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§1. UVOD

Analiza aroma u prehrambenim proizvodima vrlo je dinami¢no podrucje koje se neprestano
razvija, jo§ od svojih pocetaka 50-ih godina 20. stolje¢a otkricem plinske kromatografije i
kasnije povezivanjem sa instrumentima koji su omogu¢ili senzornu karakterizaciju razlicitih
uzoraka hrane. Miris hrane je vazan faktor prilikom pracenja kvalitete razli¢itih prehrambenih
proizvoda budu¢i da su miris i okus blisko povezani te odreduju afinitet prema odredenoj
namirnici. Tvari koje posjeduju miris (tzv. odoransi) najve¢im dijelom pripadaju razli¢itim
skupinama organskih spojeva medu kojima su najzastupljeniji kiseline, alkoholi, aldehidi,
amini, esteri, ketoni i heterocikli¢ki spojevi. Simon' hlapljive spojeve najéesée identificirane
u hrani svrstava u 9 kategorija (tablica 1). Hlapljivi organski spojevi (engl. volatile organic
compounds, VOCs) nastaju razli¢itim procesima, npr. sazrijevanjem biljaka, fermentacijom,
tijekom procesa prerade i skladiStenja, ali i kontaminacijom hrane. Njihova koncentracija
ovisi o klimatskim uvjetima, tlu, uvjetima obrade i proizvodnje te nacinu skladistenja.
Nepozeljni mirisi (engl. off odours) rezultat su nepravilnog proizvodnog procesa, prirodne
degradacije produkata ili nepravilnog skladistenja. Koli¢ina identificiranih hlapljivih spojeva
uvelike ovisi o tehnikama ekstrakcije 1 identifikacije. Do danas su razvijene brojne tehnike
ekstrakcije hlapljivih tvari iz razli¢itih uzoraka hrane koje su, u kombinaciji s plinskom
kromatografijom 1 spektrometrijom masa uz senzorsku analizu, omogucile identifikaciju
velikog broja raznovrsnih odoransa. Ovakva analiza zahtijeva pravilan odabir tehnike
ekstrakcije, razvoj instrumentalne metode kao i uvjeZbane paneliste koji ¢e prepoznavati
prisutne arome i ocjenjivati njihovu kvalitetu.

Analiza hlapljivih spojeva u hrani najc¢esce se provodi s ciljem utvrdivanja aromatskog
profila razli¢itih sorti neke namirnice, pracenja kvalitete proizvoda tijekom proizvodnog
procesa 1 primjene razli€itih tretmana 1 skladiStenja, odredivanja individualnih komponenti
koje najviSe doprinose aromi i kakvoc¢i hrane te Cesto utvrdivanja autenti¢nosti proizvoda.
Takoder, odredivanje “mirisnog koda*, odnosno klju¢nih molekula koje odreduju neku aromu
hrane, omogucilo bi stvaranje kopija koji potpuno rekonstruiraju prirodni miris za upotrebu u
umjetnim okusima i mirisima.

Cilj ovog rada jest prikazati najnovija saznanja o tome koji spojevi i na koji nacin

odreduju aromu hrane koju konzumiramo. Uz to, predstavit ¢e se koraci u analizi hlapljivih
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§ 1. Uvod

tvari u prehrambenim proizvodima, dati pregled najcesce koristenih tehnika ekstrakcije te

opisati

karakterizacije.

najnovija tehnoloska rjeSenja u

smislu njihove

instrumentalne 1 senzorne

Tablica 1. Kategorije odoransa najcesc¢e identificiranih u hrani

(preuzeto i prilagodeno prema Simon')

Skupina

Karakteristike mirisa

Primjer spoja

aldehidi

sumporni spojevi

aciklicki terpeni

ciklicki terpeni

seskviterpeni

aromatski spojevi

fenolni spojevi

heterociklicki spojevi

trigeminalni spojevi bez

mirisa

zeleno, vostano, masno,
vocno i nalik na gljive
sumporast, opor, nalik
kupusu i luku

cvjetno, ruza, limun,
lavanda

balzamicno, nalik
kamforu, mint,

ljuto, gorko, zemljano i
nalik timijanu

tezak cvjetni, drvenast,
zemljani, miris povréa
badem, anis, majcina
dusica, vanilija, dim
slatko, anis, muskatni
ora$¢ié, ljuto, cimet
poput kore kruha, sijeno,
karamel, drvenasto,
oraSasto, peceno
iritirajuce, nagrizajuce,

hladi, grije

3-heksenal, 2,6-nonadienal, dekanal

dimetilsulfid, dipropilsulfid, metional,
alicin

geraniol, linalol, citronelol, nerol,
mircenol

limonen, pinen, eukaliptol, 3- karen,

borneol, safranal

kariofilen, bisabolol, bergamoten,
kamfen, selinen

vanilin, 4-etilgvajakol, timol,
benzaldehid, kuminaldehid, elemicin
eugenol, kumarin, anetol,

estragol, miristicin, safrol

furfurali, pirazini, sotolon

kapsaicin, kvercetin, galna kiselina,

oksalna kiselina
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§ 2. AROMA HRANE

2.1. Parametri koji odreduju miris hrane

Kemijski spojevi koji poticu osjet mirisa nazivaju se odoransi. To su ve¢inom lakohlapljivi
organski spojevi male relativne molekulske mase (< 300) ¢ija su mirisna svojstva uzrokovana
njihovom strukturom i fizikalnim osobinama, odnosno na¢inom na koji se vezu na proteinske
mirisne receptore u nosu. Do njih dolaze u obliku aerosola nakon ¢ega informacije o mirisu u
obliku kemijskog podrazaja putuju ziv€anim sustavom do mozga gdje se pretvaraju u
elektriéni signal. Njusni sustav prima podrazaje iz okoline pomocu svojih 400 mirisnih
receptora zbog ¢ega razlikujemo veliki broj mirisa. Da bi se neki hlapljivi spoj percipirao kao
miris, mora biti u koncentraciji koja je veca od njegovog praga mirisa (engl. odor threshold).
Mirisne spojeve u hrani ponekad karakterizira izrazito nizak prag mirisa (ng L™ ili ng kg™) $to
njihovu ekstrakciju, identifikaciju i kvantifikaciju €ini izrazito izazovnom.

Jelen i sur.” navode kako od 12 000 hlapljivih spojeva identificiranih u hrani, svega
5% ima znalajnu ulogu u formiranju arome prehrambenih proizvoda. Regueiro i sur.’ su
podijelili prehrambene proizvode u 4 skupine na temelju koli¢ine odoransa koji definiraju
aromu. Prvoj skupini pripada hrana ¢iji miris je odreden jednim karakteristicnim spojem (npr.
aroma banane je odredena mirisom 3-metilbutil etanoata, benzaldehid je karakteristican spoj u
aromi badema, citral odreduje aromu limuna itd). Drugu skupinu predstavljaju prehrambeni
proizvodi €iji je miris rezultat doprinosa manjeg broja spojeva (npr. aroma maslaca koja je
definirana najviSe mirisom 2,3-butandiona uz doprinos etanola 1 dimetilsulfida), dok kod
zadnje dvije skupine ukupnu aromu ¢ini veéi broj spojeva i vjerojatno ne postoji
karakteristi¢an odorans. To je najceS¢e termicki obradena i fermentirana hrana, npr. peceno
meso, kava, kruh itd. Dunkel i sur.” obradili su veliki broja publikacija koje su se bavile
odredivanjem kljuénih odoransa u Sirokom rasponu razli¢itih kategorija prehrambenih
proizvoda te su zakljucili da od navedenih preko 10 000 hlapljivih spojeva, miris hrane je
odreden tek sa njih 226. Koriste¢i statisticke programe i heatmap vizualizaciju dobivenih
podataka, prepoznati su ,,opceniti“ odoransi koji su detektirani u vise od 25% od 227
analiziranih uzoraka (tablica 2.). Takoder su odredeni i ,,individualni odoransi koji su

identificirani u manje od 5% uzoraka hrane, medu kojima se isticu oni koji doprinose svega
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§ 2. Aroma hrane 4

nekoliko namirnica i predstavljaju za njih karakteristicne mirise. Tako npr. 4,5-ditio-1,7-
oktadien (alicin) daje karakteristicnu aromu ceSnjaku, a ,,vinski lakton* ((35,3aS,7aR)-3,6-
dimetil-3a,4,5,7a-tetrahidro-3H-1-benzofuran-2-on) je odgovoran za miris kokosa u vinu.
Vecina ,,individualnih® odoransa ima izrazito nizak prag mirisa i time znacajno utjecu na
percepciju arome.

Medutim, velika raznolikost mirisa hrane rezultat je cinjenice da cjelokupnoj
percepciji doprinose odredeni klju¢ni spojevi u tocno odredenim koncentracijama, $to u
kombinaciji sa 400 mirisnih receptora daje veliki broj mogu¢ih mirisa. Dakle, jedinstvenu
aromu svake namirnice ¢ini kombinacija viSe odoransa koji pripadaju razli¢itim skupinama
kemijskih spojeva, a takav ,,mirisni kod/uzorak® sastoji se od 3 do 40 kemijskih spojeva. Npr.
pokazalo se da je jedna od najkompleksnijih aroma konjaka, koju ¢ini set od 36 klju¢nih
molekula, dok je miris maslaca kodiran sa samo njih tri.*

Doprinos pojedinog spoja aromi hrane ovisi o njegovoj koncentraciji, pragu mirisa te
interakcijama s matricom i drugim hlapljivim komponentama. Primjer ovisnosti mirisa o
koncentraciji je 3-metilindol (skatol), koji je glavni uzro¢nik fekalnog mirisa, dok pri niskim
koncentracijama ima cvjetni miris i nalazi se u nekoliko cvjetova i eteri¢nih ulja, ukljucujuci
cvjetove narance 1 jasmina. OtpuStanje hlapljivih spojeva iz matrice hrane ovisi o koeficijentu
razdjeljenja izmedu zraka i1 matrice hrane te interakcijama spojeva sa samom matricom.
Upravo razliite interakcije mirisnih sastojaka unutar neke namirnice dovode do stvaranja

mjeSavine koja se percipira kao novi miris.

2.2. Procesi nastajanja hlapljivih spojeva u hrani

Hlapljivi spojevi nastaju enzimski kataliziranim reakcijama (fermentacija 1 tijekom
proizvodnje hrane biljnog podrijetla) ili termalnom degradacijom iz prekursora kao §to su
ugljikohidrati, aminokiseline 1 nezasi¢ene masne kiseline. Odoransi koji se u manjem
postotku javljaju u hrani naj¢e$ce nastaju iz specificnih prekursora kao §to su polifenoli i
izoprenoidi.* Tipi¢ne neenzimske reakcije nastajanja odoransa su Streckerova degradacija i
Maillardove reakcije koje se odvijaju tijekom dugog izlaganja visokim temperaturama (npr.
pecenje 1 przenje hrane). Maillardove reakcije, odgovorne za tzv. neenzimatsko
posmedivanje, reakcije su u kojim Seceri reagiraju s amino skupinama aminokiselina ili
proteina te nastaju produkti koji utjeCu na okus, aromu i boju hrane. Spojevi nastali ovom

reakcijom daju karakteristi¢an miris pe¢enim/kuhanim proizvodima (meso, kava).’
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§ 2. Aroma hrane

Tablica 2. Naje3éi odoransi u hrani (preuzeto i prilagodeno prema Dunkel i sur.*)

Spoj

Kvalitativni opis
mirisa

Primjer

3-(metilsulfanil)propanal
(metional)

2-metilbutanal,
3-metilbutanal

butan-2,3-dion

(2E,4E)-deka-2,4-dienal

4-hidroksi-2,5-dimetilfuran-
3(2H)-on (furaneol)

heksanal

3-hidroksi-4,5-dimetilfuran-
2(5H)-on (sotolon)

1-okten-3-on

etanska kiselina

etanal

etil 2- metil-butanoat,
etil 3- metil-butanoat

(E)-2-nonenal

4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehid (vanillin)

2-acetil-1-pirolin

2-metilbutanska kiselina,
3-metilbutanska kiselina

butanska kiselina

poput rajcice

poput slada

poput maslaca

masno, przeno

slatko, karamela,
jagoda

poput trave, zeleno

curry, javorov
sirup, karamela
plijesan

ocat

svjez, voéni

voéni

karton, neugodan
mastan miris, trava
vanilija

peceno, kokice

sirast, miris znoja

Znojno

rajCica, tropsko vocée, meso, sir

eteri¢na ulja narance, limuna,
eukaliptusa; preradena hrana
(pivo, sir, Cokolada)

maslac, alkoholna piéa,
prirodna ulja

maslac, kuhana govedina, riba,
¢ips od krumpira, peceni
kikiriki, heljda

jagoda, ananas, rajCica

razli¢ito voce i povrée
piskavica, ljekoviti ljupcac
gljive, mati¢njak, off-odour u

vinu

ocat

kava, kruh, zrelo voce
razli¢ito voce

masti 1 ulja, Sparoge, kupina
sladoled, ¢okolada, karamela,

kava

karakteristi¢an miris kore
bijelog kruha

voce (jabuka, marelice)

maslac, sirovo mlijeko,
zivotinjske masti i biljna ulja
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§ 3. KORACI U ANALIZI HLAPLJIVIH SPOJEVA

Analiza hlapljivih spojeva u prehrambenim proizvodima ukljucuje nekoliko koraka:
1) izolacija i ukoncentriravanje

2) razdvajanje 1 identifikacija instrumentalnim tehnikama

3) kvantifikacija

4) senzorna karakterizacija

Zbog kompleksnosti matrice 1 velikog broja hlapljivih spojeva u vecini prehrambenih
proizvoda, priprema uzorka klju¢an je i izazovan korak u njihovoj analizi. Potrebno je izabrati
odgovarajucu tehniku ekstrakcije uzimajuci u obzir da ciljane molekule mogu na razlicite
nacine reagirati s ostalim sastojcima hrane (lipidima, proteinima i Secerima), ali i medusobno.
Dodatna poteskoca jesu velike razlike u pragu mirisa i koncentraciji ciljanih spojeva zbog
¢ega sama metodologija analize moze utjecati na dobiveni aromatski profil. Izolacija i
ukoncentriravanje hlapljivih spojeva vrsi se ektrakcijom ili destilacijom, nakon cega slijedi
razdvajanje kromatografskim metodama. Instrumentalnim tehnikama identificiraju se 1
kvantificiraju specifi€ni odoransi odgovorni za karakteristichu aromu analiziranog uzorka
hrane ili se provodi ne-ciljana analiza u svrhu odredivanja ukupnog profila hlapljivih spojeva.
Plinska kromatografija u sprezi s detektorom masa vodeca je tehnika za razdvajanje,
identifikaciju 1 kvantifikaciju hlapljivih spojeva. Upotrebom olfaktometrijske jedinice ili
elektronskog nosa kao dodatnog detektora, vrsi se senzorna karakterizacija od strane obucenih
panelista te se dobivaju informacije o spojevima koji najviSe doprinose aromi ispitivanog
uzorka. U narednim poglavljima detaljnije ¢e se objasniti svaki korak tijekom analize

hlapljivih spojeva u hrani.

3.1. Ekstrakcija hlapljivih spojeva

Prilikom analize aroma hrane, jedan od glavnih zahtjeva jesu brze i jednostavne metode
pripreme uzorka koje se mogu primijeniti u rutinskim analizama kao rezultat potrebe za brzim
pracenjem hrane dostupne na trziStu. Tezi se automatizaciji analitickog postupka i skra¢ivanju
ukupnog vremena analize, smanjenju koli¢ine uzorka potrebnog za analizu, kao i primjeni

»Zelene kemije”, odnosno smanjenoj upotrebi organskih otapala i1 izloZzenosti toksi¢nim
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reagensima.’ Prehrambeni proizvodi najée$ée su kompleksne matrice i zbog toga su
ucinkovitijim metodama ekstrakcije. Stoga se, osim klasi¢nih ekstrakcijskih tehnika kao Sto
su ekstrakcija na cvrstoj fazi (engl. Solid-Phase Extraction, SPE) 1 tekucinsko-tekucinska

ekstrakcija (engl. Liquid-Liquid Extraction, LLE), pri analizi hrane koriste i:

a) ekstrakcija fluidom pri superkriticnim uvjetima (engl. Supercritical Fluid Extraction, SFE)
b) isparavanje mirisa potpomognuto otapalom (engl. Solvent Assited Flavour Extraction,
SAFE)

¢) simultana hidrodestilacija-ekstrakcija (engl. Simultaneous Distillation—Extraction, SDE) —

uobicajena metoda odvajanja hlapljivih spojeva iz vodenih matrica prije analize plinskim
kromatografom; temeljena na kombinaciji destilacije 1 ekstrakcije otapalom (Likens-

Nickerson aparatura)

Medutim, zbog jednostavnosti i moguénosti brzog dobivanja profila hlapljivih sastojaka, za
ekstrakciju hlapljivih spojeva u uzorcima hrane najces¢e se primjenjuju tehnike temeljene na
sorpciji analita: dinamicka ekstrakcija para iznad uzorka (engl. Dynamic headspace, DHS) te
tehnike mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-Phase Microextraction, SPME). SPME
tehnike se temelje na sorpciji analita na polimerni sorbens. Ekoloski su prihvatljivije jer ne
zahtijevaju upotrebu organskog otapala i koriste manju koli¢inu uzorka.” Pri tome se moze
analizirati analit u otopini (in liquid tehnika) ili pare iznad uzorka (headspace tehnika).
Takoder, s obzirom na vrstu ravnoteZe koja se uspostavlja, tehnike mikroekstrakcije
mogu se podijeliti na’:
a) tehnike posredovane mijeSanjem - statiCke (engl. Stirring Mediated SPME), kod kojih
sorbens moze biti nanesen na vlakno (engl. Fiber Solid-Phase Microextraction, fiber SPME)
ili magnet (engl. Stir-Bar Sorptive Microextraction, SBSE 1 HSSE)
b) tehnike posredovane protokom - dinamicke (engl. Flow Through Mediated SPME), gdje
sorbens moze biti nanesen u koloni (engl. in-tube Solid-Phase Microextraction, IT-SPME), u
igli (engl. in-needle Solid-Phase Microextraction, in-needle SPME) ili u nastavku za

automatske pipete (engl. in-tip Solid-Phase Microextraction, in-tip SPME).

Usporedba statickih 1 dinamickih ekstrakcijskih tehnika temeljenih na sorpciji analita na
polimerni sorbens prikazana je na slici 1. Staticke tehnike temelje se na uspostavljanju

ravnotezne raspodjele sastojaka analita izmedu matrice 1 uzorka, dok se kod dinamickih
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konstantnim protokom inertnog plina iznad uzorka analiti ukoncentriravaju na odredeni

adsorbens (,,zamku*‘) koja moze biti direktno povezana s uzorkom u viali putem igle.

v =3
& 2
& :
=
‘ -
u uzorku pare iznad uzorka —

el

=) ) | T

5B5SE HSSE SPME DHS

Slika 1. Shematski prikaz Cetiri ekstrakcijske tehnike temeljene na sorpciji analita

(preuzeto i prilagodeno prema Luov, 2021.")

Za analizu tekucih prehrambenih proizvoda Cesta je upotreba i mikroekstrakcije tekuc¢om
fazom (engl. Liquid phase Microextraction, LPME) koja oznacava tekucinsko-tekucinsku
ekstrakciju, ali uz smanjenu koli¢inu otapala.® SDME (engl. Single drop microextraction) je
vrsta mikroekstrakcije teku¢om fazom kod koje se kap organskog otapala (1-3 pL) nanosi na
vrh igle te se ekstrahirani spojevi injektiraju u plinski kromatograf. Takoder se moze
primjenjivati kao headspace ili in liquid tehnika. U navedenim poglavljima detaljnije ¢e se

objasniti neke od naj¢eS¢e primjenjivanih tehnika za ekstrakciju hlapljivih spojeva.

3.1.1. Mikroekstrakcija na cvrstoj fazi sa sorbensom nanesenim na viakno (SPME)

Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Microextraction, SPME) temelji se na
sorpciji analita na odredeni sorbens koji je nanesen na vlakno od taljenog silicijevog dioksida.
Ovu tehniku uveo je J. Pawliszyn 1990. g. Vlakno se moze izloziti analitu direktnim
uranjanjem u uzorak (engl. direct immersion, DI) ili postavljanjem vlakna na definiranu
visinu iznad povrSine uzorka pri ¢emu dolazi do akumulacije para iznad uzorka (engl.
headspace, HS). Ekstrakcija se odvija pri definiranoj temperaturi i nakon odredenog vremena
dolazi do uspostavljanja ravnoteze raspodjele analita izmedu matrice uzorka i adsorbensa.

Ekstrakcija zbog toga nije potpuna, odnosno ne ekstrahira se ukupna koli¢ina odredenog spoja
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zbog ¢ega neki autori predlazu viSestruku ekstrakciju i zbrajanje povrsina pikova dobivenih
plinskokromatografskom analizom.” Vlakno s akumuliranim analitom postavlja se u injektor
plinskog kromatografa gdje dolazi do termicke desorpcije i direktnog ulaska sastojaka analita
u kromatografsku kolonu. Osjetljivost ove tehnike ovisi o omjeru volumena tekucine i
plinovite faze, temperaturi, tlaku i brzini mijeSanja uzorka. Vlakna se razlikuju u vrsti,
polarnosti i debljini nanesenog sorbensa te odabir vlakna prikladnog za analizu ovisi o vrsti i
polarnosti analita. Primjer nepolarnog sorbensa je polidimetilsiloksan (PDMS), a polarnog
poliakrilat (PA). Za analizu hlapljivih spojeva u hrani najucinkovitijim se pokazao
divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (50/30 um DVB/CAR/PDMS) kojim su se, u
usporedbi s drugim sorbensima, dobivali pikovi najvece povrsine.?

Prednosti mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju tekuce -
tekuce su jednostavna priprema uzorka, analiza bez upotrebe organskog otapala, skrac¢ivanje
ukupnog vremena analize, moguénost automatizacije te prikladnost za Sirok raspon analita.
Takoder, ova tehnika moze objediniti viSe koraka u analizi, kao Sto su uzorkovanje,
ekstrakciju te transport analita do instrumenta.” Medutim, profil hlapljivih tvari snazno ovisi o
uvjetima ekstrakcije, afinitetu analita prema sorbensu vlakna te selektivnosti samog vlakna.
Nedostatci mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi takoder su nizak kapacitet sorpcije, kemijska
nestabilnost vlakna 1 pH osjetljivost, kratak period upotrebe i degradacija koriStenjem Sto
podrazumijeva upotrebu unutarnjeg standarda. Takoder, postoji mogucnost bubrenja sorbensa
ukoliko se koriste odredena nepolarna otapala visoke koncentracije.

Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi Siroko se primjenjuje u brojnim podrucjima te je
predvodnik u analizi aroma u razli¢itim uzorcima. U analizi prehrambenih proizvoda najcesce
se koristi za analizu aroma u vocu 1 povréu, mesu, mlijecnim proizvodima, medu, pi¢ima,
vinu.” Ovom tehnikom mogu se usporediti razli¢ite sorte voéa i povréa, profilirati odredeni
hlapljivi spojevi u hrani, provjeriti autentinost, analizirati odabrane spojeve vazne za
kvalitetu hrane, pratiti utjecaj tehnoloskih procesa na spojeve koji utjecu na aromu te odrediti
karakteristi¢ne note mirisa tehnikom plinska kromatografija-olfaktometrijska jedinica.’

Osim klasi¢ne izvedbe SPME tehnike, zabiljezena su 1 novija rjeSenja kao Sto je HS-
SPME potpomognut vakuumom (Vac-HS-SPME), s ciljem ucinkovitije ekstrakcije
djelomi&no hlapljivih spojeva.’ Ekstrakcija se odvija pod vakuumom koji se postize pomoéu
vakuum pumpe spojene s iglom koja je umetnuta kroz septu u klasi¢nu headspace vialu (slika

2). Ispod septe umece se O-prsten koji pomaZze odrzavanju vakuuma.
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Slika 2. Primjeri izvedbi HS-SPME tehnike potpomognute vakuumom (preuzeto i
prilagodeno od Louw i sur., 2021.%)

Mascrez i suradnici'® analizirali su profile ekstradjevianskog maslinovog ulja tehnikom
plinska kromatografija-spektrometrija masa nakon ekstrakcije tehnikama HS-SPME i Vac-
HS-SPME, uz vlakno PDMS/DVB/CAR. Uocili su znacajno poboljSanje ekstrakcije
djelomicno hlapljivih spojeva tehnikom Vac-HS-SPME (slika 3).
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Slika 3. Usporedba ukupne ionske struje (TIC) hlapljivih spojeva ekstrahiranih iz ekstra
djevicanskog maslinovog ulja tehnikama Vac-HS-SPME (zeleno) HS-SPME (crveno)

(preuzeto i prilagodeno prema Mascrez i sur., 2019.'%)

Takoder, kako bi se povecao volumen sorbensa nanesenog na vlakno, 2015. god. uvedena je
tehnika SPME Arrow, koja koristi deblji sloj sorbensa. Ekstrakcijom hlapljivih spojeva iz
Baijiu (kineski liker) navedenom tehnikom uz upotrebu sorbensa DVB/CAR,WR/PDMS 120
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um (WR oznacava Siroki raspon, engl. wide range), Zhang 1 suradnici pokazali su vecu
osjetljivost u odnosu na klasi¢no DVB/CAR/PDMS 50/30 um.'" Medutim, broj detektiranih

hlapljivih spojeva nije se znatno razlikovao.

3.1.2. Mikroekstrakcija na cvrstoj fazi sa sorbensom nanesenim na magnet (SBSE)

Mikroekstrakciju sa sorbensom nanesenim na magnet predstavili su Baltussen i sur. 1999. g.
kako bi povecali u¢inkovitost ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi. Kod ove tehnike sorbens moze biti
nanesen na magnetski mjesac¢ koji se nalazi u uzorku (SBSE) ili iznad nje (headspace SBSE
ili skra¢eno HSSE). U literaturi je druga po redu najceS¢e spominjana tehnika ekstrakcije u
analizi hlapljivih spojeva.5 SBSE i HSSE pokazuju veliki kapacitet sorpcije na razini
ultratragova hlapljivih i djelomi¢no hlapljivih spojeva nepolarnog do srednje polarnog
karaktera. Poput SPME, takoder ne zahtijeva upotrebu organskog otapala i koristi malu
koli¢inu uzorka. Ekstrakcija se provodi na nacin da se sorbens postavi u tekuc¢i uzorak koji se
mijeSa primjenom magnetske mjesalice dok se ne postigne ravnotezno stanje analita izmedu
sorbensa i uzorka. Nakon adsorpcije analita, magnet se izvadi iz uzorka, osu$i i ispere
deioniziranom vodom te se analit desorbira desorpcijom u injektoru plinskog ili teku¢inskog
kromatografa. Prednost SBSE u odnosu na SPME jest vec¢i kapacitet sorpcije 1 uc¢inkovitost
ekstrakcije zahvaljujuéi vecoj koli¢ini koriStenog sorbensa (50-250 viSe nego kod SPME).
Moguce je posti¢i vrlo nisku granicu detekcije (ng L), a uginkovitost ekstrakcije ovisi o
brzini mijeSanja 1 volumenu uzorka. Medutim, primjenjiva je samo za tekuce uzorke, a za
ekstrakciju lakohlapljivih analita prisutnih u sloZenim matricama primjenjuje se HSSE. SBSE
zahtijeva duze vrijeme ekstrakcije zbog duljeg vremena potrebnog za postizanje ravnotezne
raspodjele analita izmedu otopine i sorbensa te ponekad dodatnu ekstrakciju u odgovaraju¢em
otapalu. Takoder, nije moguca potpuna automatizacija. Kao sorbens se najceS¢e koristi
polidimetilsiloksan (PDMS) zbog cega se ova tehnika najviSe primjenjivala za ekstrakciju
nepolarnih spojeva, iako su danas dostupni i sorbensi prikladni za polarne spojeve (EG-
silikon). Medutim, izbor komercijalno dostupnih sorbensa manji je nego kod SPME tehnike.
Usporedba SPME 1 SBSE prikazana je u tablici 3. Prednost ove tehnike takoder je i
mogucnost istodobne ili uzastopne upotrebe nekoliko razlicitih nosaca (engl. Multi-Stir Bar
Sorptive Microextraction, "SBSE).® SBSE nalazi primjenu u analizi vina, pi¢a, detekciji
nepoZeljnih mirisa te pracenju metabolizma sastojaka arome.” Coelho i suradnici'?, koriste¢i

SBSE tehniku za ekstrakciju monoterpena, monoterpenola, seskviterpena, alkohola i estera u
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pjenuscima razli¢itih sorti, tala i faza dozrijevanja grozda opazili su znatan utjecaj vrste tla i

sorte grozda na profil hlapljivih tvari. SBSE se takoder koristila za otkrivanje hlapljivih
..... 13,14

Tablica 3. Usporedba SPME i SBSE tehnike (preuzeto i prilagodeno prema Rosendo i sur.'”)

SPME SBSE
Vrsta matrice tekucina, plin, krutina tekucéina
Debljina sorbensa 150 pum 0,1 -5mm
Volumen uzorka (mL) 0,5-20 1-100
Re-upotreba sorbensa 50-100 puta 6-80 puta
Vrijeme analize (min) 5-120 10 - 240
Iskoristenje nisko dobro
Osjetljivost niska dobra
Prednosti jednostavnost, ,,zelena* volumen uzorka i mijeSanje
tehnika, automatiziranost, utjecu na ucinkovitost
ekstrakcije
Nedostatci nepotpuna ekstrakcija, zahtijeva dodatnu
degradacija vlakna desorpcijsku jedinicu

3.1.3. Dinamicka ekstrakcija para iznad uzorka (DHS)

DHS se temelji na 2 osnovna principa:

a) ,,purge and trap‘: propuhivanjem inertnog plina kroz matricu uzorka, hlapljivi organski
spojevi se uklanjanju 1 akumuliraju na odgovaraju¢em mediju za prikupljanje, npr. hladna

»zamka“, sorbens ili specifi¢no otapalo

b) dinamicki pristup: analiti se uzorkuju strujom inertnog plina koji prolazi preko matrice
uzorka. Uzorkovane hlapljive tvari eluiraju se pomocu otapala ili termickom desorpcijom te
analiziraju plinskom kromatografijom ili vezanim sustavom plinski kromatograf-spektrometar

masa.

Dinamicka ekstrakcija ne ovisi o ravnotezi izmedu plinske i tekuce faze zbog Cega je moguce
koncentrirati analite na razini ultra-tragova ¢ime se povecava osjetljivost. Takoder, DHS

koristi Sirok raspon adsorbensa.
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Istrazivanja su pokazala da staticke i dinamiCke tehnike ekstrakcije pokazuju razli¢it
profil spojeva u istom uzorku hrane. Diez-Simon i suradnici® optimizirali su &etiri tehnike
ekstrakcije (SPME, SBSE, HSSE i DHS) hlapljivih tvari iz aroma na bazi ekstrakta kvasca te
su ispitali utjecaj dodatka soli na ekstrakciju. Ekstrakti su analizirani vezanim sustavom
plinski kromatograf-spektrometar masa. Usporedujuc¢i doseg ekstrakcije i1 ponovljivost,
pokazali su kako se tehnika SBSE pokazala najprikladnijom za ekstrakciju polisulfida,
pirazina 1 terpenola, SPME seskviterpena, a DHS monoterpena. Najveci broj hlapljivih
spojeva detektiran je SBSE tehnikom, dok je utjecaj dodatak soli u uzorak na kvantifikaciju
uocen samo kod ekstrakcije SPME tehnikom. Takoder je uoceno kako SPME i SBSE
pokazuju najveéu ponovljivost te da HSSE i DHS pokazuju slican profil ekstrahiranih

hlapljivih spojeva.
3.1.4. Isparavanje mirisa potpomognuto otapalom (SAFE)

Od tehnika ekstrakcije temeljenih na vakuum destilaciji, za analizu aroma najvise se koristi
SAFE kako bi se sprije€ila termicka degradacija nestabilnih spojeva i stvaranje nepoZeljnih
produkata. Ova tehnika, razvijena 90-ih godina 20. stoljeca, temelji se na destilaciji hlapljivih
komponenti pri nizim temperaturama (40°- 50° ) i visokom vakuumu (10 — 107 Pa) pri ¢emu
dolazi do razdvajanja hlapljivih i nehlapljivih komponenti. Glavni nedostatak ove tehnike jest
dugotrajnija analiza i veca koli€ina uzorka potrebna za analizu. SAFE je vazan preliminarni
dio senzorike (molekularnog senzorskog koncepta) koji omogucava odvajanje hlapljivih od
nehlapljivih spojeva za daljnju instrumentalnu analizu te je uglavnom koriStena za potvrdu
specifiénih molekula odgovornih za aromu razli¢itih prehrambenih proizvoda.” SPME i SAFE
smatraju se komplementarnim tehnikama te se u mnogim istraZivanjima paralelno primjenjuju
kako bi se detektirao kompletan raspon hlapljivih spojeva u uzorku hrane. Wieczorek 1
suradnici'® usporedivali su tri tehnike ekstrakcije hlapljivih spojeva iz brokule: SPME, SAFE
1 simultanu destilaciju-ekstrakciju (SDE). Ekstrakti su analizirani vezanim sustavom plinska
kromatografija-olfaktometrijska jedinica (GC-O) te dodatno tehnikom dvodimenzionalne
plinske kromatografije uz analizator vremena leta (GC xGC-ToF). Pokazalo se da se tehnikom
SAFE ekstrahirao najve¢i broj odoransa, a sa SPME najmanje. Medutim, SPME je bio
koristan za detekciju lakohlapljivih spojeva koji se nisu mogli detektirati tehnikama SDE 1

SAFE (tablica 4).
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Tablica 4. Identificirani hlapljivi spojevi u sirovoj brokuli nakon ekstrakcije tehnikama

SPME, SDE i SAFE (preuzeto i prilagodeno prema Wieczorek i suradnici'®)

Opis mirisa Spoj SAFE SDE SPME
sumporni, spaljeni metantiol + +

trulez, kupus dimetilsulfid - +

miris maslaca 2,3-butandion + + +
uzeglo, sumporni 2- 1 3-metilbutanal + + -
miris maslaca 2,3-pentandion + - -
trava heksanal + + +
kupus, znojno 2- 1 3-metilbutanska + - +

kiselina

trava, zeleno 3-heksen-1-ol + + +
krastavac (E)-2-nonenal + + +
juha (E)-2-dekenal + + -

3.2. Tehnike razdvajanja i identifikacije

3.2.1. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometar masa

NajceSce koristena tehnika u analizi hlapljivih spojeva svakako je mikroekstrakcija na ¢vrstoj
fazi u kombinaciji s vezanim sustavom plinski kromatograf-spektrometar masa (GC-MS).’
Uzorak se unosi u injektor plinskog kromatografa gdje se analizirani spojevi noSeni plinom
nosiocem razdvajaju na kapilarnoj koloni zbog razlicitih vremena zadrzavanja te se dolaskom
u detektor ioniziraju. Kvadrupolni analizator masa razdvaja nastale ione na temelju njihovih
omjera mase i naboja te se mjeri ukupna ionska struja kao funkciju vremena (engl. Total lon
Current, TIC) ili intenzitet odabranih iona (engl. Selected Ilon Monitoring, SIM).
Kromatogram uzoraka hrane snimljen u TIC modu omogucava detekciju Sirokog raspona
spojeva 1 najces¢e je vrlo kompleksan, s pikovima velikih intenziteta. Medutim, zbog
preklapanja mnogih pikova i loSe rezolucije, kvantifikacija se ¢esto vrs$i snimanjem odabranih
iona (SIM). Drugi nacin poboljSanja loSe rezolucije jest 1 izdvajanje karakteristicnih iona
snimljenth u TIC-u (eng. Ilon extraction chromatography, 1EC ili Extracted ion
chromatogram, EIC) te se kalibarcija vr$i na temelju njihovih intenziteta i vremena

zadrZavanja analita. Shema vezanog sustava GC-MS prikazana je na slici 4.

Katarina Sopko Stracenski Kemijski seminar 1



3. Koraci u analizi hlapljivih spojeva 15
§ plj poj

IMJEKTOR

PLINSKI

KROMATOGRAF SPEKTROMETAR MASA

ULAZ PLINA e
NOSIOCA IONSKI IZVOR  ANALIZATOR

MASA

Column

l

Slika 4. Shema vezanog sustava plinski kromatograf-spektrometar masa

e K e £
DETEKTOR

OBRADA PODATAKA

transfer line

(preuzeto i prilagodeno prema Emwas 1 sur., 2015. 7

3.2.2. Dvodimenzionalna plinska kromatografija (GC*GC)

Dodatan napredak postignut je primjenom dvodimenzionalne plinske kromatografije.’
Bolje razdvajanje analita 1 veca osjetljivost omogucili su to¢nije odredivanje aromatskog
profila kompleksnih matrica kao $to su uzorci hrane i1 detekciju analita u tragovima. Ovaj
sustav koristi dvije kolone razli¢itih selektivnosti koje su povezane posebnim suceljem, tzv.
modulatorom. Nakon razdvajanja na prvoj koloni, modulator skupljene frakcije periodicki
injektira u drugu kolonu gdje se sastojci dodatno razdvajaju. Signali prikupljeni detektorom
prikazuju se u obliku ravnine odredene dvjema osima koje prikazuju vremena zadrzavanja
spojeva na prvoj i drugoj koloni. Dvodimenzionalna plinska kromatografija u analizi aroma
najvise se primjenjuje uz analizator vremena leta (engl. Time-of-flight, TOF).

Sveobuhvatna plinska kromatografija bila je korisna u otkrivanju spojeva koji su
odgovorni za nepoZeljan dimljeni okus kakaa koji nastaje nepravilnom obradom.'® Analiti su
ekstrahirani mikroekstrakcijom na ¢vrstoj fazi te analizirani tehnikom GCxGC-ToF. Odredeni
su 1 usporedeni dvodimenzionalni profili hlapljivih spojeva u uzorcima koji su imali
nepozeljan okus s onima koji nisu (slika 5). Usporedbom navedenih uzoraka otkriveno je
kako kakao nepoZeljnog okusa sadrzi 56 hlapljivih spojeva u vecoj koncentraciji, od ¢ega njih

10-ak doprinosi dimljenom okusu (naftalen, fenoli, esteri i alkoholi).
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Slika 5. GCxGC-ToF MS profil hlapljivih spojeva iz uzoraka kakaa bez nepozeljnih mirisa
(A) 1 s nepozeljnim mirisima (B) te uve¢ano podrucje identificiranih aromatskih 1 fenolnih

spojeva (C) (Preuzeto i prilagodeno prema Perottia i sur., 2020.'%)

3.2.3. Identifikacija i kvantifikacija spojeva analiziranih tehnikom GC-MS

Identifikacija spojeva razdvojenih plinskom kromatografijom vrsi se usporedbom dobivenih
spektara masa 1 indeksa zadrZavanja (engl. retention index, RI) s onima dostupnima u bazama
podataka (National Institute of Standards and Technology, NIST). Pri tome treba voditi
ratuna da se usporeduju indeksi zadrzavanja odredeni na istoj vrsti kolone i1 pri istoj
temperaturi. Takoder, koriste se dostupni referentni spojevi (standardi) te se usporeduju
vremena 1 spektri masa standarda i analita. Pri identifikaciji mogu se racunati i Kovatsevi
indeksi koji se odreduju relativno u odnosu na vremena zadrZzavanja homolognog niza n-
alkana.

Koli¢ina hlapljivih tvari u uzorcima hrane identificiranih tehnikom GC-MS moze se
odrediti kvantitativno ili semikvantitativno. Ukoliko se utvrduje aromatski profil ili se
promatraju razlike u koli€¢ini odredenih aroma u razli¢itim uzorcima, najceS¢e se provodi
semikvantitativna analiza. U tom slucaju rezultati se izrazavaju kao povrSina integriranog pika
(obi¢no relativno prema povrSini unutra$njeg standarda) ili kao udio povrSine jednog pika u
ukupnoj povrsini integriranih pikova svih identificiranih hlapljivih tvari.” Kao unutranji
standard odabire se referentni spoj svojstava slicnih analitu ili se primjenjuje tehnika

izotopnog razrjedenja (engl. stable isotope dilution analysis, SIDA) u kojoj se kao unutarnji
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standardi koriste stabilni oblici molekule analita obiljezenih izotopom (°C, *H, "N).
Medutim, to¢na i precizna kvantifikacija klju¢nih mirisnih komponenti zahtjevan je proces
zbog velikih razlika u njihovoj koncentraciji, hlapljivosti 1 kemijskoj stabilnosti §to hlapljive
frakcije ¢ini iznimno kompleksnima.* Jedna od metoda to¢ne kvantifikacije jest pomocu
vanjske kalibracije, odnosno kalibracijskih krivulja pripremljenih standardnih otopina. S
obzirom na kompleksnost matrice pri analizi hrane, kalibracija se Cesto radi u modelnim
matricama koje svojim sastavom oponaSaju sastav uzorka. Vanjska kalibracija se moze

izvoditi u TIC ili SIM nacinu, a takoder se moze primijeniti 1 IEC nacin rada.

3.2.4. Tehnike direktne spektrometrije masa’

Iako je GC-MS referentna za analizu hlapljivih tvari, za brzu detekciju hlapljivih organskih
spojeva u tragovima koriste se tehnike direktne spektrometrije masa (ili spektrometrija masa u
realnom vremenu). Razvijene su iz potrebe za brzim i jednostavnijim tehnikama koje su se
pokazale korisnim alatom za pracenje otpuStanja aroma tijekom skladiStenja, prerade hrane
kao 1 oslobadanje aroma tijekom konzumiranja hrane u realnom vremenu. Npr. profil arome
tijekom kuhanja ili dok potrosac¢i zvacu hranu znacajno se mijenja te su potrebne tehnike za
mjerenje sastava arome u takvim dinami¢nim uvjetima. Ove tehnike nisu invazivne i daju brzi
analiti¢ki odgovor bez potrebe za prethodnom pripremom uzorka. Uzorak se u plinovitom
stanju uvodi direktno u sustav i odmah analizira, bez prethodnog kromatografskog
odjeljivanja. Tehnike se temelje na blagoj kemijskoj ionizaciji (1-2 eV) zbog ¢ega ne dolazi
do jake fragmentacije, za razliku od jake ionizacije elektronima pri energiji od 70 eV.
Molekule analita ioniziraju se posredno, pomoc¢u molekula plina reagensa koje se prve
ioniziraju jer se nalaze u suviSku. NajceS¢e primjenjivane tehnike direktne spektrometrije

masa u analizi hlapljivih spojeva u hrani su:

a) Spektrometrija masa uz kemijsku ionizaciju pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric
pressure chemical ionisation mass spectrometry, APCI-MS)

b) Spektrometrija masa uz ionizaciju prijenosom protona (engl. Proton transfer reaction mass
spectrometry, PTR-MS)

¢) Spektrometrija masa uz ionizaciju izabranim protokom iona (engl. Selected ion flow tube

mass spectrometry, SIFT-MS)
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U APCI-MS tehnici, analit se uvodi u ionski izvor (elektroda) u kojem se proizvode elektroni
koji ioniziraju molekule u plinovitoj fazi pri atmosferskom tlaku. Za razliku od APCI-MS,
kod PTR-MS 1 SIFT-MS ne dolazi do direktne ionizacije molekula analita u ionskom izvoru,
nego su stvaranje iona prekursora reagensa i ionizacija analita pojedina¢no kontrolirani i
prostorno odvojeni procesi §to dovodi do stalnih 1 dobro definiranih uvjeta u reakcijskim
¢elijama (protocna cijev u SIFT-MS 1 proto¢na sudarna cijev u PTR-MS). Kao ionski izvor u
PTR-MS sluzi $uplja katoda, a molekule analita ioniziraju se reakcijom s H;O" ionima koja

ukljuduje prijenos protona. To se moze prikazati reakcijom'’:

H,0" +R—“>RH" +H,0 (1)

gdje R predstavlja molekulu analita, a £ je konstanta ravnoteze reakcije. Kod SIFT-MS
tehnike smjesa iona reagensa (H;0", NO" i O,") generira se mikrovalnim praZnjenjem. Ioni se
filtriraju kvadrupolnim analizatorom masa i injektiraju u struju inertnog plina nosioca gdje
reagiraju s molekulama analita. Usporedba tehnika direktne spektrometrije masa dana je u

tablici 5.

Tablica 5. Glavne znacajke tehnika direktne spektrometrije masa primjenjivanih u analizi

hlapljivih spojeva u hrani (preuzeto i prilagodeno prema Taylor i sur., 2021.%%)

APCI-MS PTR-MS SIFT-MS
Ionski izvor elektroda Suplja katoda mikrovalno praznjenje
Ton reagens (H,0),H" H;0" (NO", 0,")  H;0" (NO', 0,)
Naboj iona +/- + +/-
Plin dusik zrak dusik ili helij
Reakcijska ¢elija unutar elektrode proto¢na sudarna protoc¢na cijev

cijev

Analizator masa kvadrupol, trostruki kvadrupol, ToF kvadrupol

kvadrupol

Proucavanje kinetike ovih reakcija omogucilo je brzo odredivanje apsolutnih te vrlo niskih
koncentracija analita u realnom vremenu. Reakcija (1) moguca je samo ukoliko analit ima

veéi afinitet prema protonima od vode, zbog ¢ega ée H3;O' stupati u reakcije samo s

Katarina Sopko Stracenski Kemijski seminar 1



§ 3. Koraci u analizi hlapljivih spojeva 19

analiziranim hlapljivim organskim spojevima, ali ne i s drugim sastojcima zraka (O, N»...).
Zbog blage ionizacije gotovo uopée ne dolazi do fragmentacije pa analit u obliku
molekulskog iona ubrzan elektricnim poljem dolazi do analizatora masa (najcesce
kvadrupolni ili analizator vremena leta, engl. Time-of flight, TOF). Zbog niske koncentracije
analita u tragovima, moZe se pretpostaviti da se koncentracija H;O" iona ne mijenja te da

vrijedi sljede¢a jednadzba'’:
RH* |=[H,0" 1 —e ¥ )= 1,07 [R )kt (2)

Iz jednadzbe je vidljivo da se koncentracija analita [R] moZe izracunati na temelju izmjerenih
koncentracija reaktanta i produkta, vremena reakcije i poznate vrijednosti konstante

ravnoteze. Shema PTR-MS instrumenta prikazana je na slici 6.

; JL.

OO000N0000000000000

?‘D Iqﬁ]lp' + M — MH'+ ||:u| L | e— N
N2 R

' E|F OOOONI00000000D

T H0 L uzorak u

plinovitoj fazi l

izvor spektrometar masa

‘ ionski ‘ kvadrupolni ‘

Slika 6. Shema PTR-MS (preuzeto i prilagodeno prema Amann i sur.”")

Na ovaj nacin omogucena je brza i osjetljiva kvantifikacija (pptv reda veli¢ine) u realnom
vremenu. Odreduje se apsolutna koncentracija analita bez primjene kalibracijske krivulje. Za
razliku od GC-MS tehnike, nije potrebna priprema uzroka niti razdvajanje sastojaka uzoraka.
Medutim, PTR-MS je jednodimenzionalna tehnika i poznavanje samo nominalne mase cesto
nije dovoljno za nedvosmislenu identifikaciju spoja. Stoga, potpuna identifikacija dobivenih
pikova najc¢eS¢e nije cilj analize ovom tehnikom nego se usmjerava na odredivanje
karakteristi¢énog profila i brzu klasifikaciju uzoraka odredene vrste hrane $to je vrlo korisno
tijekom pracenja brzih procesa u prehrambenoj industriji, razlikovanja autentiénog od ne-

autenticnog proizvoda, pracenja geografskog podrijetla itd. Pri tome se PTR-MS tehnike Cesto
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kombiniraju sa senzorskim, a podatci se obraduju statistiCkim metodama, poput analize
glavnih komponenti (PCA) i diskriminantne analize metodom najmanjih kvadrata (PLS-DA).
Taiti i sur.*? su primjenom PTR-ToF-MS uz senzornu analizu 792 uzorka maslinovog ulja te
statistickom obradom dobivenog skupa podataka odredili karakteristi¢ne otiske i model za
razlikovanje lazno deklariranog ekstra djeviCanskog maslinovog ulja. Takoder, PTR-MS
postaje referentni alat za in vivo mjerenja otpuStanja mirisa tijekom konzumacije hrane,
odnosno analizu izdahnutog zraka (engl. nose-space measurement). Charles i suradnici®
navedenu su tehniku koristili kako bi pratili kinetiku otpustanja spojeva odgovornih za aromu
tijekom konzumacije kave i povezanost sa senzorskim odgovorom, dok su Mayr i suradnici®*
PTR-MS primijenili za pracenje hlapljivih spojeva u mesu tijekom skladiStenja kako bi

detektirali kvarenje mesa.

3.2.5. Plinska kromatografija-spektrometrija ionske pokretljivosti (GC-IMS)

Od ostalih tehnika za analizu hlapljivih spojeva, u posljednje vrijeme sve se viSe koristi 1
spregnuti sustav plinska kromatografija-spektrometrija ionske pokretljivosti (engl. Gas
chromatography-lon mobility spectrometry, GC-IMS). GC-IMS je mo¢na tehnika za
detekciju hlapljivih organskih spojeva, zahvaljujuci svojoj brzini, robustnosti 1 jednostavnosti
rukovanja. Takoder, ovom tehnikom mogu se razlikovati izomeri $to nije mogu¢e GC-MS
analizom u slu¢aju kada spojevi koeluiraju. Tijekom analize smjese hlapljivih spojeva, analiti
se prvo odjeljuju na koloni plinskog kromatografa, a zatim u spektrometru ionske
pokretljivosti unutar sudarnih ¢elija. Molekule analita se ioniziraju elektrorasprSenjem (engl.
Electrospray ionization, ES) ili matricom potpomognutom ionizacijom uz desorpciju
laserskim zracenjemom (engl. Matrix assisted laser desorption ionization, MALDI). Nastali
se ioni unutar sudarne ¢elije gibaju pod utjecajem elektricnog polja i sudaraju s molekulama
inertnog plina. Velicina koje daje prosjek svih geometrijskih orijentacija 1 tipova interakcija
ion-plin tijekom eksperimenta naziva se sudarnim presjekom (£2), a vrijeme koje ioni provedu
unutar sudarne Celije sudarnim vremenom (engl. drift time, DT).” Veéi sudarni presjek
oznacava 1 vefe sudarno vrijeme. Identifikacija se vrSi usporedbom eksperimentalno
odredenih indeksa zadrzavanja i sudarnih vremena sa standardima u bazama podataka.
Indeksi zadrzavanja odreduju se relativno u odnosu na vremena zadrZavanja homolognog niza
n-ketona. GC-IMS najceS¢e se primjenjuje u svrhu klasificiranja uzoraka buduci da se

odreduje karakteristi¢an profil nekog uzorka te to¢na identifikacija svakog pika nije potrebna.
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Povezivanjem ove tehnike sa spektrometrijom masa omogucena je kvantitativna analiza 1 Sire
podru&je primjene. U nedavnom istraZivanju, Li i suradnici® ispitivali su profil aroma u
koncentriranoj raj¢ici tehnikama GC-MS, GC x GC-TOF-MS i1 GC-IMS uz senzornu
karakterizaciju olfaktometrom. Hlapljivi spojevi su ekstrahirani tehnikama SAFE 1 headspace
(analiza para iznad uzorka). Ukupno su identificirana 274 hlapljiva spoja, od cega je 87 %
identificirano tehnikom GCxGC-O-TOF-MS, dok su neki od spojeva prvi put identificirani
tehnikama GCxGC-O-TOF-MS 1 HS-GC-IMS. Senzorskom analizom pomocu olfaktometra,
pokazalo se kako f-damaskenon, linalol, 3-etilbutanska kiselina i nonanal najintenzivniji

odoransi.

3.3. Senzorna karakterizacija

Veliki iskorak u analizi mirisa postignut je spregom plinske kromatografije i olfaktornih
tehnika ¢ime je omoguceno razlikovanje mirisno aktivnih od neaktivnih spojeva na temelju
njihove koli¢ine u analiziranoj matrici. Senzorna karakterizacija hlapljivih tvari razdijeljenih
na koloni plinskog kromatografa obavlja se primjenom instrumentalnih tehnika koje su
kombinacija analiticke 1 senzorske tehnike, $to znai da uz standardni detektor (najcesce
spektrometar masa) koriste detektor koji se temelji na ljudskim osjetilima (olfaktometrijska

jedinica ili elektronski nos).
3.3.1. Plinska kromatografija-olfaktometrijska jedinica (GC-O)

Sprega plinske kromatografije i1 olfaktometrijske jedinice (engl. gas chromatography-
olfactometry, GC-0O) razvijena je kako bi se u mnoStvu identificiranih hlapljivih tvari
prepoznali spojevi koji imaju znaCajan utjecaj na aromu u analiziranom uzorku. Ova
najselektivniji detektor, a detekcija mirisnih tvari vrSi se njuSenjem spojeva eluiranih s
kromatografske kolone u posebnom dijelu uredaja, tzv. mirisnom otvoru (slika 5.). Analizu
vrSe obuceni panelisti koji biljeZe vrijeme osjeta mirisa, kvalitativno ga opisuju 1 odreduju
njegov intenzitet. Prvi GC-O instrument izumili su 1964. Fuller i suradnici, a kasnije je
poboljSan mijeSanjem eluiranih spojeva s vlaznim zrakom ili inertnim plinom prije

detektiranja olfaktometrom.? Slika 7. prikazuje shemu vezanog sustava GC-O.
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Slika 7. Shema vezanog sustava plinski kromatograf-olfaktometrijska jedinica
27
)

(preuzeto i prilagodeno prema Bratolli i sur.
Ukoliko se uz olfaktometrijsku jedinicu koristi i maseni detektor, eluat s kromatografske
kolone dijeli se na dva dijela te se detektira paralelno s oba detektora. Medutim, vremena
zadrzavanja analita ne moraju se podudarati budu¢i da maseni detektor koristi vakuum, a
olfaktometrijski se spojevi identificiraju pri atmosferskom tlaku. Kako bi se to izbjeglo, moze
se instalirati tzv. restrikcijska kapilara malog promjera prije masenog spektrometra ¢ime se
povecava pad tlaka izmedu sucelja i1 djelitelja toka. Spojevi se identificiraju na temelju
spektara sadrzanih u bazama podataka te usporedbom spektara masa, indeksa zadrzavanja i
opisa spojeva referentnih standarda. Ovakav vezani sustav plinski kromatograf-spektrometar
masa-olfaktometrijska jedinica (GC-MS/O) opcenito je najceS¢e koriStena spregnuta
analiti¢ka tehnika za analizu aroma koja nalazi primjene u mnogim aspektima analize hrane
kao Sto su brzo mapiranje spojeva i klasificiranje spojeva odgovornih za aromu (klasterska
analiza), identifikacija kljuénih mirisnih spojeva, povezivanje odoransa s njihovim
senzorskim svojstvima, kao i odredivanje mehanizma nastajanja vaznih odoransa.®
Uz pojam mirisnog kapaciteta ili aktivnosti nekog odoransa vezu se tri veliCine: prag
mirisa, intenzitet kao funkcija koncentracije i kvalitativni opis. Prag mirisa (engl. odor
threshold, OD) odredenog hlapljivog spoja predstavlja njegovu najnizu koncentraciju koja se
moze detektirati osjetom mirisa, a odreduju ga trenirani panelisti. Doprinos pojedinog
odoransa aromi procjenjuje se metodama: analiza razrjedenja ekstrakta arome (engl. aroma
extraction dillution analysis, AEDA), kombinirana metoda temeljena na hedonistickom

dozivljaju (engl. combined hedonic aroma response method, CHARM), odredivanje
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specfi¢nog intenziteta mirisa (od gr¢. osme = miris, engl. odor specific magnitude estimation,
OSME) te frekvencija detekcije (GC-SNIF).** AEDA i CHARM se temelje na odredivanju
granice detekcije (tj. pragu mirisa), GC-SNIF na ucestalosti (frekvenciji) detekcije, a OSME
na percipiranom intenzitetu. Jedna od uobicajenih tehnika odredivanja granice detekcije jest
AEDA kojom se odreduje faktor razrjedenja arome (FD) definiran kao razrjedenje pri kojem
niti jedan od panelista ne detektira miris. Spojevi s ve¢im faktorom razrjedenja vise doprinose
aromi uzorka. CHARM takoder koristi analizu razrjedenja, uz dodatak da se detektira i
trajanje mirisa pa se kao rezultat dobiju pravokutni signali. U tehnici OSME, panelist
ocjenjuje intenzitet i vrijeme trajanja osjeta arome koriste¢i raunalnu skalu vrijeme-
intenzitet. Visina signala (pika) kod GC-SNIF metode odgovara broju panelista koji su
detektirali miris i ta veli¢ina se u literaturi oznacava s NIF (prema engl. nasal impact
frequency); dok je povrSina pika umnozak NIF 1 vremena trajanja osjeta mirisa. Slika 8.

prikazuje usporedbu signala za navedene aromagrame.
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Slika 8. Usporedba rezultata za 6 komponenti u istom ekstraktu koriste¢i Cetiri razlicite
metode tijekom analize vezanim sustavom plinska kromatografija-olfaktometrijska jedinica:
a) AEDA, b) CHARM, b) GC-SNIF i d) OSME

(preuzeto i prilagodeno prema Delahunty i sur.”)
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Nakon identifikacije i1 kvantifikacije spojeva koji definiraju aromu, mogu se izracunati

njihove vrijednosti aktivnosti mirisa (engl. odor activity value, OAV) prema formuli (3):*°

OAV = koncentracijaodoransauuzorku 3)

pragmirisa

Veli¢ina OAV uvedena je zbog Cinjenice da se pracenje kljucnih molekula GC-O tehnikom
temelji na njihovom pragu mirisa u zraku, a ne u matrici. Vrijednost OAV veca od 1 znaci da
taj spoj doprinosi mirisu. Iz formule je vidljivo da aroma odredene hrane nije definirana samo
koncentracijama klju¢nih odoransa, nego i o pragovima mirisa koji mogu varirati u rasponu
od nekoliko redova veli€¢ine. GC-O je vrlo koristan alat u analizi aroma, ali treba imati na umu
da se karakteristike jednog identificiranog spoja cesto teSko mogu povezati s ukupnom
aromom nekog kompleksnog sustava.

Niu i suradnici*® proucavali su profil hlapljivih esterskih spojeva u pet vrsta vina od
treSnje tehnikama GC-O (uz plameno-ionizacijski detektor) i GC-MS. Identificirana su 24
estera te je na temelju testova dodavanja 1 izostavljana pojedinih komponenti izabrano sedam
klju¢nih spojeva koji su koristeni za daljnju senzorsku analizu 1 statisticku obradu: etil acetat,
etil butanoat, etil izovalerat, heksil acetat, etil oktanoat, etil dekanoat i metil salicilat.
Odredeni su pragovi mirisa navedenih spojeva tehnikom AEDA razrjedivanjem spojeva u 9%
etanolu te su izraCunate i vrijednosti aktivnosti mirisa. Ustanovljeno je da svaki od sedam
kljucnih estera ima znacajan efekt na vocni, cvjetni 1 slatki intenzitet arome, osobito etil
dekanoat 1 metil salicilat koji su i1 u koncentracijama ispod praga mirisa doprinosili ukupnoj

aromi.

3.3.2. Elektronski nos (E-Nose)

Elektronski nos, poznat i kao umjetni nos, temelji se na imitaciji ljudskog osjetila mirisa.
Sastoji se od niza selektivnih elektrokemijskih senzora od kojih je svaki osjetljiv na odredenu
skupinu aroma (npr. aromatski spojevi, sulfidi itd.). One pobuduju signalni uzorak
karakteristiC¢an za odredenu aromu (otisak prsta ili fingerprint) koji se zatim pomocu sustava
za prepoznavanje uzoraka usporeduje s referentnima u bazi podataka. Na taj nacin moguce je

kategorizirati 1 prepoznati nepoznate arome. Unato¢ nedostatcima kao S§to su smanjena
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osjetljivost u prisutnosti vlage ili visoke koncentracije neke komponente, nemogucénost
dobivanja kvantitativnih podataka, ovo su instrumenti visoke osjetljivosti (ppt) koji pokazuju
visoku korelaciju sa ljudskim senzornim panelom. Cesto su kori§teni u prehrambenoj
industriji za procjenu ocuvanosti namirnice, detekciju nepozeljnith mirisa 1 potvrdu
autenti¢nosti. Usporedba mehanizma djelovanja ljudskog i elektronskog nosa prikazana je na

slici 9.
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Slika 9. Usporedba mehanizma djelovanja ljudskog i elektronskog nosa
(preuzeto 1 prilagodeno: https://www.ayfxl.com/?product_id=100250268 28, datum pristupa 2. travnja
2023.)

3.4. StatistiCke metode

Navedene instrumentalne tehnike omogucavaju prikupljanje velikog skupa podataka koje je
potom potrebno pravilno analizirati statistiCkim metodama. Multivarijanta analiza koristi se
kako bi se pronaSli obrasci 1 uspostavila korelacija izmedu uzoraka i razli€itih varijabli te
izmedu instrumentalnih i senzornih podataka. Najc¢eS¢e upotrebljavane su analiza glavnih
komponenti (engl. principal component analysis, PCA), diskriminantna analiza metodom
najmanjih kvadrata (engl. partial least squares, PLS-DA) te analiza klastera (engl.
generalized procrustes analysis, GPA).> PCA metoda koristi sirove podatke kako bi opisala
skup podataka. Pomocu ove metode mogu se uociti grupiranje uzoraka, veze izmedu varijabli
1 mjerenih uzoraka te detektirati odstupanja. PLS omogucava predvidanje jednog skupa

podataka na temelju drugog, zbog Cega se Cesto koristi za istrazivanje odnosa izmedu
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podataka dobivenih instrumentalnim i senzornim tehnikama. GPA izdvaja zajednicku
strukturu iz vise skupova podataka sastavljenih od neidenti¢nih varijabli. Ova metodologija se
koristi za karakterizaciju i razlikovanje proizvoda s razli¢itim svojstvima te je uobicajeni alat
za statisticku obradu podataka dobivenih tzv. profiliranjem slobodnim izborom (engl. free
choice profiling, FCP) kod kojeg se od potrosaca trazi da identificiraju te ocijene kvalitetu i

intenzitet odredenih svojstava uzorka (npr. aroma) bez prethoodnog treninga.

3.5. Volatolomika

Moze se provoditi ciljana 1 ne-ciljana analiza hlapljivih tvari u prehrambenim proizvodima.
Ciljana analiza pretpostavlja poznavanje klju¢nih odoransa koji doprinose aromi istraZzivanog
prehrambenog proizvoda, a koristi se kako bi se ispitali ciljani spojevi, npr. nepozeljni mirisi
u hrani. Neciljanom analizom utvrduje se hlapljivi metabolom, §to je jedan od koraka u tzv.
senzomici. Senzomika (ili molekularna senzorna znanost), kao grana metabolomike
predstavlja sistemati¢ni pristup €iji je cilj odredivanje kljucnih molekula u odredenom uzorku
hrane koji ¢e uzrokovati karakteristian dozivljaj odredene vrste hrane (miris i okus).”!
Hlapljivi metabolom prema tome predstavlja kompletan skup hlapljivih metabolita —
organskih molekula male molekulske mase prisutnih u odredenoj vrsti hrane, koje mogu
reagirati s mirisnim receptorima. Analizom takvih hlapljivih organskih spojeva bavi se
volatolomika (engl. volatilomics). Ovakav pristup razvijen je kako bi se dobio uvid u male
molekule koje u kombinaciji doprinose jedinstvenim senzornim karakteristikama 1 ukupnoj
aromi hrane. Flavoromika je nova disciplina usmjerena na povezivanje kemijskog sastava
hrane s okusom primjenom tehnika omike, a ukljucuje primjenu senzomike i kemometric¢kih
metoda. Sastoji se od nekoliko koraka: 7) ekstrakcija hlapljivih spojeva, ii) instrumentalna 1
senzorna analizu (GC-O uz AEDA) i izolacija spojeva koji doprinose mirisu, iii) nedvojbena
identifikacija klju¢nih odoransa pomocu tehnika spektrometrije masa, iv) kvantificiranje
odoransa (SIDA tehnika, unutarnji i vanjski standardi) te odredivanje vrijednosti aktivnosti
mirisa (OAV), v) validacija analitickih 1 senzornih podataka rekonstruiranjem aroma na
temelju izraCunatih koncentracija odoransa u uzorku hrane 1 testovima izostavljanja pojedinih
komponenti (engl. omission experiments) te usporedba s autenticnom aromom, vi) testovi koji
ukljucuju odredivanje individualnih razlika u osjetilnoj percepciji, vii) identificiranje parova
odorans — kemosenzor te na kraju viii) istrazivanje razli€itih parametara koji utje€u na aromu

tijekom procesa proizvodnje i1 skladiStenja s ciljem poboljSanja proizvoda. Ovaj pristup
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oznacava senzomicCki potpomognuto prehrambeno inZenjerstvo (engl. sensomics-assisted food
engineering). Na ovaj nacin ustanovljeno je kako je potrebna potpuna analiticka pokrivenost i
to¢na kvantifikacija cjelokupnog volatoloma kako bi se u potpunosti kreirao kompleksni
dozivljaj odredene hrane. Izostavljanje samo jednog klju¢nog mirisa ili neto¢na koncentracija
jedne ili viSe hlapljivih tvari u mjeSavinama mirisa izaziva znacajna odstupanja u percepciji
arome.

Fricke i suradnici®' koristili su senzomicki pristup u odredivanju spojeva klju¢nih za
kremastu aromu mlije¢ne Cokolade. Hlapljivi spojevi su ekstrahirani SAFE tehnikom te se
destilat analizirao GC-O tehnikom uz plamenoionizacijski detektor. Analizom razrjedenja
ekstrakta arome odredeni su faktori razrjedenja ukupno 48 odoransa. Najveéi faktor
razrjedenja (FD) pokazali su feniloctena kiselina (aroma meda) i vanilin. Za analizu spojeva
koriStene su cetiri tehnike spektrometrije masa: HS-GC/MS (staticka headspace tehnika) za
analizu metantiola kao izrazito hlapljivog spoja te GC-MS, dvodimenzionalna GC-MS/O i
GCxGC-ToF/MS za analizu ostalih spojeva. Upotrebom tehnike izotopnog razrjedenja
(SIDA) kvantificirano je ukupno 40 odoransa te su im izraCunate vrijednosti aktivnosti mirisa
pri ¢emu su najvece vrijednosti imali dimetil trisulfid (miris kupusa) i butanska kiselina
(OAV>170). Napravljena je kopija arome pomocu referentnih standarda odgovarajuc¢ih
koncentracija koja je pokazala dobro slaganje s pravom aromom mlije¢ne cokolade.
Zakljuceno je kako mlije€noj aromi doprinose najvise metantiol i laktoni koji su, u usporedbi
s tamnom ¢okoladom, imali mnogo manje vrijednosti aktivnosti mirisa. Princip primijenjenog

senzomickog pristupa prikazan je na slici 10.
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Slika 10. Princip senzomickog pristupa u analizi mlijec¢ne ¢okolade

(preuzeto i prilagodeno prema Fricke i sur.”)

Katarina Sopko Stracenski Kemijski seminar 1



28

§ 4. ZAKLJUCAK

Specificna aroma svakog prehrambenog proizvoda rezultat je karakteristicne kombinacije
hlapljivih organskih spojeva ¢iji je doprinos ukupnoj aromi odreden njihovom koncentracijom
1 pragom mirisa. Odredivanje aromatskog profila, identifikacija klju¢nih molekula koje
doprinose ukupnoj aromi, kao i pracenje nepozeljnih mirisa glavni su ciljevi mnogih
istrazivanja vezanih uz analizu hrane. To¢na i precizna kvantifikacija klju¢nih odoransa
predstavlja veliki izazov zbog velikih razlika u njihovoj koncentraciji, hlapljivosti i kemijskoj
stabilnosti. Ovaj proces obuhvacéa nekoliko koraka, pri ¢emu je odabir tehnike ekstrakcije
kljucan dio. Najcesce primjenjivane tehnike su mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi te isparavanje
mirisa potpomognuto otapalom. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa
standardna je tehnika kojom se mogu identificirati i1 kvantificirati hlapljivi organski spojevi.
Tehnike direktne spektrometrije masa, poput PTR-MS koriste se u svrhu odredivanje
karakteristiénog profila 1 brzu klasifikaciju uzoraka hrane. KorisStenje naprednih tehnika,
poput dvodimenzionalne plinske kromatografije i1 spregnutih sustava kao S§to je sve
popularnija plinska kromatografija-spektrometrija ionske pokretljivosti, omogucili su dodatan
napredak u analizi hlapljivih spojeva u smislu boljeg razdvajanja analita, postizanja vece
osjetljivosti 1 to¢nijeg odredivanje aromatskog profila kompleksnih matrica hrane. Senzorna
analiza 1 razlikovanje mirisno-aktivnih molekula od onih koje ne doprinose mirisu vrsi se
najcesce primjenom vezanog sustava plinska kromatografija-olfaktometrijska jedinica. Vazan
¢imbenik u interpretaciji velikog skupa podataka i klasificiranju uzoraka hrane jest primjena
odgovarajuc¢ih kemometrickih metoda. Uz postojece propisane standardne postupke analize
hlapljivih spojeva, ofekuje se daljnji razvoj postojecih tehnika ekstrakcije 1 instrumentalnih
analiza u smislu poboljSanja 1 minijaturizacije uredaja, skra¢ivanja vremena analize,

automatizacije i postizanja vece osjetljivosti 1 selektivnosti.
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