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Aroma hrane

>
>

odoransi - kemijski spojevi koji potiCu osjet mirisa

lakohlapljivi organski spojevi (engl. volatile organic compounds, VOCs), Mr < 300; mirisna svojstva
uzrokovana strukturom i fizikalnim osobinama (nadin vezanja na proteinske mirisne receptore u

nosu)

» mirisan spoj: prisutan od koncentraciji ve¢oj od njegova praga mirisa

» mirisni spojevi u hrani: ¢esto nizak prag mirisa (ng L1 ili ng kg), kompleksna matrica - zahtjevna

ekstrakcija, identifikacija i kvantifikacija

nepozeljni mirisi (engl. off odours) - rezultat nepravilnog proizvodnog procesa, prirodne degradacije

produkata ili nepravilnog skladistenja



Aroma hrane 3

» 12 000 identificiranih hlapljivih spojeva u hrani, 5% ima znacajnu ulogu u formiranju arome -

yopceniti” (Tablica 2.) i ,,individualni” odoransi

a) b)

Slika 1. Strukture alicina,
l odoransa karakteristicnog za
ﬁ - ceSnjak (a) i ,vinskog laktona” (b)
S

> ,mirisni kod/uzorak”: 3 - 40 spojeva (npr. konjak - 36 klju¢nih molekula, maslac — 3)
» doprinos pojedinog spoja aromi: koncentracija, prag mirisa, interakcije s matricom i drugim hlapljivim

komponentama



Tablica 2. ,,0Opceniti” odoransi u hrani (A. Dunkel i sur., Angew. Chem. Int. Ed. 53 (2014) 7124-7143.) 4
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etanska kiselina

10 etanal

etil 2- metil-butanoat,
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15 2- i 3-metilbutanska kiselina

16 butanska kiselina

poput rajcice
poput slada

poput maslaca
masno, przeno
slatko, karamela, jagoda

poput trave, zeleno

curry, javorov sirup,
karamela

plijesan
ocat

svjez, vocni
vocéni

karton, neugodan mastan
miris, trava

vanilija
peceno, kokice
sirast, miris znoja

znojno

rajcica, tropsko voée, meso, sir

eteri€¢na ulja narance, limuna;
preradena hrana (pivo, sir, cokolada)

maslac, alkoholna pica, prirodna ulja
maslac, riba, Cips , peceni kikiriki, heljda
jagoda, ananas, rajcica

razli¢ito voce i povrce

piskavica, ljekoviti ljupéac

gljive, mati¢njak, off odour u vinu
ocat

kava, kruh, zrelo voce

razlicito voce

masti i ulja, Sparoge, kupina
sladoled, ¢okolada, karamela, kava
karakteristican miris kore bijelog kruha

voce (jabuka, marelice)

maslac, sirovo mlijeko, Zivotinjske masti
i biljna ulja




Koraci u analizi hlapljivih spojeva 5

1. EKSTRAKCIA

2. RAZDVAJANIJE
| IDENTIFIKACUA

V!

4. SENZORNA
ANALIZA

[ 3. KVANTIFIKACIA

AN

ZATVA

i

ekstrakcija na c¢vrstoj fazi (SPE), tekudinsko-tekucinska (LLE),
mikroekstrakcija teku¢om fazom (LPME)

simultana destilacija-ekstrakcija (SDE), isparavanje mirisa
potpomognuto otapalom (SAFE)

tehnike temeljene na sorpciji analita (dinamicka ekstrakcija para iznad
uzoraka (DHS), mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPME))

vezani sustavi (GC-MS, 2D GC-MS), direktna spektrometrija masa
(PTR-MS, APCI-MS, SIFT-MS), GC-IMS

identifikacija: vremena zadrZavanja (R,), referentni standardi, MS spektri
(NIST baza), Kovatsevi indeksi

kvanti- i semikvantitativna analiza (TIC, SIM, EIC)

vanjska i unutarnja kalibracija (unutarnji standard, SIDA tehnika)
modelne matrice

olfaktometrija
E-nos
kemometrika i statisticke metode (PCA, PLS-DA, GPA)



Tehnike ekstrakcije hlapljivih spojeva temeljene na sorpciji analita 6

» ekoloski prihvatljivije, bez upotrebe organskog otapala, manja koli¢ina uzorka

» analiza u otopini (in liguid tehnika) ili pare iznad uzorka (headspace tehnika)
» staticke i dinamicke

Tablica 3. Sorbensi koristeni u tehnikama ekstrakcije temeljenih ot
na sorpciji analita koje se najcesce primjenjuju u analizi hrane 5
Tehnika Sorbens T e
u uzorku pare iznad uzorka I
Dinamicka analiza para iznad | 1 10 1 |
uzorka DHS Tenax TA u !
Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi sa divinilbenzen/karboksen/ LJ
sorbensom nanesenim na vlakno SPME polidimetilsiloksan
(50/30 um DVB/CAR/PDMS)
Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi sa idimetilsilok SBSE T CPME Siic
sorbensom nanesenim na magnet >BSE polidimetilsiloksan (PDMS)
Slika 2. Shematski prikaz tehnika ekstrakcije
headspace Mikroekstrakcija na t S -
dimetilc emeljenih na sorpciji analita
Evrstoj fazi sa sorbensom HSSE polidimetilsiloksan (PDMS) J PCl)
nanesenim na magnet (S. Louw, Anal Sci Adv. 2 (2021) 157-170.)




Mikroekstrakcija na cvrstoj fazi sa sorbensom nanesenim na viakno (SPME) 7

ADSORPCIJA DESORPCIJA

> J. Pawliszyn 1990.; sorpcija analita na sorbens nanesen na .
Y Pel u GC injektoru

SiO, vlakno - desorpcija u injektoru GC I]
» prednosti: jednostavna priprema uzorka, ,zelena” tehnika, " H I] I]
kraca analiza, automatizirana, Sirok raspon analita, | } )
] ®

objedinjuje uzorkovanje, ekstrakciju i transport analita do 'm'

instrumenta |
» nedostaci: profil hlapljivih spojeva ovisi o uvjetima il |
ekstrakcije, afinitetu analita prema sorbensu i selektivnosti

. . .. .. headspace direktno uranjanje
samog vlakna; nizak kapacitet sorpcije, degradacija vlakna, P Jan)

kratak iod trebe (50-100 tarnji standard
ratak period upotrebe ( X) = unutarnji standar Slika 3. Shema SPME tehnike.

(M. Starowicz, Separations 8 (2021) 158.)



Mikroekstrakcija na cvrstoj fazi sa sorbensom nanesenim na viakno (SPME) 3

Napredna SPME rjeSenja:

» SPME Arrow (2015.) - deblji sloj sorbensa - veca
osjetljivost

» HS-SPME potpomognut vakuumom (Vac-HS-SPME) -

ucinkovitija ekstrakcija djelomicno hlapljivih spojeva

(A)

modificirana
viala

O-PISEEN ... s— septa -

O-prsten =

viala ____

Slika 4. Primjeri izvedbi HS-SPME tehnike potpomognute vakuumom
(C. Diez-Simon i sur., J. Chromatogr. A 1624 (2020) 46119.)
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Slika 5. Spektri masa hlapljivih spojeva ekstrahiranih iz
ekstra djevicanskog maslinovog ulja tehnikama
Vac-HS-SPME i HS-SPME

(S. Mascrez i sur., Anal. Chim. Acta 1103 (2020), 106-114.)



Mikroekstrakcija na cvrstoj fazi sa sorbensom nanesenim na magnet (SBSE) 9

» Baltussen i sur. 1999. g. = veca koli¢ina sorbensa, povecéanje ucinkovitost ekstrakcije na ¢vrstoj fazi, vrlo niska
granica detekcije (ng L)

» sorbens nanesen na magnetski mjesa¢ u uzorku (SBSE) ili iznad njega (headspace SBSE ili HSSE); analiza hlapljivih i
djelomicno hlapljivih spojeva nepolarnog do srednje polarnog karaktera na razini ultratragova

Tablica 4. Usporedba SPME i SBSE tehnike

Vrsta matrice tekuéina, plin, krutina tekudina
magnet s

nanesenim
sorbensom

Debljina sorbensa 150 um (DVB/CAR/PDMS) 0,1 -5 mm (PDMS)

Volumen uzorka /mL R0 1-100 uzorak
Vrijeme analize /min BNV 10 - 240
Iskoristenje i " dob
. nisko obro ) ]
osjetljivost , Slika 6. Shema SBSE tehnike
Prednosti jednostavnost, ,zelena veci kapacitet sorpcije, volumen uzorka i
tehnika, automatiziranost mijesanje utjeCu na ucinkovitost
ekstrakcije , niska granica detekcije L MR doi b
. oy : : . . . M. Rosendo i sur., Processes
Nedostatci nepotpuna ekstrakcija, nizi kapacitet dulja ekstrakcija, dodatna desorpcijska 11 (2023), 243
sorpcije, degradacija vlakna jedinica, ponekad dodatna ekstrakcija,

manji izbor dostupnih sorbensa



Profiliranje nepozeljnih aroma u vinu tehnikama SBSE i GC-MS 10
(Franc i sur., J. Chromatogr. A 1216 (2009) 3318-3327.)

optimizacija metode (veli¢ina magneta, V uzorka, vrijeme i brzina ekstrakcije, pH i razrjedenje uzorka)

SBSE: 10 ml vina, pH 10 + 20 ulL standarda (deuterirani analit) - 10 mm magnet, 1Imm PDMS, 1h/900 rpm/RT

GC-MS: 30 m x 0.25 mm x 0.25 mm HP-5MS, SIM nacin snimanja

Nepozeljan miris Prag mirisa

2-isobutil-3-metoksipirazin (IBMP) 15 ng L?

4-etilfenol (EP) 430 ug Lt
4-etilgvajakol (EG) 33 ug Lt
geosmin (Geo) 50 ng Lt
2,4,6-trikloroanizol (TCA) 3nglLt
2,3,4,6-tetrakloroanizol (TeCA) 35 ng Lt
2,4,6-tribromoanizol (TBA) 3nglLt

2,3,4,5,6-pentakloroanizol (PCA) 100 ng L

Tablica 5. Nepozeljni mirisi u vinu

PCA
IBMP-d, TCA-ds Geosmin 29.0 ng/L

TeCA
- TCA 46.4 ng/L 10.3 nglL
Abundance 23 ngll EG-d; Abundance 5.4 nglL
Abundance - ndance TBA

550( Abui
2400000 { 8500 \/ \ 120 T
5000 EG e ng
0
0 56 pgil :
18000001 ° S o \
2450 24 2490
b\
EP 7 4 \
1200000 1 126 pg/L 0 4500 4600 4700 480
600000 1 “
B — roy o { S D Wy /S —————————
Time & 24.00 25.00 26.00 2700 3100 3300 3500 37.00  39.00 4400 4500 4600 47.00 4800 min

Slika 7. Kromatogram uzorka vina Bordeaux 2005 s dodanim
ciljnim spojevima




11

- dobra korelacija analitickih i organoleptickih rezultata: devijacije u aromi povezane
s odredenim nepozeljnim mirisima u koncentracijama iznad praga mirisa

relativni prag mirisa

w
i

nNo
i

—_—

aroma: vocno, zacinjeno, drvenasto

] =

1 ! 1

IBMP EP + EG Geosmin TCA

relativni prag mirisa

aroma: pluto

[ —

1 1 I 1

IBMP EP + EG Geosmin TCA

Slika 8. Usporedba koncentracija nepozeljnih aroma u dvije

razliCite boce vina Bordeaux 1999 i pripadajuci opis arome



Simultana destilacija-ekstrakcija (SDE) 12

» Likens-Nickerson aparatura (1964.): uobiajena metoda odvajanja

hlapljivih  spojeva iz vodenih matrica prije analize plinskim
kromatografom; temeljena na kombinaciji hidrodestilacije i kontinuirane
ekstrakcije organskim otapalom

» ekstrahira gotovo sve arome; nije prikladna za spojeve niske hlapljivosti ni

visoko hlapljive; nedostatci: stvaranje nepozeljnih produkata

Slika 9. Likens-Nickerson aparatura



Isparavanje mirisa potpomognuto otapalom (SAFE) 13

» Engel i sur. 1999. - destilacija hlapljivih komponenti pri nizim
temperaturama (40°- 50° ) i visokom vakuumu (102 — 103 Pa)
— razdvajanje hlapljivih i nehlapljivih komponenti bez
stvaranja nepozeljnih produkata

» dugotrajnija analiza, potrebna veda koli¢ina uzorka

» potvrda specificnih molekula odgovornih za aromu

» SPME i SAFE - komplementarne tehnike, paralelna primjena
kako bi se detektirao kompletan raspon hlapljivih spojeva u

uzorku hrane

spojeno na
vakuum pumpu

ekstrakt o
tekuci dusik
ventil sigurnosna
hladna zamka
vodena |
kupelj (40°) N
hlapljivi
nehlapljivi —— spojevi
spojevi
tekuci dusik

Slika 10. Shema SAFE tehnike

Schlumpberger i sur., Eur. Food Res. Technol. 248
(2022.) 2591-2602




Tehnike razdvajanja i identifikacije: 1. GC-MS, GCxGC-ToF 14

Kemijska karakterizacija nepozeljnih mirisa u kakau
Perotti i sur., Food. Chem. 309 (2020) 125561.

- SPME: 1g praha, vlakno DVB/ CAR/PDMS 50/30, 40 min/80°/350 rpm
- 1. kolona: 100% PEG, 2. kolona: 86% PDMS, 7% fenil, 7% cianopropil

- kakao nepozeljnog okusa (,,smoky”): 56 hlapljivih spojeva u 7-125x
vecéoj koncentraciji nego u uzorcima bez nepozeljnog okusa, 10-ak
doprinosi dimljenom okusu (naftalen, fenoli, esteri i alkoholi)

Slika 11. GCxGC-ToF MS profil hlapljivih spojeva iz uzoraka kakaa bez nepozeljnih mirisa (A) i s
nepozeljnim mirisima (B) te uveéano podrucje identificiranih aromatskih i fenolnih spojeva (C)



Tehnike razdvajanja i identifikacije: 2. tehnike direktne spektrometrije masa 15

Spektrometrija masa uz kemijsku ionizaciju pri atmosferskom tlaku (APCI-MS)

Spektrometrija masa uz ionizaciju prijenosom protona (PTR-MS)

Spektrometrija masa uz ionizaciju izabranim protokom iona (SIFT-MS)

neinvazivne, brza detekcija hlapljivih spojeva u realnom vremenu, bez prethodne pripreme uzorka i
kromatografskog odjeljivanja sastojaka, uzorak se u plinovitom stanju uvodi direktno u sustav i odmah
analizira

blaga kemijska ionizacija (1-2 eV) posredno putem plina reagensa - ne dolazi do jake fragmentacije
odredivanje apsolutnih, niskih koncentracija (ppt) bez primjene kalibracijskih krivulja

odredivanje karakteristicnog profila hlapljivih spojeva (fingerprint) i brza klasifikacija uzoraka hrane (praéenje
brzih procesa u prehrambenoj industriji, tijekom skladistenja, razlikovanje autenticnog od ne-autenti¢nog
proizvoda, pracenje geografskog podrijetla, oslobadanje aroma tijekom konzumiranja hrane u realnom
vremenu)
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Tablica 7. Glavne znacajke tehnika direktne spektrometrije
masa primjenjivanih u analizi hlapljivih spojeva u hrani

_ APCI-MS PTR-MS SIFT-MS

elektroda Suplja katoda mikrovalno 1

DDDDDDDDDUDDDDDDDDDDDJ
praznjenje M':' ”JLQ |17 AL | — |

HO' HO + M —= MH+ 10
(H,0),H* H;0* (NO*, O,") H;0* (NO*, O,) o — QS  e— | -
ﬂ’:' NO0NO0000000000000000 —
Naboj iona +/- + +/- ==
~ k—:"_
Nuaasity
dusik zrak dusik ili helij H0 uzorak l :i-‘:_f
Reakcijska unutar protocna protocna cijev
EE elektrode sudarna cijev ionski -
izvor sudarna ¢eliia kvadrupolni analizator masa

Analizator kvadrupol, kvadrupol, ToF kvadrupol . . . .

masa trostruki

Slika 12. Shema PTR-MS instrumenta
kvadrupol Amann i sur., Meas. Sci. Rev. 10 (2010) 180-188.




Brza procjena roka trajanja mesa peradi pomocu PTR-MS tehnike T
Wojnowski i sur., Food Anal. Methods 11 (2018) 2085-2092.

- 4g uzorka skladisteno na 4° - analiza tijekom 5 dana 3
- PTR-MS rezultati usporedeni s mikrobioloskim 10
mjerenjima — odredeni spojevi izabrani kao indikatori za 2
. pe . . v 102
klasifikaciju svjezine mesa Q
~N
O 10 H
10° | I 1 | i i
SYI88R888288888¢888
b m/z

’ ! LI‘I I“JU! h“lhll AR

R 3 Scaaaasesa'w

=
- = = = = = = = = o=

Slika 14. Spektri masa pileCeg mesa
a) prvog i b) petog dana skladistenja

o o
< w

Slika 13. PTR-MS instrument



Senzorna karakterizacija 18

- kombinacija analiticke i senzorske tehnike — uz standardni detektor (MS) koristi se detektor temeljen na
ljudskim osjetilima (olfaktometrijska jedinica ili elektri¢ni nos)

Plinska kromatogrdfija-olfaktometrijska jedinica (GC-O)

* 1964. Fuller i sur.; kasnije poboljSan mijeSanjem eluiranih spojeva
s vlaznim zrakom prije detektiranja olfaktometrom

» detekcija mirisnih tvari: njusenje spojeva eluiranih s kromatografske kolone

INJEKTOR DETEKTOR

L .
\

COLUMN
\ ONTROLA | SENERRANJE Slika 15. Shema vezane tehnike plinski

DJELITEL) TEMPERATURE | S kromatograf-olfaktometrijska jedinica
PROTOKA TLAKA

PLINSKI KROMATOGRAF VLAZNI ZRAK




MIRIS

prag mirisa = najniza koncentracija koja se moze detektirati osjetom mirisa (trenirani panelisti)

intenzitet kao funkcija koncentracije

> kvalitativni opis mirisa

500w . (a)

Analiza razrjedenja ekstrakta arome (AEDA): N
faktor razrjedenja arome FD 7 6
Kombinirana metoda temeljena na mz L 5
hedonistickom dozivljaju (CHARM): D ‘ | I
analiza razrjedenja + trajanje mirisa 50:_00 o mz o (t:)m
Odredivanje specfi¢nog intenziteta mirisa (OSME): 2 ] AR
intenzitet i vrijeme trajanja osjeta arome ::

P2 6
Frekvencija detekcije (GC-SNIF): w:_ J[ [L ool

visina signala (NIF) = broj panelista koji su

detektirali miris

povrsina signala = NIF x vrijeme trajanja mirisa

Retention Index

% NIF

INTENZITET

(=S R - -
PR SR R N —

100

80

60

40 4

20

I ) Y [N [ S i—

GC-SNIF

4

5

i

19

()

16
14 4
12 4
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-

T Y T
1200 1400

OSME

T ' 1
1600 1800

(d)

(=]

800

T ' 1
1200 1400
Retention Index

T T 1
1600 1800

Slika 16. Aromagrami dobiveni s 4 razliCite metode

Delahunty i sur., J. Sep. Sci 29 (2006) 2107-2125.



PLINSKA KROMATOGRAFIJA 20
|

I I
OLFAKTOMETRIJA

Odabir metode: AEDA, CHARM, OSME, GC-SNIF Identifikacija hlapljivih spojeva
/ \ Injektiranje
. . %
Kvalitativan opis: voc¢no, Kvantitativan opis o
cvjetno... standard uzorak otopina n-alkana
/ 100 43 4e
6
Intenzitet: Trajanje: CHARM, 50 raCunanje Rl — usporedba baze
OSME GC-SNIF L podataka, literatura

!

|

« octena kiselina

Vrijednosti aktivnosti mirisa
(engl. odor activity value):

-~ vocéno
~ otapalo

w Ocat
o cvjetno
a~ 1-nonanol

med

- etil butanoat
~ 3-metil-1-butanol

Slika 17. Koraci u
identifikaciji

F=y
o etil 2-fenilacetat

c (odoransa u uzorku)

OAV =

prag mirisa

odoransa
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Zakljucak

aroma: rezultat karakteristicne kombinacije odoransa, doprinos svakog odreden koncentracijom i
pragom mirisa

toCna i precizna kvantifikacija kljucnih odoransa zahtjevnha zbog velikih razlika u koncentraciji,
hlapljivosti i kemijskoj stabilnosti

GC-MS/0 - standardna tehnika analize hlapljivih spojeva u hrani

koristenje naprednih tehnika (GCxGC-ToF MS , GC-IMS) = bolje razdvajanje analita, veéa osjetljivost,

toCnije odredivanje aromatskog profila hrane

oCekuje se daljnji razvoj postojeéih tehnika ekstrakcije i instrumentalnih analiza (poboljSanje i
minijaturizacija/automatizacija uredaja, skradivanja vremena analize, postizanja vece osjetljivosti i

selektivnosti)
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