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1. UvOD

Danasnji uzurbani nacin Zivota ostavlja nam malo vremena za provodenje pravilne
prehrane kojom bi osigurali sve dnevno potrebne nutrijente. Iz tog se razloga javljaju
suvremene bolesti koje su Cesto povezane s hranom koju jedemo.

Jedno od takvih stanja je i celijakija, stanje prisutno kod osoba s intolerancijom na gluten te
takve osobe trebaju konzumirati isklju¢ivo bezglutenske proizvode. Sve veca potraznja za
bezglutenskom hranom navodi proizvoda¢e na unaprjedenje senzorskih osobina takvih
proizvoda. Kako bi se omogucilo poboljSanje mirisa i okusa, potrebno je najprije istraziti koji

su to spojevi koji utje¢u na senzoriku bezglutenskih proizvoda.

Hlapljive komponente svjeze pecenog kruha su upravo ono $to potrosace privlaci tom
proizvodu pa je stoga vazno posebnu paznju pridodati ba§ tom elementu. Medu spojevima
koji se isti¢u u obogacivanju arome nalaze se mnogi organski spojevi, kao $to su aldehidi i

ketoni.

Za odredivanje hlapljivih komponenti, odnosno arome kruha najées¢e se koristi
metoda mikroekstrakcije na ¢&vrstoj fazi u kombinaciji s plinskom kromatografijom i
masenom spektrometrijom. Mikroekstrakcija sluzi za izdvajanje hlapljivih spojeva koji se
zatim uvode u plinski kromatograf pomocu kojeg se odvajaju ekstrahirani spojevi. Ovakva
metoda odredivanja hlapljivih komponenti kruha pokazala se kao brza, jednostavna i

ucinkovita.

Ciljevi ovog istraZivanja bili su optimizacija 1 validacija metode za odredivanje
aldehida 1 ketona u uzorcima bezglutenskog kruha pomocu metode ,headspace*
mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi uz kombinaciju s plinskom kromatografijom i masenom
spektrometrijom. Pomocu dobivenih rezultata odgovorit ¢e se na pitanje je li ova metoda
prihvatljiva za odredivanje aldehida i ketona u bezglutenskom kruhu te jesu li zadovoljeni

kljuc¢ni kriteriji validacije.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. BEZGLUTENSKI KRUH

Kruh se smatra osnovnom hranom u prehrani svjetske populacije (Mansueto i sur., 2014).
Uslijed sve veceg broja ljudi s dijagnozom celijakije, u kombinaciji s potrosackom
ucinaka na zdravlje, trziste proizvoda od alternativnih Zitarica raste (Hiittner i Arendt, 2010).
Gluten se nalazi u proizvodima i braSnu koji sadrze pSenicu, pir, raz, jeCam i zob. Sastoji se
od hidratiziranih proteinskih frakcija glijadina i glutenina. Ovaj proteinski kompleks bitan je
¢imbenik U tvorbi elasti¢nog i rastezljivog tijesta (Hiittner i Arendt, 2010).

Celijjakija je poremecaj koji je imunoloSki posredovan konzumacijom glutena u
genetski osjetljivih pojedinaca (Husby i sur., 2012). Bolest moze imati razli¢ite manifestacije
Sto otezava dijagnosticiranje stanja. Simptomi celijakije mogu se opisati kao spektar koji se
razlikuje od teskih simptoma malapsorpcije do odsutnosti simptoma (Mustalahti i sur., 2002).
U slucaju odsutnosti simptoma, 0sobe koje boluju nemaju gastrointestinalnih problema,
unato¢ oStecenju resica tankog crijeva (Cranney i sur., 2007). Jedino potvrdeno lijecenje
celijakije jest dozivotno pridrzavanje bezglutenske prehrane (Shepherd i Gibson, 2013).

Da bi zadovoljili potraznju potroSaca za visokom kvalitetom bezglutenskih proizvoda,

proizvodaci teze izradi bezglutenskog kruha koji je vrlo sli¢an pSeni¢cnom kruhu (Moore 1 sur.,
2004). Proizvodnja takvog kruha, koji ne sadrzi gluten, predstavlja pravi tehnoloski izazov.
Bezglutensko braSno u kombinaciji s vodom nema sposobnost tvorbe rastezljivog tijesta
upravo zbog ¢injenice da ne postoji sirovina, sastojak ili aditiv koji moze u potpunosti
zamijeniti gluten. Takvo se tijesto dobiva iz smjese vode, kvasca, bezglutenskog brasna i
Skroba u koju se mijeSanjem inkorporira zrak, a uglji¢ni dioksid dobiva se fermentacijom
dodanog kvasca (Onyango i sur., 2009). Rezultat toga je kruh s mnogobrojnim nedostacima
ukljucuju¢i smanjeni volumen, nedovoljno poroznu strukturu, suha i mrvljiva tekstura,
raspuknuta kora, osiromaSen okus 1 aroma te brzo starenje (Pszczola, 2012).
Upravo iz navedenih razloga, posljednjih nekoliko godina, dodatkom raznih sastojaka nastoji
se poboljsati receptura bezglutenskog kruha (Hiittner i Arendt, 2010). Kombiniranim
dodatkom enzima, $kroba, kiselog tijesta i hidrokoloida moze se povecati cjelokupna kvaliteta
bezglutenskog brasna, ukljucujuéi 1 aromatski profil kruha (Houben i sur., 2012).

Na aromu dizanih pekarskih proizvoda utjecu sirovine koje se koriste, uvijeti

fermentacije, vrsta koriStenih startera te uvjeti peCenja (Gobbetti 1 sur., 2008). Sastav
2



aromatskih spojeva se mijenja tijekom procesa proizvodnje kruha. MikrobioloSka i enzimska
promjena ugljikohidrata, aminokiselina i lipida u tijestu stvara spojeve arome koji su vazni za
konacan miris, a to su alkoholi, esteri i karbonilni spojevi dok na miris vanjskog dijela kruha,
kore, utjecu toplinske reakcije do kojih dolazi tijekom pecenja. PoboljSana aroma moze se
posti¢i uz optimalnu kombinaciju bakterija mlije¢ne kiseline i kvasaca (Hansen i Schieberle,
2005). Takoder, proces proteolize tijekom fermentacije tijesta poboljSava aromu kruha bez
utjecaja na teksturu i volumen samog kruha (Thiele i sur., 2002). Bakterije mlije¢ne kiseline
mogu Kkatalizirati reakcije poput deaminacije, transaminacije i dekarboksilacije pri ¢emu
nastaju aminokiseline koje utjeCu na konacan okus kruha. Jedan od takvih primjera je
glutamin koji se reakcijama fermentacije prevodi u glutamat, koji daje specificnu aromu
krajnjem proizvodu (Génzle i sur., 2007). Put deaminacije arginina u Lactobacillus spp.
poti¢e vecu proizvodnju ornitina, a time se povecava i nastanak 2-acetil pirolina koji najvise
doprinosi aromi kore svjeze pecenog pSeni¢nog kruha (Génzle i sur., 2007). Uz proteine, i
lipidi mogu uvelike utjecati na kvalitetu kruha. Oksidacija, koja se javlja tijekom skladistenja
brasna i mijeSanja tijesta, pokrece stvaranje spojeva poput (E)-2-nonenala i ostalih aldehida
koji znacajno utjecu na okus pSenicnog i rizinog brasna (Vermeulen i sur., 2007).

Pokazalo se da fermentacija poti¢e stvaranje spojeva arome i u bezglutenskim proizvodima
(Mugula i sur., 2003). Upotrebom Issatchenkia orientalis u kombinaciji s Lactobacillus brevis
ili L. plantarum u visokoj koli¢ini nastaju spojevi iz skupine alkohola, dok se diacetil dobiva
upotrebom bakterija L. plantarum i Pediococcus pentosaceus. Proizvodnja aldehida se
povecava ko-fermentacijom s L. plantarum i upotrebom kvasaca (Edema i Sanni, 2008). lako
su potrebna daljnja istraZivanja, jasno se da zakljuciti da je fermentacijom kiselog tijesta S
bakterijama mlijecne kiseline 1 kvascima mogucée uvelike poboljSati miris 1 okus

bezglutenskih proizvoda (Moroni i sur., 2009).



2.2. METODE ZA ODREDPIVANJE AROMATSKOG PROFILA KRUHA

2.2.1. Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Osnove metode mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-phase microextraction,
SPME) utemeljene su na Sveucilistu u Waterloo-u u Kanadi 1989. godine (Belardi i
Pawliszyn, 1989), a primjena prvog SPME sustava publicirana je 1990. godine (Arthur i
Pawliszyn, 1990). SPME je ponajprije razvijen za rjeSavanje potreba za brzom pripremom
uzoraka u laboratoriju. U ovoj tehnici, mala koli¢ina ekstrakcijske faze vezane na krutom
nosacu izloZena je uzorku u to¢no definiranom vremenskom periodu (Pawliszyn, 2012).

Osnovni dio SPME sustava predstavlja tzv. SPME injekcija, koja podsjeca na

kromatografsku, a razlikuje se po tome §to sadrzi 1-2 cm dugo vlakno smjesteno unutar igle
injekcije, koje je napravljeno od odgovarajueg polimera nanesenog na nosa¢ od SiO,
promjera 110 um. Proces mikroekstrakcije zasniva se na preraspodjeli analita izmedu vlakna i
matriksa uzorka, odnosno na selektivnoj apsorpciji/adsorpciji ciljanih analita u aktivnom sloju
vlakna i direktnoj desorpciji u injektoru kromatografa. Postupak SPME se sastoji od nekoliko
koraka. Prije same analize, vlakno je uvuceno u metalnu cjevéicu SPME injekcije. Nakon
probijanja septuma bocice u koju je prethodno stavljena odredena koli¢ina uzorka, vlakno se
izvla¢i iz metalne zastite, tj. izlaZze uzorku spustanjem klipa injekcije. Nakon odredenog
vremena, vlakno s ekstrahiranim analitima se ponovo uvladi u iglu, koja se izvlaci iz bocice.
Ekstrahirani analiti se desorbiraju s vlakna uvodenjem SPME igle u injektor kromatografskog
sustava, pomocu toplinske desorpcije u slucaju primjene plinske kromatografije (engl. Gas
Chromatography, GC), odnosno desorpcije u otapalu kod tekucinske kromatografije (Liquid
Chromatography- LC) (Pawliszyn, 2012).
SPME je ravnotezna tehnika u kojoj se analiti raspodjeljuju izmedu tri faze: uzorka, plinovite
faze iznad uzorka i vlakna. Na vlakno se pri tome ne ekstrahira cjelokupna koli¢ina analita
prisutna u uzorku, ali se odgovaraju¢om kalibracijom ova tehnika moze koristiti i za uspjesSnu
kvantifikaciju ciljanih spojeva (Purovi¢ i sur.,, 2007). Koli¢ina analita koja se
apsorbira/adsorbira na vlakno ovisi o puno faktora: debljini i polarnosti aktivnog sloja vlakna,
naCinu uzorkovanja, prirodi uzorka 1 analita, na¢inu i brzini mijeSanja uzorka, trajanju
mikroekstrakcije, temperaturi na kojoj se ona izvodi, itd. (Purovié, 2011).

Da bi SPME metoda zadovoljila najvaznije analiticke parametre validacije, potrebno
Ju je optimirati, sto podrazumijeva izbor vlakna i debljine njegovog aktivnog sloja, postavke

eksperimentalnih parametara vezanih za proces mikroekstrakcije (temperatura, nacin i brzina
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mijesanja uzorka, topljivost analita, trajanje mikroekstrakcije, itd.) te optimizaciju vremena i

temperature desorpcije (Wardencki i sur., 2004).

2.2.2. Plinska kromatografija-masena spektrometrija (engl. Gas Chromatography-Mass
Spectrometry, GC-MS)

Plinska kromatografija je tehnika sa Sirokom primjenom c¢ija upotreba je prvi put
zabiljezena prije 60 godina. Od tada, njen razvoj se nastavio i doveo do visoke osjetljivosti,
svestranosti, mogucnosti automatizacije 1 jednostavnosti metode te Sirenja njene
primjenjivosti. Buduéi da se odjeljivanje spojeva moze odvijati samo u plinovitom stanju,
¢vrsti 1 tekuéi uzorci moraju se najprije prevesti u plinovito stanje, a to se ujedno smatra i
najveéim ograni¢enjem ove metode (Rouessac i Rouessac, 2007).

Dijelovi od kojih se sastoji plinski kromatograf su injektor, kolona i detektor povezan
s termostatski kontroliranom pe¢nicom koja onemoguéava pregrijavanje kolone. Mobilna faza
koja prolazi kroz kolonu naziva se plin nosioc i njegov je protok strogo kontroliran kako bi se
omogucéila ponovljivost retencijskog vremena ciljanih spojeva. Analiza zapocinje kada se
mala koli¢ina uzorka uvodi u injektor koji ima dvostruku funkciju: prevodenje uzorka u
plinovito stanje i mijeSanje sa strujom mobilne faze na pocetku kolone. Uvjeti rada injektora,
kao i nacini injekcije, razlikuju se ovisno o metodi. Princip rada injektora moze biti izravno
uparavanje, ,split/splitless* injekcija, ,,cold on“ — kolonska injekcija i termostatski
kontrolirano uparavanje, dok Koristenje automatskog injekcijskog sustava moze znacajno
poboljsati preciznost mjerenja (Rouessac i Rouessac, 2007).

Kolona je obi¢no uska Suplja cijev duzine 1 do 100 metara, razliitog sastava i sadrZaja
stacionarne faze, a nalazi se u termostatski kontroliranoj pecnici koja postiZze temperaturu
preko 400°C. Ovisno o njihovoj izvedbi, razlikujemo dvije vrste kolona. Punjene kolone
imaju stacionarnu fazu nanesenu ili kemijski vezanu na poroznu podlogu, dok je kod
kapilarnih kolona tanki sloj stacionarne faze polozen ili vezan na unutarnju stjenku kolone.
Najcesce koristene vrste stacionarne faze su polisiloksani i polietilenglikoli (Jennings i sur.,
1997).

Detektori su svrstani u dvije skupine, ovisno o tome dovode li do samo jedne informacije kao
Sto je vrijeme zadrzavanja i onih koji daju, osim vremena zadrzavanja, podatke o strukturi
analita (Eiceman i sur., 1998). U plinskoj kromatografiji koristi se viSe vrsta detektora, a izbor
istog provodi se na osnovi komponente koja se analizira pa tako razlikujemo detektor

toplinske vodljivosti (engl. Termal Conductivity Detector, TCD), plameno-ionizacijski
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detektor (engl. Flame lonization Detector, FID), dusik-fosforni detektor (engl. Nitrogen
Phosphorus Detector, NPD), detektor zarobljavanja elektrona (engl. Electron Capture
Detector, ECD), foto-ionizacijski detektor (engl. Photo lonization Detector, PID), detektor
atomske emisije i maseno spektrometrijski detektor (engl. Mass Spectrometry Detector,
MSD) (Dorman i sur., 2010).

Maseno spektrometrijski detektor sastoji se od spektrometra mase niske razlucivosti, a
postavljen je na izlazu iz kolone. Ima moguénost snimanja svih iona prisutnih u uzorku (engl.
Total lon Current, TIC) i snimanja samo odabranih iona (engl. Single lon Monitoring, SIM).
Budu¢i da maseni spektrometri analiziraju plinovitu fazu iona, oni djeluju u visokom vakuum
sustavu. Sastoje se od tri osnovna dijela: izvora ionizacije, selektivnog masenog analizatora i
detektora iona. U ovom dijelu uzorak je voden kroz nekoliko koraka: ionizacija, akceleracija,
separacija, detekcija te prikaz masenog spektra. lako ova metoda ponekad ima manju
osjetljivost od klasi¢nih detektora, za neke vrste analiza je i dalje neophodna, osobito u

studijama utjecaja na okolis (Hites, 1997).

2.3.  VALIDACIJA ANALITICKE METODE

Poznato je da je validacija analiticke metode potrebna u svim analitickim

laboratorijima kako bi se dokazala njena u¢inkovitost i primjenjivost (Taverniers i sur., 2004).
Vaznost validacije metode naglasena je kasnih 40-ih, kada su American Chemical Society i
Merck & Co dosli do zakljucka kako su matematika 1 statistika nuzan preduvjet za uspjeSan
razvoj i prilagodbu novih analitickih metoda (Clarke, 1947). U ranim 70-ima objavljen je niz
¢lanaka u kojima se naglasava potreba provedbe dosljednog skupa definicija za utvrdivanje
obiljezja razvijenih analitickih metoda te potreba za usporedbom njihovih prednosti i
nedostataka zbog velikog broja novih analitickih metoda (Wilson, 1973).
Rije¢ validacija potjece od latinske rijeci ,,validus“ koja u doslovnom prijevodu znaci jak,
snazan, mo¢an (Araujo, 2009). Prema definiciji norme 1SO 9000 iz 2005. godine, validacija
analiticke metode je niz postupaka kojima se potvrduje da je metoda prikladna za njenu
namijenjenu svrhu. Prilikom validacije metode definiraju se analiticki parametri koji moraju
biti zadovoljeni u svrhu dokazivanja njene prikladnosti. Postupak validacije metode vrlo je
usko vezan uz sam razvoj metode (Eurachem Guide, 2014).

Metoda bi trebala biti validirana kada je potrebno dokazati da su karakteristike njezine

izvedbe adekvatne za koriStenje u odredenu svrhu. Laboratorij bi trebao validirati
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nestandardne metode, novorazvijene metode, standardne metode koriStene izvan opsega
njezine uporabe te standardne metode koje su prosirene ili modificirane (ISO/IEC 17025,
2005).

Sam postupak validacije neke metode moze se provesti na razli¢ite nacine, $to je i opisano u
razli¢itim vodi¢ima. Ono $to je osnova validacije bilo koje analiticke metode je izvodenje
eksperimenata u kojima se koriste uzorci i/ili standardi slicni uzorcima za ¢iju je analizu
metoda namijenjena (Peters i sur., 2007).

Opcenito, postupak validacije se sastoji od nekoliko razli¢itih koraka: odabira analiticke
metode, na¢ina uzorkovanja, pripreme uzorka, provodenja eksperimenata i statisticke obrade
podataka (Araujo, 2009). Opcéa procjena analitiCke metode ukljucuje provjeru je li odabrani
instrument pogodan za analizu, jesu li materijali (reagensi, standardi, itd.) odgovarajuce
Cistoce i stabilnosti za upotrebu u analiti¢kim odredivanjima, imaju li analiti¢ari odgovaraju¢u
obuku i kvalifikacije te je li prethodna dokumentacija, kao $to su analiti¢ki postupci s pravilno
odobrenim protokolom, pregledana (Swartz i Krull, 1997). Kljuéni element za uspjeSnu
validaciju metode je upravo priprema uzorka. Ona mora biti dobro dokumentirana, a izbor
odredenog postupka pripreme ovisi o vrsti i koncentraciji analita, matriksu uzorka, veli¢ini
uzorka i instrumentalnoj tehnici. Provodenje eksperimenata se odnosi na dobivanje
kvalitativnih ili kvantitativnih informacija iz uzoraka s prihvatljivom razinom nesigurnosti.
Analiza podataka sastoji se od matematickih i statistickih postupaka koji vode smislenim

informacijama i zaklju¢cima o eksperimentu i validaciji metode u cjelini (Araujo, 2009).

2.4. PARAMETRI VALIDACIJE

Za analiticke postupke postoji moguénost odredivanja viSe parametara validacije kao
Sto su specifi¢nost/selektivnost, linearnost i podrucje linearnosti, toc¢nost, preciznost
(ponovljivost, intermedijarna preciznost i obnovljivost), granica detekcije i granica
kvantifikacije i robusnost (Shah i sur., 2000).

2.4.1. Selektivnost/ specifi¢nost

Specificnost je sposobnost procjene metode da tocno 1 specificno odredi analit u
prisutnosti ostalih komponenti, gdje se ocekuje njegova prisutnost (ICH, 2005). Ako

govorimo o razlici izmedu specifi¢nosti i selektivnosti, selektivna metoda istovremeno
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odreduje vise komponenti (WELAC, 1993), dok se pod specificnoS¢u smatra odredivanje

samo jednog analita u uzorku (Gonzalez i Herrador, 2007).
2.4.2. Linearnost i podrucje linearnosti

Linearnost analitiCkog postupka je njegova sposobnost (unutar danog raspona) da se
dobiju rezultati ispitivanja koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku.
Podrucje analitickog postupka je interval izmedu gornje i donje koncentracije analita u uzorku
(ukljucujuéi te koncentracije) za koje je dokazano da analiti¢ki postupak ima odgovarajucu
razinu preciznosti, to¢nosti i linearnosti (ICH, 2005). Pri odredivanju linearnosti metode,
potrebno je analizirati kalibracijske standarde na najmanje pet koncentracijskih razina
(Thompson i sur., 2002). Raspon koncentracija treba obuhvatiti najmanje 80-120 % od
oc¢ekivane koncentracije analita u uzorku, uz ponavljanje mjerenja minimalno dva do tri puta
(Rambla-Alegre i sur., 2012). Kao dokaz linearnosti navodi se jednadzba regresijskog pravca,
koeficijent determinacije i koeficijent korelacije te prilaze grafi¢ki prikaz. Kako bi kriterij
prihvatljivosti bio zadovoljen, koeficijent korelacije mora biti ve¢i ili jednak 0,999 (Araujo,
2009). Iz rezultata odredivanja linearnosti metode izraCunava se i parametar iskoristenja. On
odrazava pogreSku bazdarnog dijagrama, prikazuju¢i odnos eksperimentalno i teoretski
odredene koncentracije ciljanog spoja (ICH, 2005). U tablici 1. nalaze se kriteriji

prihvatljivosti za iskoriStenje ovisno o udjelu analita u uzorku (AOAC, 2011).
2.4.3. Tocnost

Tocnost analitickog postupka odraZzava stupanj podudaranja izmedu prihvacene
referentne vrijednosti i srednje vrijednosti koja je dobivena odredenim analitiCkim postupkom
(ICH, 2005). Odredivanje tog parametra omogucéuje procjenu Utjecaja sustavne pogreske
metode na krajnji rezultat. Procjena to¢nosti moze se provesti na nekoliko nacina:
usporedbom rezultata ispitivane metode s rezultatima dobivenim referenthom metodom,
usporedbom izmjerene koncentracije analita i poznate referentne vrijednosti te metodom

dodatka analita ili referentnog materijala u matriks uzorka (Araujo, 2009).
2.4.4. Preciznost

Preciznost analitiCkog postupka izrazava bliskost slaganja izmedu niza mjerenja

dobivenih analizom vise homogenih uzoraka pri definiranim uvjetima. Obic¢no se izraZzava kao
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odstupanje, standardna devijacija ili koeficijent varijabilnosti niza mjerenja (ICH, 2005).
Ovisno o uvjetima analize, odreduje se koje parametre analize je potrebno ispitati (Eurachem
Guide, 2014). Ponovljivost izrazava preciznost pod istim uvjetima rada u kratkom
vremenskom intervalu (ICH, 2005). Analiza ponovljivosti se provodi u jednom laboratoriju,
od strane jednog analiti¢ara, na istoj aparaturi, U kratkom vremenskom razdoblju, s istim
reagensima, a odreduje se u najmanje 9 mjerenja (3 koncentracije u triplikatu) u definiranom
podru¢ju metode (AOAC, 2011). Intermedijarna preciznost (medupreciznost) oznacava
preciznost unutar jednog laboratorija, uz moguce varijacije kao §to su razli¢iti dani analize,
razli¢iti analiticari, oprema, itd. Cilj je utvrditi hoce li rezultati biti isti, unato¢ promjenama
unutar laboratorija (ICH, 2005). Medulaboratorijska preciznost oznafava obnovljivost,
odnosno reproducibilnost metode. Ona se procjenjuje pomoc¢u medulaboratorijskih analiza, a
treba ju uzeti u obzir u sluéaju standardizacije analitickog postupka (ICH, 2005). U tablici 1.
nalaze se kriteriji prihvatljivosti za ponovljivost ovisno o udjelu analita u uzorku, a u tablici 2.
nalaze se kriteriji prihvatljivosti za reproducibilnost ovisno o udjelu analita u uzorku (AOAC,
2011).

Tablica 1. Kriteriji prihvatljivosti za iskoristenje i ponovljivost (AOAC, 2011)

al:::ietla Omjer Srednja vrijednost iskoristenja Ponovljivost,
(%) analita (%) RSD (%)

100 1 98 — 102 1,3
10 10™ 98 — 102 1,9
1 10 97 - 103 2,7
0,1 107 95— 105 3,7
0,01 10™ 90 — 107 53
0,001 107 80 — 110 7,3
0,0001 107 80 — 110 11
0,00001 10” 80 — 110 15
0,000001 107 60 — 115 21
0,0000001 107 40 -120 30




Tablica 2. Kriteriji prihvatljivosti za reproducibilnost (AOAC, 2011)

Udjel analita Omier analita Reproducibilnost,

(%) J RSD (%)

100 % 1,0 2
1% 0,01 4

0,01 % 0,001 8

1 ppm 0,000001 16

10 ppb 0,00000001 32

1 ppb 0,000000001 45

2.4.5. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije nekog analitickog postupka predstavlja najmanju koli¢inu analita u
uzorku koja se moze detektirati, ali ne nuzno i kvantificirati kao to¢na vrijednost, a granica
kvantifikacije je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze kvantitativno odrediti s
odgovaraju¢om preciznosti i to¢nosti. Granica kvantifikacije je parametar kvantitativnih
testova za niske koncentracije analita u uzorcima te se odreduje kod metoda za odredivanje
necistoca i/ili produkata razgradnje (ICH, 2005). Pri odredivanju granice detekcije i
kvantifikacije, moguce je koristiti nekoliko pristupa. Procjena moZze biti vizualna, s pomocu
omjera signal/Sum 1ili statisticka. Kada govorimo o vizualnoj procjeni, ona se moze primijeniti
i kod neinstrumentnih i instrumentnih metoda, velinom samo za granicu detekcije, a
procjenjuje se najmanji signal koji se pouzdano moze prepoznati. Omjer signal/Sum moZe se
primijeniti samo na analiticke postupke s baznom linijjom, a prihvatljivi su omjeri 3 : 1 za
granicu detekcije i 10 : 1 za granicu kvantifikacije (ICH, 2005). Statisticki se granice
detekcije i kvantifikacije mogu odrediti na bazi standardne devijacije signala i nagiba prema
jednadzbama: Granica detekcije (GD) = 3,3 STDEV/a, odnosno granica kvantifikacije (GK) =
10 STDEV/a pri ¢emu je a nagib, a STDEV standardna devijacija regresijskog pravca
(Lazari¢, 2012).

2.4.6. Robusnost

Robusnost analitickog postupka je sposobnost metode da prilikom malih, ali

namjernih promjena parametara ne dolazi do znacajnih promjena rezultata analize, odnosno
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da su devijacije rezultata analize unutar dozvoljenih kriterija prihvatljivosti metode (ICH,
2005). Ako promjena nekog radnog uvjeta ne utje¢e bitno na rezultat, kaze se da je on u
podrucju robusnosti metode. Uvjete za koje je utvrdeno da utjecu na rezultat treba kontrolirati
i to jasno naznaliti u opisu metode (Lazari¢, 2012). U slu¢aju plinske kromatografije,

varijacije mogu biti primjena razli¢ite kolone, male promjene u temperaturi, protoku i slicno
(Vander-Heyden i sur., 2001).

11



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Uredaji i oprema

,,Headspace* mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (HS-SPME):
Termoblok, PIERCE Reacti-Therm NO. 18971
Drza¢ SPME vlakna, SUPELCO
Vlakno Carbon/DVB/PDMS, 50/30 um, Stableflex 24 Ga
Posude: staklene vialice, 20 mL
Cep: Crimp N20 Al, septa silikon/PTFE
Magnet: 15x6 mm, bez izboCenja

Kromatografija:
Plinski kromatograf: Agilent Technologies 6890 N

Network GC System

Maseni detektor, Agilent Technologies 5973 inert

Liner: ravni, 0,75 mm, Agilent

Baza podataka: NIST 05
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3.1.2. Kemikalije i standardi

U tablici 3. prikazani su svi podaci o koriStenim standardima.

Tablica 3. Podaci o koristenim standardima

Ime spoja CAS broj Proizvodaé | Cistoca (%)
1-butanol 71-36-3 Merck 99,5
Pentanal 110-62-3 Acros Organics 97,0
2-oktanon 111-13-7 | Acros Organics 99,0
Oktanal 124-13-0 | Acros Organics 99,0
6-metil-5-hepten-2-on 110-93-0 Aldrich 99,0
Nonanal 124-19-6 | Acros Organics 95,0
3-furaldehid 498-60-2 | Acros Organics 98,0
Furfural 98-01-1 Sigma Aldrich 99,0
Dekanal 112-31-2 | Acros Organics 95,0
2-nonenal, trans 18829-56-6 Fluka AS*
Benzacetaldehid 122-78-1 | Acros Organics 98,0
2,4-dekadienal, trans,trans | 25152-84-5 | Acros Organics 95,0
2-butanon 78-93-3 Acros Organics 99,0
Butan-2,3-dion 431-03-8 | Acros Organics 99,0
2,3-prentandion 600-14-6 | Acros Organics 97,0
Heksanal 66-25-1 Sigma Aldrich 98,0
2-heptanon 110-43-0 Merck 98,0
Heptanal 111-71-7 Sigma Aldrich AS*
2-metil butanal 96-17-3 Sigma Aldrich AS*
3-metil butanal 590-86-3 | Acros Organics 98,0

*AS — analiti¢ki standard

U svrhu odredivanja linearnog retencijskog indeksa ciljanih spojeva analizirana je otopina

alkana Cg-Cyo u heksanu, priblizne koncentracije svakog alkana 40 mgL™ (Sigma Aldrich).
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http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=110-62-3
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=111-13-7&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=124-13-0
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=110-93-0&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=124-19-6
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=498-60-2&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=98-01-1&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=112-31-2
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=18829-56-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=25152-84-5
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=431-03-8
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=600-14-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=HR&focus=product
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=66-25-1
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=110-43-0
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=111-71-7
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=96-17-3
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=590-86-3

3.1.3. Bezglutenski kruh

Uzorci bezglutenskog kruha proizvedeni su u Laboratoriju za kemiju i tehnologiju

zitarica na Zavodu za prehrambeno-tehnolosko inZenjerstvo od slijedecih sirovina:

e Integralno rizino brasno, Advent, Hrvatska

e Kukuruzni skrob, Agrana, Austrija

e Integralno proseno brasno, Werz, Njemacka

e Brasno zutog graska, Only Nature, EU

e Kukuruzni ekstrudat, Nase Klasje, Hrvatska

e Biljna mast, Zvijezda, Hrvatska

e Hidrokoloidi Wellence Gluten Free 47129 i Methocell K4M Food Grade, The Dow
Chemical Company, SAD

e Morska sol, Solana Pag, Hrvatska

e Prasak za pecivo, Dr. Oetker, Madarska

e Emulgator MONO 40, Juchem, Njemacka

e Secer, Viro d.o.o., Hrvatska

e Instant suhi pekarski kvasac, Di-go, Kvasac d.o.0., Hrvatska

e Bjelanjak u prahu, Elcon, Prehrambeni proizvodi d.o.o.

e Vodovodna voda
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3.2. METODE RADA

Cilj ovog istrazivanja bio je najprije optimizirati uvjete mikroekstrakcije, a zatim pri tim

optimiziranim uvjetima provesti validaciju metode.
3.2.1. Eksperimentalni uvjeti

.Headspace‘ mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Vrijeme uravnotezenja: 5 min
Brzina mijesanja: 7
Uzorak: 0,2500 g bezglutenskog kruha
Otopina soli: 20% (m/V), pH = 3 (prilagoden 0,05 M limunskom kiselinom)
GC
Injektor:
Temperatura 260°C
Vrijeme desorpcije: 5 min
Protok plina: 50 mL/min
Uvjeti injektora: Splitless
Ciscenje vlakna nakon desorpcije: 2 min
Pecnica:
Temperaturni program
40°C, odrzavanje 3 min
2°C/min do 105°C
5°C/min do 130°C
10°C/min do 230°C, odrZavanje 5 min
Trajanje analize: 55 min

Protok helija: 1 mLmin™

MS detektor
Temperatura MS Source: 230°C
Temperatura MS Quadrupole: 150°C
Temperatura Transfer line: 280°C
Raspon omjera masa i naboja za detekciju: 35-350 amu

Uvijeti detekcije: TIC
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3.2.2. Priprema 20% otopine NaCl

Otopina soli pripremljena je vaganjem 10,0000 g NaCl-a + 0,0001 g koji je zatim
otopljen u 35 mL demineralizirane vode. Dobivenoj otopini prilagoden je pH na 3 pomocu
0,05 M otopine limunske kiseline. Nakon prilagodbe pH, otopini je dodana demineralizirana
voda do ukupnog volumena vode od 40 mL. Otopina soli pripremljena je svakodnevno kako

bi bila svjeza.

3.2.3. Priprema otopine za analizu

Odvagano je 0,2500 g uzorka bezglutenskog kruha s to¢nosc¢u + 0,0001 u staklenu
vialicu od 20 mL. U uzorak je dodano 10 pL internog standarda 1-butanola 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.

3.2.4. Tijek analize

Nakon $to je uzorak pripremljen, u vialicu je stavljen magnet i zacepljena je. Potom je
vialica stavljena u termoblok na uravnotezenje, a nakon toga je slijedila mikroekstrakcija pri
odredenoj temperaturi i vremenu provodenja analize. Provedenom analizom dobiven je

kromatogram koji se dalje koristen prilikom obrade podataka.

3.2.5. Linearni retencijski indeks

Provedena je analiza otopine alkana i otopine standarda ciljanih spojeva. 1z dobivenih
kromatograma je ocitano retencijsko vrijeme (RT) svakog ciljanog spoja. 1z tih podataka je
izracunat linearni retencijski indeks (LRI). Jednadzba prema kojoj se izracuna LRI spoja X

glasi:
LRI (x) =100 *z + 100 * ((RT(x) - RT(2)) / (RT(z+1) - RT(2)) 1)

pri ¢emu 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
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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
(Bianchi i sur., 2007). Usporedbom dobivenog LRI i LRI iz literature, izrazava se vrijednost
AK.

3.2.6. Optimizacija metode

Prilikom optimizacije u uzorak je dodavana otopina standarda koja je sadrzavala sve
ciljane spojeve i otopina internog standarda radi eliminacije utjecaja matriksa. Plan prema
kojem je optimizacija provedena je uklju¢ivao mikroekstrakciju na temperaturama 60°C,
50°C 1 40°C te vrijeme provodenja ekstrakcije od 30, 45 1 60 minuta. Analiza je provedena u
dva ponavljanja pri svakom od definiranih uvjeta ekstrakcije.

Nakon provedene analize su iz dobivenih kromatograma ocitane povrSine svakog
pojedinog spoja pri svakom od uvjeta optimizacije. PovrSine analita ocitane iz kromatogama
korigirane su s povr§inom internog standarda (1-butanol) te su izraCunate srednje vrijednosti
korigiranih povrSina. Obradom tih podataka bilo je potrebno usporediti zbroj povrSina svih
ciljanih spojeva i detektirati koji su uvjeti mikroekstrakcije optimalni. Kako razli¢ite
koncentracije pojedinih spojeva ne bi utjecale na donoSenje pogresnog zakljuka u procesu
optimizacije ekstrakcije, rezultati su izrazeni i u obliku postotka odziva pojedinog spoja pri

svakom od uvjeta ekstrakcije u odnosu na njihov odziv pri uvjetima 60°C, 60 minuta.

3.2.7. Validacija metode

Provedena je validacija metode za odredivanje aldehida i1 ketona u bezglutenskom
kruhu pomoc¢u metode ,,headspace™ mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi i plinske kromatografije
uz maseni detektor, pri odredenim optimalnim uvjetima ekstrakcije. Validacija je provedena
uz uvjete mikroektrakcije na temperaturi od 60°C i pri vremenu od 60 minuta. U svrhu
validacije metode, ispitana je selektivnost, linearnost, preciznost (ponovljivost, intermedijarna

preciznost), granica detekcije i granica kvantifikacije.
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3.2.7.1. Selektivnost

Selektivnost metode odredena je pregledom kromatograma ciljanog iona (,,target ion)
i kvalifikacijskih iona (ion ,,qualifier”) koji su koriSteni za identifikaciju i kvantifikaciju
svakog pojedinog spoja. Ciljani ion je karakteristika klju¢nog spoja prema kojoj se taj spoj
razlikuje od bilo kojeg drugog spoja sa slicnim retencijskim vremenom te se na temelju njega
navedeni spoj kvantificira, dok su kvalifikacijski ioni alat za identifikaciju ciljanog spoja.
Prisutnost tih iona u pravilnom omjeru s ciljanim ionom je dokaz o ispravnoj identifikaciji
zeljenog spoja (Lesueur i sur., 2008). U tablici 4. prikazani su svi ciljani i kvalifikacijski ioni i

odredivanih spojeva.

Tablica 4. Popis spojeva s ciljanim ionom i kvalifikacijskim ionima

Spoj Ciljani ion Kv-alilfikacijski
(m/z) ioni (M/z)
Pentanal 44 58, 41, 57
2-oktanon 58 43,71, 59
Oktanal 43 57, 84, 69
6-metil-5-hepten-2-on 43 41, 55, 69
Nonanal 57 41, 56, 98
3-furaldehid 95 96, 39, 67
Furfural 96 95, 39
Dekanal 57 43,70, 82
2-nonenal, trans 70 55, 83, 41
Benzacetaldehid 91 120, 65, 92
2,4-dekadienal, trans,trans 81 41, 67, 83
2-butanon 43 72,57
Butan-2,3-dion 43 86, 42
2,3-prentandion 43 57, 100
Heksanal 56 44,57,72
2-heptanon 43 58,71,114
Heptanal 70 55,57, 71
2-metil butanal 57 41, 58, 86
3-metil butanal 44 58, 43, 57
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3.2.7.2. Linearnost

Linearnost metode izrazena je bazdarnim dijagramom koji opisuje odnos izmedu
koncentracije 1 odziva odredenog spoja. Pri odredivanju linearnosti primijenjena je metoda
dodatka standarda, radi prisutnog utjecaja matriksa uzorka. Provedena je analiza ciljanih
spojeva na 11 koncentracijskih razina, uz minimalno tri ponavljanja mjerenja. Budu¢i da je
uzorak sam po sebi sadrzavao neke od ciljanih spojeva, pri izradi bazdarnog dijagrama je
provedena potrebna korekcija, odnosno oduzet je prisutan odziv ciljanog spoja porijeklom iz
uzorka. Odziv odnosno povrsina odredenog spoja je korigirana s povrSinom internog
standarda, 1-butanola i izraunata je srednja vrijednost povrsine pri odredenoj koncentraciji.
Sve koncentracijske razine izrazene su u obliku pug/kg kruha. Obradom podataka odreden je
raspon koncentracija pojedinog spoja u kojem je utvrden linearan odnos odziva detektora i
koncentracije spoja. Prikazana je jednadzba regresijskog pravca, njegov nagib i odsjec¢ak na
osi y. Osim toga, iz bazdarnog su dijagrama odredeni i koeficijent determinacije (R?) te
koeficijent korelacije (r). Vrijednost koeficijenta korelacije od 0 do 1 oznacava pozitivhu
korelaciju, sukladan rast vrijednosti odziva i koncentracije na dijagramu, odnosno linearnu
povezanost. Prilikom odredivanja linearnosti, izracunat je i parametar iskoriStenja, prema
jednadzbi:
Iskoristenje (%) =c (E) / ¢ (T) * 100 (2

pri ¢emu je ¢ (E) eksperimentalna koncentracija o€itana iz bazdarnog dijagrama, a ¢ (T)

teorijska koncentracija ciljanog spoja.

3.2.7.3. Preciznost

Prilikom obrade rezultata odredena je ponovljivost i intermedijarna preciznost metode.
Ponovljivost metode odredena je viSestrukim ispitivanjem iste otopine kalibracijskih
standarda dodanih u uzorak pri ¢emu su mjerenja provedena u istom danu, s ciljem
odredivanja varijabilnost odziva instrumenta. Obradeni su rezultati mjerenja na jedanaest
koncentracijskih razina u Cetiri ponavljanja, a prikazani su rezultati samo za koncentracije
ukljuene u bazdarni dijagram. IzraCunata je srednja vrijednost i relativna standardna
devijacija vrijednosti povrSina. Intermedijarna preciznost odredena je ispitivanjem otopina
kalibracijskih standarda dodanih u uzorak na tri koncentracijske razine u tri ponavljanja, uz

razliCite dane analize kao dodatan faktor varijabilnosti.
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3.2.7.4. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Standardna pogreska y-osi moze se primijeniti za procjenu granice detekcije (LOD,
engl. Limit of detection) i granice kvantifikacije (LOQ, engl. Limit of quantitation) po ICH

smjernicama. Granice detekcije i kvantifikacije izraGunate su prema sljede¢im jednadzbama:

Granica detekcije =3,3*c /S 3
Granica kvantifikacije =10 * o/ S 4)

pri ¢emu je o standardna pogreSka omjera odziva ciljanog spoja i internog standarda, a S
nagib pravca (ICH, 2005).

3.2.8. Analiza i obrada podataka

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

U ovom radu provedena je optimizacija i validacija HS-SPME/GC-MS metode za

odredivanje aromatskog profila kruha, tocnije aldehida 1 ketona.

Izracunati su linearni retencijski indeksi za svaki pojedini spoj te je prikazana njihova

usporedba s literaturom (tablica 5.).

U ovom radu ispitano je pri kojoj temperaturi i pri kojem vremenu je optimalno

provoditi mikroekstrakciju, a rezultati su prikazani za slikama 1. i 2.

U svrhu validacije, odredeni su sljede¢i parametri metode: selektivnost, linearnost,
preciznost, granica detekcije i granica kvantifikacije.

Parametar selektivnosti prikazan je kromatogramima, od slike 3. do slike 21.

Linearnost je izrazena bazdarnim dijagramima koji su prikazani na slikama 22. do 40.
Prikazana je jednadzba regresijskog pravca, koeficijenti korelacije i determinacije za svaki od
ciljanih spojeva. Rezultati odredivanja iskoristenja prikazani su od tablice 6. do tablice 24.

Preciznost metode obuhvatila je mjerenje ponovljivosti i intermedijarne preciznosti.
Ponovljivost za svaki pojedini spoj je prikazana od tablice 6. do tablice 24., a intermedijarna
preciznost prikazana je u tablici 25.

Granice detekcije i kvantifikacije odredene su kako bi mogli odrediti je li metoda

osjetljiva, a rezultati su prikazani u tablici 26.

21



4.1. LINEARNI RETENCIJSKI INDEKSI

Tablica 5. prikazuje retencijska vremena te izraCunate linearne retencijske indekse
(LRI) za svaki pojedini spoj i njihovu usporedbu s literaturom (Bianchi i sur., 2007; Raffo i
sur., 2015).

Tablica 5. Prikaz retencijskih vremena 1 izracun retencijskog indeksa

Spoj Prosjecna LRI LRI AKCH
vrijednost RT (min) (lit)
Pentanal 4,17 978,2 977 1,2
2-oktanon 16,32 1279,4 | 1280 -0,6
Oktanal 16,53 1283,3 | 1286 -2,7
6-metil-5-hepten-2-on 19,41 1333,3 | 1340 -6,7
Nonanal 22,63 1388,0 | 1396 -8,0
3-furaldehid 25,07 1429,2 | 1445 -15,8
Furfural 26,97 1461,2 | 1474 -12,8
Dekanal 28,79 1491,9 | 1502 -10,1
2-nonenal, trans 30,74 1525,4 | 1546 -20,6
Benzacetaldehid 36,71 1636,2 - -
2,4-dekadienal, trans,trans 42,51 1800,5 | 1827 -26,5
2-butanon 2,94 901,9 901 0,9
Butan-2,3-dion 4,20 980,0 986 -6,0
2,3-prentandion 6,31 1059,2 | 1071 -11,8
Heksanal 6,87 1077,6 | 1080 -2,4
2-heptanon 10,94 1176,5 | 1185 -8,5
Heptanal 11,03 1178,5 | 1186 -7,5
2-metil butanal 3,09 911,2 914 -2,8
3-metil butanal 3,15 914,7 917 -2,3

*AK = LRI (lit.) - LRI
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Retencijsko vrijeme je mjera vremena potrebnog da uzorak prode kroz kromatografsku
kolonu, a racuna se od injektiranja uzorka u kromatograf (Chomatography Today, 2014).
Kratica LRI predstavlja linearni retencijski indeks koji je izra¢unat prema formuli iz rada
autora Bianchi i sur. (2007) i ta vrijednost predstavlja koristan nacin za identifikaciju spojeva.
Dobiveni retencijski indeksi usporedeni su s literaturom te se prema vrijednosti AK mogu
vidjeti odstupanja izra¢unatog LRI od LRI iz literature. Ona su se nalazila u rasponu od -26, 5
do 1,2. Na razli¢ite vrijednosti dobivenih retencijskih vremena utjeCe niz parametara kao §to
je protok plina, temperaturne razlike, duzina kolone 1 sli¢no pa se i LRI razlikuje u razli¢itim

literaturnim navodima (Milman, 2005).

4.2. OPTIMIZACIJA METODE

Rezultati provodenja mikroekstrakcije pri razli¢itim uvjetima prikazani su na slici 1. i

slici 2.

100000000
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70000000

——40 °C

2 60000000
{; _.——""——ll
O 50000000 ././ —a-50 °C
40000000 .___________‘__,——-"'"""
30000000 60 °c
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0 . . . ‘ ‘
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Vrijeme (min)

Slika 1. Graficki prikaz ovisnosti odziva (povrSine) svih analiziranih spojeva o vremenu

trajanja i temperaturi ekstrakcije
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Slika 2. Graficki prikaz relativnog odziva (povrsine) svih analiziranih spojeva pri razli¢itom
vremenu trajanja i temperaturi ekstrakcije u odnosu na njihov odziv pri uvjetima 60 °C, 60

minuta

U svrhu optimizacije uvjeta mikroekstrakcije provedena su mjerenja pri razlic¢itim
temperaturama i vremenima ekstrakcije. Analiza pri svakom od uvjeta provedena je u dva
uzastopna ponavljanja. Budu¢i da se koncentracija pojedinih standarda koristenih za
optimizaciju metode razlikovala, kako bi se eliminirao utjecaj razlike u koncentraciji spojeva
su rezultati provedene optimizacije prikazani kao zbroj postotaka odziva svakog od spojeva
pri svim ispitanim uvjetima mikroekstrakcije, u odnosu na mikroekstrakciju pri 60°C, u
trajanju od 60 minuta (slika 2.). Prema dobivenim rezultatima se ukupni odziv ciljanih
spojeva nije znacajno razlikovao pri ekstrakciji u trajanju od 30 i 45 minuta, pri svim
primijenjenim temperaturama ekstrakcije. Pri vremenu ekstrakcije od 60 minuta utvrdena je
znacajna razlika u ukupnom odzivu ciljanih spojeva, u odnosu na krace vrijeme ekstrakcije i
ovisno o primijenjenoj temperaturi. Mikroekstrakcija pri temperaturi 60°C i trajanju 60
minuta rezultirala je najve¢im ukupnim odzivom ciljanih spojeva (slika 2.). 1z dobivenih
rezultata se moze zakljuciti da je optimalno provoditi ekstrakciju pri temperaturi od 60°C i

trajanju od 60 minuta.

Raffo i suradnici (2015) u svojem su istrazivanju prikazali metodu za odredivanje
hlapljivih spojeva iz kore 1 sredine kruha uz pomo¢ ,,headspace* mikroekstrakcije na ¢vrstoj

fazi u kombinaciji s plinskom kromatografijom-masenom spektrometrijom (HS-SPME/GC-
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MS). Polazna tocka te studije bila je studija Ruiza i suradnika (2003) koja je bila usmjerena na
analizu iskljucivo sredine kruha pa u tom istrazivanju nisu uzeti u obzir spojevi koji nastaju u
kori kruha (Ruiz i sur., 2003).

U tom istrazivanju takoder je ispitano temperaturno podrucje od 40 do 60 °C, a dobiveni
rezultati ukazali su da je ucinak temperature bio razlicit za razliCite vrste hlapljivih spojeva.
Osim toga, odredivano je i vrijeme koje je potrebno da se spojevi ekstrahiraju u maksimalnim
koli¢inama. Nakon procjene rezultata, uvjeti temperature od 50°C 1 vrijeme od 60 minuta su

odabrani za nastavak procesa optimizacije (Ruiz i sur., 2003).

4.3. VALIDACIJA METODE
4.3.1. Selektivnost

Od slike 3. do slike 21. nalaze se graficki prikazi kromatograma pojedinih spojeva.
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Slika 3. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za pentanal
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Slika 4. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-oktanon
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Slika 7. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za nonanal
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Slika 10. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za dekanal
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Slika 14. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-butanon
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Slika 16. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2,3-pentandion

29



Ahundance

e
lewe Ad T TATT O L A A COL
lewe CAONEC O L2 C7 0000

o 7215 [71.85 1o F2.85]:

=232
3333
3332

220000
200000
180000
160000
140000
120000
100000
20000
60000
40000
20000

Tirne--»

Slika 17. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za heksanal

Ahundance

] R R el s s s R e L e
looo EOAn iET Om e B0 Om. T My

260000 lon 114,20 (113.90 to 114.90): 020
240000 e
220000
200000
120000
160000
140000
120000
100000
20000
60000
40000
20000

Time-s 1075 10.80 10.85 10,90

10.95 11.00

Slika 18. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-heptanon
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Slika 19. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za heptanal
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Slika 20. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za 2-metil butanal
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Slika 21. Kromatogram ciljanog i kvalifikacijskih iona za 3-metil butanal

Karakteristika kromatograma je izdvajanje iona u obliku pika, a povrSina ispod pika
proporcionalna je koncentraciji odredenog spoja. Ciljani ion prikazan je crnom linijom na
slikama 3. do 21. i on je osnhovni ion prema kojem se provodi kvantifikacija, dok su
kvalifikacijski ioni prikazani plavom, zelenom i rozom linijom. Prikazani kromatogrami

dokazuju da se primijenjenom metodom svaki od ciljanih analita razdvaja od ostalih prisutnih

spojeva, Sto potvrduje selektivnost metode.
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4.3.2. Linearnost

Slike od broja 22. do 40. graficki prikazuju ovisnost povrSine o koncentraciji
odredenog spoja. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskori$tenja prikazani su od
tablice 6. do tablice 24.

U svrhu ispitivanja linearnosti provedeno je mjerenje na jedanaest koncentracijskih

razina u Cetiri uzastopna ponavljanja, a obradom podataka odabrane su one koncentracije koje

su zadovoljile parametar linearnosti.
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Slika 22. Graficki prikaz ovisnosti povrSine o koncentraciji pentanala

Tablica 6. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za pentanal

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | Iskoristenje

(ng/kg kruha) povrsine/interni standard RSD (%) (%)
24,250 0,9433 3,1 100,1
42,438 1,6816 6,3 97,4
60,625 2,2557 6,7 103,5
90,938 3,5254 1,4 99,0
121,250 4,6410 9,1 100,2

Na slici 22. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za pentanal i koeficijent korelacije. Podruc¢je metode u kojem je odredena
linearnost za pentanal bilo je u rasponu koncentracija od 24,250 do 121,250 ug/kg kruha
(tablica 6.). Iskoristenje pri odredivanju pentanala se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu

od 97,4 do 103,5 % (tablica 6.) sa srednjom vrijednos¢u od 100,0 %. Relativna standardna
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devijacija odziva (povrSine) se ovisno o koncentraciji pentanala kretala u rasponu od 1,4 do

9,1 % (tablica 6.) sa srednjom vrijednos$¢u od 5,3%.
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Slika 23. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji 2-oktanona

Tablica 7. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za 2-oktanon

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
1,005 0,5117 7,7 92,7
1,758 1,0327 8,9 103,0
2,512 1,7074 59 99,9
3,768 2,7245 1,4 101,0
5,024 3,8095 10,5 99,9
7,536 5,8825 2,7 100,4
10,049 8,0374 8,1 99,7

Na slici 23. prikazana je jednadzba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za 2-oktanon i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za 2-oktanon bilo je u rasponu koncentracija od 1,005 do 10,049 pg/kg kruha
(tablica 7.). Iskoristenje pri odredivanju 2-oktanona se ovisno o koncentraciji kretalo u
rasponu od 92,7 do 103,0 % (tablica 7.) sa srednjom vrijednos¢u od 99,5%. Relativna
standardna devijacija odziva (povrSine) se ovisno o koncentraciji 2-oktanona kretala u

rasponu od 2,7 do 10,5 % (tablica 7.) sa srednjom vrijedno$¢u od 6,4%.
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Slika 24. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji oktanala

Tablica 8. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za oktanal

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
0,241 0,1122 0,6 99,8
0,422 0,2068 2,5 97,8
0,603 0,2868 1,3 101,8
1,207 0,5920 1,9 100,1
1,810 0,8943 2,0 99,9

Na slici 24. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za oktanal i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena linearnost
za oktanal bilo je u rasponu koncentracija od 0,241 do 1,810 pg/kg kruha (tablica 8.).
IskoriStenje pri odredivanju oktanala se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od 97,8 do
101,8 % (tablica 8.) sa srednjom vrijedno$¢u od 99,9%. Relativna standardna devijacija
odziva (povrSine) se ovisno o koncentraciji oktanala kretala u rasponu od 0,6 do 2,5 %

(tablica 8.) sa srednjom vrijedno$é¢u od 1,7%.
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Slika 25. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji 6-metil-5-hepten-2-ona

Tablica 9. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za 6-metil-5-hepten-2-

on
Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)

0,965 0,4274 2,7 105,6

2,413 1,1492 3,2 97,9

3,620 1,7047 4,9 98,9

4,826 2,2321 10,3 100,7

9,653 4,4920 3,6 100,0

Na slici 25. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za 6-metil-5-hepten-2-on i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je
odredena linearnost za 6-metil-5-hepten-2-on bilo je u rasponu koncentracija od 0,965 do
9,653 ng/kg kruha (tablica 9.). Iskoristenje pri odredivanju 6-metil-5-hepten-2-ona se ovisno
0 koncentraciji kretalo u rasponu od 97,9 do 105,6 % (tablica 9.) sa srednjom vrijednos¢u od
100,6 %. Relativna standardna devijacija odziva (povrsine) se ovisno o koncentraciji 6-metil-
5-hepten-2-ona kretala u rasponu od 2,7 do 10,3 % (tablica 9.) sa srednjom vrijedno$¢u od 4,9
%.

35



1,20

y=0,3872x - 0,0185
R? =0,9996
r=0,9998

1,00

/

0,80

0,60

=

0,40

/

Povrsina/ Interni standard

0,20

0,00

e

0,00

| :
0,50 1,00 1,50

: :
2,00 2,50

Koncentracija (ug/kg kruha)

‘
3,00

Slika 26. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji nonanala

Tablica 10. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za nonanal

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
0,257 0,0780 3,5 103,0
0,513 0,1847 91 97,8
1,283 0,4817 8,9 99,3
1,924 0,7155 13,5 101,5
2,565 0,9806 11,7 99,4

Na slici 26. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za nonanal 1 koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za nonanal bilo je u rasponu koncentracija od 0,257 do 2,565 ng/kg kruha (tablica
10.). IskoriStenje pri odredivanju nonanala se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od 97,8
do 103,0 % (tablica 10.) sa srednjom vrijednos¢u od 100,2 %. Relativna standardna devijacija

odziva (povrsine) se ovisno o koncentraciji nonanala kretala u rasponu od 3,5 do 13,5 %

(tablica 10.) sa srednjom vrijednos$cu od 9,4 %.
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Slika 27. Grafi¢ki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji 3-furaldehida

Tablica 11. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoriStenja za 3-furaldehid

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
2,585 0,2112 5,8 94,3
5,170 0,4339 9,0 105,5
12,924 1,2706 9,9 99,4
25,848 2,6042 7,6 99,7
51,695 5,2601 4,8 100,1

Na slici 27. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za 3-furaldehid i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za 3-furaldehid bilo je u rasponu koncentracija od 2,585 do 51,695 ug/kg kruha
(tablica 11.). Iskoristenje pri odredivanju 3-furaldehida se ovisno o koncentraciji kretalo u
rasponu od 94,3 do 105,5 % (tablica 11.) sa srednjom vrijednos¢u od 99,8 %. Relativna
standardna devijacija odziva (povrSine) se ovisno o koncentraciji 3-furaldehida kretala u

rasponu od 4,8 do 9,9 % (tablica 11.) sa srednjom vrijednos¢u od 7,4 %.
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Slika 28. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji furfurala

Tablica 12. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za furfural

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
4,901 0,6160 4,9 96,1
9,801 1,1719 8,6 100,7
24,503 2,9682 6,1 99,3
49,005 5,8292 51 101,0
98,010 11,8034 2,2 99,8

Na slici 28. prikazana je jednadzba regresijskog pravca

linearnosti za furfural i koeficijent korelacije. Podrucje metode u kojem je odredena linearnost
za furfural bilo je u rasponu koncentracija od 4,901 do 98,010 pg/kg kruha (tablica 12.).
IskoriStenje pri odredivanju furfurala se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od 96,1 do
101,0 % (tablica 12.) sa srednjom vrijednos¢u od 99,4 %. Iskoristenje za furfural koje su u
svojim istrazivanjima utvrdili Ruiz i suradnici (2003) iznosilo je od 111 do 116 % za jednu
vrstu kruha te 145 do 168 % za drugu vrstu kruha. Relativha standardna devijacija odziva

(povrsine) se ovisno o koncentraciji furfurala kretala u rasponu od 2,2 do 8,6 % (tablica 12.)

sa srednjom vrijedno$¢u od 5,4 %.
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Slika 29. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji dekanala

Tablica 13. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za dekanal

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
0,606 0,7524 14,3 115,8
1,211 1,8089 1,5 96,3
3,028 4,4396 1,6 98,1
6,056 8,6967 16,8 100,1
9,084 13,0388 4,8 100,2

Na slici 29. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za dekanal i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena linearnost
za dekanal bilo je u rasponu koncentracija od 0,606 do 9,084 ug/kg kruha (tablica 13.).
IskoriStenje pri odredivanju dekanala se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od 96,3 do
115,8 % (tablica 13.) sa srednjom vrijednos¢u od 102,1 %. Relativna standardna devijacija
odziva (povrsine) se ovisno o koncentraciji dekanala kretala u rasponu od 1,5 do 16,8 %

(tablica 13.) sa srednjom vrijednos$cu od 7,8 %.
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Slika 30. Graficki prikaz ovisnosti povrSine o koncentraciji 2-nonenal,trans-a

Tablica 14. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoriStenja za 2-nonenal,trans

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
0,097 0,0368 10,9 108,5
0,169 0,0725 16,5 97,0
0,241 0,1009 17,9 99,8
0,362 0,1473 12,9 102,7
0,483 0,2087 15,1 96,8
0,965 0,4025 8,7 100,5

Na slici 30. prikazana je jednadzba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za 2-nonenal,trans i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za 2-nonenal,trans bilo je u rasponu koncentracija od 0,097 do 0,965 ng/kg kruha
(tablica 14.). Raspon koncentracija u kojem su Raffo i suradnici (2015) ispitivali linearnost za
2-nonenal,trans iznosio je od 102 do 434 pg/kg. IskoriStenje pri odredivanju 2-nonenal,transa
se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od 96,8 do 108,5 % (tablica 14.) sa srednjom
vrijednos¢u od 100,9 %. IskoriStenje za 2-nonenal, trans koje su u svojim istrazivanjima
utvrdili Ruiz i suradnici (2003) iznosilo je od 81 do 106 % za jednu vrstu kruha te 80 do 118
% za drugu vrstu kruha. Relativna standardna devijacija odziva (povrSine) se ovisno o
koncentraciji 2-nonenal, transa kretala u rasponu od 8,7 do 17,9 % (tablica 14.) sa srednjom
vrijednosc¢u od 13,7 %. Raffo i suradnici (2015) su u svojem istrazivanju za spoj 2-nonenal,

trans dobili rezultate ponovljivosti od 9,1 % u kori kruha te 7,2 % u cijeloj $niti kruha.
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Slika 31. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji benzacetaldehida

Tablica 15. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za benzacetaldehid

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
0,507 0,1393 11,9 96,2
1,014 0,2697 5,9 98,3
2,536 0,6422 53 102,5
5,072 1,3204 7,2 99,5

Na slici 31. prikazana je jednadzba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za benzacetaldehid iznosi i1 koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je
odredena linearnost za benzacetaldehid bilo je u rasponu koncentracija od 0,507 do 5,072
ug/kg kruha (tablica 15.). Iskoristenje pri odredivanju benzacetaldehida se ovisno o
koncentraciji kretalo u rasponu od 96,2 do 102,5 % (tablica 15.) sa srednjom vrijednosc¢u od
99,1 %. Relativna standardna devijacija odziva (povrSine) se ovisno o koncentraciji
benzacetaldehida kretala u rasponu od 5,3 do 11,9 % (tablica 15.) sa srednjom vrijedno$¢u od
7,6 %.
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Slika 32. Grafic¢ki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji 2,4-dekadienal,trans,trans-a

Tablica 16. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoriStenja za 2,4-

dekadienal,trans,trans

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
0,647 0,3918 11,9 105,1
1,294 0,7179 16,7 96,8
3,236 1,5716 9,2 100,4
6,472 3,0409 10,1 100,0

Na slici 32. prikazana je jednadzba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za 2,4-dekadienal, trans, trans i koeficijent korelacije. Podrucje metode u kojem je
odredena linearnost za 2,4-dekadienal, trans, trans bilo je u rasponu koncentracija od 0,647 do
6,472 ng/kg kruha (tablica 16.). Raspon koncentracija u kojem su Raffo i suradnici (2015)
ispitivali linearnost za 2,4-dekadienal, trans, trans iznosio je od 11 do 97 ug/kg. Iskoristenje
pri odredivanju 2,4-dekadienal,trans,transa se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od 96,8
do 105,1 % (tablica 16.) sa srednjom vrijednos¢u od 100,6 %. Iskoristenje za 2,4-dekadienal,
trans, trans koje su u svojim istrazivanjima utvrdili Ruiz i suradnici (2003) iznosilo je od 67
do 141 % za jednu vrstu kruha te 120 do 156 % za drugu vrstu kruha. Relativna standardna
devijacija odziva (povrsine) se ovisno o koncentraciji 2,4-dekadienal, trans, transa kretala u
rasponu od 9,2 do 16,7 % (tablica 16.) sa srednjom vrijednosc¢u od 12,0 %. Raffo i suradnici
(2015) su u svojem istrazivanju za spoj 2.4-dekadienal, trans, trans dobili rezultate

ponovljivosti od 11,6 % u kori kruha te 12,9 % u cijeloj $niti kruha.
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Slika 33. Grafi¢ki prikaz ovisnosti povrSine o koncentraciji 2-butanona

Tablica 17. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoriStenja za 2-butanon

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | Iskoristenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
86,130 1,0486 16,0 104,7
215,325 2,6502 6,8 97,2
430,650 4,9855 10,3 1014
645,975 7,5206 3,1 100,1

Na slici 33. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za 2-butanon i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za 2-butanon bilo je u rasponu koncentracija od 86,130 do 645,975 ug/kg kruha
(tablica 17.) sa srednjom vrijednos¢u od 100,9 %. Iskoristenje pri odredivanju 2-butanona se
ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od 97,2 do 104,7 % (tablica 17.). Relativna
standardna devijacija odziva (povrSine) se ovisno o koncentraciji 2-butanona kretala u

rasponu od 3,1 do 16,0 % (tablica 17.) sa srednjom vrijednoséu od 9,1 %.
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Slika 34. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji butan-2,3-diona

Tablica 18. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoriStenja za butan-2,3-dion

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
48,758 0,5609 10,6 103,8
121,894 1,2454 6,9 99,1
243,788 2,3319 2,6 100,0
365,681 3,4078 1,0 100,7

Na slici 34. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za butan-2,3-dion i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za butan-2,3-dion bilo je u rasponu koncentracija od 48,758 do 365,681 ng/kg
kruha (tablica 18.). Raspon koncentracija u kojem su Raffo i suradnici (2015) ispitivali
linearnost za butan-2,3-dion iznosio je od 60 do 1260 pg/kg. IskoriStenje pri odredivanju
butan-2,3-diona se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od 99,1 do 103,8 % (tablica 18.)
sa srednjom vrijedno$éu od 100,9 %. IskoriStenje za butan-2,3-dion koje su u svojim
istrazivanjima utvrdili Ruiz i suradnici (2003) iznosilo je od 112 do 132 % za jednu vrstu
kruha te 98 do 130 % za drugu vrstu kruha. Relativna standardna devijacija odziva (povrsine)
se ovisno o koncentraciji butan-2,3-diona kretala u rasponu od 1,0 do 10,6 % (tablica 18.) sa
srednjom vrijedno$¢u od 5,3 %. Raffo i suradnici (2015) su u svojem istrazivanju za spoj
butan-2,3-dion dobili rezultate ponovljivosti od 5,5 % u kori kruha te 4,2 % u cijeloj $niti

kruha.
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Slika 35. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji 2,3-pentandiona

Tablica 19. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za 2,3-pentandion

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
24,008 0,5059 8,9 105,3
42,013 0,8821 7,0 98,6
60,019 1,2416 3,4 97,6
90,028 1,7666 0,1 101,0
120,038 2,3495 4,7 100,2

Na slici 35. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za 2,3-pentandion i koeficijent korelacije. Podrucje metode u kojem je odredena
linearnost za 2,3-pentandion bilo je u rasponu koncentracija od 24,008 do 120,038 pg/kg
kruha (tablica 19.). Iskoristenje pri odredivanju 2,3-pentandiona se ovisno o koncentraciji
kretalo u rasponu od 97,6 do 105,3 % (tablica 19.) sa srednjom vrijednos¢u od 100,5 %.
Relativna standardna devijacija odziva (povrsine) se ovisno o koncentraciji 2,3-pentandiona

kretala u rasponu od 0,1 do 8,9 % (tablica 19.) sa srednjom vrijedno$¢u od 4,8 %.
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Slika 36. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji heksanala

Tablica 20. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za heksanal

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
5,096 0,0519 4,6 100,0
12,740 0,1037 5,0 101,0
19,110 0,1459 0,2 102,1
25,480 0,1964 2,7 97,8
38,220 0,2781 14 100,9

Na slici 36. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za heksanal i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za heksanal bilo je u rasponu koncentracija od 5,096 do 38,220 pg/kg kruha (tablica
20.). Raspon koncentracija u kojem su Raffo i suradnici (2015) ispitivali linearnost za
heksanal iznosio je od 400 do 1710 ug/kg. Iskoristenje pri odredivanju heksanala se ovisno o
koncentraciji kretalo u rasponu od 97,8 do 102,1 % (tablica 20.) sa srednjom vrijedno$¢u od
100,4 %. Iskoristenje za heksanal koje su u svojim istrazivanjima utvrdili Ruiz i suradnici
(2003) iznosilo je od 89 do 112 % za jednu vrstu kruha te 83 do 87 % za drugu vrstu kruha.
Relativna standardna devijacija odziva (povrsine) se ovisno o koncentraciji heksanala kretala
u rasponu od 0,2 do 5,0 % (tablica 20.) sa srednjom vrijednos¢u od 2,8 %. Raffo i suradnici su

u svojem istrazivanju za spoj heksanal dobili rezultate ponovljivosti od 8,6 % u kori kruha te

6,6 % u cijeloj $niti kruha (Raffo i sur., 2015).
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Slika 37. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji 2-heptanona

Tablica 21. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za 2-heptanon

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
1,243 0,8819 28,3 94,6
2,487 1,6032 13,7 102,6
6,217 4,0518 6,6 100,4
12,434 8,1211 477 99,8

Na slici 37. prikazana je jednadzba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za 2-heptanon i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za 2-heptanon bilo je u rasponu koncentracija od 1,243 do 12,434 ng/kg kruha
(tablica 21.). IskoriStenje pri odredivanju 2-heptanona se ovisno o koncentraciji kretalo u
rasponu od 94,6 do 102,6 % (tablica 21.) sa srednjom vrijedno$¢u od 99.4 %. Relativna
standardna devijacija odziva (povrSine) se ovisno o koncentraciji 2-heptanona kretala u

rasponu od 4,7 do 28,3 % (tablica 21.) sa srednjom vrijednos¢u od 13,3 %.
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Slika 38. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji heptanala

Tablica 22. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za heptanal

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
2,600 0,3733 15,4 98,5
6,500 0,8726 1,3 100,8
13,000 1,7347 6,7 99,9
19,500 2,5870 53 99,9

Na slici 38. prikazana je jednadzba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za heptanal i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za heptanal bilo je u rasponu koncentracija od 2,600 do 19,500 ng/kg kruha (tablica
22.). IskoriStenje pri odredivanju heptanala se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od
98,5 do 100,8 % (tablica 22.) sa srednjom vrijedno$¢u od 99,8 %. Relativna standardna

devijacija odziva (povrsine) se ovisno o koncentraciji heptanala kretala u rasponu od 1,3 do

15,4 % (tablica 22.) sa srednjom vrijedno§¢u od 7,2 %.
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Slika 39. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji 2-metil butanala

Tablica 23. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoristenja za 2-metil-butanal

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
50,750 0,1979 11,7 93,3
126,875 0,5434 2,6 103,9
253,750 1,2175 10,4 99,8
380,625 1,9058 1,3 97,8
507,500 2,5075 15,6 100,1

Na slici 39. prikazana je jednadZba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za 2-metil butanal i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za 2-metil butanal bilo je u rasponu koncentracija od 50,750 do 507,500 ug/kg
kruha (tablica 23.). Raspon koncentracija u kojem su Raffo i suradnici (2015) ispitivali
linearnost za 2-metil butanal iznosio je od 120 do 1380 ug/kg. Iskoristenje pri odredivanju 2-
metil butanala se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od 93,3 do 103,9 % (tablica 23.) sa
srednjom vrijedno$¢u od 99,0 %. Relativna standardna devijacija odziva (povrSine) se ovisno
0 koncentraciji 2-metil butanala kretala u rasponu od 1,3 do 15,6 % (tablica 23.) sa srednjom
vrijednoscu od 8,3 %. Raffo i suradnici (2015) su u svojem istrazivanju za spoj 2-metil

butanal dobili rezultate ponovljivosti od 8,0 % u kori kruha te 11,1 % u cijeloj $niti kruha.
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Slika 40. Graficki prikaz ovisnosti povrsine o koncentraciji 3-metil butanala

Tablica 24. Rezultati ispitivanja linearnosti, ponovljivosti i iskoriStenja za 3-metil-butanal

Koncentracija Srednja vrijednost Ponovljivost, | IskoriStenje

(ng/kg kruha) | povrsine/interni standard RSD (%) (%)
22,908 0,1512 9,3 96,9
45,815 0,3301 7,3 97,7
114,538 0,8492 3,5 100,2
229,075 1,7320 1,4 100,1
458,150 3,5219 1,0 99,3

Na slici 40. prikazana je jednadzba regresijskog pravca dobivena odredivanjem
linearnosti za 3-metil butanal i koeficijent korelacije. Podru¢je metode u kojem je odredena
linearnost za 3-metil butanal bilo je u rasponu koncentracija od 22,908 do 458,150 pg/kg
kruha (tablica 24.). Raspon koncentracija u kojem su Raffo i suradnici (2015) ispitivali
linearnost za 3-metil butanal iznosio je od 50 do 1060 ug/kg. Iskoristenje pri odredivanju 3-
metil butanala se ovisno o koncentraciji kretalo u rasponu od 96,9 do 100,2 % (tablica 24.) sa
srednjom vrijedno$¢u od 98,8 %. Relativna standardna devijacija odziva (povrsine) se ovisno
0 koncentraciji 3-metil butanala kretala u rasponu od 1,0 do 9,3 % (tablica 24.) sa srednjom
vrijedno$¢u od 4,5 %. Raffo i suradnici (2015) su u svojem istrazivanju za spoj 3-metil

butanal dobili rezultate ponovljivosti od 6,3 % u kori kruha te 11,5 % u cijeloj $niti kruha.

U prikazanom istrazivanju postignut je linearan odnos izmedu odziva detektora,
odnosno povrsine 1 koncentracije spojeva u ispitivanom podru¢ju metode. Raspon linearnosti

metode razlikovao se izmedu spojeva, a prilagoden je kako bi kriteriji za linearnost bili
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zadovoljeni. Pri odredivanju linearnosti, koeficijent korelacije je pri ispitivanju svih spojeva
bio jednak ili ve¢i od 0,999, §to je ujedno bio i kriterij prihvatljivosti, a iz navedenog se moze

zakljuciti da je on zadovoljen.

Takoder, ono $to je prikazano putem parametra linearnosti je i iskoriStenje. Bilo je
potrebno da svaki pojedini spoj na odredenoj koncentracijskoj razini odgovara kriterijima
prihvatljivosti za iskoristenje iz priru¢nika AOAC (2011) navedenim u tablici 1. Usporedbom
dobivenih rezultata s tablicom 1., moze se utvrditi da se ovom metodom postize odgovarajuce
iskoriStenje te da je zadovoljen kriterij prihvatljivosti pri odredivanju svih navedenih spojeva.
1z prikazanog se moze zakljuciti i da je iskoriStenje pri odredivanju aldehida i ketona u ovom

istrazivanju u skladu s rezultatima drugih istrazivaca.

Ponovljivost metode odredena je pomocu rezultata niza ponovljenih mjerenja na
odabranim koncentracijskim razinama. Da bi se metodu smatralo ponovljivom potrebno je
zadovoljiti kriterije prihvatljivosti za vrijednosti relativne standardne devijacije iz prirucnika
AOAC (2011) koje se nalaze u tablici 1. Vrijednosti relativne standardne devijacije u ovom
istrazivanju odgovaraju granicama koje se nalaze u tablici 1. te se moze zakljuciti da dobiveni

rezultati zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti.

4.3.3. Intermedijarna preciznost

U tablici 25. prikazani su rezultati ispitivanja intermedijarne preciznosti.

Tablica 25. Rezultati ispitivanja intermedijarne preciznosti

Spoj Koncentracija Intermedijarna preciznost,
(ng/kg kruha) RSD (%)

24,250 9,5
Pentanal 60,625 6,3
121,250 9,7
1,005 15,5
2-oktanon 2,512 15,0
5,024 16,1
0,241 17,8
Oktanal 0,603 12,1
1,207 15,8
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Tablica 25. Rezultati ispitivanja intermedijarne preciznosti — nastavak

Spoj Koncentracija Intermedijarna preciznost,
(ng/kg kruha) RSD (%)

0,965 11,8
6-metil-5-hepten-2-on 2,413 10,8
4,826 13,4
0,513 21,6
Nonanal 1,283 13,1
2,565 16,3
5,170 15,6
3-furaldehid 12,924 14,2
25,848 13,9
9,801 13,0
Furfural 24,503 12,0
49,005 17,4
1,211 14,7
Dekanal 3,028 11,8
6,056 7,7
0,097 12,3
2-nonenal, trans 0,241 11,3
0,483 13,2
1,014 22,7
Benzacetaldehid 2,536 11,4
5,072 11,0
2,4-dekadienal 1,294 16,2
’ trans,trans | 3,236 115
6,472 14,7
86,130 16,0
2-butanon 215,325 10,0
430,650 12,7
48,758 12,7
Butan-2,3-dion 121,894 8,3
243,788 6,9
24,008 8,5
2,3-prentandion 60,019 4,2
120,038 3,6
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Tablica 25. Rezultati ispitivanja intermedijarne preciznosti — nastavak

Spoj Koncentracija Intermedijarna preciznost,
(ng/kg kruha) RSD (%)

5,096 8,2
Heksanal 12,740 5,8
25,480 51
2,487 17,5
2-heptanon 6,217 6,6
12,434 6,5
2,600 12,4
Heptanal 6,500 21,3
13,000 18,6
50,750 20,4
2-metil butanal 126,875 10,0
253,750 9,2
45,815 11,4
3-metil butanal 114,538 55
229,075 55

Intermedijarna preciznost odredena je pomocu mjerenja na tri koncentracijske

razine uz tri ponavljanja u tri razli¢ita dana.

Raffo i suradnici (2015) u svojem su istrazivanju takoder ispitivali vrijednosti
intermedijarne preciznosti. Za spoj 2-nonenal, trans utvrdili su intermedijarnu preciznost u
kori kruha i ona je iznosila 10,3 %, a u cijeloj sniti 11,1 %. Za spoj 2,4-dekadienal, trans
intermedijarna preciznost u kori kruha iznosila je 17,0 %, a u cijeloj $niti 12,9 %. Za spoj
butan-2,3-dion dobili su rezultate intermedijarne preciznosti u kori kruha u iznosu 6,7 %, a u
cijeloj sniti 4,2 %. Intermedijarna preciznost za heksanal u kori kruha iznosila je 8,9 %, a u
cijeloj sniti 7,8 %. Spoj 2-metil butanal imao je intermedijarne preciznosti u kori kruha od 8,1
%, a u cijeloj $niti 11,1 %, dok je za spoj 3-metil butanal ona iznosila u kori kruha 9,7 %, a u

cijeloj $niti 11,5 % (Raffo i sur., 2015).
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4.3.4. Granica detekcije i granica kvantifikacije

U tablici 26. prikazani su rezultati ispitivanja granice detekcije i granice kvantifikacije

za svaki pojedini analit.

Tablica 26. Rezultati ispitivanja granice detekcije i granice kvantifikacije

Granica detekcije

Granica kvantifikacije

Analit
(ng/kg kruha) (ng/kg kruha)
Pentanal 4,686 14,201
2-oktanon 0,112 0,339
Oktanal 0,022 0,068
6-metil-5-hepten-2-on 0,134 0,407
Nonanal 0,056 0,170
3-furaldehid 0,423 1,281
Furfural 0,781 2,367
Dekanal 0,155 0,471
2-nonenal, trans 0,024 0,072
Benzacetaldehid 0,138 0,419
2,4-dekadienal, trans,trans 0,103 0,311
2-butanon 20,341 61,638
Butan-2,3-dion 5,839 17,693
2,3-prentandion 4,142 12,552
Heksanal 1,325 4,015
2-heptanon 0,190 0,574
Heptanal 0,155 0,471
2-metil butanal 15,426 46,745
3-metil butanal 2,595 7,865

Granica detekcije i granica kvantifikacije predstavljaju parametre pomocu kojih je

odredena osjetljivost metode.
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Ruiz i suradnici (2003) su utvrdili granicu detekcije za neke spojeve pa je tako ona
za furfural iznosila 0,005 pg/g, za 2-nonenaltrans 0,002 pg/g, a za spoj 2,4-
dekadienal,trans,trans 0,001 pg/g. Za butan-2,3-dion granica detekcije je iznosila 0,005 pg/g,
a za heksanal ona je iznosila 0,017 ug/g (Ruiz i sur., 2003).

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju dokazuju osjetljivost metode pri
odredivanju navedenih aldehida i ketona. Pri usporedbi s rezultatima drugih istrazivaca
uocene su razlike u osjetljivosti, §to se djelomicno moze objasniti razli¢itim na¢inom izracuna

granice detekcije i kvantifikacije.
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5. ZAKLJUCCI

Ovo istrazivanje imalo je za cilj optimizirati i validirati HS-SPME/GC-MS metodu za

odredivanje 19 aldehida i ketona u uzorcima bezglutenskog kruha.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Optimizirana je HS-SPME/GC-MS metoda za odredivanje aldehida i ketona u
uzorcima bezglutenskog kruha. Optimalna temperatura mikroekstrakcije iznosila je
60°C, a optimalno vrijeme mikroekstrakcije bilo je 60 minuta.

Validacijski eksperimenti provedeni su pod optimalnim uvjetima mikroekstrakcije.
Kljuéni parametri pri validaciji razvijene metode bili su selektivnost, linearnost,
preciznost, granica detekcije i granica kvantifikacije.

Pregledom kromatograma utvrdeno je da je metoda selektivna za sve analizirane
spojeve: pentanal, 2-oktanon, oktanal, 6-metil-5-hepten-2-on, nonanal, 3-furaldehid,
furfural, dekanal, 2-nonenal, trans, benzacetaldehid, 2,4-dekadienal, trans, trans, 2-
butanon, butan-2,3-dion, 2,3-pentandion, heksanal, 2-heptanon, heptanal, 2-metil
butanal i 3-metil butanal.

Koeficijent korelacije je unutar radnog podrucja metode za sve ciljane spojeve bio >
0,999 sto potvrduje da je metoda linearna.

Rezultati ispitivanja ponovljivosti 1 intermedijarne preciznosti dokazuju da se
vrijednosti relativnih standardnih devijacija nalaze unutar raspona odredenog kriterija
prihvatljivosti u ovisnosti o koncentracijama ispitivanih spojeva, Sto potvrduje
preciznost metode.

Odredene granice detekcije 1 kvantifikacije ukazuju da je metoda prihvatljive
osjetljivosti za odredivanje ispitivanih aldehida i ketona u uzorcima bezglutenskog
kruha.

HS-SPME/GC-MS metoda za odredivanje aldehida i ketona u uzorcima bezglutenskog
kruha je prema svim ispitivanim parametrima validacije prikladna za njenu

namijenjenu svrhu.
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