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1. UVOD

Kruh je namirnica ¢ija je zastupljenost u prehrani ljudi znacajna. lako se kruh proizveden
od pseni¢nog brasna konzumira diljem svijeta, postoje pojedinci oboljeli od celijakije koji su
osjetljivi na gluten u psenici i srodnim zitaricama. Celijakija je postala bolest danasnjice na
koju nije imuna niti jedna dobna skupina, a trenutno jedini nacin lijeCenja predstavlja potpuno
uklanjanje proizvoda koji sadrze gluten iz prehrane. S obzirom na sve veci broj ljudi s

dijagnozom celijakije, sve vise raste i potraznja za bezglutenskim proizvodima.

Miris je jedna od najvaznijih karakteristika nekog prehrambenog proizvoda koja utjece na
njegovu pozeljnost konzumacije od strane potrosaca. Lose senzorske karakteristike
bezglutenskih proizvoda prisutnih na trzistu navode istrazivace i proizvodace na djelovanje u
smjeru njihovog poboljsanja. Kako bi poboljsali aromatski profil bezglutenskog kruha,
potrebno je istraziti hlapljive spojeve koji na njega utjecu. Za odredivanje hlapljivih spojeva u
kruhu najce$ce se primjenjuje ,.headspace* mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi u kombinaciji s
plinskom kromatografijom i masenom spektrometrijom zbog jednostavnosti pripreme, malih

troSkova 1 velike osjetljivosti.

Cilj ovog istrazivanja bilo je provesti optimizaciju i validaciju metode za odredivanje
spojeva iz skupine alkohola, pirazina i furana u uzorcima bezglutenskog kruha pomocu
prethodno navedene metode ,,headspace mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi uz primjenu plinske
kromatografije-masene spektrometrije. Dobivenim rezultatima potvrdit ¢e se jesu i
zadovoljeni klju¢ni parametri validacije te je li metoda prihvatljiva za njenu namijenjenu

svrhu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BEZGLUTENSKI KRUH

Kruh i proizvodi od zitarica smatraju se najkonzumiranijom hranom u svijetu.
Konzumiraju se u razli¢itim oblicima, ovisno o kulturalnim navikama (Cayot, 2007). lako se
koriste brasna raznih vrsta Zitarica, pSeni¢no brasno Se najce$¢e primjenjuje u proizvodnji
kruha. PSenica sadrzi proteine glutenin i glijadin koji se za vrijeme mijeSanja i razvijanja

tijesta razvijaju u gluten (Gan i sur., 1990).

Celijakija je imunoloski posredovana enteropatija potaknuta konzumacijom glutena u
genetski osjetljivih pojedinaca, a javlja se kod oko 1 % svjetske populacije (Catassi i Fasano,
2008). Dozivotno isklju€enje glutena iz prehrane je jedini poznati nacin za lijecenje celijakije,
¢ime su oboljeli primorani koristiti samo bezglutenske proizvode. Bezglutenski proizvodi ili
ne sadrze psenicu, pir, raz, jeCam, zob, ili su izradeni od sastojaka tih zitarica koje su posebno
obradene tako da je uklonjen gluten (Moroni i sur., 2009). Kako se poveéavaju zdravstveni
zahtjevi potroSaca, tako se povecava i interes za proizvodnju proizvoda za posebne

prehrambene potrebe. Jedan od takvih primjera je i bezglutenski kruh (Poinot i sur., 2009).

S tehnoloSkog glediSta, zamjena glutenskog braSna bezglutenskim nije trivijalan
zadatak. Gluten posjeduje jedinstvena visokoelastiCna svojstva koja su presudna za
zadrzavanje vode u tijestu i plina tijekom fermentacije (Arendt i Dal Bello, 2011). Vec¢inu
danas komercijalno dostupnih bezglutenskih kruhova odlikuje niska kvaliteta, mrvljivost i
losa svojstva kore, kao i lo§ okus i tekstura u ustima (Gallagher i sur., 2003). Kako bi
bezglutenski kruh bio bolje prihvacen od strane potroSaca, postoji potreba za razvojem
inovativnih receptura za izradu takvog kruha s dobrim senzorskim svojstvima (Poinot i sur.,
2009). Budu¢i da se uglavnom temelje na Skrobu, bezglutenski kruhovi imaju vrlo niske
sadrzaje raznih hranjivih tvari 1 vrlo brzo stare (Ahlborn i sur., 2005). U vecini slucajeva
sadrZe niZe razine nekih vitamina B skupine, Zeljeza i prehrambenih vlakana u odnosu na
sli¢ne proizvode koji sadrze gluten (Thompson, 2000; Yazynina i sur., 2008). Jedan od nacina
poboljsanja visokoelasti¢nih svojstava je dodatak hidrokoloida zbog njihova potencijala za
formiranje trodimenzionalne mreZe polimera u vodenim otopinama (Lazaridou 1 sur., 2007,
BeMiller, 2008). Nakon mnogih istrazivanja razli¢itih hidrokoloida kao §to su hidroksipropil-
metil-celuloza, metil-celuloza, roga¢, guar guma, ksantan i pektin, celuloza se ¢ini
najucinkovitija s obzirom na utjecaj na volumen kruha i kona¢nu tvrdo¢u kruha (Gujral i sur.,

2003; Lazaridou i sur., 2007; Schober i sur., 2008).
2



Dodatkom proteina, npr. mlijeka u prahu ili jaja, moze se povecati prehrambena
vrijednost kruha — povecéava se sadrzaj kalcija, udio proteina te poboljSava okus i tekstura
(Kenny i sur., 2001). Iako dodavanje aditiva (proteina i enzima) daje uspjeSne rezultate,
visoka cijena predstavlja njihov nedostatak, a i neki od sastojaka (npr. proteini) mogu izazvati
alergije. Nadalje, dodatak aditiva nije u skladu sa zahtjevima potrosa¢a za prirodnim
proizvodima. To je pokrenulo razvoj alternativnih tehnologija u proizvodnji kvalitetnih
bezglutenskih proizvoda. Jedna od njih je dodatak kiselog tijesta bezglutenskom kruhu
(Moroni 1 sur., 2009). U optimiziranim omjerima, kiselo tijesto moze poboljSati volumen,
teksturu, nutritivnu vrijednost i produljiti trajnost kruha te zastititi kruh od plijesni i bakterija
kvarenja (Gobbetti i sur., 2005). U trazenju alternativnih receptura za kvalitetnijim
bezglutenskim kruhovima, Morais i sur. (2014) su ispitali senzorski profil prebiotickog kruha.
Prebiotici su hranjive tvari koje bakterije upotrebljavaju za rast i razmnozavanje, a koje se ne
razgraduju u gornjem dijelu probavnog sustava, dospijevaju u debelo crijevo gdje se nalazi
veéina bakterija te na taj nacin povoljno utjecu na zdravlje. Upotreba prebiotickih sastojaka
moze biti prednost zbog povecanja prehrambene vrijednosti, pojatavanja okusa proizvoda i

poboljsanja ostalih senzorskih svojstava bezglutenskog kruha.
2.2. AROMATSKI PROFIL KRUHA

Aromatski profil kruha je jedan od najvaznijih ¢imbenika pri odluci potrosaca o
konzumaciji proizvoda. On je najve¢im dijelom rezultat proizvodnog procesa. Do nastanka
aromatskih spojeva dolazi prilikom fermentacije tijesta kvascima ili bakterijama mlije¢ne
kiseline, djelovanja enzima, oksidacije lipida i toplinskih reakcija koje se odvijaju prilikom
peCenja, najvise Maillardovih reakcija 1 reakcija karamelizacije. Receptura, odnosno
primijenjeni sastojci takoder mogu znatno utjecati na sveukupni miris kruha (Pozo-Bayon i
sur., 2006).

Pratec¢i preferencije potrosaca, mnoga istrazivanja su provedena u svrhu poboljsanja
mirisa, okusa, teksture i trajnosti kruha (Barcenas i sur., 2003). Tako su razvijene mnoge
metode za identifikaciju spojeva odgovornih za okus i miris kruha (Cayot, 2007) te je
zabiljezeno vise od 540 hlapljivih spojeva u kruhu (Ruiz i sur., 2003). Kvantitativno,
najvaznije grupe spojeva odgovornih za aromu kruha su alkoholi, aldehidi, esteri, ketoni,
kiseline, pirazini i pirolini, a tu su i furani, ugljikovodici i laktoni (Cayot, 2007; Pozo-Bayon i
sur., 2006; Seitz i sur., 1998).



Alkoholi su skupina spojeva koji se u pSenicnom kruhu pojavljuju u najviSim
koncentracijama, a najvise nastaju tijekom procesa fermentacije (Jensen i sur., 2011), §to je u
skladu s istrazivanjem hlapivih spojeva na razli¢itim vrstama komercijalnih kruhova koje su
proveli Seitz i sur. (1998). Visoka koncentracija alkohola, skupine spojeva vaznih za
formiranje mirisa kruha, nastaje fermentacijom Issatchenkia orientalis u kombinaciji s
Lactobacillus brevis ili Lactobacillus plantarum, dok se diacetil stvara u znacajnim

koli¢inama fermentacijom s L. plantarum i Pediococcus pentosaceus (Moroni i sur., 2009).

Fermentacija je proces pri kojem nastaju neki od najznacajnijih aromatskih spojeva
(Frasse i sur., 1992). Kvasac Saccharomyces cerevisiae tijekom fermentacije prevodi 95%
fermentabilnih Secera iz brasna u etanol i ugljikov dioksid. Preostalih 5% sudjeluje u
sekundarnim reakcijama fermentacije gdje piruvat iz glikolize prelazi u vise alkohole,
kratkolan¢ane masne kiseline i karbonilne spojeve. 1z tih spojeva takoder mogu nastati
aromatski spojevi (Pozo-Bayon i sur., 2006). Produljenom fermentacijom tijesta povecava se
koncentracija 3-metil butanola i 2-fenil etanola (Hansen i Hansen, 1996) koji su direktno

povezani s fermentacijskom aktivnosti kvasca.

Toplinske reakcije u proizvodnji kruha ukljucuju karamelizaciju i ne-enzimsko
posmedivanje, ¢ime se stvaraju hlapljivi spojevi znacajni za aromatski profil kruha, kao §to su

furani, pirazini, piroli i Streckerovi aldehidi (Pozo-Bayon i sur., 2006).

Vise spojeva arome moze se dobiti obogacivanjem tijesta za kruh kiselim tijestom.
Bakterije mlije¢ne kiseline kataliziraju reakcije deaminacije, transaminacije 1
dekarboksilacije, ¢ime nastaju aminokiseline koje su prekursori za nastanak aromatskih
spojeva. Tako put deaminacije arginina u Lactobacillus spp. dovodi do povecane proizvodnje
ornitina, prekursora nastanka 2-acetil pirolina, spoja odgovornog za aromu kore svjeze
pecenog pSeni¢nog kruha (Génzle i sur., 2007). Hansen i Hansen (1996) su proveli
istrazivanje s viSe vrsta mikroorganizama, kvasaca i bakterija mlije¢ne kiseline i pri razli¢itim
uvjetima fermentacije kiselog tijesta. Utvrdili su da je dodatkom kiselog tijesta pSeni¢ni kruh
imao viSe spojeva arome: 2- i 3-metil-1-butanola, 2-metil propanske kiseline, 3-metil
butanske kiseline i 2-fenil etanola. Uravnotezen aromatski profil kruha s dodatkom kiselog
tijesta nastaje pravilnim kombiniranjem kvasaca i bakterija mlijecne kiseline prilikom procesa

kiseljenja (Hansen i Schieberle, 2005).



Nadalje, 3-metilbutanal, 2,3-butandion, 4-hidroksi-2,5-dimetil-furanon, fenil
acetaldehid, 2-nonenal, 2,4-dekadienal i1 octena kiselina zna¢ajno doprinose mirisu kore kruha
(Schieberle i Grosch, 1992).

2.2. METODE ODREDIVANJA HLAPLJIVIH SPOJEVA U KRUHU

Od prethodno spomenutih 540 hlapljivih spojeva, samo mali dio spojeva zna¢ajno
utjece na cjelokupni aromatski profil kruha (Cayot, 2007; Pozo-Bayon i sur., 2006). Mnoge

metode i analiti¢ke tehnike razvijane su s ciljem kvalifikacije i kvantifikacije tih spojeva.

Najstarija tehnika koristena za ekstrakciju hlapljivih spojeva kruha je ekstrakcija
organskim otapalom (ekstrakcija tekucée-tekuce) (Rychlik i Grosch, 1996; Schieberle i
Grosch, 1994; Zehentbauer i Grosch, 1998), dok su destilacija (Ruiz i sur., 2003) i vakuum
destilacija rjede upotrebljavane tehnike (Frasse i sur., 1992). Primijenjena ekstrakcijska
tehnika ovisi o cilju analize, tj. je li cilj ekstrahirati §to je vise moguce hlapljivih spojeva iz
uzorka ili dobiti ekstrakt koji prema senzorskim karakteristikama odgovara samom uzorku.
Potonji je dobio naziv reprezentativni uzorak, a s tim su ciljem Poinot i sur. (2009) izumili
umjetna usta (engl. artificial mouth) pomoc¢u kojih se oponasaju uvjeti kojima je kruh
podvrgnut u ljudskim ustima, u svrhu ekstrahiranja onih spojeva koji su odgovorni za

aromatski profil kruha.

Hlapljivi spojevi kruha koji znacajno doprinose cjelokupnom mirisu i okusu
karakterizirani su kombinacijom ,headspace” ekstrakcije i olfaktometrijske metode,
poznatijom kao AEDA (engl. Aroma Extract Dilution Analysis) (Schieberle, 1995).

Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-Phase Microextraction, SPME) je osobito
korisna, svrsishodna alternativna metoda u usporedbi s drugim metodama koje su skuplje i
sporije. Tako je SPME postala tehnika koja se preferira u analizama arome, s obzirom da ne
koristi otapalo, omogucuje brzo uzorkovanje s malim troSkovima i jednostavnost pripreme
uzorka. Osjetljiva je, selektivna i omogucuje niske granice detekcije (Ho i sur., 2006).
Takoder, s vlaknom smjestenim iznad uzorka (engl. , headspace”, HS), SPME je
nedestruktivna i neinvazivna metoda za odredivanje hlapljivih i djelomi¢no hlapljivih spojeva
(Ruiz i sur., 2003). S obzirom na moguénost ekstrahiranja na niskim temperaturama,
,headspace* mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi pruza dobru procjenu aromatskog profila u

odnosu na ljudsku percepciju (Ho i sur., 2006).



2.2.1. Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi izumili su Pawliszyn i1 suradnici 1989. na Sveucilistu
u Waterloo-u, Kanada (Arthur i Pawliszyn, 1990). SPME je razvijena za rjesavanje potreba za
brzom pripremom uzoraka u laboratoriju i na mjestu istrazivanog sustava. Omogucuje
uzorkovanje, ekstrakciju i koncentriranje u jednom koraku bez otapala (Rouessac i Rouessac,
2007). U ovoj tehnici, mala koli¢ina ekstrakta se veze na kruti nosa¢ tijekom definiranog

vremenskog perioda (Pawliszyn, 2012).

Osnovni nacini za ekstrakciju koji se mogu izvesti koristenjem SPME su direktna
ekstrakcija i ,headspace” mikroekstrakcija vr$nih para. U direktnoj ekstrakciji se vlakno
uranja u uzorak gdje se analiti prenose izravno iz matriksa uzorka na ekstrakcijsku fazu. U
,headspace ekstrakciji, vlakno se postavlja u prostor iznad otopine uzorka. Samo relativno
hlapljivi spojevi se ekstrahiraju, a metoda je povoljna za uzorke s velikim interferencijama u
molekularnoj masi (Pawliszyn, 2012). Tip vlakna koji se koristi utjeCe na selektivnost
ekstrakcije: polarna vlakna koriste se za polarne spojeve, a nepolarna za nepolarne spojeve.
Osim o polarnosti i debljini filma, udio ekstrahiranih spojeva ovisi i 0 vremenu ekstrakcije,
kao i o udjelu hlapljivih spojeva u uzorku (Soria i sur., 2009). Cjelokupni prijenos mase na
vlakno je ograniCen brzinama prijenosa mase iz uzorka na vlakno. Dakle, hlapljivi analiti se
ekstrahiraju brze nego djelomi¢no hlapljive tvari jer su u vecoj koncentraciji u prostoru iznad

uzorka, $to doprinosi brzem prijenosu mase (Pawliszyn, 2012).

1 do 2 cm duga vlakna napravljena od odgovarajuc¢eg polimera, nanesenog na nosac
od SiO; nalaze se zaStiCena Celicnom iglom na uredaju nalik injekciji. Nakon probijanja
septuma bocice u koju je prethodno stavljena odredena koli¢ina uzorka, pritiskom na klip
drzaca, izvlaéi se vlakno u uzorak. Nakon to¢no odredenog vremenskog perioda, vlakno se
ponovno uvlaci u iglu. Zatim se igla uvodi u injektor plinskog kromatografa, ispusta se vlakno
te se spojevi desorbiraju i odvajaju na kromatografskoj koloni (Pawliszyn, 2012). Na slici 1.

nalazi se prikaz uredaja za HS-SPME.



Dizai

SPME igla za
polimernom

i [HENEE I
Slika 1. Prikaz uredaja za HS-SPME (Anonymus, 2012)

2.2.2. Plinska kromatografija-masena spektrometrija (GC-MS)

Plinska kromatografija - masena spektrometrija (engl. Gas Chromatography-Mass
Spectrometry, GS-MS) kombinira shagu visoke rezolucije odvajanja komponenti s vrlo
selektivnim i osjetljivim detektorom mase. Jedna od glavnih snaga GC-MS-a je moguénost
identifikacije nepoznatih spojeva koristenjem kemijske i elektron-ionizacijske baze podataka
(Grob i Barry, 2004).

Plinski kromatograf se sastoji od injektora, kolone i detektora povezanog s
termostatski kontroliranom pecnicom koja onemogucava pregrijavanje kolone (Rouessac i
Rouessac, 2007). Kao i u svim kromatografskim procesima, plinska kromatografija se bazira
na distribuciji analita izmedu dvije faze. Cim se injektira u kolonu, uzorak se razdvaja izmedu
stacionarne (tekuce) 1 mobilne (plinske) faze. Ovisno o svojoj molekularnoj strukturi, razliciti
spojevi se razli¢ito vezu na stacionarnu fazu, dok mobilna faza (plin nosioc) omogucava
kretanje kroz kolonu (Wittkowski i Matissek, 1993). Koriste se kapilarne kolone, a
ograniavaju¢i faktor s obzirom na odabir kolone je maksimalna brzina protoka u
vakuumskom sustavu spektrometra. Za standardne instrumente, protok obi¢no nije veci od 1
mL min™. Kapilarna plinska kromatografija omogucava direktno povezivanje kromatografske
kolone s masenim spektrometrom upravo zbog smanjenja brzine protoka (Grob i Barry,
2004).

Plinoviti uzorak s kolone se usmjerava do izvora iona. Svrha izvora iona je da daje
energiju neophodnu za ionizaciju aktivnih molekula, dok se odrzava na dovoljno visokoj

temperaturi kako bi se sprijecila kondenzacija analita. Dva tipa ionizacije koji se koriste u
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GC-MS analizama su elektronska ionizacija i kemijska ionizacija (Wittkowski i Matissek,
1990). loni iz izvora ulaze u maseni analizator (filter mase) gdje se razdvajaju na temelju
omjera m/z. Dva tipa masenih analizatora se koriste u GC-MS analizama, magnetski sektor i
kvadrupol (Grob i Barry, 2004). Razdvojeni ioni putuju od analizatora do masenog detektora.
Detektor koriSten u masenoj spektrometriji mora imati brz odgovor i treba prevesti male struje
iona u signale koji se mogu snimiti. Najpopularniji detektor je tzv. ,,electron multiplier« (Grob
i Barry, 2004). Podaci se prikazuju u obliku kromatograma. Najcesce koristen format s punim
rasponom masa prilikom skeniranja je TIC (engl. Total-lon Current) kromatogram ¢iji signal
predstavlja zbroj ionske struje za pikove detektirane u svakom masenom spektru (Grob i

Barry, 2004). Na slici 2. se nalazi shematski prikaz rada GC-MS uredaja.

Otvor za
_ injektiranje
v 4 uzorka
" . ]
o y
Iom“” aki Maszeni Elektron
Injektor b analizator  multiplikator
plina —t . - 8
nosioca ] ! ]
| 1J —_—
GC kolona /5 I‘ b — ]
. ) .
Peénica { 25 - — Y

|
Prjelazna Fokusurajuce
Imija lece

Slika 2. Shematski prikaz rada GC-MS uredaja (FAO/WHO, 2006)

2.3. VALIDACIJA METODE

Rije¢ validacija potjece iz latinskog ,,validus* §to znaci vrijedno, mo¢no, snazno te
sugerira da je neSto dokazano istinito i korisno. Internacionalna organizacija za
standardizaciju (engl. International Organization for Standardization, 1SO) definira validaciju
kao potvrdu istrazivanja, odnosno objektivan dokaz da je ispunjen odredeni zahtjev za
specifi¢no koristenje. Ova definicija primarno podrazumijeva provedbu detaljnog ispitivanja
te pruza dokaz da analiticka metoda, kada je primijenjena ispravno, pruza rezultate koji sluze

svrsi. Ona potvrduje ucinkovitost analiticke metode s visokom razinom to¢nosti (Araujo,
2009).

Vaznost validacije metode je naglasavana od kasnih 40-ih kada su American Chemical
Society i Merck & Co. istaknuli vaznost matematike i statistike kao nuznih preduvjeta

uspjesnog razvoja i optimizacije novih analitickih metoda. To je definiralo put implementacije



validacijskih metoda u analiti¢kim laboratorijima od kasnih 70-ih te je diljem svijeta postalo
priznato da je validacija metode vazan korak u svakom laboratoriju koji se bavi razvojem i
uspostavljanjem standardnih metoda. U ranim 80-im, istaknuto je da su definicije
karakteristi¢nih parametara za validaciju metode razli¢ite medu postojeim organizacijama, a
1990. godine stvorena je Medunarodna konferencija za harmonizaciju (engl. International
Conference on Harmonization, ICH) kao jedinstveni projekt kako bi se okupila regulatorna
tijela Europe, Japana i SAD-a s ciljem postizanja boljeg uskladivanja parametara, zahtjeva te
metodologija za validaciju analitickih metoda (Araujo, 2009). U skladu s time je
medunarodno prihva¢eno da laboratorij mora poduzeti prikladne mjere kako bi osigurao

pruzanje podataka zahtijevane kvalitete. Takve mjere ukljucuju:
- Koristenje validirane metode za provodenje analize,
- koristenje unutarnjih procedura kontrole kvalitete,
- sudjelovanje u shemama ispitivanja osposobljenosti,
- akreditaciju po medunarodnom standardu, uobi¢ajeno ISO/IEC 17025.

Treba napomenuti da je akreditacija prema ISO/IEC 17025 specifiéno usmjerena na uspostavu
sljedivosti mjerenja, kao 1 provodenje raspona ostalih tehnickih 1 menadZerskih zahtjeva

ukljuéujuci sve gore navedene (Thompson i sur., 2002).

Validacija metode obuhvaca testiranje svih pretpostavki na kojima se analiticka
metoda temelji i uspostavlja te dokumentiranje karakteristika i izvodenja metode. Time se
demonstrira je li metoda prikladna za odredenu analiticku svrhu (Thompson i sur., 2002).
Neki od tih parametara su specifi¢nost/selektivnost, linearnost i podrucje linearnosti, tocnost,
preciznost (ponovljivost, intermedijarna preciznost i reproducibilnost), granica detekcije i

granica kvantifikacije.
2.3.1. Selektivnost

Prema definiciji, selektivnost se odnosi na sposobnost odredivanja analita bez
interferencije ocekivanih drugih komponenata prisutnih u uzorku (ICH, 2005; Araujo, 2009).
Tipi¢no, prisutne komponente ukljuéuju metabolite, necisto¢e, razgradne produkte,
komponente matriksa, itd. U idealnim uvjetima bi selektivnost trebala biti odredena za svaku

vaznu necistocu koja je vjerojatno prisutna u uzorku (Thompson i sur., 2002). Jedan pristup za



odredivanje selektivnosti metode je dokazivanje odsutnosti odziva u praznom matriksu,
odnosno interferencija analitu ili internom standardu. Drugi pristup je baziran na pretpostavci
da za kvantitativne metode moze biti prihva¢eno malo smetnji, Sve dok to¢nost i preciznost

ostaju unutar odredenih granica prihvatljivosti (Peters i sur., 2007).

Za razliku od selektivnosti, specificnost se odnosi na odredivanje samo jednog,

specifi¢nog analita u uzorku (Araujo, 2009).
2.3.2. Linearnost i podrucje

Prema definiciji, linearnost analitickog postupka je moguc¢nost metode da daje
rezultate koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku unutar definiranog
podrucja metode (ICH, 2005).

Kao dokaz linearnosti potrebno je iskazati koeficijent korelacije, odsje¢ak na y-0si,
nagib regresijskog pravca i zbroj kvadrata odstupanja te priloziti grafi¢ki prikaz. Kako bi
kriterij prihvatljivosti bio zadovoljen, koeficijent korelacije mora biti veci ili jednak 0,999
(Araujo, 2009).

Podruéje metode se definira kao raspon koncentracija u kojem se postize prihvatljiva
preciznost, to¢nost i linearnost analitiCke metode (Thompson i sur., 2002). ICH (2005)
preporu¢a minimalno specificno podrucje koje najcesc¢e obuhvaca koncentracijski raspon od
80 do 120 % od ocekivane koncentracije analita, a moze se odrediti iz podataka dobivenih
utvrdivanjem linearnosti. Mjerenje se provodi u najmanje 5 toaka s 3 do 6 ponavljanja te bi
kalibracijski standardi trebali bi biti ravnomjerno rasporedeni u rasponu koncentracija koje se
ocekuju u uzorku (ICH, 2005). Za mnoge bioanaliticke metode rasponi koncentracija su
najcesce Siroki, npr. 1-100, 1-1000 ili ¢ak i Siri. U Sirokim kalibracijskim rasponima, relativno
mala odstupanja od pretpostavljenog modela mogu dovesti to znacajnih pogreSaka u

predvidenim koncentracijama kod kalibracijskog raspona (Hartmann i sur., 1998).
2.3.3. Preciznost

Preciznost je izraz slaganja izmedu neovisnih rezultata dobivenih pod propisanim
uvjetima eksperimenta. Ona predstavlja rasprSenost pojedinac¢nih rezultata oko aritmeticke
sredine. Izrazava se standardnom devijacijom, relativnom standardnom devijacijom,
varijancom 1ili standardnom pogreSkom aritmeticke sredine. Ukazuje na podudaranje mjernih

vrijednosti, a odreduje se iz najmanje devet mjerenja (pri tri koncentracije u tri ponavljanja)
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koja pokrivaju definirano podru¢ju metode (podrucje linearnosti) ili iz najmanje Sest mjerenja
pri najvisoj koncentraciji (Thompson i sur., 2002). Ispituje se koriste¢i homogene,
mjerodavne uzorke. Ako nije moguée dobiti homogeni uzorak, koriste se umjetno

pripremljeni uzorci (ICH, 2005).

Ovisno o uvjetima u kojima se preciznost odreduje, moze se izraziti kao ponovljivost,
intermedijarna preciznost i reproducibilnost (ICH, 2005). Uvjeti ponovljivosti ukljucuju jedan
laboratorij, istog analitiCara, istu aparaturu te kratko razdoblje provodenja metode, ali uz
dnevno svjeze uzorke, standarde, mobilnu fazu i reagense. Intermedijarna preciznost
(medupreciznost) oznacava varijabilnost mjernog procesa U duljem razdoblju i indicira
varijacije unutar istog laboratorija, npr. u razli¢itim danima ili kroz nekoliko tjedana, s raznim
analitiarima ili opremom, primjenom razli¢itih instrumenata, standarda i reagensa razlicitih
proizvodaca. Reproducibilnost (obnovljivost) je preciznost dobivena izmedu razlicitih
laboratorija. Ona se procjenjuje tako da alikvote jednog homogenog uzorka analiziraju razni
analitiari u raznim laboratorijima koriste¢i radne uvjete i uvjete okoline koji se od
laboratorija do laboratorija mogu razlikovati, ali su jos$ uvijek unutar specificiranih parametara
metode. Taj se parametar odreduje u svrhu normiranja metode i rijetko je sastavni dio
validacije koju provodi sam laboratorij. Kriteriji prihvatljivosti ovise o vrsti analize, matriksu

uzorka i koncentraciji analita koji se odreduje (Araujo, 2009; Lazari¢, 2012).
2.3.4. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granicne vrijednosti odredivanja su najmanje koncentracije ili koli¢ine analita ¢ija se

prisutnost moze odrediti s odredenom sigurno$¢u analitickog postupka.

Granica detekcije (engl. Limit Of Detection, LOD) definirana je kao najniza koli¢ina
analita u uzorku koji se pouzdano moze detektirati, ali ne nuzno kvantificirati odredenom
analitickom metodom (Araujo, 2009). Procjena LOD vrijednosti ovisi o tome radi li se o
instrumentalnoj ili ne-instrumentalnoj metodi (Araujo, 2009). Vizualna procjena se moze
koristiti i za instrumentalne i za ne-istrumentalne metode. Granica detekcije kod vizualne
metode odreduje se analizom uzoraka s poznatim koncentracijama analita i uspostavom
minimalnog signala na kojem se analit pouzdano moze detektirati. Nadalje, odredivanje LOD
vrijednosti na temelju omjera signala i Suma primjenjuje se samo za analitiCke postupke.
Omjer signala i Suma odreduje se usporedbom rezultata ispitivanja uzoraka poznate

koncentracije analita s rezultatima za slijepe uzorke te se ustanovi minimalna razina kod koje
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se analit pouzdano moze detektirati. Prihvaca se odnos signal/Sum bazne linije od 2 : 1 ili 3 :
1. LOD se moze odrediti i na temelju standardne devijacije signala i nagiba, gdje se omjer
standardne devijacije i nagiba mnozi sa 3,3 (ICH, 2005).

Granica kvantifikacije (engl. Limit Of Quantification, LOQ) je definirana kao najniza
koncentracija analita koja se moze odrediti s prihvatljivom razinom preciznosti i tocnosti
(Swartz i Krull, 1997). Ona je Cesto i koncentracija najnizeg kalibracijskog standarda.
Procjena LOQ ovisi o tome da li se radi o instrumentalnom ili ne-instrumentalnom postupku.
Za instrumentalne postupke uobicajeno se mjeri veli¢ina odziva uzoraka i racuna se
standardna devijacija tog odziva. Mnozenjem vrijednosti standardne devijacije s 10 dobije se
procjena granice kvantifikacije, a parametar se validira analizom prikladnog broja uzoraka za
koje se zna da su blizu te granice (ICH, 2005). Cesto se raduna kao najniza koncentracija
analita kojoj je omjer signala i Suma bazne linije 10. U kromatografiji se za LOQ obi¢no
zahtijeva da visine pikova budu 10 do 20 puta veée od Suma bazne linije. MozZe se prikazati i
kao koncentracija koja daje omjer signala i Suma bazne linije 10 : 1 s 10 % preciznosti ili 20 :
155 % preciznosti (ICH, 2005).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI | METODE
3.1.1. Priprema 20 %-tne otopine soli

Otopina soli pripremljena je vaganjem 10 g NaCl-a s to¢nos¢u + 0,0001 g. Sol je
otopljena u 35 mL demineralizirane vode, dobivenoj otopini je prilagoden pH na 3 pomocu
0,05 M otopine limunske kiseline te je dodana demineralizirana voda do ukupnog volumena

od 40 mL. Otopina soli je pripremana svakodnevno kako bi bila svjeza.
3.1.2. Priprema otopine za analizu

Otopina za analizu se sastoji od bezglutenskog kruha, otopine standarda, internog
standarda te prethodno pripremljene 20 %-tne otopine soli. U staklenu vijalicu volumena 20
mL u koju je prethodno postavljen magnet, kvantitativno je preneseno 0,2500 g uzorka kruha
vagano s to¢nosc¢u + 0,0001 g. Dodano je 10 pL internog standarda koncentracije 0,9455 mg
mL™ te odredeni volumen otopine standarda, ovisno o Zeljenoj koncentraciji. Zatim je dodana
20 % otopina NaCl do ukupnog volumena koji je iznosio 5 mL. Vijalica je zatvorena PTFE

¢epom (Crimp N20 Al, septa silikon/PTFE) te je time uzorak spreman za ekstrakciju.

Bezglutenski kruh koriSten za analize pripremljen je sa slijede¢im sirovinama:
integralno rizino brasno, Advent, Hrvatska; Kukuruzni $krob, Agrana, Austrija; integralno
proseno brasno, Werz, Njemacka; brasno zutog graska, Only Nature, EU; kukuruzni
ekstrudat, Nase Klasje, Hrvatska; biljna mast, Zvijezda, Hrvatska; hidrokoloidi Wellence
Gluten Free 47129 i Methocell K4M Food Grade, The Dow Chemical Company, SAD;
morska sol, Solana Pag, Hrvatska; prasak za pecivo, Dr. Oetker, Madarska; emulgator MONO
40, Juchem, Njemacka; Secer, Viro d.o.o., Hrvatska; instant suhi pekarski kvasac, Di-go,
Kvasac d.o.0., Hrvatska; bjelanjak u prahu, Elcon, Prehrambeni proizvodi d.o.0.; vodovodna
voda.
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Tablica 1. Podaci o koristenim standardima

Proizvod CAS Proizvodacd Cistoca (%)
1-butanol* 71-36-3 Merck 99,5
2-metil furan 534-22-5 Acros Organics 99,0
2-pentil furan 3777-69-3 Sigma Aldrich AS*
2-etil pirazin 13925-00-3 Alfa Aesar 99,0
1-okten-3-ol 3391-86-4 Acros Organics 98,0
1-heptanol 111-70-6 Acros Organics 98,0
1-oktanol 111-87-5 Acros Organics 99,0
2-okten-1-ol, trans 18409-17-1 Acros Organics 98,0
2-furan metanol 98-00-0 Acros Organics 98,0
3-nonen-1-ol, cis 10340-23-5 Alfa Aesar 97,0
Feniletil alkohol 60-12-8 Merck AS**
2-acetil pirol 1072-83-9 Maybridge tech.
2-acetil furan 1192-62-7 Acros Organics 99,0
2,3,5-trimetil pirazin 14667-55-1 Fluka AS**
2,5-dimetil pirazin 123-32-0 Acros Organics 99,0
3-metil-1-butanol 123-51-3 Sigma Aldrich AS**
1-pentanol 71-41-0 Acros Organics 99,0
2-metil pirazin 109-08-0 Alfa Aesar 99,0
1-heksanol 111-27-3 Acros Organics 98,0
2-nonen-1-ol, cis 41453-56-9 Sigma Aldrich 97,0
Benzil alkohol 100-51-6 Acros Organics 99,0
3-metiltio-1-propanol 505-10-2 Sigma 98,0
2-metoksi-4-vinil fenol 7786-61-0 Fluka AS**
2-metil-1-propanol 78-83-1 Sigma Aldrich 99,8
2-etil heksanol 104-76-7 Acros Organics 99,0

*1-butanol je koriSten kao interni standard

**AS — analiti¢ki standard
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http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=534-22-5
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=3777-69-3
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=3391-86-4&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=98-00-0
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=10340-23-5&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=60-12-8
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=1192-62-7
http://www.chemicalbook.com/CASEN_14667-55-1.htm
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=41453-56-9&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=100-51-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=505-10-2&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=7786-61-0
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=104-76-7&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product

3.2. EKSTRAKCIJA | ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Izdvajanje hlapljivih spojeva arome provedeno je pomocu HS-SPME metode, a

analiza izdvojenih spojeva pomoc¢u GC-MS uredaja.
3.2.1. Izdvajanje hlapljivih spojeva

Priprema uzorka za mikroekstrakciju podrazumijeva stavljanje prethodno pripremljene
vijalice s uzorkom u termoblok (PIERCE Reacti-Therm NO. 18971) na temperaturno
uravnoteZenje u trajanju od 5 min uz vrtnju magneta pri brzini 7. Mikroekstrakcija je zapocela
kada je drzacem SPME vlakna (Supelco, SAD) probusen ¢ep te je vlakno spusteno u prostor
iznad uzorka gdje se provodi ekstrakcija hlapljivin spojeva iz uzorka na stacionarnu
polimernu fazu vlakna. U ispitivanjima je koristeno CAR/DVB/PDMS vlakno debljine 50/30
um, Stableflex 24 Ga (Supelco, SAD).

Provedena je i optimizacija uvjeta ekstrakcije koja je ukljucivala ispitivanje utjecaja
temperature 40 °C, 50 °C i 60 °C i vremena ekstrakcije 30, 45 i 60 min na koli¢inu
ekstrahiranih ciljanih spojeva. Na temelju rezultata optimizacije su definirani optimalni uvjeti
mikroekstrakcije — 60 °C i 60 min.

3.2.2. GC-MS analiza

Odmah po zavrSetku ekstrakcije je SPME vlakno injektirano je u 6890 N plinski
kromatograf (Agilent Technologies) povezan s 5973i masenim spektrometrom (Agilent
Technologies).

Kao plin nosa¢ (pokretna faza) koristen je helij s brzinom protoka 1 mL min™.
Temperatura injektora plinskog kromatografa postavljena je na 260 °C, uvjeti injektora bez
razdvajanja protoka “splitless* i vrijeme desorpcije 5 min. Prethodno adsorbirani analiti, pod
utjecajem visoke temperature desorbirani su s vlakna. Temperaturni program GC-MS uredaja
podesen je tako da se temperatura odrzavala 3 min na 40 °C, zatim raste 2 °C min™ do 105 °C,
zatim 5 °C min™ do 130 °C te je na kraju povisena na 230 °C brzinom 10 °C min™ i tako je

odrzavana 5 min. Ukupno trajanje analize je 55 min.

Temperatura izvora plameno-ionizacijskog detektora MS (engl. source) postavljena je

na 230 °C, temperatura kvadrupola na 150 °C, a temperatura prijelazne linije (engl. transfer
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line) na 280 °C. Raspon omjera mase i naboja za detekciju je bio 35-350 amu, uz uvjete

detekcije TIC (engl. Total lon Chromatogram).

Rezultati analize hlapljivih spojeva uzoraka vidljivi su na ra¢unalu spojenom na GC-

MS uredaj u obliku kromatograma.
3.2.3. Linearni retencijski indeks

Kako bi se izraCunala retencijska vremena izdvojenih hlapljivih spojeva, provedena je
analiza otopine smjese alkana Cg-Cao, priblizne koncentracije svakog alkana 40 mg L™ (Sigma
Aldrich) pri istim uvjetima kao otopine standarda. Iz dobivenih kromatograma oditano je
retencijsko vrijeme (RT) svakog ciljanog spoja te je izracunat linearni retencijski indeks (LRI)
pomocu jednadzbe:

RT (x) — RT(2)

LRI (x) = 100 x 2+ 100 x 20 [1]

LRI oznacava linearni retencijski indeks spoja x, vrijednost z predstavlja broj ugljikovih
atoma alkana s retencijskim vremenom prije ciljanog spoja x, z+1 broj ugljikovih atoma
alkana s retencijskim vremenom nakon ciljanog spoja x, RT(X) je retencijsko vrijeme ciljanog
spoja, RT(z) je retencijsko vrijeme alkana prije ciljanog spoja X, a RT(z+1) odnosi se na
retencijsko vrijeme alkana nakon ciljanog spoja x. Dobiveni LRI usporeduje se s LRI iz
literature te se izrazava kao razlika te dvije vrijednosti (AK = LRI (lit.) — LRI) (Bianchi i sur.,
2007).

3.2.4. Identifikacija hlapljivih spojeva

Identifikacija hlapljivih spojeva provedena je injektiranjem cistih otopina standarda te
usporedbom dobivenog masenog spektra sa spektrom uzoraka, usporedbom retencijskih
vremena spojeva te usporedbom dobivenih masenih spektara s onima u NIST 05 bazi

podataka koristenjem softvera MSD ChemStation Data Analysis.
3.3. VALIDACIJA METODE

U svrhu validacije metode, ispitana je selektivnost, linearnost, preciznost, granica
detekcije 1 granica kvantifikacije. Validacija je provedena pri sljede¢im uvjetima

mikroektrakcije: pri temperaturi od 60 °C, u trajanju od 60 min.
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3.3.1. Selektivnost

Spojevi sli¢nog retencijskog vremena se tesko identificiraju na kromatogramu. Zbog
toga je selektivnost ove metode odredena pregledom kromatograma ciljanih i kvalifikacijskih
iona, kojima se spoj identificira i kvantificira. Popis spojeva s ciljanim i kvalifikacijskim

ionima nalazi se u tablici 2.

Tablica 2. Ciljani i kvalifikacijski ioni analiziranih spojeva

Spoj Ciljani ion (m/z) Kvalifikacijski ioni (m/z)
2-metil furan 82 81, 53, 39
2-pentil furan 81 82,138, 53
2-etil pirazin 107 108, 80
1-okten-3-ol 57 43,72, 85

1-heptanol 70 56, 55, 69
1-oktanol 56 55, 70, 69
2-okten-1-ol, trans 57 41, 55, 43
2-furan metanol 98 97, 81, 69
3-nonen-1-ol, cis 55 68, 81, 41
Feniletil alkohol 91 92,122, 65
2-acetil pirol 94 109, 66, 39
2-acetil furan 95 110, 39, 43
2,3,5-trimetil pirazin 122 42,81, 39
2,5-dimetil pirazin 108 42, 39, 81
3-metil-1-butanol 55 70, 42,57
1-pentanol 42 55, 70, 41
2-metil pirazin 94 67,53, 39
1-heksanol 56 55, 43, 69
2-nonen-1-ol, cis 57 41, 43, 55
Benzil alkohol 79 108, 107, 77
3-metiltio-1-propanol 106 41,73, 88
2-metoksi-4-vinil fenol 150 135, 107, 77
2-metil-1-propanol 43 41,42, 74
2-etil heksanol 57 41, 83, 43
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Kvalifikacijski ioni sluze za identifikaciju kljuénog spoja u kromatogramu dok se ciljani ion
koristi za kvantifikaciju ciljanog spoja. Na temelju razlike u omjerima intenziteta odziva
klju¢énih iona se odredeni spoj moze identificirati od drugog spoja slicnog retencijskog

vremena.
3.3.2. Linearnost

Provedena je analiza ciljanih spojeva na 11 koncentracijskih razina, uz minimalno tri
ponavljanja mjerenja. Za izradu bazdarnih dijagrama obradeni su podaci dobiveni iz
kromatograma pripremljenih otopina za analizu. U uzorak su dodane otopine standarda zbog
eliminacije utjecaja matriksa. Povr§ina svakog spoja na svim koncentracijskim razinama
korigirana je s povrSinom internog standarda (1-butanol) kako bi korigirali moguce razlike
dobivene unutar svih analiza. Zatim je od ukupnog odziva (korigirane povrsine) oduzet odziv

ciljanog spoja porijeklom iz uzorka.

Linearnost metode izrazena je kao dijagram ovisnosti povrSine spoja dobivene iz
kromatograma o koncentraciji spoja u uzorku. Sve koncentracijske razine izrazene su u obliku

ng kg™ kruha.

Bazdarni dijagrami sadrze jednadzbu regresijskog pravca, nagib i odsjecak na y osi te

koeficijent determinacije (R?) te koeficijent korelacije (r).

Parametar iskoriStenja izracunat je prema jednadzbi:

Iskoristenje (%) = - E,‘i; x 100 2]

gdje je c(E) eksperimentalna koncentracija izraCunata iz jednadzbe regresijskog prava
bazdarnog dijagrama, a c¢(T) teoretska koncentracija ciljanog spoja. Dobivene vrijednosti
iskoriStenja usporedene su s kriterijima prihvatljivosti za iskoriStenje iz priru¢nika AOAC

(2011) (tablica 3.).
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Tablica 3. Kriteriji prihvatljivosti za iskoriStenje i ponovljivost (AOAC, 2011)

Udio analita _ _ Srednja vrijednost Ponovljivost,
Omijer analita

(%) iskoristenja (%) RSD (%)
100 1 98 — 102 1,3
10 10" 98 — 102 1,9
1 10 97 — 103 2.7
0,1 10°° 95— 105 3,7
0,01 10* 90 — 107 5,3
0,001 10° 80— 110 7.3
0,0001 10° 80— 110 11
0,00001 10”7 80— 110 15
0,000001 10°® 60 — 115 21
0,0000001 10” 40 — 120 30

3.3.3. Preciznost

Ponovljivost 1 intermedijarna preciznost odredene su raCunanjem relativnih
standardnih devijacija odziva analiziranih spojeva. Ponovljivost je odredena ispitivanjem
otopine Kkalibracijskih standarda dodanih u uzorak. Mjerenje se provodilo na jedanaest
koncentracijskih razina u Cetiri ponavljanja u istom danu, a u rezultate su uklju¢ene samo one
koncentracije koje su uklju¢ene u bazdarni dijagram. Rezultati su usporedeni s kriterijima
prihvatljivosti za ponovljivost iz AOAC (2011) priruénika (tablica 3.). Intermedijarna

preciznost je ispitivana u tri razli¢ita dana, na tri koncentracijske razine u tri ponavljanja.
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3.3.4. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije (LOD) i granica kvantifikacije (LOQ) procijenjene su raunanjem

standardne pogreske na y-0si bazdarnih dijagrama prema jednadzbama:
LOD=33 x % [3]
LOQ=10x % [4]

gdje je o standardna devijacija 0dziva, a S nagib regresijskog pravca (ICH, 2005).
3.3.5. Analiza i obrada podataka

Svi podaci obradeni su u programu MS Excel 2007.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati optimizacije i validacije HS-SPME/GC-MS
metode za odredivanje 17 alkohola, 3 furana i 4 pirazina u bezglutenskom kruhu.

4.1. LINEARNI RETENCIJSKI INDEKS

Provedena je analiza otopine alkana i otopine standarda ciljanih spojeva. 1z dobivenih
kromatograma je ocitano retencijsko vrijeme (RT) svakog ciljanog spoja pomocu kojeg je
izraCunat linearni retencijski indeks (LRI). Retencijska vremena spojeva, linearni retencijski

indeksi za svaki pojedini spoj i njihova usporedba s literaturom prikazani su u tablici 4.
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Tablica 4. Retencijska vremena i linearni retencijski indeksi (LRI) za svaki pojedini spoj te
njihova usporedba s literaturom (Bianchi i sur., 2007; Campo i sur., 2015; Condurso i sur.,
2008; Weckerle i sur., 2001; Charles i sur., 2000)

Prosjecna
Spoj vrijednost RT LRI LRI (lit)) AK*
(min)
2-metil furan 2,64 863 876 -13
2-pentil furan 13,31 1224 1240 -16
2-etil pirazin 18,96 1326 1334 -8
1-okten-3-ol 26,49 1453 1456 -3
1-heptanol 26,72 1457 1460 -3
1-oktanol 32,70 1559 1566 -7
2-okten-1-ol, trans 35,80 1616 1621 -5
2-furan metanol 38,17 1668 1678 -10
3-nonen-1-ol, cis 38,93 1685 1704 -19
Feniletil alkohol 44,47 1910 1927 -17
2-acetil pirol 45,41 1976 1988 -12
2-acetil furan 29,16 1498 1511 -13
2,3,5-trimetil pirazin 22,91 1393 1402 -9
2,5-dimetil pirazin 18,27 1314 1318 -4
3-metil-1-butanol 12,65 1212 1215 -3
1-pentanol 14,87 1253 1256 -3
2-metil pirazin 15,23 1259 1264 -5
1-heksanol 20,72 1356 1354 2
2-nonen-1-ol, cis 40,17 1719 1722 -3
Benzil alkohol 43,92 1877 1870 7
3-metiltio-1-propanol 40,03 1714 1719 -5
2-metoksi-4-vinil fenol 48,08 e 2209 -
2-metil-1-propanol 7,73 1104 1097 7
2-etil heksanol 28,79 1492 1492 0

*AK = LRI (lit.) — LRI
** LRI nije izrazen jer se po RT nalazi iza zadnjeg odredivanog alkana (Cy)
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Odstupanja izracunatih LRI vrijednosti od vrijednosti iz literature kre¢u se od -19 do 7

LRI jedinica. Koristenjem GC-MS metode identifikacija hlapljivih spojeva se obi¢no postize

usporedbom eksperimentalnih spektara masa s onima pohranjenim u bazi podataka (NIST).

Medutim, u slucaju strukturno sli¢nih spojeva koji daju sli¢an spektar, identifikacija moze biti

otezana. LRI je Kkoristan alat za identifikacijske svrhe — ne ovisi o radnim uvjetima same

metode, osim o polarnosti stacionarne faze. Stoga je LRI vrlo koristan za medulaboratorijske
usporedbe (Bianchi i sur., 2007). Rezultati istrazivanja koje su proveli Bianchi i sur. (2007)

pokazali su maksimalnu dobivenu razliku od 10 LRI jedinica.

4.2. OPTIMIZACIJA METODE

Na slikama 3. do 26. prikazani su rezultati optimizacije za svaki pojedini spoj, a na

slikama 27. i 28. rezultati optimizacije za sve analizirane spojeve. Na temelju tih rezultata

odredeni su optimalni parametri mikroestrakcije koristeni u validaciji metode.
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Slika 18. Grafi¢ki prikazi ovisnosti odziva
1-pentanola o vremenu trajanja i

temperaturi mikroekstrakcije
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Slika 24. Graficki prikazi ovisnosti odziva
2-metoksi-4-vinil fenola o vremenu

trajanja i temperaturi mikroekstrakcije
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Rezultati optimizacije za spojeve individualno (slika 3. do slika 26.) pokazali su da
uvjeti ekstrakcije od 60 °C i 60 min odgovaraju veéini spojeva. Optimalni uvjeti ekstrakcije 3-
metil-1-butanola (slika 16.) su 40 °C, 60 min, a za 1-pentanol (slika 18.), 1-heksanol (slika
21.) i 3-metiltio-1-propanol (slika 22.) to su 50 °C, 60 min, dok se 2-metil-1-propanol (slika

25.) najbolje ekstrahirao pri uvjetima od 40 °C, 30 min.

U istrazivanju Ruiza i sur. (2003) rezultati su pokazali da je u¢inak temperature razlicit
za razlicite vrste hlapljivih spojeva. U ispitivanom temperaturnom rasponu od 40 °C do 60 °C,
odziv aldehida, kiselina i alkohola velike molekulske mase je rastao poveéanjem temperature,
dok se odzivi ketona i alkohola niske molekulske mase ponasao suprotno. Slican obrazac
uoCen je i kod vremena ekstrakcije. Alkoholi niske molekularne mase, ketoni, heksanal, 1-
heksanol i 2-nonenal su postigli uravnotezenje pri 60 min, dok je za druge spojeve, kao $to je

fenil etanol, povr$ina pika rasla do 120. min (Ruiz i sur., 2003).
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Slika 3. Graficki prikaz relativnog odziva svih analiziranih spojeva pri razli¢itom vremenu

trajanja i temperaturi ekstrakcije u odnosu na njihov odziv pri uvjetima 60 °C, 60 min.

Iz slike 27. moze se primjetiti da je odziv ciljanih spojeva veci §to je ekstrakcija duza.
Takoder, najveci porast odziva spojeva primjecuje se pri temperaturi ekstrakcije od 60 °C.
Radi eliminacije utjecaja razlike u koncentraciji spojeva, rezultati su na slici 28. prikazani kao
zbroj vrijednosti odziva svakog spoja pri svim uvjetima ekstrakcije u odnosu na uvjete 60 °C,
60 min. 1z slike 28. moze se primijetiti da s obzirom na odzive svih spojeva pri uvjetima 60
°C, 60 min, razli¢ita koncentracija pojedinih ciljanih spojeva nije utjecala na rezultate

optimizacije. Najveci ukupni odziv je i dalje pri temperaturi od 60 °C i vremenu od 60 min.
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S obzirom da su uzorci bezglutenskog kruha sadrze sve navedene spojeve, odabrani su
uvjeti mikroekstrakcije koji su optimalni za veéinu spojeva. Na osnovu tih rezultata

optimizacije, validacija je provedena pri uvjetima 60 °C i 60 min.

Nakon procjene rezultata, Ruiz i sur. (2003) su u svom istrazivaju odabrali srednju
temperaturu (50 °C) od ispitivanih temperatura i vrijeme od 60 min kao optimalne uvjete za

nastavak analize.

4.3. VALIDACIJA METODE
4.3.1. Selektivnost

Selektivnost je izrazena pomocu kromatograma ciljanih iona (engl. target ion) i
kvalifikacijskih iona (engl. qualifier ion) svakog analiziranog spoja (slika 29. do slika 52.).
Ciljani ion na kromatogramima oznacen je crnom bojom, a kvalifikacijski ioni oznaceni su

plavom, zelenom i rozom bojom.
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D
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°
°
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o _

2 .40 2 .45 2 .50 2.8 5

Slika 29. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-metil furan
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Abundance

lon 81.15 (80.85 to 81.85): 01.D

900000 lon 82.15 (81.85 to 82.85): O1.D
lon 138.20 (137.90 to 138.90): O1.D

800000 lon 53.20 (52.90 to 53.90): O1.D
700000

600000 13.41

500000

400000

300000

200000

100000

12.60 12.80 13.00 13.20 13.40 13.60 13.80 14.00
Time-->

Slika 30. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-pentil furan

Abundance

120000
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Tim e-->

Slika 31. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-etil pirazin

Abundance

lon 57.20 (56.90 to 57.90): K42.D
lon 43.20 (42.90 to 43.90): K42.D
lon 72.20 (71.90 to 72.90): K42.D
550000
lon 85.10 (84.80 to 85.80): K42.D
500000 26.50
450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000 S
== ~
50000 ///_/'i\/\\\
0 T T T T — T T — T
26.25 26.30 26.35 26.40 26.45 26.50 26.55 26.60
Time-->

Slika 32. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 1-okten-3-ol
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Abundance

120000 lon 5620 (35.90 fo 56.90): 61.D

110000 lon 6920 (68.90 to 69.90): 01.D
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Slika 33. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 1-heptanol
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Slika 34. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 1-oktanol

A bundance

to
to
to
to

rana
W~
[SISENINY
ococoo
INEEN
naoo
©ooo
cocoo
INCENT
W~
vooo
ococoo
RRARX
IN'S'ON
PR
oooo

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

35.00 35.20 35.40 35.60
Time-->

Slika 35. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-okten-1-ol, trans
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A bundance
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Slika 36. Prikaz kromatograma ciljanog

A b oundance

cooo

lon 98.10 (97.80 to 98.80): K42.D

lon 97.10 (96.80 to 97 .80): K42.D

lon 81.10 (80.80 to 81.80): K42.D

lon 69.20 (68.90 to 69.90): K42.D
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Slika 37.

A bundance

lon 91.20
lon 92.10
lon 122.10
lon 65.20

(90.90 to 91.90): O 1.D
(91.80 to 92.80): O 1.D
(121.80 to 122.80): O 1.D
(64.90 to 65.90): O 1.D

Time-->

T T T T T T T T T T
44 .20 44.25 44.30 44.35 44.40 44.45 44.50 44.55 44.60 44.65 44.70

Slika 38. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za feniletil alkohol
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Slika 39. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-acetil pirol

A bundance

lon 95.10 (94.80 to 95.80): Ka42.D
lon 110.10 (109.80 to 110.80): K42.D
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8 0000
6 0000
40000
20000
—
o - = T T
29 .00 29 .05 35 29 .40
Tim e -->

Slika 40. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-acetil furan

Abundance

Time-->

Slika 41. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2,3,5-trimetil pirazin
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Slika 42. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2,5-dimetil pirazin
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Slika 43.

A b undanc

Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 3-metil-1-butanol

e

lon 42.20 (41.90 to 42.90): K41.D

lon 55.20 (54.90 to 55 .90): K41.D

lon 70.20 (69.90 to 70.90): K41.D

lon 41 .20 (4 90 to 41.90): K41.D
4’5014 5514 6014 .65 14 .70 14

Slika 44. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 1-pentanol
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Abundance

lon 94.10 (93.80 to 94.80): K42.D
lon 67.10 (66.80 to 67.80): K42.D
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Slika 45. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-metil pirazin
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Slika 46. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 1-heksanol
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Slika 47. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-nonen-1-ol, cis
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Slika 48. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za benzil alkohol

Abundance

lon 106.10 (105.80 to 106.80): K41.D

lon 41.20 (40.90 to 41.90): K41.D
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Time-->

Slika 49. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 3-metiltio-1-propanol
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Slika 50. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-metoksi-4-vinil fenol
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Slika 51. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-metil-1-propanol

A b umndanece
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T oim e -->

Slika 52. Prikaz kromatograma ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-etil-1-heksanol

Svakom spoju prikazanom na kromatogramu (slika 29. do slika 52.) ciljani i
kvalifikacijski ioni odgovaraju onima prikazanima u tablici 2. Prisutnost ciljanih iona s
pravilnim omjerom kvalifikacijskih iona je dokaz o ispravnoj identifikaciji zeljenog spoja
(Lesueur i sur., 2008). Dobiveni rezultati dokazuju da se primijenjenom metodom svaki od

ciljanih analita razdvaja od ostalih prisutnih spojeva sto potvrduje selektivnost metode.
4.3.2. Linearnost i ponovljivost

Linearnost metode je izrazena kao ovisnost koncentracije i omjera odziva (povrsine)
odredenog ciljanog spoja i internog standarda (slika 53. do slika 76.). Koncentracijske razine
koristene za izradu bazdarnih dijagrama, rezultati odredivanja iskoristenja i ponovljivosti

prikazani su u tablici 5.
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Slika 53. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 2-metil furana

_ 30

=

£ 25 2

£ 20

= O ’

=2 15

5]

£% 10 =0, ;

7 R2=0,9996

3 0,5 & r=0,9998

0,0 T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14
Koncentracija (ug kg* kruha)

Slika 54. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 2-pentil furana
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Slika 55. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 2-etil pirazina
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Slika 56. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 1-okten-3-ola
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Slika 57. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 1-heptanola
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Slika 58. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 1-oktanola
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Slika 59. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 2-okten-1-ol, transa
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Slika 60. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 2-furan metanola
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Slika 61. Ovisnost omjera povrSine i internog standarda o koncentraciji 3-nonen-1-ol, cisa
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Slika 62.

Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji feniletil alkohola
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Slika 63. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 2-acetil pirola
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Slika 64. Ovisnost omjera povrSine i internog standarda o koncentraciji 2-acetil furana
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Slika 65. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 2,3,5-trimetil pirazina
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Slika 66. Ovisnost omjera povrSine i internog standarda o koncentraciji 2,5-dimetil pirazina
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Slika 67. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 3-metil-1-butanol
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Slika 68. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 1-pentanola
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Slika 69. Ovisnost omjera povrSine i internog standarda o koncentraciji 2-metil pirazina
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Slika 70. Ovisnost omjera povrSine i internog standarda o koncentraciji 1-heksanola
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Slika 71. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 2-nonen-1-ol, cisa
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Slika 72. Ovisnost omjera povrSine i internog standarda o koncentraciji benzil alkohola
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Slika 73. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 3-metiltio-1-

propanola
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Slika 74. Ovisnost omjera povrSine i internog standarda o koncentraciji 2-metoksi-4-vinil

fenola
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Slika 75. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 2-metil-1-propanola
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Slika 76. Ovisnost omjera povrsine i internog standarda o koncentraciji 2-etil heksanola

Bazdarni dijagrami za svaki pojedini spoj prikazani su na slikama 53. do 76. Prikazana
je jednadzba regresijskog pravca, njegov nagib i odsjecak na osi y. Osim toga, prikazani su
koeficijent determinacije (R?) te koeficijent korelacije (r). Za sve spojeve koeficijent
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korelacije je ve¢i od 0,999, ¢ime je zadovoljen kriterij prihvatljivosti. Koeficijent korelacije
vecdi ili jednak 0,999 se smatra dovoljnim dokazom linearne kalibracije metode (Ruiz i sur.,
2003; Araujo, 2009).

Ispitivanje linearnosti provedeno je mjerenjem na jedanaest koncentracijskih razina u
Cetirl uzastopna ponavljanja, a obradom podataka odabrane su one koncentracije koje su
zadovoljile parametar linearnosti. Za odredivanje linearnosti preporuceno je KkoriStenje
najmanje 5 koncentracijskih razina (ICH, 2005). S obzirom na dobivene rezultate moze se

zakljuciti da je metoda linearna u definiranom podrucju.
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Tablica 5. Rezultati ispitivanja linearnosti, iskoriStenja i ponovljivosti

Koncentracija | Srednja vrijednost .
) 1 5 _ IskoriStenje | Ponovljivost,
Spoj (ng kg povrsine analita/
o (%) RSD (%)
kruha) interni standard
6,84 0,125 98,6 15,3
11,97 0,219 98,6 6,8
2-metil furan 17,10 0,294 105,3 3,5
25,65 0,477 97,7 8,2
51,30 0,929 100,3 0,8
1,62 0,435 95,6 12,1
4,04 0,926 101,0 3,4
2-pentil furan 6,06 1,337 102,0 1,6
8,08 1,803 99,3 11,8
12,12 2,652 99,8 10,6
8,40 0,835 98,4 6,3
14,70 1,376 101,9 15,2
2-¢til pirazin 21,00 1,981 99,9 1,0
31,50 2,957 99,5 2,0
42,00 3,898 100,2 41
2,02 1,295 90,7 12,3
7,07 3,418 103,0 6,1
1-okten-3-ol 10,10 4,894 100,1 6,8
15,15 7,221 99,8 3,9
20,20 9,464 100,6 3,7
30,30 14,193 99,7 5,3
2,12 0,474 99,3 7,7
4,24 0,791 102,0 16,7
1-heptanol 10,60 1,799 100,0 1,5
15,90 2,637 99,7 3,2
21,20 3,474 99,5 11,7
31,80 5,104 100,3 5,3
1,95 0,412 99,7 1,7
6,83 1,183 101,1 13,0
1-oktanol 9,75 1,664 100,1 8,4
14,63 2,466 99,3 8,5
29,25 4,792 100,1 2,3
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Tablica 5. Rezultati ispitivanja linearnosti, iskoristenja i ponovljivosti — nastavak

Koncentracija | Srednja vrijednost N
) 1 5 ) IskoriStenje | Ponovljivost,
Spoj (ng kg povrsine analita/
. . (%0) RSD (%)

kruha) interni standard
2,05 0,270 107,3 1,0
2-okten-1-ol, 4,10 0,673 97,5 17,4
10,25 1,746 99,2 7,5

trans

20,50 3,515 100,3 3,8
30,75 5,322 100,0 5,8
76,40 0,195 101,5 7,0
191,00 0,420 95,3 12,5
2-furan metanol 286,50 0,587 97,7 10,2
382,00 0,763 97,7 14,0
573,00 1,116 97,7 2,9
1,94 0,213 102,9 2,0
3,88 0,446 101,2 59
3-nonen-1-ol, cis 9,70 1,139 100,6 4,7
19,40 2,349 98,1 2,0
29,10 3,435 100,8 6,3
39,00 4,261 99,9 15,2
68,25 6,582 101,6 3,0
Feniletil alkohol 146,25 13,133 99,8 0,5
195,00 17,264 99,2 7,8
292,50 25,074 100,4 58
8,08 0,118 82,4 11,0
16,16 0,175 110,0 16,4
2-acetil pirol 40,40 0,472 100,8 7.9
80,80 0,942 100,7 14,4
121,20 1,426 99,7 7,3
3,92 0,404 96,6 2,6
7,84 0,720 102,5 9,0
2-acetil furan 19,60 1,776 99,7 41
39,20 3,492 100,0 4,1
58,80 5,217 100,0 3,9
3,96 0,465 97,7 15,6
2 3.5-trimetil 7,92 1,017 102,8 18
S 19,80 2,859 99,5 18,0
39,60 5,853 99,7 3,7
59,40 8,815 100,1 4,3
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Tablica 5. Rezultati ispitivanja linearnosti, iskoriStenja i ponovljivosti - nastavak

Koncentracija | Srednja vrijednost N
) 1 B ) IskoriStenje | Ponovljivost,
Spoj (ng kg povrsine analita/
. . (%) RSD (%)

kruha) interni standard
8,00 0,920 92,2 8,8
2 5-dimetil 16,00 1,419 106,8 53
.. 40,00 3,451 98,3 3,7

pirazin

80,00 6,519 100,7 4,6
120,00 9,748 99,8 4.4
36,60 0,226 98,1 16,2
73,20 0,429 100,4 8,7
3-metil-1-butanol 183,00 1,050 100,7 6,0
274,50 1,584 99,6 4,6
366,00 2,099 100,0 4,8
78,80 0,522 100,7 14,1
137,90 0,842 99,5 9,4
1-pentanol 197,00 1,152 99,9 4,9
295,50 1,684 99,3 1,1
394,00 2,199 99,8 6,1
591,00 3,245 99,8 2,8
73,20 2,559 99,4 58
128,10 4,444 100,2 57
2-metil pirazin 183,00 6,373 99,9 6,1
274,50 9,509 100,4 9,3
366,00 12,759 99,8 7,5
83,60 7,499 99,0 7,9
146,30 10,760 103,5 4,9
1-heksanol 209,00 14,724 99,3 7,8
313,50 20,733 99,4 2,4
418,00 26,729 99,5 6,2
627,00 38,441 100,4 5,6
0,41 0,033 111,9 9,8
0,83 0,101 97,5 7,7
2-nonen-1-ol, cis 2,07 0,275 100,5 6,4
4,14 0,586 97,8 4,3
6,21 0,861 100,9 5,8
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Tablica 5. Rezultati ispitivanja linearnosti, iskoriStenja i ponovljivosti - nastavak

Koncentracija | Srednja vrijednost N
. L _ IskorisStenje | Ponovljivost,
Spoj (ng kg’ povrsine analita/
. . (%) RSD (%)
kruha) interni standard

39,20 0,674 101,2 10,6
98,00 1,739 96,7 12,5
Benzil alkohol 147,00 2,441 103,0 12,9
196,00 3,334 100,4 4.4
294,00 5,019 99,9 1,8
816,00 1,387 103,9 9,5
3-metiltio-1- 2040,00 3,614 100,9 7,0
3060,00 5,404 101,4 8,5

propanol
4080,00 7,275 100,6 5,8
6120,00 10,801 101,7 4.1
17,80 0,641 102,2 13,6
2-metoksi-4-vinil 35,60 1,252 101,3 20,1
89,00 3,103 100,2 6,0

fenol

178,00 6,268 98,6 5,6
267,00 9,193 100,6 8,5
400,00 0,182 96,9 3,8
>-metil-1- 800,00 0,467 97,6 32
2000,00 1,320 98,1 45

propanol
3000,00 2,046 97,5 0,7
4000,00 2,761 97,7 3,3
2,00 1,392 97,7 21.0
4.00 2,211 98,8 8,7
2-etil-1-heksanol 10,00 4,613 100,8 45
20,00 8,699 100,5 17,6
30,00 12,861 99,7 5,6

Srednja vrijednost iskoristenja kretala se od 99,5 % za 2-pentil furan do 101,7 % za 2-
nonen-1-ol, cis. Iskoristenje svakog pojedinog spoja na odredenoj koncentracijskoj razini
nalazi se unutar prihvatljivog raspona vrijednosti iskoriStenja iz priru¢nika AOAC (2011)
navedenim u tablici 3. Na temelju toga, moze se utvrditi da se ovom metodom postize

odgovarajuce iskoristenje i da je zadovoljen kriterij prihvatljivosti.

Ponovljivost je izrazena kao relativna standarna devijacija odziva (povrSine), a
prikazana je za spojeve pri koncentracijama koje su zadovoljile parametar linearnosti. Srednja

vrijednost RSD se kretala od 3,1 % za 2-metil-1-propanol do 11,5 % za 2-etil-1-heksanol.
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Vrijednosti za svaki pojedini spoj pri odredenim koncentracijama zadovoljavaju Kriterije
prihvatljivosti za vrijednosti relativne standardne devijacije iz priru¢nika AOAC (2011)

prikazane u tablici 3. Na osnovu toga se moze utvrditi da je metoda ponovljiva.

4.3.3. Intermedijarna preciznost

Rezultati odredivanja intermedijarne preciznosti prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Rezultati ispitivanja intermedijarne preciznosti

Spoi Koncentracija Intermedijarna

(ng kg™ kruha) preciznost, RSD (%)
6,84 7,6
2-metil furan 17,10 3,0
34,20 3,4
1,62 3,3
2-pentil furan 4,04 3,3
8,08 2,1
8,40 54
2-etil pirazin 21,00 4,8
42,00 4,2
4,04 7,1
1-okten-3-ol 10,10 6,3
20,20 8,3
4,24 5,2
1-heptanol 10,60 4,5
21,20 5,2
3,90 6,7
1-oktanol 9,75 51
19,50 6,9
4,10 5,3
2-okten-1-ol, trans 10,25 4,5
20,50 4,3
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Tablica 6. Rezultati ispitivanja intermedijarne preciznosti - nastavak

Spoi KonceTtracija Intermedijarna

(ng kg™ kruha) preciznost, RSD (%)
76,40 6,0
2-furan metanol 191,00 5,2
382,00 53
3,88 58
3-nonen-1-ol, cis 9,70 4.4
19,40 6,8
39,00 7,6
Feniletil alkohol 97,50 8,8
195,00 53
16,16 3,8
2-acetil pirol 40,40 7,4
80,80 6,4
7,84 7,9
2-acetil furan 19,60 57
39,20 6,6
7,92 34
2,3,5-trimetil pirazin 19,80 4,8
39,60 3,5
16,00 5,6
2,5-dimetil pirazin 40,00 3,7
80,00 4,6
73,20 4,6
3-metil-1-butanol 183,00 3,7
366,00 3,2
78,80 4,9
1-pentanol 197,00 4,1
394,00 3,7
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Tablica 6. Rezultati ispitivanja intermedijarne preciznosti - nastavak

Spoi KonceTtracija Intermedijarna

(ng kg™ kruha) preciznost, RSD (%)
73,20 2,5
2-metil pirazin 183,00 34
366,00 Zoll
83,60 5,4
1-heksanol 209,00 3,7
418,00 2,1
0,83 4,1
2-nonen-1-ol, cis 2,07 3,9
4,14 2,5
39,20 1,9
Benzil alkohol 98,00 1,3
196,00 0,2
816,00 4,6
3-metiltio-1-propanol 2040,00 1,7
4080,00 1,9
35,60 4,2
2-metoksi-4-vinil fenol 89,00 2,9
178,00 2,8
800,00 2,8
2-metil-1-propanol 2000,00 2,5
4000,00 1,5
4,00 1,5
2-etil-1-heksanol 10,00 1,3
20,00 1,6

Intermedijarna preciznost odredena je mjerenjima na tri koncentracijske razine uz tri
ponavljanja u tri razli¢ita dana. Srednja vrijednost rezultata intermedijarne preciznosti kretala
se od 1,17 % za benzil alkohol do 7,24 % za feniletil alkohol. S obzirom na dobivene rezultate

moze se zakljuciti da je metoda intermedijarno precizna.
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Raffo i sur. (2015) u svojem su istrazivanju prikazali metodu za odredivanje hlapljivih
spojeva iz kore i sredine kruha uz pomo¢ HS-SPME/GC-MS metode. Meduostalim, ispitali su
I intermedijarnu preciznost koja je za 3-metil-1-butanol iznosila 5,7 % u kori kruha, a 5,2 % u
cijeloj kriski. Za 1-heksanol intermedijarna preciznost u kori kruha iznosila je 9,8 %, a u
cijeloj kriski 8,9 %, za 1-okten-3-ol su odredene vrijednosti od 3,7 % u kori i 3,5 % u kriski.
Za 2-fenil-1-etanol iznosila je 1,9 % u kori 1,6 % u kriski. Vrijednosti intermedijarne
preciznosti za 2-pentil furan su 11,6 % u kori kruha i 9,2 % u cijeloj kriski, za 2-acetil furan
8,5 % u kori i 5,8 % u cijeloj kriski. Za spoj 2,5-dimetil pirazin rezultati su pokazali vrijednost
od 8,7 % u kori i 6,7 % u kriski, a za 2-acetil pirol 8,3 % u kori kruha i 4,8 % u cijeloj kriski.

Usporedbom rezultata moze se zakljuciti da su dobiveni rezultati u skladu s

literaturom.
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4.3.4. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Rezultati ispitivanja granice detekcije i granice kvantifikacije za svaki pojedini spoj

prikazani su u tablici 7.

Tablica 7. Rezultati ispitivanja granice detekcije i granice kvantifikacije

Spoj

Granica detekcije

Granica kvantifikacije

(ng kg™ kruha) (ng kg kruha)
2-metil furan 1,62 4,90
2-pentil furan 0,27 0,82
2-etil pirazin 0,67 2,02
1-okten-3-ol 0,41 1,25
1-heptanol 0,19 0,57
1-oktanol 0,20 0,59
2-okten-1-ol 0,28 0,86
2-furan metanol 9,48 28,73
3-nonen-1-ol 0,61 1,85
Feniletil alkohol 3,78 11,45
2-acetil pirol 3,29 9,95
2-acetil furan 0,33 1,01
2,3,5-trimetil pirazin 0,40 1,20
2,5-dimetil pirazin 2,09 6,34
3-metil-1-butanol 2,75 8,34
1-pentanol 2,21 6,69
2-metil pirazin 2,76 8,37
1-heksanol 8,35 25,29
2-nonen-1-ol 0,16 0,50
Benzil alkohol 9,58 29,03
3-metiltio-1-propanol 78,45 237,72
2-metoksi-4-vinil fenol 4,25 12,88
2-metil-1-propanol 17,04 51,65
2-etil-1-heksanol 0,22 0,67
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Vrijednost granice detekcije koju su Raffo i sur. (2015) dobili za 3-metil-1-butanol je
6 ng kg™, a granice kvantifikacije 21 pg kg™. LOD za 1-heksanol iznosio je 0,7 pg kg™, a
LOQ 2,3 pg kg®. Za 1-okten-3-ol granica detekcije procijenjena je na 0,16 pg kg, a
kvantifikacije na 0,53 ug kg™. Vrijednosti LOD i LOQ su za 2-acetil furan iznosile 0,9 pg kg™
i 3 ug kg™, za 2,5-dimetil pirazin 0,6 ug kg™ i 2 ug kg?, dok je za 2-acetil pirol granica
detekcije iznosila 4 pg kg™, a granica kvantifikacije 13 pg kg™

Ruiz i sur. (2003) su takoder racunali granicu detekcije za odredivane spojeve. LOD
za svaki spoj odreden je preko Detarchi racunalnog programa iz kalibracijskih dijagrama, pri
¢emu su u obzir uzete standardne devijacije. Dobivena vrijednosti granice detekcije za 1-

heksanol je 0,016 pg kg™, a za benzil alkohol 0,014 pg kg™.

Pri usporedbi s rezultatima drugih istrazivanja mogu se primijetiti razlike u
izracunatim granicama detekcije 1 kvantifikacije, $to se djelomicno moze objasniti razli¢itim
naé¢inom izracuna navedenih vrijednosti. Koncentracije ciljanih analita odabrane za izradu
bazdarnih dijagrama i analizu spojeva se nalaze iznad vrijednosti granica kvantifikacije

prikazanih u tablicama 5. i 6.
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5. ZAKLJUCCI

Cilj ovog istrazivanja bilo je provesti optimizaciju i validaciju HS-SPME/GC-MS

metode za odredivanje 17 alkohola, 4 pirazina i 3 furana u uzorcima bezglutenskog kruha.
Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Optimizirana je HS-SPME/GC-MS metoda za odredivanje spojeva iz skupine
alkohola, pirazina i furana. Definirani su optimalni uvjeti mikroekstrakcije —

temperatura 60 °C i trajanje 60 min.

2. Validacija metode provedena je pri optimalnim uvjetima mikroekstrakcije. Klju¢ni
validacijski parametri bili su selektivnost, linearnost, preciznost, granica detekcije i

granica kvantifikacije.

3. Selektivnost metode utvrdena je pregledom kromatograma ciljanih i kvalifikacijskih
iona svakog ciljanog analita na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da je metoda selektivna

pri odredivanju svih analiziranih spojeva.

4. Koeficijent korelacije ve¢i od 0,999 potvrduje linearnost metode u definiranom

radnom podrucju za sve ciljane spojeve.

5. Rezultati ispitivanja ponovljivosti i intermedijarne preciznosti potvrduju da se
vrijednosti relativnih standardnih devijacija nalaze unutar raspona odredenog kriterija
prihvatljivosti u ovisnosti 0 koncentracijama ispitivanih spojeva, a sto dokazuje da je

metoda precizna.

6. Rezultati odredivanja granice detekcije 1 granice kvantifikacije pokazuju da je metoda
prihvatljive osjetljivosti za odredivanje ispitivanih alkohola, pirazina i furana u

uzorcima bezglutenskog kruha.

7. Svi klju¢ni validacijski parametri su pod navedenim uvjetima zadovoljili kriterije
prihvatljivosti te se HS-SPME/GC-MS metoda moze smatrati prikladnom za

namijenjenu svrhu.
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