loss of main
active compound — thymol were relatively not high , average 23%.

Key words: thyme (Thymus vulgaris L.), volatile aroma compounds, sterilization process, GC/MS
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