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In this thesis, operating conditions for fatty acids determination,
including frans isomers, by capillary gas chromatography—mass
spectrometry, on capillary column SP-2560 (100 m x 0.25 mm, with
a 0.20 um film thickness of biscyanopropyl polysiloxane liquid
phase) were optimized. Temperature program, split ratio and
condition of data acquisition by SCAN technique were optimized
using standard solutions of fatty acid methyl esters. A sample
preparation method based on simultaneous microwave assisted
extraction—esterification (SMEE) was developed for the
determination of the fatty acid composition of foodstuffs by gas
chromatography—mass  spectrometry. The proposed sample
preparation method was validated by comparison with the reference
Soxhlet extraction method followed by derivatisation by methyl
ester formation and the same determination step. The fatty acid
compositions, as well as extraction efficiencies obtained by the use
of the proposed SMEE method and reference method were
statistically similar. The results showed that compared to the
conventional method, SMEE method offer the advantages of short
sample preparation time, low consumption of expensive organic
solvents and less energy consumption. This good agreement between
results provided, both by the SMEE and reference method,
demonstrates the usefulness of the former as the routine method for
the treatment of food samples prior to trans fatty acid analysis. The
fatty acid composition, and trans fatty acid content of 273 samples
collected from June 2006 to June 2009 year were determined. Trans
fatty acid content in the analysed samples of food products, raw
materials and intermediate products used in bakery and
confectionery industry was ranged in a very wide interval, from
0.0% to 48.7%. The average contents of trans fatty acids were 0.2%
in ails, 6.5% in the edible margarines, 19.9% in cooking margarines,
9.8% in industrial margarines, 24.3% in shortenings, 10.8 % in fat
fillings, 1.6% in dairy products, 10.9% in crackers, 10.2% in tea
cookies, 6.3% in biscuits, 11.0% in wafer products, 10.6% in
chocolate products and 9.2% in the caramels. From the total of 124
analysed samples, which are not used for direct human consumption
(shortenings, fat fillings, industria and cooking margarines) 86
samples (69.3%) contained more than 5% trans fatty acids, 25 (20.2
%) contained less than 5% TFA, while 13 samples (10.5%) had an
undetectable levels of trans isomers. From a total of 140 analysed
samples, which are used for direct human consumption 74 food
samples (52.8%) contained more than 2% rrans fatty acids, 20
(14.3%) contained less than 2% TFA, while 46 samples (32.9%) had
an undetectable levels of frans isomers.
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1. Uvod

Masti predstavljaju bogat izvor energije i vazne gradivne elemente tkiva i
biomembrana, te ih je neophodno svakodnevno unositi u organizam. Masti, kao jedan od
osnovnih sastojaka prehrambenih proizvoda, uti¢u na njihov ukus, konzistenciju, teksturu i
druge fizicke osobine. Funkcionalna uloga masti u prehrambenim tehnologijama je visSestruka.
One odreduju fizicke, senzorne i reoloske karakteristike samog proizvoda, uticu na teksturu i
punocu ukusa i imaju pozitivan efekat na svezinu proizvoda.

Masne kiseline, koje su sastavni deo masti, u prirodnim namirnicama i industrijskim
proizvodima mogu se javiti kao slobodne, ili estarski vezane u vidu mono-, di- i triglicerida,
fosfolipida, lipoproteina ili glikolipida. Molekuli masnih kiselina mogu da sadrze jednu, ili vise
dvostrukih veza S$to je slucaj kod mononezasicenih, odnosno, polinezasi¢enih masnih kiselina.
Dvostruke veze se najéesce javljaju u cis konfiguraciji, mada se u prirodi mogu nac¢i u malim
koli¢inama i trans masne kiseline (trans fatty acid, TFA). S druge strane, hidrogenovanje i
termiCka obrada tecnih biljnih ulja, postupci koji se primenjuju pre svega u cilju sprecavanja
oksidacije i dobijanja tehnoloski pogodnijeg proizvoda, dovode i do izomerizacije Cis masnih
kiselina u trans oblik, pri ¢emu moze do¢i i do premestanja dvostruke veze duz
ugljovodoni¢nog lanca. Prehrambeni proizvodi kao $to su margarini, namazi, prelivi za salate,
konditorski i pekarski proizvodi, u ¢iji sastav ulaze hidrogenovana biljna ulja, kao i przena
hrana, takode sadrze trans masne kiseline. Od devedesetih godina XX veka sprovedena su
brojna ispitivanja vezana za uticaj trans masnih kiselina na zdravstveno stanje ljudi pa se danas,
pored zasi¢enih masnih kiselina, i trans masne kiseline smatraju Stetnim i nepozeljnim
sastojcima prehrambenih proizvoda. Mnogobrojne klini¢ke i1 eksperimentalne studije su
potvrdile da trans masne kiseline deluju izrazito aterogeno jer dovode do porasta ukupnog
holesterola i lipoproteina male gustine (low density lipoprotein, LDL), kao i lipoproteina (a), a
snizavaju nivo lipoproteina velike gustine (high density lipoprotein, HDL). Osim negativnih
efekata TFA na kardiovaskularni sistem, trans masne kiseline su dovedene u vezu i sa razvojem

nekih karcinoma, dijabetesa tipa 2, tromboza, alergija i astme kod dece.
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S obzirom da su mnogobrojne studije pokazale da zasi¢ene i trans masne kiseline Stetno
deluju na ljudsko zdravlje, Svetska zdravstvena organizacija (World Health Organization,
WHO) preporucuje da ukupni unos masti ne bude vec¢i od 30%, a udeo zasi¢enih masnih
kiselina manji od 10% dnevno potrebne energije (po poslednjim preporukama ¢ak ispod 7%),
dok su TFA ogranic¢ene na manje od 1% dnevno potrebne energije. Imajuci u vidu preporuke
Svetske zdravstvene organizacije, mnoge zemlje su uvele zakonsku regulativu vezanu za
obavezno deklarisanje sadrzaja trans masnih kiselina u prehrambenim proizvodima, dok je u
Danskoj zakonski definisan i maksimalno dozvoljen sadrzaj TFA.

Potreba za poznavanjem masnokiselinskog sastava, pre svega zivotnih namirnica, i
ras¢lanjivanjem sloZenih lipidnih uzoraka, ne samo na pojedine masne kiseline, ve¢ i na njihove
geometrijske 1 pozicione izomere, analiticarima namece zadatak za razvojem brze, tacne,
reproduktivne i osetljive metode za identifikaciju i odredivanje sadrzaja masnih kiselina u hrani
i drugim bioloskim matricama. Danas se u ove svrhe koriste instrumentalne metode analize, a
kada je odredivanje trans masnih kiselina u pitanju, najzastupljenije su: kapilarna gasna
hromatografija, visokopritisna tecna hromatografija, hromatografija na adsorbensu
impregniranom srebrnim jonima, IR spektroskopija, kao i kombinovane tehnike. Najcesce
koriS¢ena tehnika u analitici trans masnih kiselina je kapilirna gasna hromatografija, a metode
obuhvataju: prethodnu ekstrakciju lipida iz uzorka, dalju transformaciju analita u pogodne
derivate kao S$to su metilestri i na kraju, gasno hromatografsko odredivanje. Svaki od ovih
koraka ukljucuje odredene kriti¢ne operacije, podesavanje parametara i interpretaciju rezultata,
tako da su analiticari tokom izvodenja analiza suoceni sa brojnim problemima.

Ekstrakcija lipida se tradicionalno izvodi na razli¢ite nacine uz primenu organskih
rastvaraCa u zavisnosti od karakteristika samog uzorka kao i zahteva same analize. Osnovni
nedostatak najéeSée primenjivanih klasi¢nih ekstrakcionih tehnika, kao Sto su metode po
Soxhlet-u, Folch-u, Rose-Gottleb-u, i dr., je dugo vreme izodenja ekstrakcije. Stoga se sve vise
ispituje moguénost primene novih, brzih metoda za ekstrakciju lipida iz razli¢itih tipova
uzoraka, kao Sto su sistemi za automatsku hidrolizu i ekstrakciju, ekstrakcija fluidima u
nadkriticnom stanju, ekstrakcija u zatvorenim sistemima na povisenoj temperaturi i pritisku,
ekstrakcija po Soxhlet-u potpomognuta mikrotalasima, ultrazvucna ekstrakcija i dr. U cilju
sprecavanja kontaminacije i razgradnje uzorka tokom hidrolize, ekstrakcije i metilovanja, tezi se
primeni metoda koje bi omogucile direktno dobijanje metilestara iz matriksa uzorka.

Imajuéi u vidu podatak da su bolesti srca i krvnih sudova vode¢i uzrok smrtnosti u
Srbiji, sa uces¢em od 55,8% u svim uzrocima smrti, kao i ¢injenicu da pojedine masne kiseline
negativno utiCu pre svega na razvoj kardiovaskularnih bolesti, u cilju prevencije
kardiovaskularnih oboljenja u nasoj zemlji, trebalo bi $to pre zapoceti proces pracenja sadrzaja
aterogenih masti u namirnicama, $to je delom i predvideno u okviru Strategije za prevenciju i

kontrolu hroni¢nih nezaraznih bolesti Republike Srbije koju je donela Vlada Republike Srbije.
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Osnovni cilj ovog rada bio je razvoj odgovarajuce analiticke metode koja bi se mogla
primeniti za analizu sirovina, poluproizvoda i gotovih prehrambenih proizvoda, u cilju
odredivanja sadrzaja masnih kiselina, ukljucuju¢i i njihove trans izomere. Istrazivanja u okviru

ove doktorske disertacije ¢e obuhvatiti tri osnovne faze:

1. Optimizaciju uslova odredivanje masnih kiselina primenom kapilarne gasne
hromatogrfije-masene spektrometrije (GC-MS),

2. Definisanje postupka pripreme razli¢itih vrsta uzoraka i

3. Odredivanje sadrzaja trans masnih kiselina u sirovinama, poluproizvodima i

gotovim proizvodima.

Optimizacija uslova GC-MS odredivanja masnih kiselina obuhvati¢e definisanje
temperaturnog programa, odnosa razdeljivanja, opsega masa snimanih SCAN tehnikom i
koli¢ine uzorka §to ¢e omoguditi odgovarajue razdvajanje metilestara masnih kiselina,
ukljucujudi i trans izomere, u relativno kratkom vremenu.

Eksperimentalni rad u drugoj fazi istrazivanja, odnosno definisanje postupka pripreme
razli¢itih vrsta uzoraka, obuhvatice ektrakciju masti i pripremu metilestara. U cilju skrac¢enja
vremena potrebnog za pripremu uzoraka prehrambenih proizvoda za GC-MS analizu, ispitace
se mogucnost primene istovremene mikrotalasne ekstrakcije i esterifikacije u otvorenom
sistemu. Kao referentna metoda primenice se, uobicajeno koris¢ena ekstrakcija po Soxhlet-u,
pracena derivatizacijom. Pripremljeni uzorci ¢e se analizirati primenom GC-MS, pri prethodno
definisanim optimalnim uslovima, a dobijeni rezultati ¢e se uporediti primenom Studentovog t-
testa jednakosti srednjih vrednosti u cilju validacije metode za pripremu uzoraka. Ukoliko se
ustanovi da se primenom istovremene mikrotalasne ekstrakcije—esterifikacije postizu isti ili bolji
rezultati u odnosu na referentnu metodu, uz istovremeno skraéenje vremena trajanja analize,
o¢ekuje se da ¢e ova tehnika na¢i primenu u rutinskim analizama, odnosno u kontroli kvaliteta
komercijalnih proizvoda.

U trecoj fazi istrazivanja definisani postupci za pripremu uzoraka i izvodenje GC-MS
analize ¢e se primeniti za odredivanje masnokiselinskog sastava sirovina, meduproizvoda i
gotovih proizvoda sa naSeg trzita, u kojima se ocekuje prisustvo industrijski dobijenih trans
masnih kiselina (namenske masti, masna punjenja, margarini, konditorski i pekarski proizvodi).
Odredivanje i1 pracenje sadrzaja masnih kiselina u navedenim proizvodima, sa akcentom na
aterogene masti, omogucice definisanje funkcionalnih osobina ovih proizvoda, odnosno njihove
nutritivne vrednosti. Takode, dobijeni rezultati ¢e posluziti i kao osnova za odredivanje
proseCnog unosa aterogenih masti u naSoj zemlji, izradu preporuka za pravilnu ishranu,
edukaciju stanovniStva i saradnju sa proizvodacima, odnosno predstavljali bi znacajan doprinos

u prevenciji i kontroli hroni¢nih nezaraznih bolesti.
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2. Teorijski deo

2.1. Madti i ulja

Potreba coveka za mastima datira od najranijih vremena. Ulja i masti su neophodni
sastojci pravilne ishrane jer imaju mnogobrojne znaajne bioloSke uloge u organizmu: odli¢an
su izvor energije i esencijalnih nutritijenata (liposolubilnih vitamina, esencijalnih masnih
kiselina), sluze kao energetska rezerva, poboljSavaju osec¢aj ukusa i doprinose osecaju sitosti,
imaju gradivnu ulogu kao sastavni deo svih ¢elijski membrana (Dimi¢, 2005). Lipoproteini,
kompleksi masti i proteina, su vazni sastojci Celija koji se nalaze u Celijskim membranama i
mitohondrijama unutar citoplazme i sluze za transport lipida u krvi. U potkoznim tkivima i oko
unutra$njih organa masti sluze kao izolacioni materijal. Nepolarni lipidi deluju kao elektri¢ni
izolatori koji omoguéavaju brzo prenoSenje depolarizacionih talasa duz nervnih vlakana. Masti,
takode ucestvuju u metabolickim transformacijama pri cemu se stvaraju specificne supstance od
fizioloskog i nutritivnog znacaja: steroidni hormoni, zu¢ne kiseline, eikosanoidi i dr.

Kako bi se osigurala viSestruka uloga masti i ulja u razvoju i funkcionisanju organizma,
oni se moraju konzumirati pravilno, odnosno neophodno je unositi odredene koli¢ine masnoce
visokog kvaliteta i dobre odrZivosti. Naime, veoma ozbiljni poreme¢aji u organizmu, koji imaju
za posledicu pojavu nekih oboljenja, sve ¢es¢ih u savremenom drustvu, pripisuju se u najvecoj
meri nepravilnom uzimanju masti. Po mnogim autorima (Erkkila et al., 2008), visok sadrzaj
lipida i holesterola u krvi, ateroskleroza, gojaznost, hipertenzija, koronarne bolesti srca u
najuzoj su vezi sa vrstom i koli¢inom masti koja se dnevno unosi u organizam. Mnogobrojnim
istraZivanjima utvrdena je direktna veza izmedu vrste masti, odnosno sadrzaja zasicenih,
mononezasic¢enih, polinezasi¢enih i trans masnih kiselina u ishrani i razvoja kardiovaskularnih
oboljenja. Stoga, da bi se obezbedila kvalitetna i zdrava ishrana pri savremenim uslovima Zivota

neophodno je poznavati potrebne koli¢ine masnoée za zadovoljenje odgovarajuc¢eg celokupnog
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dnevnog energetskog unosa, nutritivnu vrednost, sastav, biohemijske funkcije masti, kao i
metode tehnoloSke i kulinarske obrade koje dovode do nepoZeljnih promena u masnoj fazi.
Masti i ulja pripadaju grupi lipida. Masti i ulja se obi¢no dele prema poreklu na biljna i
Zivotinjska, a prema konzistenciji na temperaturi okoline na ¢vrste — masti i te¢ne — ulja. U
hemijskom pogledu, to su triestri trohidroksilnog alkohola glicerola i masnih kiselina, odnosno
monokarboksilnih kiselina sa dugim lancem. Nazivaju se triacilgliceroli ili, po starijoj

nomenklaturi, trigliceridi.

2.2. Triacilgliceroli

Triacilgliceroli su jedinjenja koja nastaju reakcijom izmedu jednog molekula glicerola i
tri molekula, istih ili razli¢itih, masnih kiselina. Ukoliko su sve tri masne kiseline u molekulu
triacilglicerola iste nazivaju se jednostavni, a ukoliko su razli¢ite meSoviti. Prirodne masti i ulja
su smeSe estara glicerola u kojima preovladava jedna ili dve masne kiseline. Vrsta i poloZaj
masnih kiselina u molekulu triacilglicerola uti¢u na fizi¢ka svojstva masti i ulja. Triacilgliceroli
stvaraju u organizmu energetske depoe iz kojih se, zavisno od potreba organizma, oslobadaju
masne kiseline, a iz njih procesom oksidacije energija neophodna za Zivot svih ¢elija organizma
uopste (Flider & Orthoefer, 1981).

Kako glicerol sadrZi dve primarne hidroksilne grupe, centralni ugljenikov atom zahteva
hiralnu poziciju, ukoliko su obe primarne hidroksilne grupe esterifikovane razli¢itim masnim
kiselinama (Dimi¢, 2005). Najc¢es¢i na¢in obelezavanja stereospecifi¢ne strukture triacilglicerola
je pomocu FiSerove planarne projekcije glicerola, pri ¢emu se srednja hidroksilna grupa nalazi
sa leve strane centralnog ugljenikovog atoma. Ugljenikovi atomi se obeleZavaju brojevima 1, 2 i
3, konvencionalno prihvaceno, sa vrha prema dole i stavlja se oznaka sn- pre glicerola. Na slici

2.1. je dat Sematski prikaz hemijske grade i nacin obelezavanja triacilglicerola.

1 }:> CH,O0C(CH,)1,CH3
CHy(CH,)1sCOOCH <={ 2
3 }:> CH,00C(CH,)1,CH,

sn-glicerol-1-palmitat-2-stearat-3-miristat

Slika 2.1. Sematski prikaz hemijske grade i na¢in obeleZavanja triacilglicerola
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2.3. Masnekisdine

Masne kiseline su osnovni gradivni elementi acilglicerola i drugih klasa lipida kao $to
su: fosfolipidi, glikolipidi, voskovi i dr. Sastavljene su od pravog lanca ugljenikovih atoma, a
molekul se zavrSava karboksilnom grupom. Masne kiseline predstavljaju reaktivni deo molekula
triacilglicerola te je poznavanje njihovih hemijskih i fizickih karakteristika neophodno za
poznavanje svojstava samih triacilglicerola. Zato se pri izu€avanju jestivih masti i ulja razmatra
sastav, kao i svojstva masnih kiselina koja se nalaze u mastima i uljima biljnog i animalnog
porekla.

U prirodnim uljima i mastima se nalazi veoma velik broj masnih kiselina, preovladavaju
masne kiseline nerazgranatog lanca sa parnim brojem ugljenikovih atoma i jednom
karboksilnom grupom, Sto je u vezi sa njihovim bioloskim poreklom. Masne kiseline se
medusobno razlikuju po broju ugljenikovih atoma u molekulu, po broju, polozaju i konfiguraciji

nezasi¢enih veza, kao i prisustvu drugih funkcionalnih grupa duZz lanca.

2.3.1. Podelai obelezavanje masnih kiselina

Masne kiseline se dele po nekoliko osnova (Dimi¢, 2005):
1. prema broju ugljenikovih atoma,
2. na osnovu nezasi¢enih veza i

3. prema prostornom rasporedu kiselinskih ostataka oko nezasi¢ene veze.

1. Prema broju ugljenikovih atoma masne kiseline se dele na:
a) masne kiseline kratkog lanca — broj ugljenikovih atoma do 8,
b) masne kiseline srednjeg lanca — broj ugljenikovih atoma od 8 do 14 i

c) masne kiseline dugackog lanca — broj ugljenikovih atoma iznad 14.

2. Na osnovu odsustva, odnosno prisustva dvostrukih veza masne kiseline se dele na:
a) zasiCene i
b) nezasicene, koje se dalje dele na:
— mononezasi¢ene — imaju jednu dvostruku vezu i

— polinezasi¢ene — imaju od dve do najviSe Sest dvostrukih veza.
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3. Na osnovu geometrijske izomerizacije, odnosno prostorne orjentacije dela masnih
kiselina oko nezasi¢ene veze, masne kiseline se dele na:
a) cis masne kiseline i

b) trans masne kiseline (slika 2.2.).

Najveci broj masnih kiselina ima svoj uobiCajeni, trivijalni, naziv koji veoma Cesto
potice od vrste masti u kojoj preovladava. Po IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) nomenklaturi svaka masna kiselina dobila je i sistematsko ime, prema
ugljovodoniku sa istim brojem C-atoma, a u zavisnosti od broja dvostrukih veza u molekulu.
Masne kiseline se u literaturi obi¢no obelezavaju u skracenom obliku, npr. 18:2 (9,12) je oznaka
za linolnu kiselinu, pri ¢emu se prikazuje broj C atoma u molekulu i broj, polozaj i konfiguracija
dvostrukih veza. Podrazumeva se da su sve dvostruke veze u cis konfiguraciji, a ukoliko su

prisutne dvostruke veze u trans konfiguraciji to je obavezno naznaceno (¢, tr ili trans).

R s H P
CcC— C\ C—C
H R R R
R H R R
\\\\ L) 7, l/ \\\Q y ’/
HY 7R HY “H

trans konfiguracija  cis konfiguracija

Slika 2.2. Oblik cis i trans dvostruke veze

2.3.1.1. Zasiéene masne kiseline

Zasi¢ene masne kiseline (saturated fatty acids, SFA) ne sadrze dvostruke veze, niti
druge funkcionalne grupe duz lanca. Termin zasi¢ene ukazuje na to da ugljenikovi atomi, pored
medusobnih, grade veze samo sa vodonikom, (osim u COOH grupi). S obzirom na prave lance
koje poseduju, vrlo gusto se pakuju i na taj na¢in omogucavaju zivim bi¢ima da na manjem
prostoru skladiste veliku hemijsku energiju. Upravo zato imaju najve¢i udeo u masnom tkivu
Zivotinja.

Opsta formula zasi¢enih masnih kiselina je: CHz;—(CH,),—~COOQOH.
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U prirodnim uljima i mastima su najceSce prisutne zasi¢ene masne kiseline sa 4 do 22
ugljenikova atoma. U tabeli 2.1. dat je prikaz najznacajnih zasi¢enih masnih kiselina, kao i
njihove formule, uobicajene oznake i tacke topljenja (Rac, 1964; Belitz et al., 2009).

U mastima i uljima biljnog i animalnog porekla najzastupljenije su palmitinska i
stearinska masna kiselina. Masne kiseline kratkog i srednjeg lanca (C4.c—C12.0), male molekulske
mase, su konstituenti triglicerida samo u mastima mleka, kokosa i semena palme. Kao slobodne
ili estarski vezane za alkohole male molekulske mase, u prirodi se javljaju u veoma malim
koli¢inama i to obi¢no u biljnoj hrani i hrani proizvedenoj pod dejstvom mikroorganizama gde
predstavljaju nosioce arome (Belitz et al., 2009). Zasi¢ene masne kiseline dugackog lanca
(>18:0) se javljaju u mahunastim plodovima kao $to je kikiriki. Zasi¢ene masne kiseline sa
neparnim brojem C atoma, kao Sto je valerinska (5:0) ili enentinska (7:0) kiselina su u hrani
prisutne samo u tragovima. Pentadekanska i margarinska kiselina se javljaju u mleku i mnogim

biljnim uljima.

Tabela 2.1. Najznacajnije zasi¢ene masne Kiseline

Uobi¢ajen naziv Oznaka Sistematskoime Formula TT (°C)
buterna Cso n-butanska CH;—(CH,),—~COOH -7,9
kapronska Cso n-heksanska CH;—(CH,),—~COCOH -3,4
kaprilna Cso n-oktanska CH;—(CH,)¢—COOH 16,7
kaprinska Ci00 n-dekanska CH3;—(CH,)g—COOH 31,6
laurinska Ci2:0 n-dodekanska CH3;—(CH,)10-COOH 44,2
miristinska Cia0 n-tetradekanska ~ CH;—(CH,);,—~COOH 53,9
pentadekanska Cis:0 n-pentadekanska  CH;—(CH,)13—~COOH 52,1
palmitinska Cis0 n-heksadekanska CHs—(CH,)1,—~COOH 63,1
margarinska Ci7:0 n-heptadekanska CHs—(CH,);s—COOH 61,3
stearinska Ciso n-oktadekanska ~ CHs—(CH,),—~COOH 69,6
arahinska Coo0 n-eikosanska CH3—(CH,)13—~COOH 75,3
behenska Cao n-dokosanska CH3—(CH,),,—~COOH 79,9
lignocerinska Coo n-tetrakosanska CH3—(CH,),,—~COOH 84,2
cerotinska Cas:0 n-heksakosanska CHs—(CH,),,—~COOH 87,7

TT - tacka topljenja

2.3.1.2. Nezasic¢ene masne kiseline

Nezasi¢ene masne kiseline (unsaturated fatty acids, UFA) karakteriSe prisustvo jedne ili

vise nezasi¢enih dvostrukih veza. Prisutne dvostruke veze su uglavnom u cis formi.
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Zajednicka formula za mononezasi¢ene masne kiseline (monounsaturated fatty acids,
MUFA) je C H2,20,, za nezasi¢ene sa dve dvostruke veze C,H,40,, a za nezasi¢ene sa tri
dvostruke veze C,H,.60,.

Dvostruke veze kod polinezasi¢enih masnih kiselina (polyunsaturated fatty acid, PUFA)
mogu biti izolovane, odnosno nekonjugovane (izmedu dvostrukih veza se nalazi jedna ili vise
metilenskih grupa) i konjugovane (dvostruke veze su u susednom poloZaju). U prirodnim
mastima 1 uljima se gotovo isklju¢ivo nalaze nekonjugovane masne kiseline, dok se
konjugovane masne kiseline mogu na¢i u manjim koli¢inama u mle¢noj masti. Treba ista¢i da se
u jednoj nezasi¢enoj masnoj kiselini dvostruka veza moze nalaziti u razli¢itim polozajima, pri
¢emu na taj nacin nastaju razli¢ite varijante te kiseline.

Kako reaktivnost masnih kiselina, kao i triacilglicerola koji u svom sastavu imaju
nezasi¢ene masne kiseline, zavisi od broja i polozaja dvostrukih veza, veoma je vazno
poznavanje stepena nezasi¢enosti i polozaja dvostrukih veza masnih kiselina. 1z navedenog

proizilazi da je veoma vazno pravilno obelezavanje nezasi¢enih masnih kiselina.

Ugljenikovi atomi u nezasicenim masnim kiselinama se obelezavaju brojevima ili

gr¢kim slovima, te se u literaturi najcesce primenjuje slede¢i nacin obelezavanja (Dimi¢, 2005):

e obeleZavanje po IUPAC-u, gde se polozaj dvostruke veze ra¢una od karboksilne grupe,
tj. sa strane —COOH, ili
e biohemijsko obeleZavanje — ECC (End of Carbon Chain), gde se poloZaj dvostruke veze

racuna od metil grupe, tj. sa strane —CHs.

Na slici 2.3. dat je Sematski prikaz obeleZavanja nezasi¢enih masnih kiselina na primeru

linolne kiseline.
18 12 9 4 3 2 1 —a
CH3(CH2)4CH = CHCHZCH = CH(CH2)4CH2CH2CH2COOH
b= 1) 6 y B o«

a) obelezavanje prema IUPAC-u: Cyg,Cis 9,12
b) biohemijsko obeleZavanje: Cig,®-6 ili Cig,n-6

o (omega) ili n se koristi za obeleZavanje broja C atoma gde se nalazi prva
nezasic¢ena veza, pri ¢emu se broji od metil grupe.

Slika 2.3. Prikaz obeleZavanja linolne kiseline
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Mononezasi¢ene masne kiseline nalaze se u ve¢im koli¢inama pre svega u prirodnim
biljnim uljima, a potom i u Zivotinjskim mastima. Najzastupljenija masna kiselina iz ove grupe
je oleinska kiselina (Cig.1) koja se prakticno nalazi u svim uljima i mastima. Polinezasi¢ene
masne kiseline se nalaze prvenstveno u biljnim i ribljim uljima, a najrasprostranjenija masna
kiselina iz ove grupe je linolna.

U tabeli 2.2. dat je prikaz najznacajnih nezasi¢enih masnih kiselina, kao i njihove

formule, uobicajene oznake i tacke topljenja (Rac, 1964; Belitz et al., 2009).

2.3.1.3. Esencijalne masnekiseline

Esencijalne masne kiseline i njihovi derivati, kao 5to su triacilgliceroli, imaju nekoliko
veoma bitnih funkcija u organizmu (Dimi¢, 2005):
o sluZe kao izvor energije,
e gradivni su elementi fosfolipida, strukturnih elemenata ¢elijskih membrana,
e sastojci su lipoproteina krvne plazme i
e prekursori su vaznih jedinjenja sa hormonskim dejstvom kao Sto su: prostaglandini,

leukotrieni, tromboksani.

Esencijalne masne kiseline organizam ne moZe sintetisati, one se moraju unositi putem
hrane, odnosno putem prirodnih ulja i masti. Ljudski organizam nije sposoban da sintetiSe
linolnu i a-linolensku kiselinu te one predstavljaju esencijalne masne kiseline. Linolna kiselina
je najzastupljenija u biljnim uljima: ulje suncokreta (20-75%), sojino ulje (45-60%), ulje
kukuruza (35-60%) i ulje Safrana (55-80%). a-linolenska kiselina se takode nalazi u biljnim
uljima, ali u manjim koli¢inama u odnosu na linolnu. Ulja bogata linolenskom kiselinom su:
s0jino (4-11%), ulje uljane repice (5-15%) i laneno (50-60%) (Gunstone, 1996).

Unos esencijalnih masnih kiselina je neophodan u pravilnoj ishrani kako zbog njihovog
primarnog metabolizma, tako i sa aspekta metabolizma lipoproteina plazme i sinteze pojedinih
polinezasi¢enih masnih kiselina dugackog lanca serije n-3 i n-6. Ove polinezasicene masne
kiseline imaju razli¢itu fizioloSku ulogu i prekursori su hormonskih supstanci koje regulisu
razlicite biohemijske procese u organizmu. Jedna od osnovnih funkcija esencijalnih masnih
kiselina je njihova konverzija u metabolicki aktivne prostaglandine i leukotriene (Akoh & Min,
1998). Naime, hranom unete linolna i a-linolenska masna Kiselina transformisu se u organizmu
u viSe nezasiene masne kiseline, te zajedno sa alimentarno (putem hrane) unetom
arahidonskom kiselinom one postaju izvor velike serije razlic¢itih klasa prostaglandina i
leukotriena. Njihova biosinteza se odigrava prakti¢no u svim ¢elijama, u kojima predstavljaju

vrlo znacajne komponente — ¢elijske hormone, i imaju mnogobrojne, vrlo razlicite i specifi¢ne
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uloge u organizmu. Na slici 2.4. je dat Sematski prikaz transformacije esencijalnih masnih

kiselina dejstvom enzimskog sistema u organizmu coveka.

- ®6 masne
®3 masne Kiseline Kisdline
enzim
linolna a-linolenska
(018:2) (C18:3)
AG
l desaturaza l
v-linolenska
Cie.
(018:3) ( 18.4)
l elongaza l
prostanglandini dihomo y-
1. serija “«— linolenska (C20:4)
tromboksani (Cx0:3)
As
l desaturaza l
prostanglandini prostanglandini
2. serija « arahidonska EPA — 2. serija
tromboksani / (Ca0.4) (Cao5) \tromboksani
leukotrieni elondaza leukotrieni
4. serija l g l 4. serija
(022:4) (C22:5)
A4
l desaturaza l
DHA
Coo.
( 22.5) (CZZ:G)

Slika 2.4. Biohemijska transformacija esencijalnih masnih kiselina

Usled nedostatka esencijalnih masnih kiselina u organizmu dolazi izmedu ostalog do
poremecaja rasta, promena na kozi, gubitka tezine, poremecaja u radu bubrega i jetre, agresije u
ponaSanju i depresije.

Medu visokonezasi¢enim masnim kiselinama poseban znacaj se pridage -3 masnim
kiselinama, posebno EPA i DHA kiselini. Naime, ustanovljeno je da ove kiseline sniZzavaju nivo
lipida, posebno triglicerida u krvi, smanjuju sklonost zgrusavanju krvi, u blagoj meri snizavaju
krvni pritisak, te ublazavaju proces ateroskleroze i koronarnih bolesti srca (Erkkild et al., 2008).
Pored navedenog, neophodno je napomenuti da je veoma vaZzno da organizam bude dobro
snabdeven DHA, jer je ova masna kiselina gradivni element mozga i membrane fotoreceptora

retine, te njen nedostatak izaziva ozbiljna oStecenja.
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Iako polinezasi¢ene masne kiseline pokazuju mnogobrojna pozitivna dejstava, mora se
napomenuti da su veoma sklone oksidaciji, kako u organizmu tako i van njega, usled cega
dolazi do nastanka izuzetno reaktivnih slobodnih radikala i preko njih drugih Stetnih produkata
oksidacije. Slobodni radikali u organizmu mogu ostetiti ¢elijske membrane kao i druge vitalne
komponente celija (genetski materijal nukleusa), mogu inaktivirati pojedine enzime, Sto za
posledicu ima pojavu raznih bolesti (Latta, 1991). Stoga se unoSenje esencijalnih masnih
kiselina u organizam mora povezati sa uzimanjem odredenih koli¢ina vitamina E, bioloskog

antioksidansa.

2.3.2. Fizi¢ke i hemijske karakteristike

2.3.2.1. Fizicke karakteristike

Masti imaju Siroku primenu u prehrambenoj industriji, a hrani, ¢iji su sastojak, daju
odgovarajucu konzistenciju, topljivost i plasticnost. Pri tome, od njihovog sastava, koli¢ine i
osobina zavisi tehnoloSki postupak koji se koristi u proizvodnji namirnica. Zbog toga se
proucavanju fiziCkih karakteristika masnih kiselina poklanja velika paznja. Fizicke
karakteristike masti i ulja zavise od stepena nezasi¢enosti, duzine ugljeni¢nog lanca, oblika
izomera masnih kiselina, molekulske konfiguracije, kao i uslova proizvodnje.

Viskozitet, koji predstavlja meru unutraSnjeg trenja molekula, lagano opada sa
povecanjem broja nezasi¢enih veza u molekulima masnih kiselina. Ulja koja sadrZze masne
kiseline sa malom molekulskom masom manje su viskozna od ulja sa masnim kiselinama vece
molekulske mase, istog stepena nezasi¢enosti.

Povrsinski napon masnih kiselina raste sa porastom duZine ugljovodoni¢nog lanca, a
opada sa porastom temperature (Shahidi, 2005).

Tacka topljenja zasi¢enih masnih kiselina raste sa porastom broja ugljenikovih atoma,
odnosno duzinom lanca (Tabela 2.1). Tacka topljenja nezasi¢enih masnih kiselina zavisi od
broja, polozZaja i konformacije dvostrukih veza. Tako na primer, mononezasi¢ena oleinska
kiselina i njen geometrijski izomer elaidinska kiselina imaju razli¢ite tacke topljenja (Tabela
2.2). Oleinska kiselina je te¢na na temperaturi bliskoj sobnoj, dok je elaidinska u ¢vrstom
agregatnom stanju ¢ak i na temperaturama iznad sobne. Ove razlike su uslovljene pre svega
geometrijom molekula. Molekuli zasi¢enih masnih kiselina su linearni §to im omoguéava gusto
pakovanje. Za razliku od njih, molikuli cis-nezasi¢enih masnih kiselina su uvijeni, uvijenost
raste sa brojem nezasi¢enih veza, te se molekuli nalaze na veéem rastojanju. Kod trans

konfiguracije molekuli su pretezno linearni, ili slabo uvijeni, te je omoguéeno gusto pakovanje
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kao 1 kod zasi¢enih masnih kiselina. Slika 2.5. prikazuje razlike u prostornoj strukturi zasi¢enih

i cis- | trans- oblika nezasi¢enih masnih kiselina.
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Slika 2.5. Prostorna orjentacija zasicenih i cis i trans oblika nezasi¢enih masnih kiselina

Masne kiseline sa ve¢im brojem ugljenikovih atoma su prakti¢no nerastvorne u vodi.
One u vodenoj sredini obrazuju micele kod kojih je negativno naelektrisani COO™ kraj okrenut
ka vodi, a nepolaran ugljovodoni¢ni niz ka unutra$njosti micele. Posmatrano u celini, micele su
uglavhom negativno naelektrisane i u rastvoru ostaju u suspendovanom stanju, jer se
medusobno odbijaju.

Na temperaturama visim od temperature topljenja, masne kiseline se me3aju sa mnogim
organskim rastvaracima: ugljovodonicima, etrima, estrima, ketonima i dr. Rastvorljivost masti u
organskim rastvara¢ima opada sa snizenjem temperature i porastom duzine ugljovodoni¢nog
lanca, a raste sa pove¢anjem broja dvostrukih veza.

Dielektri¢na konstanta masnih kiselina raste sa porastom broja dvostrukih veza, a opada
sa porastom temperature (Shahidi, 2005). Odredivanje dielektri¢ne konstante moze da posluzi
za kontrolu procesa proizvodnje i kvaliteta proizvoda koji sadrZe vodu, jer ova veli¢ina zavisi
od koli¢ine vode u njima i strukture emulzije.

Indeks prelamanja svetlosti masti i masnih kiselina raste sa porastom duzine
ugljovodoni¢nog lanca, broja dvostrukih veza i konjugacije. U praksi se koristi za identifikaciju

i odredivanje Cistoce.
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Sve nezasi¢ene masne kiseline koje sadrze izolovanu cis dvostruku vezu apsorbuju UV
zracenje na talasnoj duzini oko 190 nm. Konjugovane masne kiseline apsorbuju zracenje na
razli¢itin talasnim duzinama u zavisnosti od polozaja dvostruke veze i duzine konjugacije
(konjugovani dieni — 232 nm, konjugovani trieni — 270 nm, konjugovani tetraeni — 308 nm).
Kako prirodne masti i ulja uglavhom ne sadrZe konjugovane veze, a u toku oksidacije masti
dolazi do pojave konjugovanih veza, merenjem apsorpcije UV zracenja se u praksi koristi za

odredivanje stepena nastalih autooksidacionih promena (Ostri¢-MatijaSevi¢ & Turkulov, 1980).

2.3.2.2. Hemijske karakteristike

Hemijske karakteristike, kao i hemijske reakcije kojima podleZzu masti, zavise
prvenstveno od duZine lanca i stepena nezasi¢enosti masnih kiselina od kojih su sastavljene.
Reaktivnost nezasi¢enih masnih kiselina je odredena polozajem i brojem dvostrukih veza.
Ukoliko su dve nezasi¢ene veze blize jedna drugoj, masna kiselina pokazuje vec¢u reaktivnost.
Hemijske reakcije masti i masnih kiselina mogu se podeliti, u zavisnosti od toga gde dolazi do
reakcije, u dve grupe:

1. reakcije na estarskoj vezi i karboksilnoj grupi i

2. reakcije u lancu masne kiseline.

2.3.2.2.1. Reakcije na estarskoj vezi i karboksilnoj grupi

U ovu grupu reakcija spada viSe fundamentalnih hemijskih reakcija bitnih za
poznavanje sastava i kvaliteta masti medu kojima su: hidroliza, saponifikacija, esterifikacija i
druge.

U prisustvu vode masti se hidrolizuju, odnosno dolazi do razgradnje estarske veze pri
¢emu nastaju slobodne masne kiseline i glicerol. Bez prisustva katalizatora hidroliza se odvija
sporo i reverzibilno. U industriji se proces ubrzava dodatkom kiseline, katalizatora, povisenom
temperaturom i pritiskom. Ukoliko se hidroliza izvodi u prisustvu baza dolazi do saponifikacije,
odnosno nastanka alkalnih soli — sapuna.

Esterifikacija je proces suprotan hidrolizi kod kog dolazi do reakcije izmedu alkohola i
masne kiseline uz izdvajanje vode. Interesterifikacija podrazumeva reakcije na estarskoj vezi i
moze se podeliti na tri tipa: alkoholiozu — dolazi do zamene alkoholnog dela estra; acidolizu —
dolazi do zamene Kiselinskog dela estra i izmenu estara (Rac, 1964). lako interesterifikacija
podrazumeva navedene reakcije, najceS¢e se za samu izmenu estara koristi termin
interesterifikacija. Kako izmena estara masnih kiselina u molekulima glicerida uslovljava

promenu fizi¢kih osobina masti, proses interesterifikacije se koristi kao jedan od tehnolo3kih
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procesa za obradu masti kako bi se dobile visokokvalitetne masti koje ¢e zadovoljiti potrebe
prehrambene industrije.

Na poviSenom pritisku i uz metalni katalizator, masne kiseline reaguju sa vodonikom i
prelaze u alifati¢ne alkohole. Tretiranjem masnih kiselina amonijakom ili aminima na poviSenoj

temperaturi, dobijaju se amidi tih kiselina.

2.3.2.2.2. Reakcije u lancu masne kiseline

U ovoj grupi su najzastupljenije reakcije kod kojih dolazi do adicije na nezasi¢enu vezu
u lancu masne kiseline, iako se ne mogu zanemariti ni reakcije supstitucije vodonikovog atoma
sa drugim atomima ili atomskim grupama u lancu zasi¢enih masnih kiselina. Najznacajnije
reakcije iz ove grupe su hidrogenacija i autooksidacija. Hidrogenacija, vezivanje vodonika na
dvostruke veze masnih kiselina, je veoma vaZan proces koji se u industriji koristi za dobijanje
razli¢itih vrsta ¢vrstih masti iz te¢nih ulja.

Masne kiseline podleZu autooksidaciji i na sobnim temperaturama, pri ¢emu se razlazu
na ketone, aldehide i manje koli¢ine epoksida i alkohola, a moze do¢i i do polimerizacije,
odnosno nastaka vec¢ih molekula. Kako reakcije oksidacije imaju za posledicu pojavu stranog i
neprijatnog mirisa, svrstavaju se u reakcije koje prouzrukuju kvarenje masti. U cilju spre¢avanja
autooksidacije u masti i ulja se dodaju razli¢iti prirodni (R-karoten, tokoferoli, sezamol,
karnozolna kiselina i dr.) i sintetski (butilovani hidroksianizol (BHA), butilovani hidroksitoluen
(BHT), propil galat i dr.) akntioksidanti.

2.4. Trans masne kiseline

Trans masne kiseline predstavljaju nezasi¢ene masne kiseline kod kojih se bar jedna
dvostruka veza nalazi u trans konfiguraciji, odnosno vodonikovi atomi se nalaze na suprotnim
stranama ugljenikovih atoma, za razliku od cis konfiguracije kod koje su vodonikovi atomi sa

iste strane ugljenikovih atoma (Slika 2.2.).

2.4.1. Nastanak trans masnih kiselina

Trans masne kiseline mogu nastati prirodnim putem procesom biohidrogenacije u telu
preZivara, i tokom procesa parcijalne hidrogenacije biljnih i ribljih ulja (Frissche & Steinhart,

1998). Male koli¢ine trans masnih kiselina mogu se naci i u nekim biljkama: naru, grasku i
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kupusu (Doyle, 1997). Termicki tretmani masti i ulja kao $to su deodorizacija, kuvanje, przenje

i dr., takode mogu dovesti do stvaranja trans izomera (Ledoux et al., 2007).

2.4.1.1. Proces nastajanja trans masnih kiselina u telu prezivara

Trans masne kiseline nastaju prirodnim putem u buragu preZivara procesom bakterijske
hidrogenacije koja je Kkatalisana anaerobnom bakterijom Butyrivibrio fibrosolvens.
Polinezasi¢ene masne kiseline unete hranom se biohidrogenacijom u buragu preZivara pod
dejstvom bakterijskin enzima razli¢itim putevima transformiSu do nezasi¢enih i zasi¢enih
masnih kiselina (Slika 2.6.) (Ledoux et al., 2007). Novija istraZivanja su pokazala da se i
oleinska kiselina u buragu tranformiSe do ¢rans 18:1 masnih kiselina (Mosley et al., 2002).

Porast udela polinezasi¢enih masnih kiselina u ishrani prezivara dovodi do porasta svih
ostalih masnih kiselina koje iz njih nastaju metabolickim putem, pri ¢emu narocito raste udeo
trans 18:1 masnih kiselina, dok je dalja transformacija do stearinske kiseline veoma spora i
ogranicena.

Trans masne kiseline nastale tokom biohidrogenacije u buragu preZivara bivaju
apsorbovane, te se dalje prenose u celije, uklju¢uju¢i mamarne Zlezde, i pod dejstvom A9-
desaturaze podlezu daljim enzimatskim reakcijama. Gotovo sve frans 18:1 mashe kiseline
podlezu desaturaciji pod dejstvom A9-desaturaze in vitro (izuzetak su 8¢, 9¢ i 10z izomeri) pri
¢emu nastaju izomeri 18:2 masne kiseline kao §to su: 9¢, 11¢; 7¢, 9c; 9¢,12¢; 9¢,13¢ (Pollard et

al., 1980).

9¢,12¢,15¢ 18:3
—  9¢,11£,15¢ 18:3 — 111,15¢18:2

a-linolenska

9¢,12¢ 18:2 11¢18:1 18:0
) — 9¢,11¢18:2 _— — )
linolna vakcenska stearinska

6¢,9¢,12¢ 18:3 /

) —  6¢,9,11¢18:3 —  6¢,11718:2
v-linolenska

Slika 2.6. Osnovni putevi biohidrogenacije nezasi¢enih masnih kiselina u buragu preZivara
U grupi trans 18:1 masnih kiselina koje nastaju u telu preZivara dominantna je

vakcenska masna kiselina (11 7 18:1) sa udelom od oko 35-50% u odnosu na ukupne frans 18:1

masne kiseline (Ledoux et al., 2007).
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U mlecnoj masti se mogu naci i male koli¢ine #rans izomera drugih masnih kiselina,
kao Sto su 16:1 i 20:1 (Precht & Molkentin, 2000a).

Nacin ishrane zivotinja utice na formiranje TFA na razliite nacine. Organski uzgoj
krava znacajno povecava sadrzaj TFA u mleku, u odnosu na tradicionalan nacin uzgoja. Takode
se primecuje porast koli¢ine vakcenske kiseline tokom letnjih meseci. Ovo se objasnjava
povecanim unosom sveze trave sa pasnjaka, koja je bogata polinezasi¢enim masnim kiselinama.
Od skoro se fenomen depresije mle¢ne masti (milk fatt depresion — MFD) povezuje sa porastom
koli¢ine trans C18:1 kiseline u mle¢noj masti (Griinari et al., 1998).

Sadrzaj TFA u mleku, mle¢nim proizvodima i mesu se krece u opsegu od oko 1-9%
(Aro et al., 1998a).

2.4.1.2. Postupak nastajanja trans masnih kiselina industrijskom

parcijalnom hidrogenacijom

Hidrogenacija je primer heterogenog katalickog procesa kod kog se u kontaktu nalaze
te€no ulje, gasovit vodonik 1 ¢vrst katalizator. Sabatier i saradnici su 1897. godine
eksperimentalno utvrdili da se etilenske veze mogu redukovati u svoje zasi¢ene homologe
ukoliko su izlozene, uz odgovarajuc¢e uslove, delovanju vodonika (Ostri¢-Matijasevi¢ &
Turkulov, 1980). Od tada se proces hidrogenacije izucava jer tok procesa, redosled adicije
vodonika na dvostruke veze (poli- i mononezasic¢enih kiselina) zavisi od uslova rada. Ukoliko se
prvo zasi¢uju masne kiseline sa najveéim brojem dvostrukih veza i tek kada su sve prevedene u
mononezasic¢ene, dolazi do stvaranja zasi¢enih masnih kiselina, hidrogenacija je selektivna. Ovu
reakciju prati: premeStanje poloZaja dvostruke veze i stvaranje pozicionih izomera mashih
kiselina i geometrijskih izomera trans masnih kiselina. Ukoliko hidrogenacija nije potpuna (do
zasi¢enja svih dvostrukih veza) i prekida se ranije, u mastima ¢e se naéi i ove nove masne
kiseline. PodeSavanjem reakcionih parametara u procesu industrijske hidrogenacije kao Sto su:
koncentracija katalizatora, pritisak, temperatura i agitacija, moZze se uticati na sadrzaj TFA. Na
primer, veée koli¢ine trans izomera nastaju pri primenjenim niZzim pritiscima (100-200 kPa),
viSim temperaturama (200-215°C) i sadrZaju katalizatora (nikla) 0,005%, dok se znatno manje
koli¢ine TFA, ali uz vecu konverziju dvostrukih u zasi¢ene veze, dobijaju primenom visih
pritisaka (300 kPa), niZih temperatura (165-180°C) i neSto viSu koncentraciju katalizatora
(0,008%) (Tarrango-Trani et al., 2006).

Prilikom parcijalne hidrogenacije oleiske kiseline nastaju sledeCe masne kiseline:
stearinska, elaidinska i pozicioni izomeri oleinske kiseline, dok iz linolne kiseline nastaje jo$

veci broj novih masnih kiselina medu kojima su i masne kiseline sa konjugovanim dienima koje
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se dalje redukuju u monoene. Na slici 2.7. je dat Sematski prikaz nastajanja zasic¢enih i trans
veza tokom hidrogenacije.

Proces hidrogenacije je naSao veliku primenu u prehrambenoj industriji jer omoguéava
da se iz jedne vrste masti uz razlicite uslove rada dobiju masti razliCitog sastava, kozistencije i
vecée oksidacione i termicke stabilnosti.

Sadrzaj trans masnih kiselina u mastima dobijenim parcijalnom hidrogenacijom dostiZe
¢ak 60% u odnosu na ukupne masne kiseline (Stender et al., 2006). Wolff i saradnici (2000) su
ustanovili da je dominantna frans masna kiselina u parcijalno hidrogenovanim biljnim uljima
elaidinska kiselina (18:1 9t), ¢iji se udeo kre¢e u veoma Sirokom opsegu (15-46%), dok je
prosec¢an udeo vakcenske kiseline oko 13%. U parcijalno hidrogenovanim biljnim uljima su
prisutni i trans izomeri linolne i linolenske Kiseline. Parcijalno hidrogenovana riblja ulja sadrze
trans izomere masnih kiselina: 16:1, 18:1, 20:1, 22:1, kao i druge TFA dugog lanca (Aro et al.,
1998b).
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Slika 2.7. Sematski prikaz nastajanja zasi¢enih i zrans veza tokom hidrogenacije

2.4.2. Utica] trans masnih kiselina na ljudski organizam

Od pocetka druge polovine proSlog veka poznata je direktna povezanost izmedu
koli¢ine 1 vrste alimentarno unetih masti, odnosno unosa pojedinih vrsta masnih kiselina i
samog holesterola, sa jedne strane, i nivoa serumskog holesterola i ubrzanog razvitka
ateroskleroze i nastanka kardiovaskularnih oboljenja, sa druge strane. Najpre je to ustanovljeno
za sam holesterol iz hrane, a nesto kasnije i za odredene zasi¢ene masne kiseline: laurinsku,
miristinsku i1 palmitinsku. Pocetkom devedesetih godina proslog veka u zizu istrazivackog
interesa dospeli su frans izomeri nezasi¢enih masnih kiselina i njihov uticaj na proces
aterogeneze, a taj interes je i danas izuzetno velik (Hornstra 1999; Oomen et al., 2001; Stender

& Dyerberg, 2003; Pfeuffer & Schrezenmeir, 2006).
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Iako nisu uvek direktni izazivaci, TFA uticu na nastanak i razvoj razli¢itih poremec¢aja u
organizmu.

Trans masne kiseline dovode do znacajnog porasta ukupnog i LDL holesterola, kao i
vrlo ateregenog lipoproteina (a), a snizavaju nivo HDL holesterola (Mensink & Katan, 1990;
Zock & Katan, 1992; Judd et al., 1994; Aro et al., 1997; Lichtenstein et al., 1999; Gatto et al.,
2003; Acherio, 2006; Muller er al., 2001). Takode nepovoljno uti¢u i na trigliceride,
poviSavajuci njihovu koncentraciju u krvi (Lichtenstein, 2000; Steihart et al., 2003). Uticaj trans
izomera masnih kiselina na vrednosti krvnih lipida i lipoproteina ¢ak je nepovoljniji od efekata
zasi¢enih masnih kiselina. Zasi¢ene masne kiseline za razliku od TFA, ne menjaju koncentracije
lipoproteina (a) i triglicerida, a donekle poviSavaju nivo protektivnog HDL holesterola, dok su
efekti trans izomera i na ove lipidne frakcije nepovoljniji i menjaju ih u smislu aterogenog
lipidnog profila (Crupkin & Zambelli, 2008; Steihart et al., 2003; Ascherio, 2006; Gatto et al.,
2003). Ustanovljeno je da gram na gram trans izomera masnih kiselina, u poredenju sa
uzimanjem zasi¢enenih masnih kiselina, ima ¢ak deset puta veci Stetan uticaj na razvitak bolesti
srca i krvnih sudova (Stender & Dyerberg, 2004).

Osim negativnih efekata TFA na kardiovaskularni sistem, frans masne kiseline su
dovedene i u vezu sa razvojem nekih karcinoma, dijabetesa tipa 2, alergijama i astmom kod
dece i trombozama (Stender & Dyerberg, 2003), ali jo§ uvek ne postoje sigurni dokazi koji bi
ovo potvrdili. Ustanovljeno je da TFA Kkiseline remete metabolizam esencijalnih masnih
kiselina, a u najranijem uzrastu postoji izuzetno velika potreba za esencijalnim masnim
kiselinama s obzirom na ubrzani rast i razvoj organa i tkiva (Hornstra, 2000; Claig-Schmidt,
2001). Trans izomeri masnih kiselina takode nepovoljno deluju na hemostazne mehanizme
(Lichtenstein, 2000; Stender et al., 2006; Ascherio, 2006), a zamena zasi¢enih masnih kiselina
trans izomerima dovodi i do poremecaja endotelne funkcije zdravih ispitanika (de Roos et al.,
2001; Stender & Dyerberg, 2004).

Posebnu grupu rans masnih kiselina predstavljaju konjugati linolne kiseline (CLA —
conjugated linolenic acid). Nalaze se u malim koli¢inama u masnim frakcijama mesa, mleka i
mle¢nih proizvoda, a od skoro postaju vrlo interesantni, zbog pozitivnih efekata po ljudsko
zdravlje. Naime, eksperimenti na Zivotinjama su pokazali da CLA izomeri dovode do sniZavanja
ukupnog i LDL holesterola i triglicerida, Sto ima za posledicu smanjivanje indeksa ateroskleroze
(Lee et al., 1994; Nikolosi et al., 1997). Pored antiaterogenog, CLA pokazuju i antikancerogeni
efekat (Ip & Thompson, 1994). Dokazano je da se lekovito dejstvo strogo povezuje sa
pojedinim izomerima, pa tako cis9, trans12 CLA sprecava procese koji vode ka aterosklerozi,
dijabetesu, hroni¢nim upalama i karcinomu. Sa druge strane, izomer transl0, cisl2 CLA

poseduje negativan zdravstveni efekat u indukcionom periodu dijabetesa (Léger et al., 2007).
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CLA kiseline mogu menjati odnos masnog i nemasnog tkiva u organizmu, ¢ime redukuju
akumulaciju masti.

S obzirom da su mnogobrojne studije pokazale da zasicene i trans masne Kiseline Stetno
deluju na ljudsko zdravlje, Svetska zdravstvena organizacija (WHO, 2003) preporucuje da
ukupni unos masti ne bude veci od 30%, a udeo zasi¢enih masnih kiselina manji od 10% dnevno
potrebne energije (po poslednjim preporukama cak ispod 7%). U cilju prevencije

kardiovaskularnih oboljenja TFA su ograni¢ene na manje od 1% dnevno potrebne energije.

2.4.3. Zakonska regulativa

Nova saznanja o dejstvu frans izomera masnih kiselina na zdravlje ljudi dovela su do
pojave zahteva da se nivo TFA strogo kontroliSe i smanji u najve¢oj mogucoj meri, te je u
mnogim zemljama uvedena zakonska regulativa o obaveznom deklarisanju sadrzaja TFA na

prehrambenim proizvodima.

Danska je 2003. godine postala prva zemlja u svetu koja je donela zakon o
maksimalno dozvoljenom sadrZzaju TFA u hrani. Ovom zakonu podlezu ulja i masti,
ukljucujuci emulzije sa kontinualnom masnom fazom, a namenjene su ljudskoj ishrani, bilo da
predstavljaju namirnicu, ili komponentu u proizvodnji hrane. Zakon se ne odnosi na proizvode
Zivotinjskog porekla sa prirodno veé¢im koli¢inama TFA (meso, mleko) i proizvode ¢&iji je
sastav regulisan drugim zakonima. Prema aneksu 1 ovog zakona, TFA definisane su kao suma
svih izomera masnih kiselina sa 14, 16, 18, 20 i 22 ugljenikova atoma i jednom, ili viSe trans
dvostrukih veza. Zabranjuje se prodaja svih navedenih proizvoda koji sadrze: vise od 2% TFA
u odnosu na ukupnu koli¢inu masti, za direktnu upotrebu u ljudskoj ishrani; viSe od 5% za
masti koje se koriste za industrijsku proizvodnju hrane, u restoranima, pekarskoj proizvodnji i

viSe od 1% ukoliko su proizvodi obelezeni ,,bez TFA* (www.tfx.org.uk/pagel16.html).

U Kanadi i Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama je od 1. januara 2006. godine na snazi
zakon o obaveznom deklarisanju sadrZaja trans masti na prehrambenim proizvodima. TFA su
definisane kao suma svih nezasi¢enih masnih kiselina koje sadrze jednu ili vise izolovanih
nekonjugovanih dvostrukin veza u frans geometrijskoj konfiguraciji. U Sjedinjenim
ameri¢kim drzavama se namirnicama bez TFA (trans fat free) mogu nazvati one, koje sadrze
manje od 0,5 g TFA i 0,5 g zasi¢enih masti na 100 g namirnice, dok se u Kanadi namirnicama
bez TFA mogu nazvati one, koje sadrZze manje od 0,2 g TFA i 0,2 g zasi¢enih masti na 100 g

namirnice (Mossoba et al., 2007).
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U Evropskoj Uniji podnet je zahtev da se nivo i sastav masti u hrani reguliSe aneksom
od maja 2006., koji je u skladu sa nutricionistickim Saznanjima. Prema njemu je hrana sa
niskim sadrZzajem zasi¢enih masti (low fat) ona koja sadrZi manje zasicenih i trans masti
(zbirno) od 1,5 g/100 g u ¢vrstim i manje od 0,75 g/100 ml u te¢nim namirnicama. Bez
zasicenih masti (saturated fat free) je ona hrana koja ne sadrzi viSe od 0,1g TFA i zasi¢enih

masti po 100 g ili 200 ml proizvoda (www.foodlaw.rdg.ac.uk/news/eu-06044.htm).

Neke zemlje, ukljucuju¢i Argentinu, Brazil, Paragvaj, Urugvaj, Australiju i Novi
Zeland, su tokom 2006. godine donele deklaraciju o sadrZaju trans masti u hrani (Mossoba et
al., 2007).

Srbija nije zakonski regulisala nivo trans, kao ni zasi¢enih masnih kiselina u

namirnicama.

2.4.4. Masti sa smanjenim sadr Zzajem trans masnih kiselina

Trans masne kiseline u velikoj meri uti¢u na tacku topljenja, oksidacionu stabilnost,
strukturne i senzorne karakteristike proizvoda u kojima se nalaze. Sa druge strane, kao Sto je vec¢
re¢eno, TFA imaju negativan uticaj na zdravstveno stanje ljudi te su u nekim zemljama uvedene
nove zakonske regulative vezane za deklarisanje sadrZaja trans masti u prehrambenim
proizvodima. Stoga prehrambena industrija mora poku3ati da smanji sadrZzaj TFA
reformulacijom masti uz istovremeno zadrZavanje strukturnih i senzornih karakteristika gotovog
proizvoda, Sto nije ni malo lak zadatak.

Razvijeni su brojni tehnoloski postupci za dobijanje masti sa manjim sadrZzajem TFA
koji se koriste u prehrambenoj i industriji jestivih ulja i masti, s tim Sto je cena ovih proizvoda
najcesce visa u odnosu na cenu masti dobijenih primenom postupka parcijalne hidrogenacije.

Neki od razvijenih alternativnih postupaka za dobijanje masti sa manjim sadrzajem
trans masti su (Tarrango-Trani et al., 2006; Jang et al., 2005; Petrauskaite et al., 1998; Khatoon
et al., 2005): upotreba prirodno stabilnih masti i ulja, interesterifikacija i meSanje masti,
modifikovani postupak parcijalne hidrogenacije i proizvodnja uljarica sa izmenjenim sastavom
masnih Kiselina kroz tehnike uzgajanja biljaka i genetski inZenjering.

Medutim, mnogi proizvodi sa smanjenim sadrzajem frans masti sadrze velike koli¢ine
zasi¢enih masnih kiselina (posebno lurinske, miristinske i palmitinske), koje takode negativano
uticu na zdravlje. Proizvoda¢i moraju teziti dobijanju proizvoda odgovarajuceg
masnokiselinskog sastava, a ne samo jednostavnom smanjenju trans izomera.

Osnovni tehnicki problemi proizvoda dobijenih novim metodama, vezuju se za njihovu

stabilnost, koja je slabija, u odnosu na produkte dobijene parcijalnom hidrogenacijom.
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Oksidativna stabilnost je znacajno smanjena, pa je neophodna zaStita odgovaraju¢im

materijalima za pakovanje i antioksidansima (Nielsen, 2006).

2.4.5. Prisustvo trans masnih kisglina u namirnicama

Trans masne kiseline u ¢ovekov organizam dospevaju putem hrane. Prirodno se nalaze
u mleku, mle¢nim proizvodima, mesu i masnom tkivu preZivara. Svega 2 do 8 % trans masnih
kiselina unetih hranom poti¢e iz mle¢nih produkata. Mnogo veci izvori ovih jedinjenja su
hidrogenovana biljna ulja, koja se Siroko koriste u industriji brze hrane, polugotovih jela, przene
hrane, konditorskih i pekarskih proizvoda i dr.

llustracije radi, u tabeli 2.3. je dat prikaz sadrZaja ukupnih trans masnih kiselina u

razli¢itim prehrambenim proizvodima (McDonald & Mossoba, 1997).

Tabela 2.3. Sadrzaj ukupnih TFA u razli¢itim prehrambenim proizvodima

Vrstanamirnice  SadrZaj TFA (%)

Margarini 0,4-49
Namenske masti 34-42
Ulja 0-1,5
Kolaci 10-13
Razli¢ite vrste keksa 4-36
Hamburger 3-5
Krompirov ¢ips 0-40
Pomfrit 3-34
Puter 2-7
Mleko 2,7-34

Tendencija proizvodaca hrane danas je da namirnice uopste ne sadrze TFA. Najcesce sa
smanjenjem sadrZaja TFA u prehrambenim proizvodima dolazi do drastiénog porasta nivoa
zasi¢enih masnih kiselina, dok se sadrzaj cis-nezasi¢enih masnih kiselina smanjuje (van Poppel
et al., 1998). Ne moze se reci da je ovo reSenje ispravno, s obzirom na negativna dejstva koja
SFA pokazuju. Zbog toga naucnici u prehrambenoj industriji insistiraju da se sadrzaj ove dve
grupe kiselina zbirno prikazuje. Ne treba teziti proizvodnji namirnica bez TFA, nego bi mnogo
pravilnije bilo da se balansira unos "lakih" (cis mono- i polinezasi¢enih kiselina) i "tedkih"

masnih kiselina (SFA i TFA) . Preporuceni odnos "lakih" i "teskih" masti je 2 : 1.
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Koli¢ina alimentarno unetih TFA varira u zavisnosti od geografskog podrucja. Podaci
Craig-Schmidt-a (Craig-Schmidt, 2006) pokazuju da je prosecan unos TFA znatno visi u
severnoevropskim zemljama u odnosu na mediteranske zemlje u kojima se uobicajeno koristi
maslinovo ulje. Unos TFA u Francuskoj je relativno nizak s obzirom da se mnogo vise koriste
masti preZivara nego hidrogenovana biljna ulja. Studija (Van Poppel er al., 1998) koja je
obuhvatila 14 evropskih zemalja je pokazala da se prose¢an unos #rans masti u veéini evropskih
zemalja kre¢e od minimalnih 1,4 g/danu (0,6% energije) u Grékoj, 1,6 g/danu (0,6% energije) u
Portugaliji, 1,6 g/danu (0,5% energije) u ltaliji, 2,1 g/danu (0,7% energije) u Spaniji, 2,1 g/danu
(0,9% energije) u Finskoj, 2,2 g/danu (0,8% energije) u Nemackoj, 2,3 g/danu (1,2% energije) u
Francuskoj, 2,6 g/danu (1,1% energije) u Svedskoj, 2,6 g/danu (1,0% energije) u Danskoj, 2,8
g/danu (1,3% energije) u Velikoj Britaniji, 4,0 g/danu (1,3% energije) u Norveskoj, 4,1 g/danu
(1,4% energije) u Belgiji, 4,3 g/danu (1,6% energije) u Holandiji, do maksimalnih 5,4 g/danu
(2,0% energije) u Irskoj. Unos trans masnih kiselina putem mleka, mle¢nih proizvoda i mesa
nije prelazio 2 g/danu ni u jednoj od 14 zemalja koje su bile uklju¢ene u studiju, te je zakljucak
da je neophodno smanjiti sadrzaj TFA u prehrambenim proizvodima kao S$to su pekarski i
konditorski proizvodi, brza hrana i hidrogenovane masti i ulja.

Podaci Stender-a i saradnika (Stender i et al., 2006) pokazuju da je unos frans masti u
Danskoj znacajno smanjen u periodu od 2001. do 2005. godine zahvaljuju¢i zakonskoj
regulativi.

Podataka o sadrZaju trans masnih kiselina u prehrambenim proizvodima, a samim tim

ni o njihovom prose¢nom unosu, u nasoj zemlji jo§ uvek nema.

2.4.6. Metodologija odredivanja trans masnih kiselina

Analitika masnih kiselina Siroko se primenjuje u prehrambenoj industriji, biohemijskim
i medicinskim ispitivanjima. Na osnovu dobijenih rezultata definie se kvalitet sirovina i
gotovih proizvoda, zatim tehnolo3ki procesi i dobijaju se podaci o metabolizmu masti, kao i
njihovom uticaju na zdravlje.

Analiticke metode koje se koriste, dele se u Cetiri grupe: senzorne, hemijske,
biohemijske i instrumentalne metode analize.

Senzorne metode se najéesce koriste da bi se ocenio kvalitet proizvoda (ili njegova
promena) i prijatnost, odnosno prihvatljivost namirnice. Ocenu kvaliteta obavljaju obuceni
strucnjaci, dok se prijatnost ocenjuje od strane potrosaca.

Hemijske metode imaju trostruki znacaj. Prvenstveno se koriste za pogonsku kontrolu,

zbog Cega je veliki broj svrstan u standardne metode propisane naSim i internacionalnim
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standardima. Dalje, one predstavljaju osnovu za primenu instrumentalnih metoda i na kraju,
koriste se za pripremu uzoraka koja prethodi analiziranju Zeljenog materijala.

Biohemijske metode obavljaju se in vivo, kada se u analizi koriste kompletni organizmi,
ili in vitro, kada se koriste izolovani enzimi.

Instrumentalne metode imaju specifi¢an znacaj u analitici, s obzirom da daju potpuni
uvid u sastav i sadrZaj pojedinih masnih kiselina u mastima.

U analitici #ans masnih kiselina najrasprostranjenije su hromatografske i
spektroskopske metode. Od hromatografskih metoda koriste se gasna hromatografija (GC),
visokopritisna te¢na hromatografija (HPLC) na obrnutim fazama i hromatografija sa
adsorbensom impregniranim srebrnim jonima (Ag* hromatografija). Od spektroskopskih metoda
u upotrebi su klasi¢na infracrvena (IR) spektroskopija, kao i novije tehnike, FTIR (Fourier
Transform InfraRed), Ramanove, UV i NMR spektroskopije (Christie, 1989; Nikolova-
Damyanova, 1992; Mossoba et al., 2007; Delmonte & Rader, 2007).

HPLC tehnikom na obrnutim fazama postiZe se dobro razdvajanje geometrijskih i nekih
pozicionih izomera masnih kiselina. Osnovni problem kod razvoja ovih uredaja je odabir
odgovarajuéeg detektora. Pri analizi realnih uzoraka, moze do¢i do preklapanja pikova, narocito
ako su u pitanju kompleksne smeSe sa velikim brojem komponenata (Christie, 1989). Ova
tehnika se najée$ce koristi u cilju pripreme uzoraka za analizu, odnosno razdvajanje pojedinih
frakcija koje se dalje analiziraju primenom kapilarne gasne hromatografije (Juanéda et al.,
2007).

Ag" hromatografija se bazira na specifi¢noj osobini nezasiéenih organskih jedinjenja da
grade komplekse jonoizmenjivackog tipa sa prelaznim metalima, u ovom slucaju sa srebrom. S
obzirom da cis izomeri grade stabilnije komplekse sa solima srebra nego trans izomeri, ova
tehnika se primenjuje u analizi TFA izvedena kao kolonska (HPLC) i hromatografija na
tankom sloju (TLC). Pored geometrijske konfiguracije dvostrukih veza, retenciona zapremina
zavisi i od broja i poloZaja dvostrukih veza u ugljenikovom lancu (Juanéda et al., 2007) te
stabilnost kompleksa raste po slede¢em redosledu: zasic¢ene < trans 22:1 < trans 20:1 < trans
18:1 < cis 22:1 < c¢is 20:1 < cis 18:1 (Nikolova-Damyanova, 1992).

Hromatografisanjem metilestra masnih kiselina primenom Ag* TLC, pri ¢emu se kao
mobilna faza koristi heksan/etar (90:10, v/v) obi¢no se dobijaju Cetiri frakcije: zasiene, trans
mononezasi¢ene, cis mononezasi¢ene i polinezasi¢ene masne kiseline. Modifikacijom uslova
rada postignuto je i razdvajanje razli¢itih 18:2 i 18:3 geometrijskih izomera (Wolff, 1992). U
cilju identifikacije, kao i kvantitativnog odredivanja, dalje se primenjuje gasnohromatografska
analiza pojedinacnih frakcija pri izotermskom ili programskom temperaturnom rezimu. GC u
kombinaciji sa Ag® TCL je dugotrajna tehnika koja jo$ uvek nije automatizovana, te se retko

koristi.
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Osnovni problem koji se javio prilikom razvoja Ag® HPLC bio je razvoj stabilne i
reproduktivne stacionarne faze (Christie, 1987). Danas je dostupna komercijalna kolona
ChromSpher Lipids® (Chromopack) koja daje zadovoljavajuée rezultate, uz napomenu da je
skupa i lakolomljiva te je neophodno paZljivo rukovanje pri radu (Juanéda et al., 2007).
Primenom Ag* HPLC tehnike uz upotrebu navedene kolone, postignuto je razdvajanje trans i
cis monoena metilestara masnih kiselina u dve frakcije koje su dalje analizirane primenom
gasne hromatografije (Adolf et al., 1995). Prvobitno primenom Ag"® HPLC nije postignuto
zadovoljavajuce razdvajanje geometrijskih ¢,z i t,c izomera linolne kiseline i mono- i di- trans
izomera linolenske kiseline (Adolf, 1994), ali kasnije uz upotrebu dve serijski vezane kolone
razdvajanje navedenih izomera je znatno poboljsano (Adolf & Lamm, 1998). Primenom Ag*
HPLC uz dve ili viSe serijski vezane kolone postignuto je i razdvajanje konjugovanih izomera
linolne kiseline (Sehat et al., 1999), medutim razdvajanje ovih izomera se mnogo lakSe postiZe
primenom GC.

Odredivanje ukupnog sadrzaja trans masti primenom IR metoda zasniva se na merenju
apsorpcije na 966 cm™, 3to je karakteristi¢no za izolovane trans dvostruke veze (Mossoba et al.,
2007). Ove dvostruke veze se prvenstveno javljaju kod mononezasi¢enih trans masnih kiselina
nastalih tokom procesa parcijalne hidrogenacije. Prisustvo izomera mono- trans diena i triena u
ve¢im koli¢inama dovodi do problema pri kvantitativnom odredivanju jer se molarna
apsortivnost njihovih trans veza moze razlikovati od frans monoena. Ovaj problem je izrazZeniji
ukoliko je u molekulu prisutno vise od jedne trans dvostruke veze, jer se po definiciji sadrzZaj
trans masti izrazava kao sadrZaj trans mononezasi¢enih masnih kiselina, sa obzirom da se za
definisanje IR kalibracione krive najées¢e koristi samo metilelaidat. U nekoliko poslednjih
godina objavljeno je nekoliko IR metoda, od kojih su neke i validovane putem kolaborativnih
studija (AOAC 2001; AOCS 1999; Azizian & Kramer 2005; Milosevic et al., 2004). Medutim,
osnhovni problem za primenu ovih metoda u analizi prehrambenih proizvoda je taj $to se mogu
primenjivati samo ukoliko je sadrzaj trans masti iznad 5 % u odnosu na ukupne masti. Pored
toga, IR metode ne pruZaju informacije o sastavu masnih kiselina te samim tim ne omogucavaju
odredivanje sadrzaja zasi¢enih i polinezasicenih masnih kiselina, $to takode treba da bude

deklarisano na prehrambenim proizvodima.

2.4.6.1. Gasna hromatografija u analizi trans masnih kiselina

Ve¢ decenijama je gasna hromatografija primarna analiticka metoda u analizi masnih
kiselina, pre svega zbog mogucénosti razdvajanja veoma velikog broja masnih kiselina
(Delmonte & Rader, 2007). U radu James-a i Martin-a (James & Martin, 1952) je gasna

hromatografija primenjena u cilju razdvajanja i odredivanje masnih kiselina, §to predstavlja
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prvi od mnogih vaznih napredaka u ranom razvoju GC u analiticke svrhe. Od tada,
karakterizacija masnokiselinskog sastava zasnovana na esterifikaciju do metilestara masnih
kiselina 1 daljem odredivanju gasnom hromatografijom, predstavlja jednu od
najrasprostranjenijih metoda u analizi lipida, i nalazi Siroku primenu u biohemijskim,
biomedicinskim, mikrobioloSkim, poljoprivrednim i ekolodkim istraZivanjima (Dodds et al.,
2005).

U analizi lipida i danas se najcesce koristi gasna hromatografija uz primenu plameno
jonizacionog detektora (flame ionization detector, FID), pri ¢emu su jedine informacije koje
dobijamo retenciono vreme i odziv detektora te se pri analizi metilestara masnih kiselina u
komplesnim uzorcima, u prisustvu kontaminanata ili koeluiraju¢ih komponenti, javljaju greSke
pri identifikaciji, a samim tim i kvantitativnom odredivanju (Dodds et al., 2005). Tako na
primer na vecini polarnih kolona antioksidant BHT eluira na mestu miristinske kiseline, dok
metil levulinat, koji nastaje ukoliko se uzorci sa velikim sadrzajem Secera podvrgnu
kiselinskoj katalizi na viSim temperaturama, eluira iza laurinske kiseline (Palmquist & Jenkins,
2002). lako su mnogi autori pokuSali da doprinesu pouzdanijoj identifikaciji na osnovu
retencionog vremena kroz razvoj metoda kao $to su predvidanje retencionog vremena,
zavisnost retencionog vremena od ekvivalentne duZine lanca metilestara masnih kiselina i
zakljucavanje retencionog vremena (retention time locking) (David et al., 2002; Toress et al.,
2002; Mjgs, 2004), ove metode se uglavnom smatraju pokuSajima.

Primena gasne hromatografije u kombinaciji sa masenom spektrometrijom (mass
spectrometry — MS) je u veoma velikoj meri usavrSila analizu lipida jer, kao i sve
kombinovane tehnike, omoguc¢ava mnogo pouzdaniju kvalitativhu analizu uz istovremeno
postizanje vece osetljivosti i selektivnosti, te se sve viSe primenjuje Cak i u rutinskim
analizama. Kako je ova tehnika primenjena u okviru ovog rada, detaljnije ¢e biti objasnjena u
poglavlju 2.6.

Pri odredivanju frans masnih kiselina neophodno je primeniti dugacke kapilarne
kolone sa visokopolarnim stacionarnim fazama kao $to su SP-2560, CP-Sil 88 i BPX-70
(Ratnayake et al., 2006; Mjgs, 2005). Jo§ uvek postoje problemi pri odredivanju pozicionih
trans i cis izomera jer dolazi do preklapanja trans 18:1 pozicionih izomera poc¢evsi od A12 (il
Al13 u zavisnosti od kori$¢enih eksperimentalnih uslova) sa A6-Al4 cis 18:1 pozicionim
izomerima, dok se Visi cis 18:1 pozicioni izomeri mogu preklopiti sa cis/trans 18:2 izomerima
(Mossoba et al., 2003). lako se ovaj problem prevazilazi predhodnom separacijom cis i trans
geometrijskih izomera primenom Ag" hromatografije, ne preporu¢uje se kombinacija GC sa
ovom tehnikom ukoliko se analiza izvodi u cilju odredivanja sadrzaja TFA u prehrambenim
proizvodima radi deklarisanja sastava zbog kompleksnosti samog postupka i dugog vremena

izvodenja analize (Juanéda et al., 2007).

27




Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Mr Snezana 7. Kravié, doktorska disertacija

Do sada je validovano devet standardnih metoda za odredivanje frans masnih kiselina
u prehrambenim proizvodima, od kojih tri hromatografske (AOAC 996.06, AOCS Ce 1f-96,
CEN EN ISO 15304:2002), pet spektroskopskih (AOAC 994.14, AOCS Cd 14-95, AOAC
965.34, AOCS Cd14d-99, AOAC 2000.10) i jedna kombinovana GC-IR metoda (AOAC
994.15) (Juanéda et al., 2007).

Kako se primenom gasne hromatografije dobijaju podaci o sadrZzaju pojedinih masnih
kiselina, a ne samo trans masnih kiselina kao pri primeni spektroskopskih metoda, ova metoda
se gotovo isklju¢ivo Kkoristi pri rutinskim analizama prahrambenih proizvoda u cilju
deklarisanja sastava zasi¢enih, mononezasic¢enih, polinezasiéenih i trans masnih kiselina. Ova
metoda obuhvata: prethodnu ekstrakciju lipida iz uzorka, dalju transformaciju analita u
pogodne derivate kao §to su metilestri i na kraju gasno hromatografsko odredivanje. Svaki od
ovih koraka ukljuuje odredene kriticne operacije, podeSavanje parametara i interpretaciju
rezultata, tako da su mnogobrojni problemi jos§ uvek prisutni. U cilju §to ta¢nijeg definisanja
sastava masnih kiselina u uzorcima hrane analiticarima se namece zadatak za razvojem brze,

tacne, reproduktivne i osetljive metode.

2.4.6.1.1. Priprema uzoraka koji sadrze lipide za gasnu hromatografiju

Da bi se kvalitativno i kvantitativno odredio sastav masnih kiselina u nekom materijalu,
masti iz uzorka je potrebno izdvojiti od ostalog medijuma. Ako je sadrZaj lipida u materijalu
visok, pristupa se cedenju sirovine i naknadnom presovanju. Kod uzoraka sa manjom koli¢inom
masti, izvode se razliciti vidovi ekstrakcija, u zavisnosti od zahteva analize. Nakon ekstrakcije
neophodna je dalja transformacija analita u lakoisparljive derivate manje polarnosti, kao Sto su
metilestri, i na kraju se pristupa gasnoj hromatografskoj analizi.

Ekstrakcija lipida se tradicionalno izvodi na razli¢ite nacine uz primenu organskih
rastvaraca u zavisnosti od karakteristika samog uzorka kao i zahteva same analize. Naj¢esce
primenjivane klasi¢ne tehnike ekstrakcije su: metoda po Soxhlet-u, Folch-u, Rdse-Gottleb-u,
Werner-Schmid-u, Majonnier-u, Weibull-Berntrop-u i Bligh-Dyer-u (Priego-Capote et al.,
2007). Kako je osnovni nedostatak klasi¢nih ekstrakcionih metoda dugo vreme, ispituju se nove
brze metode za ekstrakciju lipida kao $to su primena sistema za automatsku hidrolizu i
ekstrakciju (Robinson et al., 2008), ekstrakcija fluidima u nadkriticnom stanju (Eller, 1999),
ekstrakcija u zatvorenom sistemu na visokoj temperaturi i pritisku (Boselli er al., 2001),
ekstrakcija po Soxhlet-u potpomognuta usmerenim mikrotalasima (Priego-Capote et al., 2004;
Priego-Capote et al., 2005) i dinamicka ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (Ruiz-Jimenez
& Luque de Castro, 2004; Ruiz-Jimenez et al., 2004).
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U poslednje vreme sve veca paznja se poklanja razvoju metoda za ekstrakciju masti
primenom mikrotalasne ekstrakcije u otvorenom sistemu, pre svega zbog njenih prednosti kao
Sto su: znatno krace vreme ekstrakcije, upotreba malih zapremina rastvaraca, jednostavna
oprema, znatno manja potroSnja energije, ne zahteva se prethodno suSenje uzorka pri ¢emu se
postizu isti ili vec¢i prinosi u odnosu na klasi¢ne ekstrakcione tehnike (Paré & Bélanger, 1997,
Elkhori et al., 2007; Batista et al., 2001).

Kako se masne kiseline karakteriSu visokom polarnoséu, malim naponom pare i
visokom tendencijom ka gradenju vodononi¢nih veza veoma tesko se direkno odreduju gasnom
hromatografijom (Carvalho & Malcata, 2005). Stoga GC analizi prethodi derivatizacija masnih
kiselina u isparljivije i stabilnije derivate kao 3to su metil-, etil-, propil-, isopropil- i butilestri
(Brondz, 2002). Esterifikacijom se poboljSava konfiguracija pikova, separacija i osetljivost
detektora.

Izbor reagensa za esterifikaciju masnih kiselina zavisi, pre svega, od hemijske strukture
masne kiseline, duzine ugljovodoni¢nog lanca i prisustva slobodnih amino i hidroksilnih grupa.
Najcesce se masne kiseline derivatizacijom prevode u metilestre. Metode za dobijanje
metilestara masnih kiselina dele se uglavnom u tri grupe (Marjanovi¢ & Jankovits, 1983). Prvu
grupu sacinjavaju metode interesterifikacije ili transesterifikacije. Pri pogodno odabranim
reakcionim uslovima i uz prisustvo odgovarajuéeg kiselog ili baznog katalizatora, izvodi se
zamena glicerola sa nekim drugim alkoholom, uglavnom metanolom. Kao kiseli katalizatori
najéesée se koriste HCI, H,SO,4 i BF3; dok se kao bazni katalizatori najéesc¢e koriste NaOCHg,
NaOH i KOH. U drugoj grupi metoda, esterifikacija metanolom se izvodi posle saponifikacije,
odnosno metiluju se soli masnih kiselina. U tre¢u grupu metoda spadaju metode u kojima se
slobodne masne kiseline esterifikuju pomocu anjonskog izmenjivaca jona ili diazometana.

U cilju sprec¢avanja kontaminacije i razgradnje uzorka tokom hidrolize, ekstrakcije i
derivatizacije najbolje bi bilo primeniti metodu koja bi omoguc¢ila direktno dobijanje metilestara
iz matriksa uzorka. U literaturi je ispitivana moguénost direktne transesterifikacija iz razli¢itih
uzorka primenom Kkiselih ili alkalnih reagenasa (Golay et al., 2006; Destalitas et al., 2004;
Ulberth & Henninger, 1992; Lepagge & Roy, 1984).

2.5. Mikrotalasna ekstrakcija (ME)

Pojam magnetron (generator mikrotalasa) prvi put je upotrebljen od strane Hall-a 1921.
godine, dok je 1946. utvrdeno da se mikrotalasi mogu koristiti kao izvor toplote (Mitra, 2003).

Usledio je razvoj mikrotalasnih peénica za domacinstvo koje se pojavljuju na trzistu 1967.
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godine. Mikrotalasi su prvi put primenjeni u analiticke svrhe 1975. godine i to za digestiju
uzorka koja je prethodila analizi metala (Abu-Samra et al, 1975), dok je ekstrakcija
potpomognuta mikrotalasima (Microwave Assisted Extraction) prvi put primenjena 1986.
godine i to za ekstrakciju masti i antinutritijenata iz hrane i pesticida iz zemljista (Ganzler et al.,
1986). Agencija za zastitu Zivotne sredine (Environmental Protection Agency — EPA) je 2000.
godine usvojila ekstrakciju potpomognutu mikrotalasima za standardnu metodu za ekstrakciju

srednje isparljivih i neisparljivih komponenti iz ¢vrstih uzoraka.

2.5.1. Teorijske osnove

U elektromagnetnom spektru oblast mikrotalasnog zracenja se nalazi izmedu
infracrvenog zracenja i radiotalasa, u oblasti frekvencije izmedu 0,3 i 300 GHz, §to odgovara
talasnim duzinama izmedu 0,1 i 100 cm. Kako vecinu frekvencija iz ovog opsega pokrivaju
telekomunikacioni i radarski uredaji, da bi se izbegle interferencije Sve industrijske i
laboratorijske, kao 1 mikrotalasne pe¢nice za domacinstvo, za rad koriste frekvenciju od 2,45
GHz (Paré & Bélanger, 1997).

Ukoliko se mikrotalasno zracenje primeni na molekule u gasnom stanju dolazi do
apsorpcije i promene rotacionog stanja molekula i pojave ostrih traka u mikrotalasnom spektru u
opsegu od 3 do 60 Hz, Sto se koristi u mikrotalasnoj spektroskopiji za dobijanje fundamentalnih
fizicko-hemijskih podataka o strukturi molekula. Medutim, ukoliko se mikrotalasno zracenje
primeni na supstance u te¢nom i ¢vrstom stanju ne¢e do¢i do nastanka mikrotalasnog spektra jer
molekuli nece slobodno rotirati, ali pri odredenim uslovima dolazi do njihovog zagrevanja.

Da bi doslo do zagrevanja pod dejstvom mikrotalasnog zracenja potrebno je prvo da
reakciona smeSa sadrZi dipolarne molekule ili jone. Samo zagrevanje je posledica dva
mehanizma: dipolarne polarizacije i kondukcije. Dipoli su osetljivi na dejstvo spoljasnjeg
elektri¢nog polja i pokusavaju da se usklade sa oscilovanjem polja. Polje obezbeduje energiju, a
kretanjem dipoli gube energiju usled trenja, te dolazi do zagrevanja. Stepen zagrevanja zavisi od
prirode dipola i frekvencije primenjenog zracenja. Do zagrevanja nec¢e do¢i ukoliko se primeni
niska ili previsoka frekvencija. U slu¢aju primenjene previsoke frekvencije dipol ne moze da
prati promene polja i ne dolazi do kretanja, dok pri primenjenoj niskoj frekvenciji dipol idealno
prati promene polja, te u oba slu¢aja ne dolazi do zagrevanja. Pri mikrotalasnom zracenju dipoli
mogu da prate polje, ali su promene dovoljno brze tako da se stvara fazna razlika izmedu
orjentacije polja i dipola. Ova fazna razlika dovodi do gubitka energije dipola i do zagrevanja.

Zagrevanje kretanjem jona usled mikrotalasnog zracenja je mnogo jace nego Sto je to

pri zagrevanju usled dipolne polarizacije, te se stoga supstance ili reakcione smeSe naglo
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zagrevaju pod dejstvom mikrotalasnog zracenja. Ovo Svojstvo jona se moZe iskoristiti za
poboljsanje zagrevanja nepolarnih rastvaraca pod dejstvom mikrotalasa.

Pri poredenju sposobnosti rastvaraca za interakciju sa mikrotalasnim zraéenjem vazna je
sposobnost rastvaraca da apsorbuje energiju mikrotalasa i da apsorbovanu energiju prevede u
toplotnu energiju. Interakcija rastvaraca sa mikrotalasnim zracenjem je veoma slozena jer zavisi
od dielektricnih svojstava rastvaraca, koja zavise od temperature rastvaraca i frekvencije
primenjenog polja, kao i od viskoznosti rastvaraca koja je opet funkcija temperature.

Sposobnost supstance da transformiSe elektromagnetnu u toplotnu energiju definiSe se
pomocu tangensa ugla gubitka — tan 6 koji predstavlja odnos izmedu faktor gubitka — &"
(kvantifikuje efikasnost sa kojom se apsorbovana energija prevodi u toplotnu) i dielektri¢ne

konstante — &' koja definiSe sposobnost rastvaraca da apsorbuje mikrotalasnu energiju (izraza 1).
P
tando =— [1]
&

U tabeli 2.4. date su fizicke konstante za pojedine organske rastvarace.

Tabela 2.4. Fizi¢ke konstante najéescée koriséenih rastvaraca u mikrotalasnoj ekstrakciji (Mitra,

2003; Mijin & Petrovié, 2005)

Tacka Napon
Rastvarac kljucanja pare g' tan o
(°C) (kPa)

Heksan 69 16,0 1,88 -
Hloroform 61 25,8 48 0,091
Etilacetat 77 9,74 6,02 0,059
Tetrahidrofuran 66 19,0 7,28 0,047
Metilenhlorid 40 58,2 8,93 0,042
Aceton 56 24,6 20,7 0,054
Etanol 78 - 24,3 0,941
Metanol 65 16,7 32,7 0,640
Dimetilformamid 153 0,36 36,7 0,161
Acetonitril 82 11,9 37,5 0,062
Dimetilsulfoksid 189 0,08 46,7 0,825
Voda 100 101,4 78,3 0,123

Polarni rastvaraci, koji imaju viSe dielektricne konstante, se veoma brzo zagrevaju, dok
nepolarni ne mogu apsorbovati mikrotalasno zracenje te se ne zagrevaju. Moze se videti da
metanol i etanol imaju nize dielektricne konstante od vode ali viSe vrednosti tan d ukazuju da im

je sposobnost transformacije mikrotalasne u toplotnu energiju visa.
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2.5.1.1. Mehanizam mikrotalasne ekstrakcije

Proces mikrotalasne ekstrakcije se u osnovi razlikuje od ostalih konvencionalnih
ekstrakcionih tehnika. Kod konvencionalnih metoda ekstrakcije rastvaratem prenos mase i
toplote se odvija u suprotnim smerovima (prenos mase — iz unutradnjosti ka spolja, prenos
toplopte — od spolja ka unutra), dok se kod ME prenos mase i toplote odigrava u istom smeru —
iz unutra$njosti uzorka ka rastvaracu (Virot et al., 2008), tako da je mikrotalasna ekstrakcija
jedina ekstrakciona tehnika kod koje dolazi do direkne migracije Zeljenih komponenata iz
matriksa u rastvor usled selektivne primene energije direktno na uzorak (Paré & Bélanger,
1997).

Tecna ekstrakcija potpomognuta mikrotalasima se zasniva na sposobnosti uzorka da
apsorbuje mikrotalasnu energiju, dok se izbor rastvaraca za ekstrakciju izvodi na osnhovu
sposobnosti rastvaranja komponenti od interesa i njegove relativne propustljivosti za
mikrotalase. U principu, tri sistema se mogu primeniti pri mikrotalasnoj ekstrakciji: rastvara¢ ili
smeS$a ratvaraCa sa visokim faktorom gubitka — €"; smeSa rastvaraca sa visokim i nisking" i
rastvaraci sa niskom dielektricnom konstantom u kombinaciji sa uzorkom sa visokim &" (Mitra,
2003).

U ME se veoma Cesto koriste rastvara¢i koji imaju malu dielektri¢énu konstantu, te su
relativno propusni za mikrotalase jer pod dejstvom mikrotalasne energije dolazi do selektivnog
zagrevanja uzorka, lokalnog poviSenja temperature i pritiska, Sto uslovljava mnogo brzu
selektivnu migraciju Zeljenih komponenata iz uzorka u rastvara¢ (Paré & Bélanger, 1997). Sto
je veca razlika u dielektricnim karakteristikama uzorka i rastvora postize se bolja efikasnost
mikrotalasne ekstracije, uz istovremenu uStedu energije i upotrebu manjih koli¢ina rastvora za
ekstrakciju.

Jedna od najvaznijih komponenti u pogledu ME, prisutna u gotovo svim prehrambenim
proizvodima je voda. Slobodni molekuli vode imaju visoku dielektri¢nu konstantu i veliku
sposobnost apsorpcije mikrotalasnog zracenja. Pod dejstvom mikrotalasa, unutar biljnih i
zivotinjskih celija, dolazi do brzog zagrevanja vode i njenog isparavanja, poveéava se
zapremina Celija, znatno se povecava pritisak na ¢elijske zidove te dolazi do njihovog pucanja
¢ime je omoguceno izluéivanje komponenata iz ¢elija u relativno hladan rastvara¢ u kom se

veoma brzo rastvaraju (Mandal et al., 2007).
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2.5.2. Instrumentacija

Razlikuju se dva tipa komercijalno dostupnih sistema za mikrotalasnu ekstrakciju:
zatvoren i otvoren sistem. Ekstrakcija u zatvorenom sistemu se izvodi pod poviSenim pritiskom,
dok se ekstrakcija u otvorenom sistemu izvodi pri atmosferskom pritisku.

Osnovne prednosti mikrotalasne ekstrakcije u zatvorenom sistemu u odnosu na
mikrotalasnu ekstrakciju u otvorenom sistemu su: mogu se posti¢i vise temperature (sa
povecanjem pritiska raste tacka kljucanja upotrebljenog rastvaraca) te se smanjuje vreme
ekstrakcije, prakti¢no je u potpunosti sprecen gubitak isparljivih supstanci kao i kontaminacija
uzorka, nema potencijalno Stetnih isparenja i potrebne su manje koli¢ine rastvaraca. Nedostaci
mikrotalasne ekstrakcije u zatvorenom sistemu su: koli¢ina uzorka za ekstrakciju je ogranicena,
postoji rizik od eksplozije, moraju se koristiti posude odgovarajuce konstrukcije izradene od
posebnih materijala (tetraflourometoksil polimer — TFM, perfluoroalkoksi — PFA, polieterimid),
procedura se izvodi u jednom koraku Sto iskljucuje moguénost dodavanja reagenasa ili
rastvaraCa tokom procesa ekstrakcije i nakon zavrSetka procesa neophodno je sacekati da se
posuda za ekstrakciju ohladi kako ne bi doSlo do gubitka lakoisparljivih komponenti.

Priprema uzoraka mikrotalasnom ekstrakcijom u otvorenom sistemu, pod atmosferskim
pritiskom, moZe biti mnogo efikasnija od mikrotalasne ekstrakcije u zatvoren sistemu (Mandal
et al., 2007). Rad pri atmosferskom pritisku pruza niz prednosti, neke od njih su: mogu se
koristiti ve¢e koli¢ine uzorka, moguce je dodati reagense u bilo kom trenutku tokom procesa
ekstrakcije, visak rastvaraca se sa lako¢om moze ukloniti, izbegava se faza hladenja, nize
temperature omogucavaju ekstrakciju termolabilnih komponenti, niska cena instrumentacije i
mogucénost potpune automatizacije. Sa druge strane, ne moze se izvoditi simultana ekstrakcija
viSe uzoraka i vreme ekstrakcije je duze u odnosu na mikrotalasnu ekstrakciju u zatvorenom
sistemu.

Na slici 2.8. dat je Sematski prikaz aparature za mikrotalasnu ekstrakciju u otvorenom
sistemu.

lako mikrotalasna ekstrakcija u otvorenom sistemu ima niz prednosti, jo§ uvek nije
Siroko rasprostranjena u analizi lipida. Primenjena je za odredivanje sadrzaja masti u mesu,
mleku, jajima (Paré & Bélanger, 1997) i kakau (Elkhori et al., 2007), kao i pri odredivanju

masnokiselinskog sastava ribe sa razli¢itim sadrzajem masti (Batista et al., 2001).
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Slika 2.8. Sematski prikaz aparature za mikrotalasnu ekstrakciju u otvorenom sistemu

2.5.3. Parametri procesa mikrotalasne ekstracije

2.5.3.1. Rastvaraé

Izbor odgovarajuceg rastvaraca je od fundamentalnog znacaja za postizanje optimalne
ekstrakcije potpomognute mikrotalasima. lzbor rastvaraa za ekstrakciju zasniva se na
rastvorljivosti analita u njemu, interakciji rastvaraCa i matriksa uzorka i na kraju od
mikrotalasnih apsorbcionih karakteristika rastvaraca.

Rastvara¢ pre svega treba da ima visoku selektivnost ka komponentama od interesa,
iskljucujuéi nezeljene komponente iz matriksa uzorka. Pored toga, poZeljna je kompatibilnost
rastvaraca za ekstrakciju sa daljim hromatografskim analitickim korakom kako bi se izbegla
faza zamene rastvaraca. Pokazano je da efikasnost ekstrakcije lipida u najvecoj meri zavisi od
primenjenog rastvaraca, te je izbor rastvaraca jedan od najkriti¢nijih faktora pri analizi lipida
(Garcia-Ayuso et al., 2000). S toga se za mikrotalasnu ekstrakciju lipida najé¢esc¢e upotrebljava
heksan.

Kod konvencionalnih ekstrakcionih metoda efikasnost ekstrakcije se obi¢no povecava
§to je veéi odnos zapremine rastvara¢a u odnosu na ¢vrst uzorak, dok kod ME moZe do¢i do

smanjenja efikasnosti ekstrakcije (Wang & Weller, 2006). U principu pri ME zapremina
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rastvaraca treba da bude dovoljna kako bi tokom celog procesa ekstrakcije celokupna masa

¢vrstog uzorka bila potopljena u rastvara¢ (Mandal et al., 2007; Wang & Weller, 2006).

2.5.3.2. Vreme ekstrakcije

U principu, sa porastom vremena ekstrakcije raste i koli¢ina ekstrahovanih analita,
medutim dolazi i do dekompozicije termolabilnih komponenti (Mitra, 2003). Obi¢no se
maksimalan prinos mikrotalasne ekstrakcije postize za 10 do 20 minuta, ali i u mnogo kra¢em
vremenu se mogu posti¢i odliéni rezultati (Mandal et al., 2007). Dielektricke karakteristike
rastvaraCa utiCu na vreme ekstrakcije. Rastvarac¢i kao $§to su voda, etanol i metanol se veoma
brzo zagrevaju i sa porastom vremena trajanja ekstrakcije moZe do¢i do enormnog zagrevanja i

razgradnje termolabilnih komponenti.

2.5.3.3. Mikrotalsna snaga

Mikrotalasna snaga i vreme ekstrakcije predstavljaju dva faktora koja imaju veoma
velik medusoban uticaj. Pove¢anjem mikrotalasne snage smanjuje se vreme trajanja ekstrakcije i
obrnuto. Sa povecanjem snage mikrotalasa postizu se viSe temperature i dolazi do naglog
pucanja Celijskih zidova usled ¢ega i necistoce zajedno sa zeljenim analitom prelaze u rastvarac.
Visoka snaga u kombinaciji sa dugim vremenom uzrokuje degradaciju termolabilnih
komponenti. Rad sa manjom snagom omogucava selektivnu ekstrakciju jer u tom slucaju dolazi

do postepenog pucanja Celijskih zidova.

2.6. Kapilar na gasna hromatogr afija—masena
spektrometrija (GC-MYS)

Moze se re¢i da gasna hromatografija—masena spektrometrija predstavlja jednu od
najmocnijih kombinovanih analiti¢kih tehnika danasnjice, nezamenljivu u analizi kompleksnih
smeSa. Prvi radovi u GC i MS, koji su doveli do dana3nje realizacije obe tehnike, objavljeni su
pedesetih godina XX veka. Krajem sedamdesetih i po¢etkom osamdesetihtih godina XX veka
usledio je veoma brz porast u upotrebi GC-MS u svim oblastima organske analize. U tabeli 2.5.

dat je kratak prikaz istorijskog razvoja GC i MS.
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Tabela 2.5. Istorijski razvoj GC i MS (Hilbschmann, 2001)

1910. Thompson razvio prvi MS i utvrdio, po prvi put, postojanje izotopa “’Ne i “Ne

1918. Dempster po prvi put upotrebio jonizaciju elektronima

1920. Aston potvrdio rad Thompsona, utvrdio postojanje izotopa **Cl i *Cl na svom MS sa fotoplo¢om
kao detektorom

1929. Bartky i Dempster razvili teoriju za MS analizatore sa dvostrukim fokusiranjem

1938. Hustrulid objavio prvi maseni spektar benzena

1941. Martin i Synge objavili principe gasne podeone hromatografije

1947. US Nacionalni biro za standarde (NBS) poceo da sakuplja masene spektre kao rezultat upotrebe
MS u naftnoj industriji

1950. Gohlke objavio vezivanje GC (sa punjenim kolonama) sa MS

1952. Martin i James objavili prve aplikacije gasne podeone hromatografije

1954. Paul objavio svoj fundamentalni rad na kvadrupolnom masenom analizatoru

1958. Golay objavio upotrebu kapilarnih kolona u GC

1964. Prvi komercijalno proizveden kvadrupolni MS

1968. Prvi komercijalno proizveden kvadrupolni GC-MS za organsku analizu

1978. Dandenau i Zerenner predstavili stopljene silikatne kapilarne kolone

Kapilarna gasna hromatografija je danas najvaZnija tehnika u organskoj hemijskoj
analizi za odredivanje individualnih komponenti u kompleksnim smeSama, pre svega zbog svoje
visoke selektivnosti. Sa druge strane, maseni spektar pruza detaljne strukturne informacije te
omogucuje veoma uspeS$nu kvalitativnu analizu. Kombinacija ove dve analiticke tehnike
omogucuje istovremeno razdvajanje kompleksnih smesa i kvalitativnu i kvantitativnu analizu, 1
time znacajno podize nivo instrumentalnih analiza.

Mora se napomenuti da su GC i MS visoko kompatibilne tehnike. Obe tehnike
zahtevaju uzorak u gasovitom stanju i koriste iste koli¢ine uzorka (tipi¢no manje od 1 ng). Do
razvoja kapilarne gasne hromatografije osnovni problem je bio vezivanje MS za GC, jer
razdvojene komponente napustaju GC kao komponente u tragovima u struji gasa nosaca na
pritisku od oko 1 bar, a MS radi pri visokom vakuumu od oko 10“-10° mbar. O na¢inu
vezivanja GC i MS vise je receno u poglavlju 2.6.4.

Rucna evaluacija GC-MS analize je prakticno nemoguca zbog velikog broja podataka
koji se dobija tokom analize, tako da je i razvoj racunarskih sistema veoma doprineo ekspanziji
GC-MS.

Na slici 2.9. dat je prikaz principijelne S$eme aparature za GC-MS.
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D) 2 Maseni spektrometar
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N

Gasni hromatogr af
8
1 —boca sa gasom nosacem — jonski izvor
2 —injektor — maseni analizator
2" —razdeljivac — detektor masenog spektrometra

3 —kapilarna kolona — vakuum sistem
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4 —vezaizmedu GC i MS (transferline) — racunar

Slika 2.9. Principijelna Sema aparature za GC-MS

2.6.1. Gas nosa¢

Kao gasovi nosaci koriste se permanentni gasovi. Pored osnovnih zahteva o Cistoci,
malom viskozitetu, niskoj ceni i hemijskoj inertnosti prema komponentama koje se razdvajaju,
njihove osobine tokom strujanja kroz kolonu i detektor moraju ostati konstantne u najvecoj
mogucoj meri (Marjanovi¢, 2001). Kao gasovi nosaci najcesce se koriste: helijum, vodonik, azot
i argon. Efikasnost razdvajanja, kao i vreme trajanja analize, zavise od odabranog gasa nosaca i
njegove brzine. Odredivanje optimalne brzine gasa nosaca izvodi se na osnovu Van Deemterove

jednacine koja je prikazana jedna¢inom 2:
B
HETP=A+E+C~U [em] [2]

gde je: HETP — visina ekvivalenta teorijskog poda

A — veli¢ina koja definiSe uticaj vrtlozne difuzije
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B — veli¢ina koja definiSe uticaj longitudinalne molekulske difuzije
C - veli¢ina koja definiSe uticaj otpora prenosa mase U obe faze i

U — linearna brzina gasa nosaca.

Optimalna brzina gasa nosaca u principu se odreduje kao apcisa minimuma krive
zavisnosti visine ekvivalenta teorijskog poda od brzine kretanja mobilne faze.

Na slici 2.10. prikazana je zavisnost visine ekvivalenta teorijskog poda (HETP) od
linearne brzine (U) za N,, He i H,. MoZe se videti da se najbolja efikasnost (najmanja HETP)
dobija koris¢enjem H, i N, ali problem je Sto je minimum za N, veoma uzak tako da sa malim
promenama optimalne brzine efikasnost brzo opada. U kombinaciji GC-MS, jonizacijom N,
nastaje jon kod koga je m/z = 28, pa su onemoguéena snimanja masenih spektara razdvojenih
supstanci ispod ove vrednosti. Takode se mozZe uociti da se upotrebom H, dobija najSiri
minimum, te je on najpogodniji kao gas nosa¢ u kapilarnoj gasnoj hromatografiji. Medutim,
problem se javlja ako se kao detektor korisi maseni spektrometar jer je tada potrebno postici
veéi vakuum, Sto zahteva mocniji sistem pumpi, te se tada kao gas nosa¢ koristi helijum
(Hiibschmann, 2001). Moze se zakljuciti da je odlucuju¢i faktor pri izboru gasa nosaca tip
detektora.

U ovom radu je kao gas nosa¢ koris¢en He Cisto¢e 99,999%, a dodatno je uklanjana
vlaga i kiseonik pomo¢u kolone Oxisorb®.

Pri radu sa GC-MS uobicajeni protoci gasa nosaca su: 1-2 ml/min za kvadrupolni

analizator, odnosno 3 ml/min (ili ve¢i) za jon trap analizator (Hibschmann, 2001).

HETP (mm)

1.2 4
1.0+
0.8 1
He
0.64
0.41 H,

0.24

L] L L] L3 L ¥ L LR
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Srednja linearna brzina (cmys)

Slika 2.10. Zavisnost visine ekvivalenta teorijskog poda (HETP) od srednje linearne brzine za
N,, Hei H,
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2.6.2. Injektor

U kapilarnoj gasnoj hromatografiji injektor, odnosno sistem za uno3enje uzorka u
kolonu, je od primarnog znacaja, $to je i opisano citatom Pretorius-a iz 1983. (Pretorius &
Bertsch, 1983): ,,Ako se kolona opisuje kao srce hromatografije, onda se sistem za uno3enje
uzorka moze smatrati Ahilovom petom*“.

Osnovni uslov koji mora biti zadovoljen pri unoSenju uzorka u kolonu je da se uzorak
nanese na sam vrh kolone u §to uzoj zoni. Sirina zone nano3enja principijalno odreduje kvalitet
hromatografisanja, jer pikovi na kraju hromatograma ne mogu biti ostriji, uzi ili simetri¢niji u
odnosu na one na pocetku. Ostali uslovi koje sistem za unoSenje uzorka treba da omoguci su:
postizanje optimalne efikasnosti kolone, postizanje Sto viSeg odnosa signal/Sum (S/N), ne sme
do¢i do kvalitativnih i kvantitativnih promena na uzorku i komponente iz uzorka koje ne
isparavaju ne smeju dospeti u kolonu.

Mora se istac¢i da jo§ uvek nije razvijen univerzalni injekcioni sistem, a verovatno nece
ni biti (Sandra, 1985).

Izbor sistema za unoSenje uzorka zavisi pre svega od Kkarakteristika hromatografske
kolone (unutrasnji precnik, debljina filma stacionarne faze, kapacitet i dr.) i raznolikosti uzoraka
(npr. Sirok opseg koncentracija pojedinacnih komponenti od veoma isparljivih do slabo
isparljivih, razli¢ita termalna stabilnost i dr.).

Najcesce korisceni injekcioni sistemi u kapilarnoj gasnoj hromatografiji su:

¢ Injektovanje uz razdeljivanje (Split),

¢ Injektovanje bez razdeljivanja (Splitless),

¢ Nakolonu (On column),

e Temperaturno programirano isparavanje (Programmed Temperature Vaporizing
-PTV).

Sistem injektovanja uz razdeljivanje (split-sistem), koji je koris¢en u ovom radu, je prvi
razvijeni sistem za kapilarnu gasnu hromatografiju. Osnovni princip rada ovog injektora je
uvodenje uzorka mikroSpricem preko septuma u komoru za isparavanje (liner) gde dolazi do
momentalnog isparavanja uzorka, nakon ¢ega kroz jedan vod samo mali deo ulazi u kolonu, a
ostatak preko drugog voda izlazi u atmosferu. Ovo omogucuje injektovanje uzorka zapremine
0,1-2 pl a da pri tom ne dale do preopterecenja kapilarne kolone. Na slici 2.11. dat je Sematski

prikaz split-injektora.
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Optimalna koli¢ina uzorka koji ulazi u kolonu reguliSe se pomocu restriktora (iglicasti
ventil) koji je postavljen u vod za ispiranje (split izlaz). Odnos razdeljivanja (split ratio — SR)

izracunava se na osnovu izraza 3.

SR — Qkol + Qs.v. [3]

kol

gde je: Qo — protok kroz kolonu i

Qs..— protok kroz vod za ispiranje.

Za odredivanje protoka kroz kolonu (O, (koji se odreduje indirektno, odredivanjem
retencionog vremena vazduha, azota) potrebno je prvo odrediti linearnu brzinu U gasa nosaca

kroz kolonu, koja je definisana izrazom 4.
U=— [4]

gde je: U - linearna brzina [cm/s]
L —duZina kolone [cm] i

t,, — retenciono vreme vazduha [s].

Protok gasa nosaca se moze odrediti na osnovu izraza 5.

0,=U-4 [cm 3/s] [5]

2

. D .
gdeje: A= i [sz] — povrsina poprecnog preseka kolone

D — precnik kolone [cm]

Protok kroz vod za ispiranje Q;, meri se pomocu uredaja sa sapunskim mehurima i hronometra.
Kod novijih instrumenata moguce je i automatsko podesavanje odnosa razdeljivanja.
Kod kapilarnih kolona sa unutra$njim pre¢nikom 0,20-0,32 mm, obi¢no se koristi split
odnos od 1:50 do 1:500. Kod kolona sa velikim kapacitetom i/ili tankim filmom Kkoristi se manji
split odnos, 1:5 do 1:50, a ukoliko se koriste kolone sa unutrasnjim pre¢nikom 50-100 um split
odnos moze prelaziti 1:1000 (Hibschmann, 2001).
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Slika 2.11. Sematski prikaz split-injektora

Osnovni nedostatak split-injektora je §to ukoliko ne dode do potpunog isparavanja
uzorka, Sto je posebno izraZzeno pri analizi uzoraka koji sadrZe lakSe i teZe isparljive
komponente, koli¢ina uzorka koji ulazi u kolonu ne reprezentuje koli¢inu uzorka koja je
injektovana. Zato bi trebalo injektovati uvek iste zapremine uzorka (uobicajeno 0,5-2,0 ul) i
kvantifikaciju izvoditi metodom unutrasnjeg standarda.

Ne ulazec¢i u opis ostalih nacina injektovanja, u tabeli 2.6. dat je kratak pregled osobina

navedenih injekcionih tehnika u zavisnosti od karakteristika uzorka.

Tabela 2.6. Izbor pogodnog injekcionog sistema (Hibschmann, 2001)

PTV  PTV PTV uz eliminaciju

Karakteristike uzorka Split  Splitless ) . Na kolonu
split  splitless rastvaraca
Koncentrovan + - + - - -
Supstance u tragovima - + - + + +
Veoma razblazen - - - - + +
Uzak opseg ty;. + + + + + +
Sirok opseg ty; - o + + . +
Isparljive supstance + + + + - -
Neisparljive supstance - ~ + + + +
Neisparljiv matriks + + + + + -
Termalno labilne supstance =~ - ~ ~ ~ +

+ preporucuje se; = moze se Koristiti; - ne preporucuje se; ty; — tacka kljucanja
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2.6.3. Kapilarne kolone

Cevi za kapilarne kolone se prave od nerdajuceg Celika, kvarca i najcesc¢e od stopljene
silike (fused silica).

Zbog nedostataka metalnih i kvarcnih kolona, pojava komercijalno dostupnih "fused
silica” kapilarnih kolona 1979. godine predstavlja glavni preokret u kapilarnoj gasnoj
hromatografiji (Lipsky & McMurray, 1981). Stopljena silika se dobija reakcijom SiCl, sa
vodenom parom u plamenu, pri ¢emu nastaje Cist SiO, koji sadrZi oko 0,1% hidroksilnih ili
silanolnih grupa na povrSini i manje od 1 ppm necisto¢a (K, Na, Ca). Upravo velika Cistoca
stopljene silike odreduje njenu inertnu hemijsku prirodu, $to je i ¢ini tako pogodnom za izradu
hromatografskih kolona. PovrSinska energija stopljene silike dobro odgovara povrSinskom
naponu tecnih stacionarnih faza, tako da one dobro pokrivaju unutrasnjost cevi i rezultat su
tanki i uniformni filmovi.

Nedostatak stopljene silike je $to je osetljiva na vlagu, te se mora prevuéi zaStitnim
slojem, obi¢no poliimid, koji ne podnosi visoke temperature (do 380°C). Za viSe radne
temperature kolone se prevlace nerdajuc¢im Celikom ili aluminijumom. Neophodno je izvesti
povrsinski tretman stopljene silike kako bi se redukovala kataliticka i adsorpciona aktivnost i da
bi se pripremila povrSina za prevlacenje sa odabranom stacionarnom fazom. Uobicajen
proces deaktivacije je ispiranje kiselinama radi uklanjanja metalnih jona odgovornih za
adsorpciju, a potom silaniziranje radi blokiranja hidroksilnih grupa.

Kapilarne kolone se prevlace slojem likvidne faze na dva nacina: dinamicki i staticki.
Kod dinamic¢kog prevlacenja, u kolonu (dovoljno je da ispuni 10% od duzine kolone) se unosi
rastvor stacionarne likvidne faze u lako isparljivom rastvaracu i potiskuje se gasom koji treba da
omoguéi kretanje kroz kolonu brzinom od oko 2—-4 mm/s (Scott, 2003). Kod statickog nacina
prevlacenja, kolona se napuni rastvorom stacionarne likvidne faze u lako isparljivom rastvaracu,
jedan kraj se zatim zatvara a drugi se priklju¢i na vakuum, tako da rastvarac isparava uz
zagrevanje, a stacionarna likvidna faza ostaje vezana za zidove kolone.

Bez obzira na nacin prevlacenja, stabilnost kolone zavisi od stabilnosti filma
stacionarne faze, koja zavisi od prirode same stacionarne faze i napona povrsinskih sila koje je
drze na zidovima kolone. Do narusavanja stabilnosti moze do¢i usled povisenja temperature ili
prolaskom rastvaraca kroz kolonu, usled ¢ega dolazi do pucanja filma. Zato se danas sve vise
koristi imobilizacija, odnosno hemijsko vezivanje stacionarne faze za zid kolone (Scott, 2003).

Imobilizacija podrazumeva reakcije koje ¢e dovesti do formiranja stabilnijeg

42




Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Mr Snezana 7. Kravié, doktorska disertacija

makromolekularnog filma. Mora se napomenuti da se polarne stacionarne faze mnogo teze
vezuju za stopljenu siliku u odnosu na nepolarne stacionarne faze, tako da im je i efikasnost
manja jer se postize manji broj teorijskih podova.

Prednosti kolona sa hemijski vezanim fazama su: veca stabilnost, podnose vise

temperature 1 mogu se ispirati rastvaracima i na taj nacin regenerisati.

Tipovi kapilarnih kolona su:

e WCOT (Wall Coated Open Tubular) — standardne kapilarne kolone sa unutradnjim
zidom prevuéenim samo stacionarnom likvidnom fazom. WCOT kolone pruZaju visoku
efikasnost za veliki broj uzoraka, ali imaju mali kapacitet zbog tankog filma, nisu
pogodne za analize supstanci male molekulske mase i inertnih gasova na sobnoj
temperaturi.

e PLOT (Porous Layer Open Tubular) — kapilarne kolone sa poroznim slojem. Kod ovih
kolona unutrasnji zid stopljene silike prevucen je slojem adsorbensa (aluminijum-
oksid/KCl, molekulsko sito ili porozni polimer). U najvecoj meri se koriste u analizi
gasova i za razdvajanje ugljovodonika malih molekulskih masa. Nedostaci PLOT
kolona su: niza efikasnost, manja inertnost i sa vremenom dolazi do problema sa
stabilnos¢u i reproduktivnoscéu.

e SCOT (Supported Coated Open Tubular) — kolone sa unutrasnjim zidom prevucenim
stacionarnom likvidnom fazom i spraSenim inertnim nosa¢em. Osnovna prednost ovog
tipa kapilarnih kolona je moguénost vezivanja veceg broja stacionarnih faza za
stopljenu siliku, dok je nedostatak problem inertnosti nosaca.

o Mikropakovane kapilarne kolone — kod kojih je celokupna unutradnjost ispunjena

inertnim nosa¢em impregniranim stacionarnom likvidnom fazom.

Osnovne karakteristike kapilarnih kolona su: duzina, unutra$nji pre¢nik (inner diameter
—i.d.), vrsta stacionarne faze, polarnost i debljina filma stacionarne faze.

Izbor kolone, odnosno njenih karakteristika, zavisi pre svega od vrste i sastava uzorka,
kao i od detektora.

Uobicajena duzina kapilarnih kolona za rad sa CG-MS je 25-60 m, dok se duze

primenjuju pri analizu kompleksnih smesa. Dupliranjem duZzine kolone povecava se rezolucija

zal4d (\/E ) puta, a vreme izotermalne analize se udvostrucava (retenciono vreme je direktno
proporcionalno duzini kolone). Krace kolone su pozeljne za jednostavnije separacije, ali
upotreba kratkih kolona je limitirana maksimalnim protokom koji moZe da se koristi pri radu sa
MS.
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Po veli¢ini unutrasnjeg pre¢nika kapilarne kolone se mogu podeliti na:
e ,microbore* kapilarne kolone sa mikro otvorom —i.d. < 0,1 mm
e narrowbore* kapilarne kolone sa uskim otvorom —i.d. 0,18-0,32 mm

e ,megabore* kapilarne kolone sa velikim otvorom —i.d. = 0,53 mm

Za direktno vezivanje GC i MS koriste se kolone unutrasnjeg precnika do 0,32 mm.
»Megabore“ kolone se uglavnom koriste umesto punjenih kolona u specijalno dizajniranim GC.
Unutrasnji precnik kolone utice na efikasnost razdvajanja i vreme trajanja analize. U
cilju dobijanja $to viSe rezolucije treba koristiti kolone sa manjim unutra$njim pre¢nikom, pri

¢emu se 1 vreme analize povecava.

2.6.3.1. Stacionarne faze

NajéeS¢e se kao stacionarne likvidne faze koriste visokomolekularna jedinjenja
dobijena polimerizacijom, polikondenzacijom ili poliesterifikacijom organskih ili silicijumovih
jedinjenja, kao i organosilicijumovih jedinjenja (Marjanovi¢, 2001).

Osnovni zahtevi koje treba da zadovolje stacionarne likvidne faze su: nizak napon pare i
nizak viskozitet na radnoj temperaturi, hemijska stabilnost na povisenim temperaturama,
odgovarajuéa rastvorljivost supstanci iz smeSe, dobro pokrivanje (adhezija) zidova kolone,
dobra rastvorljivost u uobicajenim isparljivim rastvara¢ima i dobra selektivnost.

Stacionarnih likvidnih faza ima veoma mnogo, ali su one slicne i mogu se zamenjivati
jedna drugom. Po pravilu se primarni izbor stacionarne likvidne faze izvodi na bazi
McReynoldosovih konstanti. Kako se eksperimentalni uslovi razlikuju od onih pri kojima su
odredivane McReynoldsove konstante, sledi dalji naknadni odabir i optimizacija uslova
hromatografskog razdvajanja (Yancey, 1977).

Na kolonama sa stacionarnim likvidnim fazama od polietilenglikola metilestri masnih
kiselina sa 4-24 ugljenikova atoma se mogu razdvojiti prema broju C-atoma (duZini
ugljovodoniénog niza) i stepenu nezasic¢enosti, dok se zadovoljavajuce razdvajanje cis i trans
izomera ne moze posti¢i. Takode, problemi se javljaju i kod analize sloZenih smeSa kao Sto su
riblja ulja. Kolone sa stacionarnim likvidnim fazama srednje polarnosti se mogu Koristiti za
rutinske analize biljnih ulja i Zivotinjskih masti, na primer mle¢ne masti, kao i proizvoda koji ih
sadrze (margarin, puter, namazi i sli¢no).

Kapilarne kolone sa visokopolarnim cijanosilikonskim stacionarnim likvidnim fazama,
sa razli¢itim udelom cijanopropil-grupa, omogucéuju analizu kompleksnih smesa masnih kiselina

i dobro razdvajanje metilestara polinezasi¢enih omega-3 masnih kiselina, kao i geometrijskih i
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pozicionih izomera masnih kiselina, §to je uslovljeno ja¢om interakcijom cis izomera sa cijano-

dipolom pa se tako ¢rans oblici eluiraju pre odgovarajucih cis oblika (David et al., 2005).

Za efikasno razdvajanje cis i trans masnih kiselina, osim kvaliteta stacionarne likvidne

faze, vazni su i duzina i unutrasnji precnik kolone i debljina filma stacionarne likvidne faze.

U tabeli 2.7. je dat pregled kolona koje se najcesce koriste pri gasnohromatografskoj

analizi metilestara masnih kiselina (fatty acid methyl esters FAMES).

Tabela 2.7. Pregled kolona koje se najéesce koriste u GC analizi metilestara masnih kiselina

Naziv kolone

Stacionar na likvidna
faza

Primena

Sli¢ne kapilarne kolone
drugih proizvodaca

nepolarne

SPB-1

hemijski vezana
poli (dimetil-siloksan)

razdvajanje po
taCkama kljucanja,
analiza bakterijskih

masnih Kiselina

srednje polarne

SUPELCOWAX
10

hemijski vezana
polietilenglikolna (PEG)

analiza FAMEs
razdvajanje po duZini
lanca i stepenu
nezasi¢enosti

HP-Wax, HP-INNOWax,
DB-WAX, DB-WAXetr,
AT-Wax, CP-Wax 52CB,
Stabilwax, BP-20;
ekvivalentna punjenoj
koloni CARBOWAX 20M

Omegawax
(250, 320, ili 530)

hemijski vezana
polietilenglikolna (PEG)

analiza FAMEs
omega 3i6

Nukol

hemijski vezana
PEG sa inkorporiranim
kiselim funkcionalnim
grupama — modifikovan
nitrotereftalnom kiselinom

analiza FAMEs i
slobodnih kiselina

HP-FFAP, DB-FFAP, AT-
1000, CP-Wax 58CB,
Stabilwax-DA, BP-21;
ekvivalentna punjenoj

koloni SP-1000

HP-INNOWax

hemijski vezana
PEG

analiza slobodnih
masnih kiselina,
FAMEs i dr.

HP-20M, DB-WAXetr, CP-
Wax 52CB, Stabilwax, BP-
20, SUPELCOWAX 10

HP-FFAP

hemijski vezana
PEG
modifikovan
nitrotereftalnom kiselinom

analiza isparljivih
kiselina, slobodnih
masnih kiselina,
fenola i dr.

DB-FFAP, AT-1000, CP-
Wax 58CB, Stabilwax-DA,
BP-21, Nukol

SPB-225

hemijski vezana
50% cijanopropilfenil-
metilpolisiloksan

razdvajanje cis i trans
FAMEs

HP-225, DB-225, AT-225,
CP-Sil 43CB, RTx-225, BP-
225

DB-225

hemijski vezana
(50% cijanopropilfenil)-
dimetilpolisiloksan

razdvajanje cis i trans
FAMEs

AT-225, CP-Sil 43CB,
RTx-225, BP-225, SP-2330

visokopolarne

SP-2330

nevezana
poli (80% bis-cijanopropil/
20% cijanopropilfenil-
siloksan)

razdvajanje
geometrijskih
izomera FAMEs

DB-23, AT-Silar, CP-Sil 84,
RTx-2330, BPX-70
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Nastavak tabele 2.7.

Naziv kolone

Stacionarnalikvidna
faza

Primena

Sli¢ne kapilarne kolone
drugih proizvodaca

stabilizovana
poli (90% bis-cijanopropil/

razdvajanje grupe
geometrijskih

HP-23, DB-23, CP-Sil 88,

SP-2380 10% cijanopropilfenil- (cisltrans) izomera RTx-2330
siloksan) FAMEsS
nevezana razdvajanje
SP-2340 poli (bis-cijanopropil- geometrijskih CP-Sil 88, RTx-2330
siloksan) izomera FAMES
nevezana raZd\r/T;I?ell(nSj‘amcL;s/n;rans
SP-2560 bis-cijanopropil- A -
polisiloksan i pozicionih izomera
FAMEs
hemijski vezana FAMES DB-23, CP-Sil 88, RTx-
BPX-70 pgﬁ;ﬁf‘e"f]ﬁgﬁgf I‘;‘f('s'an cisltrans 2330, SP-2330, SP-2380
hemijski vezana EAMES AT-Silar, CP-Sil 88, RTx-
DB-23 (50% cijanopropil) » 2330, BPX-70, SP-2330,
metilpolisiloksan cisitrans SP-2340
.. . AT-Silar, CP-Sil 88, RTx-
(88% cijanopropil)- FAMEs i ;
HP-88 L ] 2330, BPX-70, SP-2330,
metilarilpolisiloksan cisltrans SP-2340, SP-2560
punjene kolone
15% OV-275 (dicijanoalil)
OoV-275 inertni nosa¢: 100-120 FAMEs
mesh Chromosorb P AW- cisltrans i

DMCS

Oznake u nazivu kolona upucuju na proizvodaca:
SP — SUPELCO, HP/DB - Agilent/J&W, AT — Alltech, CP — Chrompack, RT — Restek, BP — SGE

Danas se za najprogresivnije kolone u analitici TFA smatraju SP-2560, SP-2380, BPX-
70 i CP- Sil 88, duzine 100 m.

U ovom radu je koris¢ena kolona SP-2560, duzine 100 m, unutrasnjeg precnika 0,25

mm i debljine filma stacionarne faze koja nije hemijski vezana za stopljenu siliku, 0,20 pm.

Prema literaturi, ova kolona omogucuje maksimalnu rezoluciju geometrijskih (cis i trans) i

pozicionih izomera masnih kiselina (Juanéda, 2007, Delmonte & Rader 2007, David et al.,

2005).

2.6.3.1.1. Debljina filma stacionarne faze

Varijacije debljine filma pri konstantnom unutra$njem pre¢niku i duzini kolone pruzaju

korisniku moguénost ispunjavanja specijalnih separacionih zahteva.
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Debljina sloja stacionarne likvidne faze (df) znacajno uti¢e na visinu ekvivalenta
teorijskog poda, odnosno na efikasnost hromatografskog razdvajanja. Kako je po Van
Deemterovoj jednacini visina ekvivalenta teorijskog poda upravo proporcionalna kvadratu
debljine sloja stacionarne likvidne faze, sa smanjenjem d¢ dolazi do znacajnog povecanja
efikasnosti hromatografskog razdvajanja.

Pravilo je da se deblji filmovi koriste za isparljive komponente, a tanji za komponente
sa visokom tackom klju¢anja. Kolone sa debljinom filma < 1,0 um koriste se za razdvajanje
komponenti sa veoma niskom tatkom kljucanja. Za odredivanje ostalih komponenti u tragovima
GC-MS analizom koriste se kolone sa debljinom filma od oko 0,1-0,2 um. Kolone sa tanjim
filmom omogucavaju rad pri viSim temperaturnim opsezima bez krvarenja kolone, ali im je

kapacitet niZi.

2.6.3.2. Kapacitet kolone

Pod kapacitetom kolone se podrazumeva maksimalna koli¢ina analita sa kojim faza
moze da bude ispunjena. Ukoliko se u kolonu unese veca koli¢ina uzorka dolazi do pojave
asimetri¢nih i razvucenih pikova. Kapacitet kolone zavisi od: unutrasnjeg precnika, debljine
filma i rastvorljivosti supstance u stacionarnoj fazi. Sto je veéi unutrasnji pre¢nik kolone i

debljina filma to je veci i kapacitet kolone, ali je efikasnost razdvajanja manja.

2.6.4. VezivanjeGC i MS

Kao $to je ve¢ napomenuto, osnovni problem pri vezivanju GC i MS bila je velika
razlika pritisaka. Dok u MS vlada visoki vakuum, na izlazu iz GC kolone pritisak je nesto iznad
atmosferskog. Da bi se ova razlika pritisaka kompenzovala i istovremeno povecala
koncentracija analita koji dospevaju u jonski izvor masenog spektrometra, Koristili su se
separatori. Zadatak separatora je selektivno uklanjanje malih molekula (atoma) gasa nosaca iz
eluata i propustanje znatno veéih organskih molekula u jonski izvor. Problem je §to neminovno
dolazi i do gubitka analita i to u visokom procentu (oko 40-80%).

Razvojem kapilarnih kolona omoguceno je direktno vezivanje, odnosno uvodenje
analita iz kolone u jonski izvor, tako da separatori danas imaju samo istorijski znacaj.

Danas samo GC sistemi koji koriste punjene kolone sa protokom oko 10 ml/min, ili
»megabore* kapilarne kolone (i.d .= 0,53 mm) zahtevaju poseban naéin vezivanja GC i MS,

odnosno takozvano otvoreno split-vezivanje (open split coupling) (Hubschmann, 2001).
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Kod direktnog vezivanja, kraj kapilarne kolone se direktno uvodi u jonski izvor

masenog spektrometra tako da celokupna koli¢ina analita dospeva u MS $to je od izuzetnog

znacaja pri analizi supstanci u tragovima. Osnovni nedostaci direktnog vezivanja su:

pri zameni kolone mora se iskljuciti maseni spektrometar,

protok gasa nosaca u jonskom izvoru nije konstantan jer zavisi od primenjenog
GC temperaturnog programa kao i od dimenzija kolone,

ne mogu se direktno porediti retenciona vremena dobijena upotrebom klasi¢nih
detektora i

izbor kolone (dimenzije), kao i optimalni protok su limitirani na maksimalni

protok pri kojem maseni spektrometar moZe da radi.

2.6.5. Jonski izvor

Osnovna uloga jonskog izvora je obrazovanje jona ¢iji sastav mora odgovarati sastavu

uzorka. Pored toga jonski izvor mora da omoguci nastajanje §to veceg broja jona iz neutralnih

Cestica kako bi se povecala osetljivost, odnosno smanjila potrebna koli¢ina uzorka; nastali joni

moraju imati S$to uniformniju energiju; jonska struja mora biti stabilna i fon (joni i ¢estice koji

ne poticu iz uzorka) jonskog izvora mora biti §to manji (Marsel, 1977).

Proces jonizacije je sloZen zbog viSka unutradnje energije koja se saopStava molekulu

uzorka, usled Cega dolazi do pojave razliitih vrsta jona u masenom spektru kao $to su:

molekulski joni, fragmentni joni, preuredeni joni, viSestruko naelektrisani joni i metastabilni

joni. Svaki od nastalih jona u masenom spektru nosi odredene informacije o uzorku i time

omogucuje kvalitativnu analizu, odnosno identifikaciju nepoznatog jedinjenja.

Postoji velik broj jonizacionih tehnika, neke od njih su:

Jonizacija elektronima (Electron Impact — EI)

Hemijska jonizacija (Chemical lonization — CI)

Jonizacija u elektri¢nom polju (Field lonization — FI)
Jonizacija desorpcijom (Field Desorption — FD)

Jonizacija varnicom (Spark Source — SS)

Bombardovanje atomima (Fast atom bombardment — FAB)

Jonizacija potpomognuta laserskom desorpcijom iz matriksa (Matrix Assisted

Laser Desorption lonization — MALDI).

Izbor tehnike jonizacije pre svega zavisi od cilja analize, kao i od vrste uzorka. Ipak,

moze se re¢i da je jonizacija elektronima standardna jonizaciona tehnika u GC-MS.
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Jonizacija elektronima je najces$ce koriS¢ena jonizaciona tehnika. Jonski izvor za
jonizaciju elektronima (slika 2.12.) se sastoji iz evakuisane komore na ¢ijoj se jednoj strani
nalazi filament — usijano vlakno od volframa ili renijuma (katoda), a na suprotnoj, pozitivno
naelektrisana plo¢a (anoda). Usijana katoda emituje elektrone koje privlaci anoda pri ¢emu je
energija elektrona odredena razlikom potencijala izmedu elektroda. Koristi se visoka energija
elektrona (70 eV) usled Cega nastaje veoma velik broj jona. Kako bi se povec¢ala verovatnoca
sudara elektrona i molekula u jonski izvor se postavlja permanentni magnet ¢ije je magnetno
polje upravno na elektricno. Rezultantno elektricno i magnetno polje uzrokuje helikoidalnu
putanju elektrona, ¢ime se povecava verovatnoc¢a nastajanja molekulskih jona. Obrazovani joni
se potiskuju iz jonskog izvora i na putu ka masenom analizatoru nailaze na uzani razrez. Izmedu
jonske komore i razreza postoji potencijalna razlika od 2000-10000 V, usled Cega se joni

ubrzavaju i ulaze u maseni analizator.
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Slika 2.12. Jonizacija elektronima
Jonizacija elektronima spada u takozvane ,,teSke“ jonizacione tehnike jer zbog visoke

primenjene energije nastaje veoma velik broj jona. Molekulski jon je obi¢no slabog intenziteta i

tesko se uocava, ali zato prisustvo velikog broja ostalih jona omogucava ispitivanje strukture
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molekula. Sve komercijalno dostupne baze podataka (biblioteke) sadrZze masene spektre
dobijene jonizacijom elektronima (Hibschmann, 2001).

Za dobijanje ujednacenih masenih spektara neophodan je korektan rad jonskog izvora,
te on mora biti Cist 1 temperaturno uravnotezen. Promene protoka gasa nosaca takode uti¢u na
rad jonskog izvora.

Pri odredivanju masnih kiselina GC-MS gotovo isklju¢ivo se primenjuje jonizacija
elektronima, pri ¢emu je osnovni problem nemoguénost razlikovanja masenih spektara
pozicionih i geometrijskih izomera metilestara mono- i polinezasi¢enih masnih kiselina.
Upotrebom specifi¢nih kapilarnih kolona, na kojima se moze posti¢i razdvajanje pozicionih i

geometrijskih izomera, ovaj problem se prevazilazi.

2.6.6. Maseni analizator

Osnovni zadatak masenog analizatora je da jone nastale u jonskom izvoru razdvoji na
osnovu njihovog odnosa mase i naelektrisanja (m/z), tako da on predstavlja najznacajniji deo
masenog spektrometra. Kada je re¢ o kombinaciji GC-MS, najceS¢e koriS¢eni maseni

analizatori su:

e Kuvadrupolni analizator,

e Jon trap analizator (IT),

e Analizator na bazi vremena preleta (Time Of Flight — TOF),
e Analizator sa dvostrukim fokusiranjem i

e Magnetni analizator.

Izbor masenog analizatora zavisi pre svega od njegovih karakteristika: rezolucije (moci
razdvajanja), opsega masa koji moZe biti analiziran i brzine snimanja masenog spektra.

Znacajnija karakteristika masenog analizatora je njegova rezolucija (R) koja je teoretski
definisana kao najmanja razlika masa koje se joS mogu razdvojiti. Maseni analizatori se dele na
one sa visokom rezolucijom (R>10000) i sa niskom rezolucijom (razdvajanje na osnovu
nominalnih masa, jedini¢na masena rezolucija).

Odredivanje rezolucije nekog masenog spektrometra u praksi se izvodi na osnovu

dimenzija snimljenog signala (pika). Rezolucija se izratunava po izrazu 6:

X

m
r=—2." 6
b,, Am [6]
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gde je: m —nominalna masa merenog pika
Am —razlika masa izmedu dva pika
x — rastojanje izmedu maksimuma pikova i

b;,»— Sirina pika na polovini visine.

Ipak u praksi se mnogo ¢eS¢e koristi manje tatna definicija za rezoluciju, odnosno
takozvana definicija udoline (Marsel, 1977), po kojoj su dva susedna pika razdvojena ukoliko je

visina doline izmedu njih manja od 10% (slika 2.13.).

Slika 2.13. Odredivanje rezolucije po definiciji udoline

Za kvalitativna i kvantitavna odredivanja primenom GC-MS, potrebna je rezolucija od
200 do 1000, odnosno maseni spektrometar niske rezolucije, dok je za odredivanje tacnih masa
jona neophodno koristiti MS visoke rezolucije koja se obiéno postize sa masenim analizatorom
sa dvostrukim fokusiranjem.

Kvadrupolni maseni analizator se najceS¢e koristi pri kombinaciji kapilarne gasne
hromatografije i masene spektrometrije. Ovaj tip analizatora je kori$¢en i u ovom radu, te je

detaljnije opisan.

Kvadrupolni maseni analizator (filtar) je najzastupljeniji pre svega zbog sledecih
karakteristika:

e radi pri relativno niskom vakuumu (10" mbar),

e brzina skeniranja je velika,

o visoka osetljivost (velik broj jona nastalih u jonskom izvoru stiZze do detektora),

e rutinske analize se izvode u opsegu do vrednosti m/z = 500-3000, Sto predstavlja
oblast ispitivanja prakti¢no svih proteina i biomolekula,

e male dimenzije i

e relativno niska cena.
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Moze se re¢i da je zbog navedenih karakteristika ovaj tip analizatora idealan za
vezivanje sa gasnim hromatografom.

Kvadrupolni analizator (slika 2.14.) se sastoji od ¢etiri paralelne elektrode (duzine 10—
25 cm) kojima se saopStava osnovni potencijal koji se sastoji od dc — jednosmernog i ac —

naizmeni¢nog potencijala (izraz 7):

@ =U+ Vcos wt [7]

gde je: @ —oshovni potencijal
U - jednosmerni potencijal
V — amplituda naizmeni¢nog potencijala,
w — frekvencija naizmeni¢nog potencijala i

t—vreme.

Osnovni potencijal dve susedne elektrode razlikuje se samo po predznaku (+@ i —®). Za
zadate vrednosti U, V' i w samo joni odredene m/z vrednosti imaju stabilnu putanju (kre¢u se
stoje¢im trodimenzionalnim talasom) i prolaze kroz kvadrupolni filtar, dok ostali bivaju
razelektrisani na elektrodama.

Naime, joni pod dejstvom kvadrupolnog polja osciluju u pravcu X i y ose, i kako
poseduju neku pocetnu brzinu zbog potiskivanja iz jonskog izvora oni ¢e oscilovati u pravcu z
ose duZ elektroda do detektora (kolektora). Da bi joni stigli na kolektor moraju oscilovati duz
pravca z takvom amplitudom da ne budu privuéeni od strane elektroda.

Prakti¢no pod dejstvom radiofrekventnog potencijala joni odredenog odnosa m/z bivaju
naizmenic¢no fokusirani u razli¢itim ravnima. U prvoj polovini radiofrekventnog ciklusa gornja
i donja elektroda su na pozitivnom potencijalu, dok su leva i desna na negativhom
potencijalu, usled ¢ega joni bivaju potisnuti u horizontalnu ravan. U drugoj polovini ciklusa
polarnost elektroda je obrnuta, $to menja elektri¢no polje i fokusira jone u vertikalnoj ravni.

Usled ovakvog dejstva kvadrupolnog polja dolazi do sloZenog kretanja jona, odnosno
nastaje trodimenzionalni talas. Amplituda trodimenzionalnog talasa zavisi od odnosa m/z datog
jona, primenjenog potencijala i frekvencije naizmeni¢nog potencijala, te kvadrupolno polje
propusta samo odredene jone.

Izborom odgovaraju¢e frekvencije radiofrekventnog polja i potencijala, kvadrupolni
analizator deluje kao filter za vece jone. Joni ve¢eg odnosa m/z prolaze kroz analizator (stizu do
detektora), dok joni manjih odnosa m/z imaju vece ubrzanje pa im je amplituda talasa veca, te
bivaju privuceni od strane elektroda. Jednosmerni napon, koji se takode saopstava elektrodama,

u kombinaciji sa naizmeni¢nim deluje kao filtar za propustanje manjih jona. S obzirom da oni
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brzo reaguju na promene radiofrekventnog polja, kretanje jona sa manjim odnosom m/z je
dominantnije sa promenom ovog polja, jer se brze refokusiraju sa promenom polariteta, tako da
jednosmerni napon ne uti¢e znacajno na ove jone. Joni vec¢eg odnosa m/z se ne refokusiraju tom
brzinom tokom radiofrekventnog ciklusa, tako da jednosmerni potencijal ima mnogo ve¢i uticaj
na njihovu putanju, polako se usmeravaju dalje od centra kvadrupola, tako da pri kraju
analizatora bivaju privuceni od strane elektroda.

Snimanje masenog spektra se izvodi promenom jednosmerne i naizmenicne

komponente napona, pri ¢emu je njihov odnos konstantan (Silverstein & Webster, 1997).

Kvadrupolni analizator spada u analizatore niske rezolucije. Rezolucija kod ovih
instrumenata zavisi pre svega od poloZaja i radijalne brzine jona koji stizu u analizator, kao i od
geometrije i poloZaja elektroda koja mora biti vrlo precizna, a sama povrsina elektroda dobro
provodljiva (ve¢ tragovi ulja od pumpi, onecis¢enja iz GC kolone ili uzorka na povrsini mogu
poremetiti simetriju elektri¢nih polja i time uticati na performanse spektrometra). Za postizanje
visoke rezolucije bile bi potrebne uniformne i paralelne elektrode od viSe metara sa tolerancijom

od nekoliko mikrometara.

Rezonantni jon
Nerezonantni jon B

~
-

Detektor

Jonski izvor

Slika 2.14. Kvadrupolni analizator
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2.6.7. Detektori masenih spektrometara

Nakon razdvajanja jonskih vrsta u masenom analizatoru, njihovo prisustvo je potrebno
detektovati, a koli¢inu izmeriti. Detekcija se najéeS¢e izvodi elektricnim putem, merenjem
ukupne jonske struje (abundance). Dva najc¢e$ce koriS¢ena detektora su: elektronmultiplikator
(electron multiplier) i fotomultiplikator (photomultiplier conversion dynode).

Princip rada elektronmultiplikatora zasniva se na upotrebi viSe uzastopnih ,,Faradejevih
kapa“, dinoda (8-20) sa rastu¢im potencijalom. Jonski zrak iz masenog analizatora (sa
energijom 4000-8000 eV) pada na elektrodu (,,Faradejeva kapa“) multiplikatora i izbija
elektrone (obi¢no 1-2 elektrona po jonu). Oni se ubrzavaju prema slede¢oj ,,Faradejevoj kapi“
koja je na viSem pozitivnom potencijalu u odnosu na prethodnu, usled ¢ega dolazi do emisije jo$
veceg broja elektrona, i tako redom. Elektronmultiplikator ostvaruje pojacanje ulaznog signala
do 10", §to mu obezbeduje visoku osetljivost. Najveéa osetljivost se postize pri maksimalnom
naponu od 3000 V, ali rad na ovako visokom naponu znatno smanjuje vek trajanja samog
detektora.

Za razliku od elektronmultiplikatora, kod fotomultiplikatora joni koji izlaze iz masenog
analizatora bivaju prevedeni u fotone i potom detektovani. Fotomultiplikator ima duZi vek

trajanja u odnosu na elektronmultiplikator, ali manju osetljivost.

2.6.8. Vakuumski sistem

Svi maseni spektrometri rade pri visokom vakuumu, kako bi se redukovala mogucnost
sudara jona nastalih u jonskom izvoru sa drugim molekulima u masenom analizatoru.

Svaki sudar bi mogao uzrokovati dalje reakcije jona, usled Cega bi se dobijali
neadekvatni maseni spektri, odnosno interferencije bi bile velike. U zavisnosti od geometrije
samog uredaja neophodno je obezbediti vakuum, odnosno pritisak reda veli¢ine 102-10" mbar,
zbog Cega je neophodno koris¢enje dve pumpe: predpumpe i osnovne pumpe. Mehanicka
predpumpa smanjuje pritisak na 10 mbar, nakon &ega se ukljucuje druga pumpa. Kao osnovne
pumpe se koriste difuzione ili turbomolekularne pumpe. Osnovna prednost turbomolekularnih
pumpi je da ne sadrZe ulje, tako da ne dolazi do kontaminacije masenog analizatora. Stoga

novije generacije GC-MS instrumenata koriste turbomolekularne pumpe.
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2.6.9. Uloga rac¢unara u GC-MSanalizi

Racunar, koji se nalazi u sklopu sistema GC-MS, ima dvostruku ulogu:

1. kontrole rada GC i MS i
2. prikupljanja i obrade podataka.

Racunar u GC-MS analizi ima slede¢e zadatke: kontrola i vodenje rada instrumenata;
snimanje i primarna obrada spektara; interpretacija, katalogizacija i prepoznavanje spektara;
teorijska interpretacija i prikazivanje spektara i hromatograma i numericko racunanje vezano za
primenu MS i kvantifikaciju hromatograma od integracije do racunanja sadrzaja razliCitim
metodama.

Pri tome ra¢unar mora ,,preduzeti* sledece korake:

e daigraulogu ,,inteligentnog” sistema za registrovanje, sortiranje i obradu spektara i

hromatograma,

e da u izvesnoj meri zameni ili barem pojednostavi "posluzivanje” MS

(automatska regulacija),
e da preuzme velikim delom interpretaciju dobijenih spektara i

e da preuzme velikim delom interpretaciju dobijenih hromatograma.

Da bi se sve to moglo ostvariti, raéunaru su pored podataka iz MS potrebni i drugi
izvori informacija (dokumentacija, komercijalne i sopstvene banke podataka).

S obzirom na veliki broj podataka koji se dobija tokom GC-MS analize, veoma bitna
karakteristika racunara je velika brzina zapisivanja podataka, tako da je razvoj raCunarskih

sistema veoma doprineo razvoju i ekspanziji GC-MS.

2.6.10. Kalibracija masenog spektrometra

Maseni spektrometar je spreman za rad nakon uravnoteZenja, odnosno postizanja
stabilne temperature i pritiska. Minimalno potrebno vreme za uravnotezenje MS je 4 Casa
(HP59970 MS ChemStation Handbook, 1998), ali u praksi se naj¢es¢e uravnoteZenje izvodi

tokom 24 ¢asa.
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U cilju postizanja optimalnih rezultata GC-MS analizom neophodno je izvesti
kalibraciju masenog spektrometra nakon njegovog uravnoteZenja. Proces Kalibracije je
neophodan da bi se mogla izvoditi pouzdana kvalitativna analiza, odnosno poredenje dobijenog
masenog spektra sa masenim spektrima u biblioteci, odnosno bazi podataka (Hibschmann,
2001).

Kao referentna supstanca za kalibraciju kvadrupolnih i ion trap instrumenata najcesce se
koristi perfluorotributilamin — PFTBA (Hubschmann, 2001).

Tokom kalibracije dolazi do podeSavanja brojnih parametara masenog spektrometra kao
Sto su napon ili struja u jonskom izvoru, masenom analizatoru i detektoru
(elektronmultiplikatoru), u cilju podeSavanja same ,,masene“ skale. Kalibracija se najcesce
izvodi automatski, odnosno kori§¢enjem programa proizvodaca opreme (autotune).

Tokom kalibracije naj¢esée dolazi do podeSavanja i optimizacije parametara slede¢ih

delova masenog spektrometra (HP59970 MS ChemStation Handbook, 1998):

Jonski izvor

o Repeler — u cilju postizanja optimalne osetljivosti i rezolucije podeSava se optimalni
napon repelera. Naime, ukoliko je napon repelera nizak mali broj jona ¢e izlaziti iz
jonskog izvora i ulaziti u analizator, tako da ¢e osetljivost biti mala. Sa druge strane,
ukoliko je napon previsok, veliki broj jona velikom brzinom izlazi iz jonskog izvora
u analizator usled ¢ega ¢e rezolucija biti losa.

e Fokusirajuce so¢ivo (ion focus lens) — koristi se u cilju postizanja iste osetljivosti za
jone razli¢itih masa. Povecanjem napona raste osetljivost za jone sa manjom
masom, a smanjenjem raste osetljivosti za jone veéih masa.

e Izlazno socivo iz jonskog izvora, odnosno ulazno u analizator, (entrance lens) — ima
dva razli¢ita parametra. Entrance lens gain — primenjuje se variraju¢i napon u
zavisnosti od mase jona. Entrance lens offset — primenjuje se konstantan napon Kkoji
u stvari limitira prethodni parametar. Sa povecanjem ovog napona dolazi do
poveéanja abundance jona sa manjim masama, ali ne dolazi do smanjenja

abundance jona sa ve¢im masama.
Maseni analizator
e AMU gain — utice na odnos jednosmernog i radiofrekventnog napona, odnosno

kontroli$e Sirinu masenog pika. Sto je veca vrednost ovog parametra maseni pikovi

SU UZi. Promene ovog parametra mnogo vise uti¢u na pikove jona sa ve¢im masama.
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e AMU offset — ovaj parametar takode utiCe na odnos jednosmernog i
radiofrekventnog napona, odnosno kontroliSe Sirinu masenog pika, s tom razlikom
Sto promene ovog parametra podjednako uti¢u na Sirinu pika (bez obzira na njegovu
masu).

e Sirina pika mase 219 — ovaj parametar dovodi do malih promena Sirine pika mase
219 elektricnim putem. Kada se ovaj signal promeni dolazi do ponovnog

podeSavanja AMU gain i AMU offset parametara.

Detektor

e Napon elektronmultiplikatora — krece se u intervalu od 1200 do 3000 V. Optimalna

vrednost zavisi od broja dinoda, a najéesée je 1500-1800 V.

Tokom kalibracije prikupljaju se svi podaci i bivaju sacuvani u vidu tabele (izvestaja),
na osnovu ¢ega analitiCar koriste¢i dijagnosticke kriterijume zakljucuje u kakvom stanju se
nalazi maseni spektrometar.

Promene temperature jonskog izvora u velikoj meri uti¢u na kalibraciju (Hiibschmann,
2001). Temperaturne promene su Ceste dok se ne postigne visoka stabilnost, Sto moze trajati

nedeljama. Zato je neophodno izvoditi kalibraciju masenog spektrometra svakodnevno.

2.6.11. Mernetehnikeu GC-M S analizi

Pri radu sa kvadrupolnim masenim spektrometrom moguéa su dva nac¢ina prikupljanja

podataka tokom hromatografske analize:

1. SCAN - snimanje kompletnog masenog spektra i

2. SIM (Selected lon Monitoring) — pracenje odredenih jona.

SCAN tehnika podrazumeva snimanje kompletnog masenog spektara, odnosno
pracenje masa u odredenom opsegu (npr. m/z 30-500) uz simultano pracenje retencionog
vremena $to omogucuje identifikaciju analita na osnovu masenog spektra i retencionog
vremena. Ova tehnika se prvenstveno koristi za kvalitativnu anlizu.

Osetljivost koja se postize SCAN tehnikom u kvantitativnoj analizi zavisi od efikasnosti
jonskog izvora, stanja analizatora i najvise od vremena pracenja jona (dwell time). Kod SCAN

tehnike vreme pracenja pojedinaéne mase je odredeno zadatim masenim opsegom (npr. m/z 50—
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550) i brzinom skeniranja (npr. 500 ms). Tokom jednog ciklusa svaka masa iz zadatog opsega
se registruje samo jednom, a ciklusi se ponavljaju tokom hromatografisanja.

Tipicna osetljivost kvadrupolnih masenih spektrometara je oko 1 ng za ve¢inu supstanci
(Hiibschmann, 2001). U praksi se najcesce Koristi brzina skeniranja od 0,5-1 scan/s.

Ukupne abundance sabrane tokom analize, prikazane u funkciji vremena predstavljaju
totalni jonski hromatogram (TIC), koji kao i svi hromatogrami dobijeni tehnikom pri
konstantnoj duZini, sadrZi podatke o kvalitetu (retenciona vremena) i podatke o kvantitetu
(povrSina zahvaéena pikom). Svaka tacka u TIC predstavlja zbir abundanci svih detektovanih
jona, a istovremeno u memoriji ra¢unara (najéeS¢e na hard disku) za svaku ta¢ku postoji ceo
maseni spektar dobijen SCAN tehnikom. Na bazi ovih podataka moguce je prikazati i jonski
hromatogram (IC). Upotrebom IC znatno se povecava selektivnost, ¢ak i kod pikova koji se

preklapaju u velikoj meri, ukoliko su karakteristi¢ni joni posmatranih komponenti razli¢iti.

SIM tehnika — detektuju se samo m/z vrednosti jona reprezentativnih za odredeni
molekul, tako da se povecava vreme pracenja odredenog jona, a samim tim i osetljivost za 100
do 1000 puta, tako da se SIM tehnika prvenstveno koristi za kvantitativna odredivanja i to
elemenata u tragovima.

Pre izvodenja analize SIM tehnikom neophodno je izvesti analizu SCAN tehnikom koja
je osnov za optimizaciju uslova SIM tehnike. Karakteristicne veli¢ine koje treba odabrati su:
karakteristicni joni za pojedinatne komponente, vreme pocetka snimanja jona (start time) i
vreme pracenja jona (dwell time), tako da je neophodno poznavati izgled masenog spektra i
samog hromatografskog pika za svaku posmatranu komponentu.

Pri odredivanju komponenti u tragovima SIM tehnika se koristi i za kvalitativno
odredivanje. S obzirom da identifikacija nije mogucéa poredenjem masenih spektara osnovna
kvalitativna karakteristika je retenciono vreme, a za potvrdu se koriste relativni intenziteti
odabranih jona i masa molekulskog jona, naravno ako je razli¢ita od mase ostalih molekulskih
jona odredivanih komponenti.

Pri odredivanju masnih kiselina SIM tehnika se veoma retko koristi. Pojedini autori
preporucuju primenu ove tehnike za pouzdano odredivanje masnih kiselina koje se javljaju u
malim koli¢inama (ispod 1%) kao Sto su razgranate masne kiseline (Thurnhofer & Vetter, 2005;
Thurnhofer et al., 2008). Medutim, nedostatak SIM tehnike je to $to se jednom razvijena metoda
ne moze u potpunosti preneti na drugi instrument zbog razli¢itih parametara kao §to su dizajn
jonskog izvora i njegova temperatura. Metoda razvijena na jednom instrumentu ne moze se
primenjivati duZi vremenski period jer se stanje jonskog izvora menja sa vremenom, $to za

posledicu ima promenu relativnih intenziteta odabranih jona.
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2.6.12. PBM (Probability Based Matching) sistem

Pri identifikaciji komponenata, u okviru masene spektrometrije izvedene SCAN
tehnikom, Cesto se koristi postupak vrednovanja na bazi verovatnoce, koji je zasnovan na
McLafferty-jevom algoritmu (McLafferty, 1980). PBM identifikacija se zasniva na poredenju
nepoznatih spektara sa referentnim spektrima, koji se nalaze u postojecoj ili ranije formiranoj

bazi podataka.
Dve karakteristike bitno razlikuju PBM sistem od ostalih sistema pretraZivanja:

e PBM sistem istice znacaj vrednovanja kako mase, tako i abundance pri odabiru
najznacajnijih pikova referentnog masenog spektra i
e PBM sistem primenjuje reversnu metodu pretrazivanja, $to omoguéava

uporedivanje celokupnog sadrzaja biblioteke sa nepoznatim spektrom.

Reversnim pretrazivanjem se utvrduje da li su pikovi u referentnom masenom spektru
prisutni u masenom spektru analita (HP59970 MS ChemStation Handbook, 1998). ViSak pikova
u nepoznatom spektru se ignoriSe, Sto znaci da maseni spektri smeSe komponenata mogu biti
analizirani.

Za razliku od PBM sistema, vec¢ina drugih sistema primenjuje metodu pretraZivanja
unapred, koja podrazumeva poredenje nepoznatog masenog spektra sa bibliotekom poznatih
spektara.

U praksi, procenat verovatnoce koji se dobija PBM pretrazivanjem u velikoj meri zavisi
od kvaliteta masenog spektra koji zavisi od uslova pod kojima je analiza izvedena, izbora
masenog spektra sa pika (uzlazni deo, maksimum ili silazni deo), koncentracije analita, kao i
tipa masenog spektrometra. Zbog toga se u komercijalnim bazama podataka nalazi veci broj
masenih spektara istog jedinjenja. I pored toga, mogucée su greSke u identifikaciji ukoliko se
koristi samo komercijalna baza podataka, naroCito u slu¢ajevima kada se ispitivano jedinjenje
ne nalazi u kori$¢enoj biblioteci. Zbog toga je komercijalne baze podataka najbolje dopuniti
sopstvenim eksperimentalnim podacima, odnosno masenim spektrima dobijenim analizom

standardnih supstanci i uzoraka.
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3. Eksperimentalni deo

3.1. Aparatura

U radu je koris¢ena sledeca aparatura:

1. Gasni hromatograf Hewlett Packard (HP) 5890, serija, A sa prate¢com opremom

2. Kapilarna kolona: SP-2560, duzinaxunutras$nji pre¢nik: 100 m x 0,25 mm, materijal Fused
Silica, debljina filma stacionarne likvidne faze 0,20 um, hemijski nevezana faza visoke
polarnosti, bis-cijanopropil-polisiloksan

3. Maseni detektor Hewlett Packard 5971A, sa prate¢om opremom

4. MikroSpricevi
4.1. mikroSpric Hamilton 7000.5, V = 0,5 ul
4.2. mikroSpric Hamilton 7001, V =1 ul

5. Modifikovana mikrotalasna pe¢nica za domacinstvo LG 800W

6. Aparatura za ekstrakciju po Soxhlet-u

7. Vakuum uparivac

3.2. Hemikalije, reagens i standardi

. n-heksan, Centrohem, Stara Pazova

. Kalijum-hidroksid, Zorka, Sabac

. Hlorovodoniéna kiselina, Zorka, Sabac
. Metanol, Zorka, Sabac

. Natrijum-sulfat bezvodni, Merck

. rastvor 2 mol/dm* KOH u metanolu

o O A WDN P
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7. rastvor 1 mol/dm? HCl u metanolu
8. FAME Mix RM-1, SUPELCO, Bellefonte, PA, USA, Cat. No. 07006-1AMP: Methyl
Palmitate, Methyl Stearate, cis-9-Oleic Methyl Ester, Methyl Linoleate, Methyl Linolenate,
Methyl Arachidate
9. Grain Fatty Acid Methyl Ester Mix, Catalog No. 47801, SUPELCO, Bellefonte, PA, USA,

10 mg/cm® FAME standardne smeSe u metilenhloridu:

Caprylic Acid Methyl Ester (C8:0)

Capric Acid Methyl Ester (C10:0)

Lauric Acid Methyl Ester (C12:0)
Tridecanoic Acid Methyl Ester (C13:0)
Myristic Acid Methyl Ester (C14:0)
Myristoleic Acid Methyl Ester (C14:1n9¢)
Pentadecanoic Acid Methyl Ester (C15:0)
Palmitic Acid Methyl Ester (C16:0)
Palmitoleic Acid Methyl Ester (C16:1n9¢)
Heptadecanoic Acid Methyl Ester (C17:0)
Stearic Acid Methyl Ester (C18:0)

Elaidic Acid Methyl Ester (C18:1n97)
Oleic Acid Methyl Ester (C18:1n9c¢)
Linoleic Acid Methyl Ester (C18:2n6¢)
Arahidic Acid Methyl Ester (C20:0)

cis-11-Eicosenoic Acid Methyl Ester (C20:1)

Linoleic Acid Methyl Ester (C18:3n3)
Behenic Acid Methyl Ester (C22:0)
Erucic Acid Methyl Ester (C22:1n9)

1,9%
32%
6,4 %
32%
32%
19%
19%
13,0%
6,4 %
32%
6,5 %
2,6%
19,6 %
13,0%
19%
1,9%
6,4 %
19%
19%

10. Supelco 37 Component FAME Mix, SUPELCO, Bellefonte, PA, USA, 10 mg/cm? total, u
metilenhloridu, Cat. No. 47885-U:

© © N o 0 A w DN PR

=
©

Butyric Acid Methyl Ester (C4:0)
Caproic Acid Methyl Ester (C6:0)
Caprylic Acid Methyl Ester (C8:0)
Capric Acid Methyl Ester (C10:0)
Undecanoic Acid Methyl Ester (C11:0)
Lauric Acid Methyl Ester (C12:0)
Tridecanoic Acid Methyl Ester (C13:0)
Myristic Acid Methyl Ester (C14:0)
Myristoleic Acid Methyl Ester (C14:1)
Pentadecanoic Acid Methyl Ester (C15:0)
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11. cis-10-Pentadecenoic Acid Methyl Ester (C15:1) 2%
12. Pamitic Acid Methyl Ester (C16:0) 6%
13. Pamitoleic Acid Methyl Ester (C16:1) 2%
14. Heptadecanoic Acid Methyl Ester (C17:0) 2%
15. cis-10-Heptadecenoic Acid Methyl Ester (C17:1) 2%
16. Stearic Acid Methyl Ester (C18:0) 4%
17. Elaidic Acid Methyl Ester (C18:1n9) 2%
18. Oleic Acid Methyl Ester (C18:1n9¢) 4%
19. Linolelaidic Acid Methyl Ester (C18:2n6r) 2%
20. Linoleic Acid Methyl Ester (C18:2n6¢) 2%
21. Arachidic Acid Methyl Ester (C20:0) 4%
22. vy-Linolenic Acid Methyl Ester (C18:3n6) 2%
23. cis-11-Eicosenoic Acid Methyl Ester (C20:1) 2%
24. Linolenic Acid Methyl Ester (C18:3n3) 2%
25. Heneicosanoic Acid Methyl Ester (C21:0) 2%
26. cis-11,14-Eicosadienoic Acid Methyl Ester (C20:2) 2%
27. Behenic Acid Methyl Ester (C22:0) 4%
28. cis-8,11,14-Eicosatrienoic Acid Methyl Ester (C20:3n6) 2%
29. Erucic Acid Methyl Ester (C22:1n9) 2%
30. cis-11,14,17-Eicosatrienoic Acid Methyl Ester (C20:3n3) 2%
31. Arachidonic Acid Methyl Ester (C20:4n6) 2%
32. Tricosanoic Acid Methyl Ester (C23:0) 2%
33. cis-13,16-Docosadienoic Acid Methyl Ester (C22:2) 2%
34. Lignoceric Acid Methyl Ester (C24:0) 4%
35. c¢is-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic Acid Methyl Ester (C20:5n3) 2%
36. Nervonic Acid Methyl Ester (C24:1) 2%
37. cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenocic Acid Methyl Ester (C22:6n3) 2%
3.3. Uzorci

U okviru ovog rada andizirano je 273 uzoraka prikupljenih u periodu od juna 2006. do
juna 2009. godine. Odabrani su uzorci u kojima se ocekivalo prisustvo #rans masnhih kiselina,
odnosno oni uzorci koji uobiGajeno sadrze parcijalno hidrogenovana ulja i masti. Uzorci su
dobijeni direktno od proizvodaca, ili su uzeti sa trzista iz razli¢itih marketa na podrucju Novog
Sada. Svi uzorci su ¢uvani pri deklarisanim uslovima i analizirani su pre isteka rokatrgjanja.

Uzorci su podeljeni u sledeée grupe: jestiva ulja, namenske masti, masna punjenja,

industrijski margarini, margarini za domacinstvo, jestivi margarini, mle¢ni proizvodi i
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konditorski proizvodi koji su obuhvatali slano traino pecivo, ¢ajno pecivo, tvrdi keks, vafel

proizvode, ¢okoladne proizvodei karamele.

U tabeli 3.1. dat je prikaz vrste uzoraka po grupama, dok je u tabeli 3.2. dat pregled

broja uzoraka po grupama koris¢enih u ovom radu uz naznaku proizvodaca.

Tabela 3.1. Pregled vrste uzoraka po grupama

Grupa uzoraka Vrsta uzoraka
Ulja suncokretovo, maslinovo, pamino i kokosovo ulje
Jestivi dobro jutro margarini: mle¢ni, dijet, lite, omegol i sa medom; rastimo, softi, laki,
margarini prijatno, rama classic, ramajoghutr, sunce soft, sunce sendvi¢, polimark: extra i krem
Margarini za stoni margarini: classic, dijavit, panorama, margavita light, margavita sa aromom
domacdinstvo slatke pavlake; te¢ni margarin
margarini zalisnatatesta: alfa, alfat+, aristo primure, aloha croissanti argenta croissant
Industrijski hydro free; margarini za kvasnalisnatatestavitg; margarini za konditorsku industriju:
margarini condy, gama, argenta pastry, argenta pastry HF i argenta pastry FF hydro fats;
idustrijski margarini bez naznake upotrebe: biopek, unipek, liveni stoni margarin i
liveni stoni M margarin
jestive rafinisane biljne masti tacke topljenja 28—30°C, 30-32°C, 32—-34°C, 34-36°C,
Namenske 36-38°C i 38—40°C; jestive rafinisane biljne masti C, K, KM, S1, S2, S2V, SSH-EM,
masti EK, SSH 34, SSH 34-E, SM, P, V, vitalpek i vitalina; palmstearin; rafinisanai
hidrogenizovana kokosova mast i rafinisana pal mina mast
Hesie bono, pionir, efekt: 03, 03LT, 40LT i 60LT
punjenja
Milecni . .
. : punomasno mleko u prahu, maslac, krem madac, krem sir, fetasir i biljni sir
proizvodi
JOS: ugli¢i, perece, ribice i mix; Mc cracker: krekeri sasusamom i krekeri sa makom i
Slano trajno lanom; Pardon: slani krompir cripsi originalne slane perece; Trik: krekeri, krekeri sa
pecivo makom i ribice; Prima: slani $tapici i Stapi¢i punjeni kikirikijem; Tak: slani kreker,

ring dani kreker i ribice

Cajno pecivo

Mill's digestive; Wellness integralni keks: sa leSnikom, sa suvim grozdem, sa ovsenim
pahuljicama i sa komadi¢ima ¢okolade; plazma keks; mlevena plazma; mlevena
plazma sa medom i cerealijama; ¢oko plazma; noblice; Kolo keks punjen ¢okoladom;
mle¢ni keks; YOD'ORO spekulaas

Tvrdi keks

Zlatni pek; zlatni pek sakakao prelivom

Vafel proizvodi

Y OD"ORO: napolitanke saleSnikom i mlekom, kockice prelivene kakao prelivom-
jagoda, balans vafel sa kakaom i balans vafel sa jabukom i cimetom; Coko vafel-
proizvod sa kakao prelivom; kockice vafla-prelivene

Cokolada: YOYO riza, Bungee sa mlekom, Bungee sa nugat punjenjem, bancipan,

Cokoladni JUHU mlecna, poslastina i mlec¢na; kokos vita — ¢okoladni desert sa kokos punjenjem,

proizvodi Scarlet — fondan proizvod sa ¢okoladnim prelivom; Praline classic — Cokoladom
preliveni fondan desert

Karamele Kakao i mle¢ne karamele
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Tabela 3.2. Pregled broja uzoraka po grupama uz naznaku proizvodaca

Grupa uzoraka Broj Proizvodac
uzoraka
Ulja 9 .
. _ Polimark Zemun, Beograd
e METEEL ig Vital ad., Fabrikauljai biljnih masti, Vrbas
garini za domacinstvo Dijamant ad., Industrijaulja, Zrenjanin
Industrijski margarini 27 . IR .
: Sunce a.d., Fabrika uljai biljnih masti, Sombor
Namenske masti 76

Pionir d.o.o., Privredno drustvo za proizvodnju
Masna punjenja 6 ¢okolade, bombona i peciva, Subotica
Bunge Z.T. Kruszvica, Poljska
AD Mlekara, Subotica
Mileéni proizvodi 9 Novosadska mlekara AD, Novi Sad
Somboled d.o.o., Sombor

Bambi a.d., PoZarevac
AD Kompanija Fidelinka, Subotica
Marbo d.o.o., Laktadi

Konditor ski proizvodi

Slano trajno pecivo 20
éajnij pe C?V - 34 Banini AD, preduzece za proizvodnju konditorskih
el ek 9 proizvoda, Kikinda
Vafel proizvodi 19 AD za proizvodnju konditorskih proizvoda Soko-
Cokoladni proizvodi 17 Nada Stark, Beograd
e 4 Jaffa AD, Crvenka

Banat Konditorskaindustrija, Vrsac

3.3.1. Priprema uzoraka

3.3.1.1. Odredivanje sadriaja masti

Odredivanje sadrzaja ukupne masti u ispitivanim uzorcima je izvedeno u cilju
izraZavanja sadrZaja masnih kiselina po 100 g proizvoda.

Odredivanje sadrzaja ukupne masti izvedeno je u Laboratoriji za ispitivanje
prehrambenih proizvoda Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu primenom standardnih
akreditovanih metoda (wwwe.ats.rs/upload/dl/REGISTAR/LAB_ZA_ISPITIVANJE/O1-

059.pdf):

Ulja, masti i srodni proizvodi: Metoda SRPS E.K8.050:1997

Konditorski proizvodi: Metoda 4103 — Pravilnik 0 metodama uzimanja uzoraka i
metodama vrSenja hemijskih i fizi¢kih analiza kakao-zrna, kakao-proizvoda, proizvoda
sliénih Cokoladi, bonbonskih proizvoda, krem proizvoda, keksa i proizvoda srodnih
keksu, Sluzbeni list SFRJ br. 41/87)
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Mileko i mlecni proizvodi: Metoda 5.1. — Pravilnik o metodama uzimanja uzoraka i
metodama hemijskih i fizi¢kih analiza mleka i proizvoda od mleka, (Sluzbeni list SFRJ
br. 32/1983).

3.3.1.2. Ekstrakcija lipida

Uzorci iz grupe ulja, namenskih masti, industrijskih margarina, margarina za
domacinstvo i jestivih margarina su bez prethodne ekstrakcije direktno prevedeni u metilestre.
Uzorci iz grupe namenskih masti, industrijskih margarina, margarina za domacinstvo i jestivih
margarina su prethodno otopljeni u sudnici na 50-60°C. Za analizu uzoraka svih tipova
margarina je uzeta gornja masna faza iz koje je po potrebi uklanjana voda bezvodnim natrijum-
sulfatom. Svi ostali uzorci su homogenizovani u laboratorijskom avanu te je izvedena
ekstrakcija lipida primenom metode po Soxhlet-u i/ili mikrotalasne ekstrakcije u otvorenom

sistemu.

3.3.1.2.1. Ekstrakcija po Soxhlet-u

Za ekstrakeiju po Soxhlet-u odmereno je 5 g prethodno homogenizovanog uzorka, a kao
rastvara¢ kori$¢en je n-heksan u zapremini od 150 cm®. Vreme ekstracije je iznosilo oko 3,5 h
(3040 ciklusa/h), nakon ¢ega je rastvara¢ uparen u vakuum uparivac¢u. UKupno vreme trganja

ekstrakcijei uparavanjaiznosilo je oko 4 h.

3.3.1.2.2. Mikrotalasna ekstrakcija u otvorenom sistemu

Postupak mikrotalasne ekstrakcije u otvorenom sistemu u cilju daljeg odredivanja
metilestara masnih kiselina GC-MS je razvijen u okviru ovog rada, $to je opisano u ¢etvrtom
poglavlju ,, Rezultati i diskusija’.

U ekstrakcionu posudu zapremine 60 cm® odmereno je 15 g prethodno
homogenizovanog uzorka i dodato je 5 cm® n-heksana. Ekstrakciona posuda je postavljena u
modifikovanu mikrotalasnu pe¢nicu za domacinstvo, te je izvodena ekstrakcija tokom 5 min, pri
konstantnoj snazi mikrotalasa od 800 W. Nakon toga ekstrakciona posuda je vadena iz
mikrotalasne peénice i nakon fazne separacije za dalju pripremu metilestara uziman je alikvot

od 2,4 cm?®.
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3.3.1.3. Priprema metilestara masnih kiselina

Priprema metilestara masnih kiselina je izvedena brzom modifikovanom metodom
(Kravi¢ et al., 2006). U epruvetu sa ¢epom pomocu staklenog Stapica stavlja se 5 kapi (~ 150
mg) ekstrahovane masti iz uzorka i doda se 2,4 cm® n-heksana i mucka dok se masti ne
rastvore. Nakon primene mikrotalasne ekstrakcije u otvorenom sistemu uzima se alikvot »n-
heksanske faze zapremine 2,4 cm®. Dalji postupak pripreme metilestara masnih kiselina je isti,
doda se 0,6 cm® 2 mol/dm® KOH u metanolu i muéka 20 s. Potom se zagepljena epruveta uranja
u vodeno kupatilo zagrejano na 70 °C i drzi 1 min; vreme se meri od momenta kada rastvor u
epruveti po¢ne da klju¢a. Epruveta se zatim mucka jo3 20 s. Doda se 1,2 cm® 1 mol/dm® HCl u
metanolu, blago promucka i saeka se da se sadrzaj u epruveti rasloji. Pre nego &o se dekantuje,
doda se 3 cm® n-heksana, a zatim, metilestri koji se nalaze u gornjem sloju dekantuju se u &istu

epruvetu i razblaze n-heksanom do ukupne zapremine od oko 5 cm?®.

3.3.1.4. Simultana mikrotalasna ekstrakcija i esterifikacija u otvorenom

sistemu

Postupak izvodenja simultane mikrotalasne ekstrakcije i esterifikacije (SMEE) u
otvorenom sistemu u cilju daljeg odredivanja metilestara masnih kiselina GC-MS je razvijen u
okviru ovog rada, &o je opisano u okviru poglavlja, Rezultati i diskusija’‘.

U ekstrakcionu posude zapremine 60 cm® odmereno je 15 g prethodno
homogenizovanog uzorka i dodato 5 cm® n-heksana i 1,2 cm?® rastvora KOH u metanolu
koncentracije 2 mol/dm®. Ekstrakciona posuda je postavljena u modifikovanu mikrotalasnu
peénicu za domacinstvo te je izvedna ekstrakcija u toku 5 min pri konstantnoj snazi mikrotalasa
od 800 W. Nakon toga ekstrakciona posuda je vadena iz mikrotalasne peénice i U hju je
dodavano 2,4 cm® 1 mol/dm?® HCl uz blago me3anje. Nakon fazne separacije gornji Sloj u kom
se nalaze metilestri je dekantovan u Cistu epruvetu. Priprema uzorka za GC-M S analizu ukupno

jetrajalaoko 10 min.

3.3.2. Analiza metilestara masnih kiselina gasnom

hromatogr afijom—masenom spektrometrijom

U okviru ovog rada razvijena je GC-MS metoda koja se moze primeniti u andlizi

sirovina, poluproizvoda i prehrambenih proizvoda u cilju definisanja sadrZzgja masnih kiselina,
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ukljucujuéi i trans izomere masnih kiselina, $to je opisano u okviru 4. poglavlja , Rezultati i
diskusija“.

Za gasno hromatografsku analizu kori$¢ena je zapremina uzorka od 1 pl pn ¢emu je
odnos razdeljivanja iznosio 1:40. Za razdvajanje metilestara masnih kiselina koris¢ena je
kapilarna kolona SP-2560 (Supelco), duzine 100 m, unutrasnjeg pre¢nika 0,25 mm, sa dojem
stacionarne likvidne faze od 0,20 pm. Kao gas nosac koris¢en je helijum, a odgovaraju¢i protok
iznosio je 0,58 cm*/min. Maseni spektri su snimani SCAN tehnikom, u intervalu m/z 40-400
am.u. (am.u. — atomic mass unit, jedinica atomske mase). Vreme ka$njenja zbog rastvaraca
(Solvent delay time) je iznosilo 12 min. Temperatura masenog spekrometraiznosilaje 180°C, a

temperaturainjektora 230°C.

Analize su izvedene primenom slede¢ih temperaturnih programa:

Temperaturni_program 1: pocetna temperatura kolone od 100°C odrZavana je 5 min, nakon

¢ega je sledio porast temperature brzinom od 10°C/min do konaéne temperature od 240°C koja

je odrZzavana narednih 10 min, ukupno vreme trajanja analize 30 min.

Temperaturni_program 2: pocetna temperatura kolone od 100°C odrzavana je 5 min, nakon

¢ega je sledio porast temperature brzinom od 6°C/min do konacne temperature od 240°C kojaje

odrZavana narednih 20 min, ukupno vreme trgjanja analize 50 min.

3.3.3. Kvalitativno i kvantitativno odredivanje

Kvalitativno odredivanje je izvedeno na osnovu masenih spektara i retencionih
vremena, pri ¢emu je koriS¢ena sopstvena baza podataka ,,FAMES®, kao i komercijalna baza
podataka ,, WILEY*“.

Kvantitativno odredivanje izvedeno je primenom modifikovane metode 100% (AOAC,
2000).

Relativni udeli pojedinih masnih kiselina u ispitivanim uzorcima prehrambenih

proizvoda su racunati na osnovu izraza 8.

!

F -A .
m, . =——"_.100 (%) (8]

i u,i

gdeje:  A4,;—povrsina zahvacena pikom metilestra masne kiseline i u uzorku

67




Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Mr Snezana 7. Kravié, doktorska disertacija

F;’—relativan korekcioni faktor za metilestar masne kiseline i, sveden na
pal mitinsku kiselinu

Relativni korekcioni faktori £ svedeni na palmitinsku kiselinu su racunati na osnovu

izraza 9, a korekcioni faktori F; naosnovu izraza 10.

o [9]
F16:0

gdeje: Fie0— korekcioni faktor palmitinske kiseline

F=—" [10]

gdeje: m,;—maseni udeo komponenti u smeSi standarda

a ;; —povrainski udeo komponenti u smeS standarda
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Optimizacija uslova GC-M S analize

4.1.1. Definisanje protoka gasa nosaca kroz kolonu

Odredivanje odgovarajuéeg protoka gasa nosaca, Q. izvedeno je indirektno,
odredivanjem retencionog vremena vazduha na nacin opisan u poglavlju 2.6.2.

Injektovana zapremina vazduha iznosila je V,,= 1,0 pl. Merenja su izvedena u 10
ponavljanja i dobijeno je proseéno retenciono vreme vazduha ¢, = 8,457 min, a kako su
dimenzije koris¢ene kolone L = 100 m, D = 0,2 mm, iz izraza navedenih u poglavlju 2.6.2.

dobijasedaje U = 19,67 cm/s, odnosno Q;,; = 0,58 cm®/min.

4.1.2. Definisanje odnosa razdeljivanja

Odnos razdeljivanja je racunat po izrazu navedenom u poglavlju 2.6.2. Merenje protoka
u razdeljivacu (Q,,.) izvedeno je pomocu uredaja sa sapunskim mehurom i hronometra koji je
ugraden u gasni hromatograf. Srednja vrednost ovog protoka, kao rezultat viSe ponovljenih

merenja, iznosilaje Q, = 22,45 cm®/min, tako daje ostvaren SR = 39,71.

4.1.3. Podesavanje rada masenog spektrometra

Za podeSavanje rada masenog spektrometra koriS¢en je kompjuterski program
proizvodaca (autotune) i standardna supstanca perfluortributilamin.

Rezultujucée optimalne vrednosti karakteristi¢nih veli¢ina autotune-a date su u tabeli 4.1.
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Tabela 4.1. Primer ,,autotune” izvestgja

Misc Info: Perfluorotributylamine

Instrument: 5971

EMVolts 2150 Filament 2 DC pol NEG Samples 16

X-Ray 144 Repeler 15,0 AmuOffs 67 Averages 1

MSTemp 183 lonFocus 86,0 AmuGain 299 StepSize 0,05

Vacuum 63 EntLens 46,0 219Width  -0,04 M assOffs 24

Emission ON EntOffs 0,0 TTI OFF MassGain  -253

PFTBA OPEN

Mass Abund Rel Abund Iso Mass Iso Abund Iso Ratio
69,00 1953280 100,00 70,00 23432 1,20

219,00 1396224 71,48 220,00 61280 4,39

502,00 98488 5,04 503,00 11543 11,72

Prema dijagnosti¢kim kriterijumima napon detektora (elektronmultiplikatora) ukazuje
na stanje celog masenog spektrometra, pri ¢emu je, kao $to je navedeno u teorijskom delu
(poglavlje 2.6.10.), optimalna vrednost ovog napona 1500-1800 V. Iz tabele 4.1. se vidi da je
napon elektronmultiplikatora iznosio 2150 V &o je blisko optimalnim vrednogtima te ukazuje
da se MS nalazio u dobrom stanju. Ogtali podaci koji takode govore o stanju MS su veoma
dobri. Mase jona koji se posmatraju pri kalibraciji (69, 219 i 502) ne odstupgju od ovih
vrednosti za vise od + 0,2 (HP59970 MS ChemStation Handbook, 1998). Relativne abundance
ovih jona takode odgovaraju dijagnosti¢kim Kriterijumima, odnosno abundanca jona mase 69 je
najvisa (relativna abundanca = 100%), a relativne abundance pikova mase 219 i 502 su veée od
35%, odnosno 1%. Izotopski odnosi (Iso Ratio) pikova mase 70, 220 i 503 takode zadovoljavaju

dijagnosticke kriterijume, odnosno vrednosti su im veoma bliske 1%, 4% i 10%, redom.

4.1.4. Optimizacija temperaturnog programa

Potesko¢e u analizi trans masnih kiselina gasnom hromatografijom—masenom
spektrometrijom se javljaju pri odredivanju poloZaja i geometrije dvostrukih veza metilestra
MoNo- i polinezasi¢enih masnih kiselina.

Metilestri zasi¢enih masnih kiselina se mogu lako identifikovati (Fritsche & Steinhart,
1998). Masene spektre metilestara zasi¢enih masnih kiselina karakterise prisustvo molekulskog
jona (M™), jona m/z = M-31 (gubitak metanola) i M-43 (nastaje kao rezultat kompleksnog
preuredenja usled gubitka C2, C3 i C4) kao i serija jona op&te formule [(CH,),CO,CH3]" koji
nastaju gubitkom neutralnih alifaticnih radikala, od kojih su obi¢no najintenzivniji joni m/z 87,

143 1 199. Dominantan, a ujedno i osnovni, jon u masenim spektrima metilestara zasi¢enih
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masnih kiselina je [CH,C(OH)OCH3]*, m/z 74, ¢&iji nastanak je izazvan McLafferty-jevim
premeStanjem (Christie, 1989).

Joni nastali fragmentacijom metilestara nezacenih masnih kiselina ne ukazuju jasno na
poloZg i geometriju dvostruke veze. Nagjzastupljeniji joni u masenim spektrima metilestara
mononezasi¢enih masnih kiselina su [CyHzn4]", dok je osnovni jon m/z 55 [C,H;]. Masene
spektre metilestara masnih kiselina sa dve dvostruke veze karakteriSe prisustvo jona molekulske
mase [C,Hz3]", gde je m/z 67 obicno osnovni jon. U masenim spektrima metilestara masnih
kiselina satri ili viSe dvostrukih veza javlja se serijajona[C,H.ns] ", dok je osnovni jon m/z 79
[CsH7] (Mjos & Pettersen, 2003). Sa porastom broja dvostrukih veza u lancu polinezasi¢enih
masnih kiselina dolazi do opadanja intenziteta molekulskog jona, tako da se on najées$ée i ne
pojavljuje u masenim spektrima masnih kiselinasatri i vide dvostrukih veza.

PolozZaji dvostrukih veza se mogu odrediti ukoliko se nezasi¢ene masne Kkiseline
prevedu u odgovarajuce derivate kod kojih se naelektrisanje molekulskog jona lokalizuje dalje
od dvostrukih veza (McDonald & Mossoba, 1997). Tako se ha primer za GC-MS odredivanje
masnih kiselina sa razli¢itim funkcionalnim grupama preporucuje transformacija masnih
kiselina u pirolidin, pikolinil i 4,4-dimetiloksazolin (DMOX) derivate (Priegoto-Capote et al.,
2007). Kod pirolidin, pikolinil i 4,4-dimetiloksazolin derivata naelektrisanje se lokalizuje
uglavnom na atomu azota ovih funkcionalnih grupa, te jonizacijom elektronima nastaju maseni
spektri sa jasnim fragmentacionim jonima na osnovu kojih se poloZzg dvostrukih veza moze
veoma lako odrediti. Medutim prevodenje u navedene derivate je veoma dugotrajno, reakcija
traje od 30 min, u slucaju formiranja pikolinil derivata, do 3 sata za DMOX derivate. Pri
formiranju pikolinil i DMOX derivata neophodno je sadrzg vlage svesti na minimum, Sto
uslovljaja uvodenje jo$ jednog koraka u pripremi uzoraka za analizu, dok reakcija formiranja
pirolidin derivata zahteva visoke temperature, 100°C ili viSe (Christie, 1989). Pored toga, na
kolonama od stopljene silike prevuc¢enim polarnim i nepolarnim fazama pikolinil estri eluiraju
na temperaturama za 5°C vi§im od odgovarajucih pirolidina, koji opet eluirgju natemperaturama
za 40-50°C visim nego metilestri (Christie, 1989). Za odredivanje pozicionih i geometrijskih
izomera nezasi¢enih masnih kiselina GC-MS mogu se aternativno primeniti hemijske
degradacione metode kao &0 je ozonizacija, $to zahteva dodatnu opremu za ozonizaciju
(Seppénen-Laakso et al., 1996).

Uzimajuéi u obzir nedostatke alternativnih metoda derivatizacije masnih kiselina i
imajuéi u vidu ¢injenicu da je cilj ovoga rada bio razvoj metode koja bi se mogla koristiti kao
rutinska metoda za odredivanje sastava masnih kiselina (ukljucujuéi i trans izomere) u
prehrambenim proizvodima, odluc¢eno je da se masne kiseline prevedu u metilestre, te da se
upotrebi specificna kapilarna kolona na kojoj se moze posti¢i njihovo razdvajanje. Ovg

postupak je mnogo kraéi i jeftiniji, radni uslovi su znatno blaZi u odnosu na druge
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derivatizacione postupke, a razvijena metoda bi se mogla primeniti i za rad sa gasnim
hromatografom sa FID detektorom.

S obzirom na usvojenu metodu, neophodno je bilo posebnu paZnju posvetiti optimizaciji
uslova hromatografskog razdvagjanja metilestara masnih kiselina, odnosno definisanju
optimalnog temperaturnog programa, u cilju dobijanja potpuno razdvojenih pikova. Kao
kriterijum za definisanje razdvajanja metil-oleata i metil-elaidata koriséen je faktor razdvajanja
(R). Prema standardnim metodama AOAC 985.21 i AOCS Cd 17-85, za odredivanje ukupnih
trans izomera masnih kiselina u margarinima gasnom hromatografijom, faktor razdvganja
metil-elaidata i metil-oleata treba da bude R 0,5 (AOAC, 2000; AOCS, 1999), dok po
standardnoj metodi AOCS Ce 1c-89, za odredivanje sastava masnih kiselina hidrogenovanih i
nehidrogenovanih biljnih masti i ulja gasnom hromatografijom, faktor razdvajanja metil-elaidata
i metil-oleata treba da bude R > 0,8 (AOCS, 1999).

Osnova za optimizaciju temperaturnog programa bila su prethodna istrazivanja,
odnosno prethodno definisan temperaturni program za odredivanje sastava masnih kiselina, ne

ukljucujuci trans izomere masnih kiselina (Mirkovi¢, 2001):

temperaturainjektora: 250°C,

pocetna temperatura: 100°C (2 min),

porast temperature: 10°C/min i

krajnjatemperatura: 230°C (15 min).

Optimizacija temperaturnog programa je izvedena Koriséenjem standardnih smeSa
metilestara masnih kisdina, sa 6 (RM-1), 19 (Grain Fatty Acid Methyl Ester Mix,
19FAMEMIx) i 37 (37TFAMEMix) komponenata. Standardna smeSa RM-1 je kori$¢ena za
odredivanje retencionih vremena metil-palmitata, metil-stearata, metil-oleata, metil-linoleata,
metil-linolenata i metil-arahidata. Dobijena retenciona vremena su kori§¢ena kao osnova pri
nalazenju polozgja ostalih metilestara na hromatogramima sa 19, a potom i sa 37 pikova
dobijenih analizom navedenih standarda sa 19 i 37 komponenti.

Analize su izvedene SCAN tehnikom pri slede¢im uslovima:

e vreme kasnjenja zbog rastvaraca (Solvent delay time): 12 min,

e vreme uravnotezenja uslova rada gasnog hromatografa izmedu analiza: 0,30 min,
e raspon snimanih masa: 40400 am.u.,

e brzinaskeniranja: 1,19 scan/s,

e temperatura masenog spektrometra: 180°C i

e temperaturainjektora: 230°C.

72




Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Mr Snezana 7. Kravié, doktorska disertacija

Ispitivanjem razli¢itih temperaturnih programa, ustanovljeno je da se dobro razdvajanje
masnih kiselina iz smeSe sa 19 komponenata, ukljucujuti cis i trans izomere, dobija primenom
slede¢eg temperaturog programa:

e pocetna temperatura: 100°C (5 min),

e porast temperature: 10°C/min,

o krajnjatemperatura: 240°C (10 min) i

e vremetragjanjaanalize: 30 min.

Pri ovim uslovima postignuto je dobro razdvajanje metil-elaidata i metil-oleata. Faktor
razdvagjanja je iznosio oko 2, sto ukazuje da je postignuto daleko bolje razdvajanje cis i trans
izomera od zahteva koje postavljaju standardne metode. Stoga je navedni temperaturni program
usvojen kao optimalan temperaturni program 1.

Na dlici 4.1. je prikazan origindan zapis totalnog jonskog hromatograma (TIC)
dobijenog analizom standardne smeSe sa 19 komponenti (Grain Fatty Acid Methyl Ester Mix,
19FAMEMIX) pri definisanom temperaturnom programu 1 i uveli¢ani deo TIC (t > 25 min) na

kome se vide pikovi metil-elaidata i metil-ol eata.

Primenom definisanog temperaturnog programa 1 analizirana je standardna smesa sa 37
komponenata. lako je postignuto razdvagjanje metil-elaidata i metil-oleata dolazilo je do
preklapanja pikova sledec¢ih masnih kiselina: C15:1 1 C16:0; C18:3n6 i C20:1; C18:3n3 i C21:0;
C20:3n6i C22:1n9; C20:3n3i C20:4n6; C20:5n3i C24:1.

U cilju reSavanja nastalog problema usledila su dalja ispitivanja nakon kojih je usvojen
temperaturni program 2:

e pocetna temperatura: 100°C (5 min),

porast temperature: 6°C/min,

krajnjatemperatura: 240°C (20 min) i

vreme trgjanjaanalize: 50 min.

Pri ovim uslovima postignuto je dobro razdvajanje svih 37 metilestara masnih kiselina
uz istovremeno poboljSanje razdvajanje metil-elaidata i metil-oleata, faktor razdvajanja je
iznosio oko 4.

Na dlici 4.2. prikazan je originalan zapis totalnog jonskog hromatograma dobijenog
analizom standardne smeSe sa 37 komponenti (37FAMEMIx) pri definisanom temperaturnom

programu 2 i uveli¢ani deo TIC na kome se vide pikovi metil-elaidatai metil-oleata..
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S obzirom da sastav masnih kiselina u vecini biljnih ulja i masti odgovara sastavu
kori§¢enog standarda sa 19 komponenti (19FAMEMix) usvojeni temperaturni program 1 moze
se primeniti pri analizi ovih i sli¢nih proizvoda, dok se za proizvode sa doZenijim sastavom
masnih kiselina (npr. mleko i mlec¢ni proizvodi, konditorski proizvodi i dr.) mora primeniti
temperaturni program 2. Kako se primenom temperaturnog programa 1 smanjuje vreme trgjanja
analize za 20 min u odnosu na temperaturni program 2, oba temperaturna programa su usvojena

i kori$¢ena u daljim ispitivanjima, odnosno analizi uzoraka prehrambenih proizvoda.

Tokom definisanja optimalnog temperaturnog programa identifikacija metilestara
masnih kiselina je izvedena koris¢enjem komercijalne baze podataka ,WILEY" i prethodno
formirane sopstvene baze podataka ,,FAMES* (Mirkovi¢, 2001). Tokom procesa identifikacije i
daljim pretrazivanjem biblioteke ,,WILEY* utvrdeno je da se u njoj ne nalaze maseni spektri
nekoliko komponenti prisutnih u koris¢enim standardnim sme$ama 19FAMEMix i
37FAMEMix. Baza podataka ,WILEY" nije sadrZzala masene spektre metilestara masnih
kiselina: C14:1, C15:1, C17:1, C22:2, C20:5n3 i C22:6n3. Stoga je identifikacija navedenih
komponenti izvedena kori$¢enjem baze podataka sa Interneta

(http://lipidlibrary.aocs.org/ms/arch_me/index.htm) i tuma¢enjem masenih spektara, te je potom

sopstvena baza podataka ,FAMES* dopunjena masenim spektrima pomenutih metilestara
masnih kiselina kao i masenim spektrima ostalih komponenti iz upotrebljenih standardnih
smeSa. Na ovaj nacin pripremljena je baza podataka za upotrebu pri definisanju sastava masnih

kiselina u prehrambenim proizvodima.

4.2. Definisanje korekcionih faktora

U GC-MS se ne preporucuje primena metode 100% za kvantitativno odredivanje jer
odziv detektora nije isti za sve metilestre masnih kiselina, te konstante proporcionalnosti mase i
povrsine zahvaéene pikovima nisu iste za sve metilestre masnih kiselina. Stogaje u okviru ovog
rada kvantitativno odredivanje izvedeno primenom modifikovane metode 100% (AOAC, 2000),
&to je zahteval o definisanje relativnih korekcionih faktora.

Pri definisanim odgovarajué¢im uslovima analize hromatografisane su standardne smeSe
19FAMEMix i 37FAMEMIix, te su izracunati korekcioni faktori F; azatim i relativni korekcioni
faktori F;” svedeni na palmitinsku kiselinu za svaku masnu kiselinu na osnovu izraza datih u
poglavlju 3.3.3. Andlize su izvedene u pet ponavljanja, te je izracunata srednja vrednost

relativnih korekcionih faktora za svaku masnu kiselinu.
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U tabdama 4.2. i 4.3. dati su relativni korekcioni faktori definisani za 37
(37FAMEMIx) i 19 komponenti (19FAMEMIix), kao i prose¢na retenciona vremena (RT) i

interval verovatnog apsolutnog odstupanja, odredeni za 5 ponavljanja uz 95% verovatnocu.

Tabela4.2. Relativni korekcioni faktori (F;"), srednjaretencionavremena (RT) i intervali
verovatnog apsolutnog odstupanja (Ap, n =5, P = 95%) definisani za 37 masnih kiselina
(37TFAMEMIX)

Masnakisdina F;” RT (min) Ap (min)

C4:0 2,427 12205 0,063
C6:0 1,466 14,176 0,047
C8:0 1,129 17,257 0,025
C10:0 1,026 20,969 0,018
C11:0 1,022 22,794 0,019
C12:0 1,032 24529 0,019
C13:.0 1,105 26,131 0,022
C14:0 1,139 27,633 0,022
Cl4:1 1,266 28871 0,024
C15:.0 1,283 29,014 0,025
C15:1 1,193 30,224 0,021
C16:0 1,000 30,360 0,028
Cl6:1 1,438 31,336 0,025
C17:.0 1,387 31583 0,026
Cl7:1 1,476 32557 0,025
C18:0 1,142 32,798 0,032
C18:1n%t 0,872 33376 0,028
C18:1n9c 1,025 33656 0,032
C18:2n6t 1,821 34,247 0,031
C18:2n6¢c 1,532 34874 0,028
C20:0 1,686 35090 0,033
C18:3n6 1,719 35837 0,031
C20:1 1,900 35947 0,030
C21:0 1,791 36,2237 0,036
C18:3n3 1,921 36329 0,029
C20:2 1,938 37,248 0,032
C22:0 1,844 37,450 0,042
C20:3n6 1,875 38311 0,033
C22:1n9 2,170 38,395 0,039
C23:.0 1,966 38704 0,044
C20:3n3 2,232 38840 0,037
C20:4n6 2,124 39,191 0,036
C22:2 2,043 39869 0,043
C24:0 1,938 40,101 0,055
C20:5n3 2,074 41,09 0,039
C24:1 2,317 41,220 0,053
C22:6n3 2,029 45963 0,056
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Tabela4.3. Relativni korekcioni faktori (F;°), srednjaretencionavremena (RT) i intervali
verovatnog apsolutnog odstupanja (A, n =5, P = 95%) definisani za 19 masnih kiselina
(19FAMEMIx)

Masnakisdina F;” RT (min) Ap (min)

C8:0 1923 13,488 + 0,019
C10:0 1,407 16,429 +0,011
C12:0 1,220 19,116 + 0,009
C13:0 1131 20,266 +0,010
C14.0 1,049 21,328 + 0,006
C14:1n9¢c 1202 22,117 + 0,009
C15:0 1,068 22,280 + 0,006
C16:0 1,000 23,195 + 0,007
C16:1n9c 1,091 23,776 + 0,005
C17:0 1,128 23,991 + 0,006
C18:0 1,041 24,835 +0,015
C18:1n9t 1,099 25,185 +0,012
C18:1n9c 1,001 25,369 +0,011
C18:2n6c 1127 26,147 +0,010
C20:0 1036 26,404 + 0,008
C20:1 1134 26,964 + 0,007
C18:3n3 1,199 27,107 + 0,007
C22:0 1059 28,178 +0,010
C22:1n9 1,129 28,835 + 0,009

4.3. Definisanje postupka pripreme uzor aka

AnalitiCka procedura odredivanja masnih kiselina u prehrambenim proizvodima
prakti¢no obuhvata tri koraka: ekstrakciju masti, derivatizaciju i GC-MS analizu. Sam proces
izvodenja GC-MS analize, ne uklju¢ujuéi vreme potrebno za obradu podataka, pri definisanim
optimalnim uslovima u okviru ovog rada iznos 30, odnosno 50 min, u zavisnosti od
primenjenog temperaturnog programa 1 ili 2. Ukoliko se ekstrakcija lipida iz uzorka izvodi
nekom od klasi¢nih ekstrakcionih tehnika, ukupno vreme trgjanja analize se produzava za
nekoliko sati. Kako svaki korak u okviru primenjene analiticke procedure ukljucuje odredene
kritiéne operacije, poveéava mogucnost kontaminacije i gubitaka, najbolje bi bilo primeniti
metodu koja bi omogucila direktno dobijanje metilestara iz matriksa uzorka. Stoga je u okviru
ovog rada ispitana moguénost primene Simultane mikrotalasne ekstrakcije—esterifikacije u
otvorenom sistemu.

Pregledom literature ustanovljeno je da su razlic¢ite metode mikrotalasne ekstrakcije

primenjivane u cilju odredivanja sadrzaja masti u razli¢itim vrstama uzoraka (Virot et al., 2007;
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Virot et al., 2008; Elkhori et al., 2007, GarciaAyso et al., 2000; Mahesar et al., 2008) ili
odredivanja sastava masnih kiselina (Priego-Capote et al., 2007; Ruiz-Jiménez et al., 2006;
Pérez-Serradilla et al., 2007; Batista et al., 2001), ali nisu nadeni podaci o primeni metoda
zasnovanih na simultanoj mikrotalasnoj ekstrakciji—derivatizaciji u cilju odredivanja sastava

masnih kiselina, ukljucujudi i trans masne kiseline.

Mikrotalasna ekstrakcija je izvedena u komercijalnoj mikrotalasnoj pecénici za
domacinstvo LG 800 W, koja je prethodno modifikovana (Slika 4.3.).

Kako bi se omogucilo povezivanje ekstrakcione posude koja se nalazi unutar
mikrotalasne pecnice sa Allihn-ovim hladnjakom koji ne sme biti u zoni dejstva mikrotalasa, na
gornjem delu mikrotalasne pe¢nice napravljen je otvor precnika 30 mm. Kroz otvor je provuéen
donji deo Allihn-ovog hladnjaka, te je povezan sa ekstrakcionom posudom. Umesto rotirajuceg
postolja, u mikrotalasnu peénicu je postavljena Petri ploca (D = 190 mm, H = 45 mm). Kao

pomo¢ni drza¢ ekstrakcione posude koris¢eno je kuciste od stiropora.

Slika 4.3. Aparatura za mikrotal asnu ekstrakciju u otvorenom sistemu
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4.3.1. Optimizacija simultane mikrotalasne ekstrakcije—

esterifikacije

S obzirom da su simultanom mikrotalasnom ekstrakcijom—esterifikacijom obuhvacena
dva koraka, u cilju definisanja uticgja primenjene energije mikrotalasnog zracenja na obe faze
procesa, ekstrakciju i esterifikaciju, prvo je izvedena optimizacija procesa mikrotalasne
ekstrakcije, nakon ¢ega je sledila priprema metilestara po postupku opisanom u poglavlju
3.3.1.3. Dobijeni rezultati su uporedeni sa rezultatima dobijenim nakon ekstrakcije po Soxhlet-
u, pracene istim postupkom esterifikacije.

Za optimizaciju uslova mikrotalasne ekstrakcije koriS¢eni su razli¢iti prehrambeni
proizvodi iz grupe konditorskih proizvoda.

Parametri koji imaju najveéi uticaj na proces mikrotalasne ekstrakcije u otvorenom
sistemu su: priroda rastvaraca, vreme ekstrakcije i snaga mikrotalasa. Kao §to je ve¢ re¢eno u
poglavlju 2.5.3.1., rastvara¢ za mikrotalasnu ekstrakciju treba birati ha osnovu: rastvorljivosti
andlita u njemu, interakcije rastvaraa i matriksa uzorka, mikrotalasnih apsorbcionih
karakteristika rastvaraca i moguénosti njegove primene u hromatografskom analitickom koraku.
Efekat mikrotalasnog zracenja veoma zavisi od prirode primenjenog rastvaraa i matriksa
uzorka, tako da se proces ekstrakcije uz dejstvo mikrotalasa odigrava razli¢itim mehanizmima.

S obzirom da je pokazano da efikasnost ekstrakcije lipida u najveéoj meri zavisi od
primenjenog rastvaraCa, i da izbor rastvaraca predstavlja jedan od najkriti¢nijih faktora pri
anadlizi lipida (Garcia-Ayuso et al., 2000), u okviru ovog rada je u skladu sa preporukama 1SO
659-1988 (E) metode (1SO, 1998) koriscen n-heksan. lako je n-heksan veoma pogodan rastvarac¢
za ekstraciju lipida i dalje primenjenu analiticku tehniku, GC-MS, on veoma slabo apsorbuje
mikrotalasno zracenje. Stoga se za miktotalasnu ekstrakciju n-heksan, kao i ostali dabo polarni
rastvara¢i, moze primeniti u kombinaciji sa rastvaracem ili matriksom uzorka koji imaju veliku
dielektricnu konstantu.

Voda, kojaje prisutna u gotovo svim prehrambenim proizvodima, predstavlja jednu od
najvaznijih komponenti matriksa u pogledu ekstrakcije potpomognute mikrotalasima jer
slobodni molekuli vode imaju veliku vrednost dielektricne konstante i veliku sposobnost
apsorpcije mikrotalasnog zracenja. S toga pod dejsvom mikrotalasne energije dolazi do
selektivnog zagrevanja uzorka, voda se veoma brzo zagreva usled ¢ega dolazi do lokanog
poviSenja temperature i pritiska, &o udovljava mnogo brzu selektivhu migraciju Zeljenih
komponenta iz uzorka u rastvara¢ (Paré & Bélanger, 1997). Ukoliko primenjeni rastvara¢
veoma malo apsorbuje mikrotalasno zracenje on ostge reativno hladan, te se Zeljene

komponente iz uzorka u njemu veoma brzo rastvargju (Mandal et al., 2007). Oslanjajuéi se na
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literaturne podatke, pretpostavljeno je da ¢e voda prisutna u prehrambenim proizvodima
omoguciti dovoljno efikasnu i brzu mikrotalasnu ekstrakciju uz primenu r-heksana kao
rastvaraca.

Preliminarna ispitivanja su pokazala da se nagjbolje razdvajanje metil-elaidata i metil-
oleata pogtize ukoliko je signal detektora, odnosno ukupna jonska stuja (abundanca) reda
veli¢ine od 3-10° do 6-10° internih jedinica. Ovaj signal detektora se postiZe ukoliko se u kolonu
unese 1 pl rastvora sadrZaja oko 30 mg/cm?®, pri definisanim optimalnim uslovima GC-MS
analize, uz SR ~ 40. Imajuéi u vidu postupak pripreme metilestara, ovaj sadrzaj se postize
ukoliko se za pripremu metilestara odmeri oko 150 mg prethodno ekstrahovane masti iz uzorka.

Na slici 4.4. je prikazan uticaj koli¢ine uzorka na razdvajanje metil-elaidata i metil-

oleata pripremljenog od ~ 300 mg (a) i = 150 mg (b) prethodno ekstrahovane masti iz uzorka.

TIC of DATA:UZORAKL.D

1.5E+71 -
18:1¢ (a)
]
= 1.BE+7+
L)
=
=
§53E+6 18:1¢
EII]E+E1L_"‘*""_I/ i
33:[1 33:2 33.4 33:6 33I.B 34:@ 34.2 34.4
Time (min)
TIC of DATA:UZORAKL.1.D
4, BE+61
18:1c (b)
B 3. 0E+6
=
™
'E 2.BE+61
5 18:1¢
o l.0E+61 {
I',-J"\
1
0. 0E+0 1 e \J r [ 1 -
33.8 33.2 33.4 33.6 33.6 340 34.2 344
Time (min)

Slika 4.4. Uticaj koli¢ine uzorka na rezoluciju metil-elaidatai metil-oleata; koli¢ina prethodno
ekstrahovane masti iz uzorka uzeta za pripremu metilestaraiznosilaje a) ~ 300 mg i b) = 150
mg.

U cilju dobijanja ekstrakta koji bi se direktno mogao analizirati GC-MS, a imajuéi u
vidu uticaj koli¢ine uzorka na efikasnost hromatografskog razdvajanja, koli¢ina uzorka koju je
potrebno uzeti za analizu i zapremina rastvaraca je izracunata u odnosu na sadrZzgj masti u
andliziranim uzorcima, tako da se dobije ekstrakt u kom je sadrzgj masti oko 30 mg/cm?®. Kako
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je prosecan sadrzaj masti u koris¢enim uzorcima iznosio oko 20%, za mikrotalasnu ekstrakciju
je kori$¢ena koli¢ina uzorka od 1,5 g i zapremina rastvaraca od 5 cn’.

U cilju postizanja efikasne mikrotalasne ekstracije, u §to kracem vremenu, usledila su
daljaispitivanja kako bi se odredila odgovaraju¢a snaga mikrotalasnog zracenja i vreme trajanja
ekstrakcije. Imaju¢i u vidu cinjenicu da vreme trgjanja ekstrakcije i primenjena snaga
mikrotalasa predstavljaju faktore koji imaju veoma izrazen medusoban uticaj, pretpostavljeno je
da ¢e se efikasna ekstrakcija u najkracem vremenu posti¢i pri primenjenoj maksimalnoj snazi
mikrotalasa. S obzirom da je mikrotalasnoj ekstrakciji podvrgnut sistem u kojem voda, kao
sastavni deo matriksa uzoraka ima veliku sposobnost apsorpcije mikrotalasnog zrafenja, a
rastvara¢ veoma slabo apsorbuje mikrotalasno zracenje, izvedena je serija eksperimenata kako
bi se utvrdilo da li se moze postici efikasna ekstrakcija ukoliko se proces zaustavi pre pocetka
intenzivnog kjucanja (burna reakcija), kao i da se ispita uticaj snage mikrotalasa na intenzitet
reakcije.

Proces mikrotalasne ekstrakcije u otvorenom sistemu je izveden pri razliCitoj snazi
mikrotalasa (160, 480, 640 i 800 W) pri ¢emu je mereno vreme Koje je potrebno da reakciona
smesa pocne da kljuca. U tabeli 4.4. su prikazani dobijeni rezultati. Moze se videti da vreme
pocetka kljucanja reakcione smeSe opada sa poveéanjem snage mikrotalasa. Utvrdeno je da
klju¢anje reakcione smeSe zapocinje veoma burno, bez obzira na primenju snagu mikrotalasa, a
potom se reakcija nastavlja umerenim intenzitetom, &to je podedica selektivnog zagrevanja

uzorkai lokalnog poviSenjatemperaturei pritiska.

Tabela 4.4. Uticaj snage mikrotalasa na vreme zapocinjanja kjucanja reakcione smese

Snaga mikrotalasa Vreme pocetka klju¢anja reakcione smese

(W) (min)
160 12
480 6
640 4
800 15

Kada je utvrdeno vreme pocetka intenzivnog kljucanja, izvedena je ponovna
mikrotalasna ekstrakcija pri ¢emu je vreme trajanja procesa bilo za 0,5 min kraée od potrebnog
za pocetak kljucanja reakcione smese pri primenjenoj snazi mikrotalasa. Pripremljeni metilestri
su potom analizirani GC-MS. Odziv detektora je bio veoma mali, abundanca se kretala u
opsegu od 2-10° do 4-10°, 3to je ukazalo da se efikasna mikrotalasna ekstrakcije ne moze postiéi

ukoliko se proces zaustavi pre pocetka intenzivnog klju¢anja reakcione smese.
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S obzirom da se pokazalo da intenzitet kljucanja reakcione smeSe ne zavisi od
primenjene snage mikrotalasa, u cilju postizanja efikasnije ekstrakcije tokom S§to kraceg
vremena, kao optimalna, usvojena je maksi malna snaga mikrotalasa od 800 W.

U cilju odredivanja optimalnog vremena mikrotal asne ekstrakcije izvedene su ekstracije
pri kojima je vreme ekstrakcije iznosilo: 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 i 12 minuta. Rezultati su pokazali
(Slika 4.5.) da sa porastom vremena ekstrakcije do 5 min raste analiticki signal, odnosno
koli¢ina ekstrahovane masti, a daje nema znatnih promena.

U skladu sa dobijenim rezultatima, vreme od 5 min je usvojeno kao odgovarajuce

vreme mikrotalasne ekstrakcije u otvorenom sistemul.

4.5 -
4.0
3.5
3.0 1
2.5 1
2.0
1.5+
1.0
0.5
0.0 T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
Vreme ekstrakcije (min)

Abundance 1d3

Slika 4.5. Zavisnost prose¢nog analiti¢kog signala od vremena ekstrakcije

Simultana mikrotalasna ekstrakcija—esterifikacija je izvedena pri  usvojenim
odgovaraju¢im uslovima mikrotalasne ekstrakcije (Tabela 4.5.) s tim &to je u ekstrakcionu
posudu pored uzorka i rastvaraéa dodato i 1,2 cm® metanolnog rastvora KOH koncentracije 2
mol/dm?®. Nakon procesa simultane mikrotalasne ekstrakcije—esterifikacije u ekstrakcionu
posudu je dodato 2,4 cm® metanolnog rastvora HCl koncentracije 1 mol/dm®i blago prome3ano,
te je nakon fazne separacije gornji 0] u kom se nalaze metilestri dekantovan u Cistu epruvetu i
analiziran GC-MS.

Tabela4.5. Usvojeni uslovi mikrotalasne ekstrakcije u otvorenom sistemu

Koli¢ina uzorka 15¢g
Zapremina rastvarata 5 cm®
Vreme ekstrakcije 5min

Snaga mikrotalasa 800 W
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4.3.2. Poredenje sastava ekstrakata dobijenih primenom

razli¢itih metoda

U cilju poredenja sastava ekstrakata dobijenih primenom mikrotalasne ekstrakcije u
otvorenom sistemu, pracene esterifikacijom (ME) i simultane mikrotalasne ekstrakcije—
esterifikacije (SMEE), sa referentnom metodom ekstrakcijom po Soxhlet-u (SE), dobijeni
ekstrakti su analizirani gasnom hromatografijom—masenom spektrometrijom pri istim,
predhodno definisanim uslovima. Analize su izvedene u tri ponavljanja. Dobijeni rezultati su
prikazani u tabelama 4.6. i 4.7.

Srednje vrednosti sadrzaja masnih kiselina dobijene nakon pripreme uzoraka navedenim
postupcima uporedene su primenom Studentovog r-testa uparenih vrednosti uz 95%
verovatnocu.

Nulta hipoteza je bila da obe primenjene metode za pripremu uzoraka (mikrotalasna
ekstrakcija u otvorenom sistemu i simultana mikrotalasna ekstrakcija—esterifikacija) dgju iste
rezultate kao i referentna metoda, odnosno da razlike izmedu posmatranih metoda nisu
znacajne. IzraCunate ¢-vrednosti su uporedene sa teorijskim vrednostima0M5 i
odgovaraju¢im brojem stepeni slobode. Kako su izracunate z-vrednosti bile manje od teorijskih
vrednosti, nulta hipoteza je prihvaéena, te je zaklju¢eno da su razlike izmedu sadrzaja masnih
kiselina dobijenih nakon primene navedenih metoda u okviru eksperimentalne gredke uz 95%
verovatnocu.

Standardna devijacija dobijenih rezultata se kretala u opsegu od 0,00% do 1,80%
(Tabele 4.6. i 4.7.), a prosetna vrednost je iznosila 0,16%. Srednja vrednost standardne
devijacije rezultata dobijenih nakon ekstrakcije po Soxhlet-u iznosila je 0,18%, nakon
mikrotalsne ekstrakcije u otvorenom sistemu 0,15%, a nakon procesa smultane mikrotalasne
ekstrakcije—esterifikacije 0,14%. Na osnovu iznetog moZe se zakljuéiti da se nesto bolji rezultati
u smislu reproduktivnosti postizu primenom procesa simultane mikrotalasne ekstrakcije—
esterifikacije.

Iz tabela 4.6. i 4.7. se moze videti da je nakon primenom mikrotalsne ekstrakcije u
otvorenom sistemu kao i simultane mikrotal asne ekstrakcije—esterifikacije u uzorcimabroj 2, 3,
4,5, 7110 odreden sadrzaj veceg broja masnih kiselina u odnosu na ekstrakciju po Soxhlet-u.
Na primer, u uzorku broj 7 je nakon primene mikrotralasne ekstracije i simultane mikrotalasne
ekstrakcije—esterifikacije, za razliku od ekstracije po Soxhlet-u, detektovano prisustvo masnih
kiselina C6:0, C15:0, C17:0, C22:0 1 C18:3 u koli¢inama manjim od 0,3%.
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Moze se zakljuciti da se metodama zasnovanim na primeni mikrotalasnog zracenja
postize ne&to bolja efikasnost u odnosu na referentnu metodu. Pored toga, dobro daganje
rezultata u pogledu sadrZagja trans masnih kiselina ukazuje da pod dejstvom mikrotalasnog
zracenja ne dolazi do promena u strukturi masnih kiselina, odnosno konverzije cis u trans

izomere.

Poredenja radi, u tabeli 4.8. su dati optimalni uslovi simultane mikrotalasne ekstrakcije—
esterifikacijai ekstrakcije po Soxhlet-u koja je koris¢ena kao referentna metoda. Jasno se mogu

uociti prednosti simultane mikrotalasne ekstrakcije—esterifikacije:

e znatno skraCenje vremena pripreme uzorka za analizu, usled Cega se znacajno
smanjuje potro$nja elektri¢ne energije i zagadenje zivotne sredine (10 min/240 min)

e upotreba manjih koli¢ina rastvaraca, $to je veoma znacajno u pogledu zastite Zivotne
sredine

e manja potrebna koli¢ina uzorkai

e priprema uzorka za GC-MS analizu se obavlja u jednom koraku tako da je moguénost

gubitakai kontaminacije svedena na minimum.

Kako je ustanovljeno da se primenom simultane mikrotalasne ekstrakcije—-esterifikacije
postize ista ili veca efikasnost u odnosu na ekstrakciju po Soxhlet-u, za mnogo kraée vreme, uz
upotrebu manje koli¢ine rastvaraca, ustedu elektri¢ne energije i smanjeni Stetni uticgj na Zivotnu
sredinu, moze se zakljuéiti da se ova metoda moze primeniti umesto uobicajeno koris¢ene
ekstrakcije po Soxhlet-u u rutinskim analizama za odredivanje sastava masnih kiselina,

ukljucujuéi i trans izomere, u prehrambenim proizvodima.

Tabela 4.8. Poredenje optimalnih uslova simultane mikrotalasne ekstrakcije—esterifikacija
(SMEE) sareferentnom metodom (Soxhlet ekstrakcija)

M etoda Soxhlet ekstrakcija SMEE
M asa uzorka (g) 5 15
Zapremina rastvaraca (cm3) 150 5
Vreme ekstrakcije (min) ~ 220 5
Vreme uparavanja rastvaraéa (min) ~ 10 -
Vreme pripreme metil estara (min) ~ 10 -
Vreme fazne separ acije (min) - ~5

Ukupno vreme pripreme

uzorka za GC-M S analizu (min) ~ 240 ~10
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4.4. Odredivanje sadrzaja trans masnih kiselina u

prehrambenim proizvodima

Po definisanju optimalnih uslova za izvodenje GC—-MS analize, i razvijanju postupka
pripreme uzoraka, usledilo je odredivanje sastava masnih kiselina, sa posebnim akcentom na
trans masne kiseline, u razli¢itim proizvodima sa naSeg trzista (Tabela 3.2.) u cilju odredivanja
njihovih funkcionalnih osobina, odnosno njihove nutritivne vrednosti.

Analize uzoraka su izvedene u tri ponavljanja i odredeni sadrzaji masnih kiselina su

prikazani u tabelama od 4.9. do 4.30.

SadrZaj masnih kiselina u analiziranim uzorcima ulja prikazan je u tabeli 4.9. i izrazen
je kao procentualni udeo u odnosu na ukupne masne kiseline. Prikazani rezultati predstavljgju
srednju vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak. Relativna standarna devijacija (RSD) kretala se
u opsegu od 0,05% do 7,28 %.

Odreden sastav masnih kiselina u uljima je ocekivan, i u skladu je sa literaturnim
podacima, odnosno odgovara sastavu masnih kiselina u odgovarajuéem tipu ulja u drugim
zemljama (Baylin et al., 2007; Wagner et al., 2000; Dubois et al., 2007; Aro et al., 1998b;
Ribarova et al., 2003; Tavellaet al., 2000).

Prirodna biljna ulja ne sadrze trans masne kiseline. Do izomerizacije moze do¢i tokom
poslednjeg stupnja rafinacije biljnih ulja (deodorizacije), pri ¢emu najcesce dolazi do nastanka
vecih koli¢ina trans polinezasi¢enih masnih kiselina (Siew, 1989; Denecke, 1995). Medutim, u
ispitivanim uzorcima ulja nisu detekovane znacajne koli¢ine TFA. U samo dva uzorka je
detektovano prisustvo trans izomera u koli¢inama od 0,5% i 1,5% u odnosu ha ukupne masne
kiseline.

Masnokiselinski profil analiziranih uzoraka moze ukazati na njihovo poreklo, odnosno
dominanto biljno ulje ukoliko se radi 0 meSanom biljnom ulju. U uzorcima ozna¢enim brojem 1
i 6 dominira pamitinska kiselina ¢iji sadrzaj prelazi 40%, Sto ukazuje na palmino ulje. Na
osnovu visokog sadrzagja linolne kiseline (oko 60%) u uzorcima broj 3, 4i 5 moze se zakljuditi
da seradi o suncokretovom ulju, dok visok sadrzaj oleinske kiseline (oko 65%) u uzorcima 7, 8
i 9 ukazuje da se radi 0 maslinovom ili suncokretovom ulju oleinskog tipa. Na osnovu visokog
sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina sa 8, 10, 12 i 14 ugljenikovih atoma u uzorku broj 2 moze se

zakljuctiti da se radi o kokosovom ulju.
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Tabela4.9. SadrZzg) masnih kiselina u uljima(n = 3; RSD = 0,05-7,28 %)

o Oznaka uzorka
Masna kiselina (%) 1 > 3 7 5 6 7 3 5
8:0 12,5
10:0 8,2
12:0 0,3 494 0,2
14:0 14 151 15
16:0 472 69 72 88 98 432 148 148 129
16:1 11 10 11
18:0 44 21 39 51 49 47 36 42 48
18:1t 0,5
18:1c 365 49 234 250 244 382 66,2 69,6 638
18:2t 15
18:2¢c 99 09 647 589 595 122 127 90 154
20:0 0,3 0,2 0,3 07 05 08
18:3 09 09 12
22:0 06 07 06
SFA 536 942 119 146 156 496 19,1 195 185
MUFA 365 49 234 250 249 382 673 70,6 649
PUFA 99 09 647 604 595 122 136 99 16,6
TFA 15 05

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseling; TFA—trans masne kiseline

SadrZaj masnih kiselina u ispitivanim uzorcima jestivih (,, soft") margarina proizvedenih
2006-2007. i 2008-2009. godine prikazan je u tabelama 4.10. i 4.11. Prikazani rezultati
predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak. Relativna standarna devijacija se
kretala u opsegu 0,09-11,52%.

Rezultati su pokazali da je sastav masnih kiselina u jestivim margarinima u
posmatranim periodima veoma slican. Dominantne masne kiseline bile su: linolna, oleinska i
palmitinska. Proseéne vrednosti sadrzaja linolne, oleinske i palmitinske kiseline u periodu
2006-2007. godine iznosile su 42,1; 42,5 i 15,3% redom, a u periodu od 2008-2009. godine
41,0; 24,6 i 17,3%. Visok sadrzgj linolne kiseline ukazuje da se za proizvodnju jestivih
margarina najvise koristi suncokretovo ulje.

U 12 od 15 ispitivanih uzoraka u periodu od 2006-2007. godine detektovano je
prisustvo trans masnih kiselina u koli¢ini od 2,8 do 15,8% u odnosu na ukupne masne kiseline,
a u periodu od 2008-2009. godine sadrzg) TFA u 9 od 13 ispitivanih uzoraka se kretao u
intervalu 2,2-15,0%. SadrZgj trans masnih kiselina u jestivim margarinima sa naSeg trzista je
sli¢an sadrzaju TFA u Turskoj (Tekin et al., 2002; Karabult & Turan, 2006), Svajcarskoj
(Richter et al., 2009) i Ceskoj (Brat & Pokorny, 2000) dok je nedto vi& u odnosu na austrijske
(Wagner et al., 2000) i portugalske proizvode (Torres et al., 2002). Od ukupno 28 andiziranih
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uzoraka jestivih margarina sedam zadovoljava dansku zakonsku regulativu u pogledu sadrzaja
TFA (www.tfx.org.uk/pagel16.html), odnosno sadrZi manje od 2% trans masnih kiselina.

SadrZgj zasi¢enih masnih kiselina se kretao u intervalu od 16,5 do 36,1% u periodu
2006—-2007. godine, odnosno od 18,1 do 46,5% u periodu 2008-2009. godine. Uoceno je da sa
smanjenjem udela trans masnih kiselina u jestivim margarinima dolazi do porasta sadrZaja,
takode aterogenih, ukupnih zasi¢enih masnih kiselina. Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina sa 12,
14 i 16 udljenikovih atoma se kretao u intervalu 9,5-29,0% (prosek 18,9%), u 2006—2007.,
odnosno od 12,2-40,1% (prosek 21,6%) u 2008—-2009. godini.

Poredenja radi, na dici 4.6. dat je uporedni prikaz prose¢nih sadrzaja trans, zasi¢enih,
cis-mononezasicenih i cis-polinezasi¢enih masnih kiselina u jestivim margarinima u periodima
2006-2007. i 2008—2009. godine. MoZe se videti daje sadrZzaj TFA sa prose¢nih 7,3% u 2006—
2007. godini smanjen na 5,6% u 2008-2009. godini, dok je proseéan sadrzaj zasi¢enih masnih
kiselina nesto povecan, tako da je suma sadrZaja nepozeljnih, trans i zasi¢enih masnih kiselina,
prakti¢no ista, iznosilaje 33,1% u 2006—2007. i 34,4 % u 2008—2009. godini.

U cilju dobijanja zdravstveno ispravnijeg proizvoda proces proizvodnje margarina bi
trebalo voditi u smeru smanjenja udela kako trans, tako i zasi¢enih masnih kiselina sa 12, 14 i
16 ugljenikovih atoma, uz poveéanje sadrzaja nezasi¢enih masti i stearinske kiseline, koja ne
uti¢e na nivo holesterola u krvi (Van Poppel et al., 1998.), a naravno pri tom posti¢i

odgovaraju¢i kvalitet proizvoda, i odgovarajucu cenu.

BTFA HSFA CisMUFA  OcisPUFA

45 1 42,5 41,0

28,8

%

2006 - 2007. god.

Slika4.6. Prosecan sadrzaj trans (TFA), zasi¢enih (SFA), cis-mononezasi¢enih (cisMUFA) i
cis-polinezasi¢enih masnih kiselina (cisPUFA) u jestivim margarinima proizvedenim u 2006—
2007. i 2008—2009. godini
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Sadrzaj masnih kiselina u ispitivanim uzorcima margarina za domacinstvo prikazan je u
tabeli 4.12. Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak.
Relativna standarna devijacija se kretala u opsegu od 0,50% do 9,02%.

Kao &o se iz tabele 4.12. moZe videti, u margarinima za domacinstvo dominirale su
Cetiri masne kiseline: oleinska, linolna, elaidinska i palmitinska. Udeo oleinske kiseline bio je
najvis i kretao se u intervalu od 16,0 do 34,8%, dok su prose¢ne vrednost udela linolne,
elaidinskei palmitinske kiselineiznosile 21,8; 20,4 i 15,7% redom.

Laurinska i miristinska kiselina, koje se smatraju mogucim aterogenim faktorom rizika,
nisu detektovane u pet uzorka margarina za domacinstvo, dok je u ostalim uzorcima sadrzg
ovih kiselinaiznosio 0,4—20,1%, odnosno 0,3-4,4%, $o je viSe u odnosu na literaturne podatke
po kojima je udeo laurinske oko 2 %, a miristinske kiseline priblizno 1% (Precth & Molkentin,
2000b; Brat & Pokaorny, 2000).

U 14 od 15 ispitivanih uzoraka detektovano je prisustvo frans masnih kiselina u koli¢ini
od 1,5 do 32,3% u odnosu na ukupne masne kisgline &o je u skladu sa literaturnim podacima za
OvU vrstu proizvoda (Aro et al., 1998b; Precht & Molkentin, 2000b; Brat & Pokorny, 2000;
Tekin et al., 2002). Dominantan trans izomer bio je C18:1z, kao $to je i ocekivano s obzirom da
se kao osnovna komponenta za proizvodnju margarina koriste hidrogenovana biljna ulja, dok je
u 8 uzoraka detektovano i prisustvo trans izomera linolne kisdine. SadrZzg trans izomera
linolne kiseline kretao se u opsegu od 0,8% do 3,4%.

Samo tri ispitivana uzoraka zadovoljavaju dansku zakonsku regulativu u pogledu
sadrzagja TFA (www.tfx.org.uk/pagel16.html), odnosno sadrze manje od 5% trans masnih
kiselina.

Sadrzaja zasi¢enih masnih kiselina se kretao u intervalu od 16,0 do 58,0%, pri cemu je

najvisi sadrZaj odreden u uzorku broj 5 koji ne sadrZi trans izomere, $to je uoceno i u drugim
studijama (Aro et al., 1998b; Brat & Pokorny, 2000; Tekin et al., 2002) koje su pokazale da sa
smanjenjem udela frans masnih kiselina u margarinima za domacinstvo dolazi do porasta

sadrzaja, takode aterogenih, ukupnih zasi¢enih masnih kiselina.

Masti, kao jedan od osnovnih sastojaka prehrambenih proizvoda uti¢u na ukus,
konzistenciju, teksturu i ostale fizicke osobine proizvoda koji ih sadrZe. Funkcionalna uloga
masti u prehrambenim tehnologijama, pre svega u tehnologiji pekarskih i konditorskih
proizvoda, je viSestruka (O'Brien, 2003; Timms, 2003). Masti odreduju fizi¢ke, senzorne i
reoloske karakteristike samog proizvoda, uticu na teksturu i punocu ukusa, imaju pozitivan
efekat na svezinu proizvoda (Timms, 2003; Zoulias et al., 2002). U tehnologijama konditorskih
i pekarskih proizvoda, kao jedna od sirovina koriste se industrijski margarini i razli¢ite vrste

namenskih masti, pri ¢emu je u nekim proizvodima udeo masti znac¢ajan (30-40%). Stoga masti
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koriS¢ene pri proizvodnji pekarskih i konditorskih proizvoda u znacajnoj meri uti¢u na sadrzaj

trans masnih kiselina u finalnom proizvodu, a samim tim i na njegovu nutritivnu vrednost. S

toga je u okviru ovog rada odredivan i sastav masnih kiselina u industrijskim margarinima,

namenskim mastima i masnim punjenjima koji se koriste pri proizvodnji pekarskih i

konditorskih proizvoda.

SadrZaj masnih kiselina u ispitivanim uzorcima industrijskih margarina proizvedenih
2006-2007., 2008. i 2009. godine prikazan je u tabelama 4.13., 4.14. i 4.15. Prikazani rezultati

predstavljgju srednju vrednost tri ponavljanja za svaki
kretala u opsegu 0,33-10,23 %

uzorak. Relativna standarna devijacija se

Tabela 4.13. Sadrzgj masnih kiselina u industrijskim margarinima proizvedenim 2006—2007.

godine (n=3; RSD = 0,53-9,11%)

M asna kiselina (%) Oznaka uzorka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10:0 0,5
12:0 01 0.2 0,6 05 88
14:0 15 16 12 16 33 10 19 21 27
16:0 41,3 438 436 471 478 425 51,8 188 431 204
18:0 64 54 73 68 37 47 42 62 45 95
18:1t 110 92 68 63 21 56 70 303 25
18:1c 252 253 26,8 252 298 305 247 419 299 19,0
18:2c 136 141 140 128 133 157 95 28 17,1 389
20:0 04 03 03 02 0,3 03 02
18:3 01 021
22:0 0,4
SFA 50,1 51,3 524 557 548 482 588 250 505 421
MUFA 362 345 336 315 319 361 31,7 722 324 19,0
PUFA 13,7 142 140 128 133 157 95 28 17,1 389
TFA 110 92 68 63 21 56 70 303 25
Sadrzaj masti (g/100g) 81,2 823 80,0 809 824 846 831 815 805 812
SFA (g/100g marg) 40,7 422 419 451 452 40,7 489 205 406 34,2
MUFA (g/100g marg) 294 284 269 255 263 305 263 588 260 154
PUFA (g/100g marg) 11,2 11,7 11,2 103 110 133 79 22 138 31,6
TFA (g/100g marg) 89 76 54 51 18 47 58 247 21

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne

kiselineg; TFA—trans masne kiseline

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se videti da se po sastavu masnih kiselina

industrijski margarini proizvedeni u periodu 2006—-2007. godine nesto razlikuju u odnosu na

proizvode iz 2008. i 2009. godine koji su veoma sliéni.

Dominantne masne kiseline u industrijskim

margarinima proizvedenim 2006—-2007.

godine bile su pamitinska, oleinska i linolna sa prose¢nim udelom 40,0%; 27,8% i 15,2%
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redom, dok su u 2008. i 2009. godini u industrijskim margarinima bile nazastupljenije
palmitinska, oleinska i elaidinska kiselina. Prosecne vrednosti sadrzaja pamitinske, oleinske i
elaidinske kiselina u 2008. godine su iznosile 36,0; 29,9 i 23,4% redom, a u 2009. godini 30,3;
25,71 21,2%.

Prosecan sadrZg trans masnih kiselina u 2006-2007. godini iznosio je 8,1% u odnosu
na ukupne masti, u 2008. 9,6%, a u 2009. 12,7%. Poredec¢i proseénu vrednost sadrzaja TFA u
industrijskim margarinima sa naSeg trzita sa literaturnim podacima utvrdeno je da su naS
proizvodi diéni grékim (10,0%) (Kafatos et al., 1994), ali sadrze vise TFA u odnosu na danske
(3,0%) (Ovesen et al., 1996) i francuske (3,8%) (Bayard & Wolff, 1995) industrijske margarine.
Sa druge strane sadrzgj TFA u analiziranim industrijskim margarinima je nizi u odnosu na
margarine iz Turske (24,2%) (Arici et al., 2002) i Pakistana (13,1%) (Anwar et al., 2006).

Tabela4.14. Sadrzaj masnih kiselinau industrijskim margarinima u 2008. godini (n = 3; RSD =
0,33-10,08%)

. Oznaka uzorka

Masna kislina (%) 1 2 3 4 5 6 7 8 09 10
8:0 15 11

10:0 1,3 09

12:0 96 10 08 03 04 05 111

14:0 2,2 23 16 12 14 13 13 37 13
16:0 158 176 528 479 384 426 394 487 115 453
16:1 02 02

17:0 0ol o1 01

18:0 85 94 47 48 46 63 59 59 93 715
18:1t 283 387 29 35
18:1c 235 243 265 344 322 318 327 31,7 274 342
18:2t 0,6 03 03 02 11

18:2¢ 87 90 129 100 236 159 187 11,2 101 82
20:0 0,3 05 04 05 03

20:1 02 02

18:3 1,0 01 02

22:0 02 02 04

24:0 01 01

SFA 389 280 606 546 442 515 47,7 569 385 541
MUFA 51,8 630 265 344 322 322 331 3.7 503 377
PUFA 93 90 129 110 236 163 192 114 112 82
TFA 289 387 03 03 02 240 35
Sadrza) masti (J100g) 81,1 820 8Ll 821 801 8L1 821 8L1 80,1 821
SFA (¢/100g marg) 476 230 491 449 354 418 392 462 308 444
MUFA (g100gmarg) 420 5.7 21,5 283 258 261 272 257 403 309
PUFA (g/100g marg) 75 74 105 90 189 132 158 92 90 67
TFA (g/100g marg) 234 31,7 02 02 02 192 29

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseling; TFA—trans masne kiseline
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Od ukupno 27 andliziranih uzoraka industrijskih margarina 13 zadovoljava dansku

zakonsku regulativu u pogledu sadrZzgja TFA (www.tfx.org.uk/pagel16.html), odnosno sadrze

manje od 5% trans masnih kiselina.

Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina kretao se u intervalu 25,1-58,8% u 2006-2007.
godini, 28,0-60,6% u 2008. i 25,8-60,9% u 2009. godini. Kao i u slucaju jestivih i margarina za
domacinstvo, uocen je trend porasta sadrzaja zasi¢enih masnih kiselina sa smanjenjem sadrzaja
trans masnih kiselina, posebno palmitinske kiseline. Jedino u uzorku broj 10 iz 2006-2007.
godine (Tabela 4.13.) koji ne sadrzi TFA, nije povecan sadrzaj palmitinske kiseline nego linolne
kiseline.

Tabela4.15. Sadrzaj masnih kiselinau industrijskim margarinima u 2009. godini (n = 3; RSD =
0,42-10,23 %)

. Oznaka uzorka

M asna kiselina (%) 1 > 3 7 3 5 =
8.0 0,7

10:0 0,4

12:0 02 07 63 02 0,6
14:0 17 06 04 19 03 15 21
16:0 465 229 115 193 149 552 421
18:0 42 162 11,8 121 139 42 6,6
18:1t 196 19,8 225 227

18:1c 27,7 215 231 21,8 295 27,2 292
18:2t 08 11 23

18:2c 199 180 305 139 148 119 188
20:0 05 06 0,7 0,6
22:0 05 08 0,7

SFA 524 409 258 40,7 30,7 60,9 52,0
MUFA 27,7 41,1 429 443 522 272 292
PUFA 199 180 31,3 150 171 119 188
TFA 196 20,6 236 250

SadrZaj masti (g/100g) 80,2 80,3 81,2 81,4 809 823 821
SFA (g/100g marg) 42,0 329 209 331 248 501 427
MUFA (g/100g marg) 22,2 33,0 34,8 36,1 423 224 240
PUFA (g/100g marg) 16,0 145 254 122 138 98 154
TFA (g/100g marg) 15,7 16,7 192 20,2

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseline; TFA—trans masne kiseline

Poredenja radi, na slici 4.7. je dat uporedni prikaz prosecnih sadrzaja trans, zasi¢enih,
cis-mononezasi¢enih i cis-polinezasi¢enih masnih kiselina u industrijskim margarinima u 2006—
2007., 2008. i 2009. godini.

99



http://www.tfx.org.uk/page116.html�

Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Mr Snezana 7. Kravié, doktorska disertacija

Ukoliko bi se posmatrao samo sadrZzaj TFA u industrijskim margarinima moglo bi se
zakljuciti da se njihova nutritivna vrednost smanjuje od 2006. do 2009. godine. lako je prosecan
sadrzaj TFA u industrijskim margarinima proizvedenim u 2009. godini najvisi, sadrzaj zasi¢enih
masnih kiselina je smanjen, a udeo cis-polinezasi¢enih masnih kiselina je povecan, tako da se
moze zakljuciti da je nutritivna vrednost industrijskih margarina tokom posmatranog

vremenskog perioda konstantna.

B TFA OSFA EcisMUFA OcisPUFA

60

50 -

48,9 49,5

40 -

%

30 -

18,3

20 15,2

: 130 127
9,6|
10] 81 :

2006 - 2007. god. 2008. god. 2009. god.

Slika 4.7. Prosecan sadrzaj trans (TFA), zasic¢enih (SFA), cis-mononezasic¢enih (cisMUFA) i
cis-polinezasi¢enih masnih kiselina (cisPUFA) u industrijskim margarinima u 2006-2007.,
2008. i 2009. godini

SadrZzaj masnih kiselina u ispitivanim uzorcima namenskih masti dat je u tabelama
4.16., 4.17., 4.18. 1 4.19. Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrednost od tri ponavljanja za
svaki uzorak. Relativha standarna devijacija se kretala u opsegu od 0,23-7,34 %.

U tabelama 4.16., 4.17. i 4.18. dat je sastav masnih kiselina namenskih masti jednog
proizvodaca (dodeljena mu je oznaka A) u 2007., 2008. i 2009. godini redom. U tabeli 4.19. dat
je sadrzaj masnih kiselina u namenskim mastima ostalih proizvodaca u periodu 2007—20009.
godina, gde su uzorci obeleZeni brojem 1-3 iz 2007. godine, 4-16 iz 2008. godine i 17-24 iz
2009. godine.
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Na siikama 4.8. i 4.9. dat je uporedni prikaz prosec¢nih sadrzaja trans-, zasicenih, cis-
mononezasicenih i cis-polinezasi¢enih masnih kiselina u namenskim mastima proizvodaca A i

razlicitih proizvodaca u 2007., 2008. 1 2009. godini.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se videti da je sastav masnih kiselina namenskih
masti proizvoda¢a A proizvedenih u 2007., 2008. i 2009. godini veoma slican. Dominantne
masne kiseline u analiziranim uzorcima su oleinska, elaidinska i palmitinska sa prosecnim
sadrZajem od oko 30%, 25% i 15%, redom.

Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina se kretao u intervalu 17,7-64,7%; 20,0-74,9% i 20,4—
60,0% u 2007., 2008. i 2009. godini, redom. U grupi zasi¢enih masnih kiselina najzastupljenije
su bile palmitinska i stearinska. Prose¢an sadrZzgj pamitinske kiseline u posmatranom
vremenskom periodu je iznosio 14,8; 16,8 i 16,5%, a stearinske 10,4; 11,1 i 12,4%. Rezultati
ukazuju da se u proizvodnji namenskih masti u velikoj meri koristi pamino ulje, Sto je i
ofekivano jer masti sa veéim sadrzajem palmitinske kiseline prirodno kristaisu u p’
polimorfnom obliku. U praksi je prisutna tendencija da se izborom sirovina i na¢inom prerade
proizvedu masti za potrebe pekarske i konditorske industrije koje pretezno kristalisu u p’
polimorfnom obliku jer utiCu na stabilnost emulzije, glatko¢u i poseduju dobre aeracione
karakteristike (formiranje brojnih, sitnih mehuri¢a vazduha u mastima) (Wassel & Young,
2007). ProseCan sadrzaj aterogenih zasi¢enih masnih kiselina, laurinske, miristinske i
palmitinske iznosio je 21,0; 22,2 i 18,6% u 2007., 2008. i 2009. godini., &0 je znatno vise u
odnosu nadanske i §panske namenske masti (Ovens et al., 1998; Alonso et al., 2002).

Sadrzg) cis-nezasi¢enih masnih kiselina u namenskim mastima proizvodaca A u 2007.,
2008. i 2009. godine se kretao u intervalima 19,9-58,3%; 17,1-59,1% i 23,3-58,7% redom.
Dominantna masna kiselina iz grupe cis-mononezasi¢enih masnih kiselina bila je oleinska sa
proseénim sadrzajem od oko 30%, dok je u grupi cis-polinezasi¢enih masnih kiselina bila
najzastupljenija linolna sa prosecnim sadrzajem od oko 6% u 2007. i 2008. godini, odnosno
8,9% u 2009. godini.

SadrZgj trans masnih kiselina kretao se u Sirokom rasponu i iznosio je 0,6-44% (prosek
29,1%) u 2007. godini, 2,4-42,1% (prosek 27,8%) u 2008. godini i 3,4-37,3% (prosek 27,5%) u
2009. godini. Sli¢ni rezultati su dobijeni u Poljskoj i Ceskoj gde se sadrzaj TFA u namenskim
mastima kretao u opsegu od 0,1-56,6% (Basol & Tasan, 2008), odnosno 16,5-59,1% (Bréat &
Pokorny, 2000). Od ukupno 52 uzorka analizirana u navedenom vremenskom periodu 43 sadrZi
20,9-44,0% trans masnih kiselina, 3 uzorka sadrze 10,2-15,6% TFA, dok preostalih 6 uzoraka
sadrze manje od 5% TFA te zadovoljavagju dansku zakonsku regulativu
(www.tfx.org.uk/pagell6.html). Visok sadrza trans masti ukazuje da je proizvodaé A za

proizvodnju namenskih masti u najve¢oj meri koristio parcijalno hidrogenovana ulja.
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Na osnovu dobijenih razultata (tabela 4.19. i dika 4.9.) moZe se videti da se sadrZgj
masnih kiselina u namenskim mastima ostalih proizvodac¢a menjao u toku 2007., 2008. i 2009.
godine. Od 2007. do 2009. godine dolazi do smanjenja sadrZaja aterogenih masnih kiselina, uz
istovremeno povecanje sadrzaja, sa zdravstvenog aspekta pozeljnih, cis- mono- i
polinezasi¢enih masnih kiselina. ProseCan sadrzaj sume laurinske, miristinske, palmitinske i
trans masnih kiselina u 2007., 2008. i 2009. godini je iznosio 64,1%, 56,2% i 50,3%, redom.
SadrZgj trans masnih kiselina u posmatranom vremenskom periodu se kretao od 0,0 do 48,7%, a
prose¢na vrednost je iznosila 15,8%. Trinaest od 24 ispitivana uzorka sadrzi manje od 5% TFA,

te zadovoljava dansku zakonsku regulativu (www.tfx.org.uk/pagel16.html), dok je u preostalim

uzorcima sadrZzaj TFA veoma visok. Dobijeni rezultati ukazuju da se u proizvodnji namenskih
masti pored parcijano hidrogenovanih ulja i masti, koristi i kombinacija ovih uljai masti sa
drugim tipovima biljnih ulja, kao i razli¢iti tehnoloski postupci.

Sadrzgj trans masnih kiselina u svih 76 ispitivanih uzoraka namenskih masti u periodu
2007-2009. godine kretao se u opsegu od 0,0 do 48,7%, a prosecna vrednost je iznosila 24,3%
&to je znatno vide u odnosu na namenske masti proizvedene u Spaniji (6,6%) (Alonso et al.,
2002), Danskoj (6,5%) (Leth et al., 2003), Kosta Riki (1,3%) (Baylin et al., 2007) i Turskoj
(Basol & Tasan, 2008).

Imaju¢i u vidu nepozeljno dejstvo frans masnih kiselina na zdravlje ljudi, pred
proizvoda¢ima namenskih masti stoji nimalo lak zadatak, smanjiti sadrZzgj TFA i razviti
funkcionalan proizvod istih ili veoma sli¢nih karakteristika. Naime, trans izomeri uticu na tacku
topljenja, teksturalna svojstva i oksidativnu stabilnost. Sem toga, trans masne kiseline uti¢u na
kinetiku kristalizacije masti, potpomazu formiranje kristala u pozeljnom ' polimorfnom obliku,
¢ak i kada postoji prirodna tendicija ka formiranju B polimorfnog oblika (Wassell & Y oung,
2007). Stoga zamena trans izomera zahteva uvodenje drugog kinetickog mehanizma koji ¢e
omoguciti formiranje Zeljenih polimorfnih oblika. Jednostavno, smanjenje sadrzaja trans masti,
ukoliko se ne vodi racuna o kristalnoj formi, moze negativno uticati na funkcionalnost finalnog
proizvoda (Mayamol et al., 2004). Dodatkom ulja semena pamuka, loja, hidrogenovanog
palminog ulja i ribljeg ulja obezbeduje se formiranje pozeljnijeg B~ kristalnog oblika (Ghotra et
al., 2002).

Masna punjenja se veoma mnogo koriste u razli¢itim konditorskim proizvodima kao $to
su praline, vafel proizvodi i punjeno ¢ajno pecivo, te uti¢u na njihovu nutritivnu vrednost. Kako
mnoga masna punjenja sadrze hidrogenovane masti, u okviru ovog rada je odreden sastav

masnih kiselina u Sest uzoraka masnih punjenja.
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Slika 4.8. Prosecan sadrzaj trans (TFA), zasi¢enih (SFA), cis-mononezasi¢enih (cisMUFA) i
cis-polinezasi¢enih masnih kiselina (cisPUFA) u namenskim mastima proizvodaca A u 2007.,

2008. i 2009. godini
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Slika 4.9. Prosecan sadrzaj trans (TFA), zasi¢enih (SFA), cis-mononezasic¢enih (cisMUFA) i
cis-polinezasi¢enih masnih kiselina (cisPUFA) u namenskim mastima razli¢itih proizvodaca u

2007., 2008. i 2009. godini
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SadrZaj masnih kiselina, izrazen u odnosu na ukupne masne kiseline, u ispitivanim
uzorcima masnih punjenja prikazan je u tabeli 4.20. Prikazani rezultati predstavljgju srednju
vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak. Relativna standarna devijacija se kretala u opsegu
0,11-8,23%.

Tabela4.20. SadrZzgj masnih kiselinau masnim punjenjima (n = 3; RSD = 0,11-8,23%.)

— Oznaka uzorka
Masna kisglina (%) 1 > 3 7 3 5
12:0 04 11 10 11
14:0 03 1,0 19 21
16:0 157 149 232 12,7 426 450
16:1 0,4
17:0 0,1
18:0 143 70 50 45 52 51
18:1t 299 238 68 15 12 05
18:1c 36,3 434 505 543 385 37,6
18:2t 1,3
18:2¢c 18 70 126 198 86 83
20:0 06 03 03 03
18:3 02 02 19 72 03
22:0 0,4
SFA 31,8 243 282 17,2 510 536
MUFA 66,2 67,2 57,3 558 401 381
PUFA 20 85 145 270 89 83
TFA 299 251 68 15 12 05

SadrZaj masti (9/100g) 325 331 356 336 342 345
SFA (g/100 g proizv.) 103 80 100 58 175 185
MUFA (g/100 g proizv.) 215 222 204 187 137 131
PUFA (g/100gproizv.) 06 28 51 91 30 28
TFA (g/100 g proizv.) 97 83 24 05 04 02

SFA-—zasicene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseline; TFA—trans masne kiseline

SadrZgj trans masnih kiselina se kretao u intervalu od 0,5 do 29,9%, a prose¢na
vrednost je iznosila 10,8%. Uzorci oznaceni brojem 1 i 2 su imali ve¢i sadrzaj trans masnih
kiseling, 29,9 i 25,1%, redom, uzorak broj 3 6,8%, dok su u uzorcima4, 5i 6 bile prisutne male
koli¢ine trans izomera (0,5-1,5%).

Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina se kretao u opsegu od 17,2% do 53,7%, u proseku
34,4%. U grupi zasi¢enih masnih kiselina preovladala je palmitinska, sa prose¢nim sadrzajem
od 25,7%, za kojom je sledila stearinska, Ciji je proseCan sadrzaj iznosio 6,9%.

Sadrzg cis nezasi¢enih masnih kiselina se kretao u intervalu 38,4-81,3%, prosek

54,8%. U grupi cis-mononezasi¢enih masnih Kkiselina bila je ngjzastupljenija oleinska, sa
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prosecnim sadrzajem od 43,5%, dok je u grupi cis-polinezasi¢enih masnih kiselina dominirala
linolna sa prose¢nim sadrzajem 9,7%.

Ukupan sadrZg aterogenih masnih kiselina kretao se u opsegu od 14,3% do 48,7%,
prosecna vrednost je iznosila 38,0%. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je
uzorak oznaCen brojem 4 sa nutritivne tacke gledista najkvalitetniji. Pored toga Sto je udeo
aterogenih masti u ovom uzorku bio najnizi (14,3%), utvrdeno je prisustvo i esencijalne

linolenske kiseline u vecoj koli¢ini (7,2%).

Sadrzaj masnih kisdlina, izrazen u odnosu na ukupne masne kiseline, u ispitivanim
uzorcima mle¢nih proizvoda prikazan je u tabeli 4.21. Prikazani rezultati predstavljgju srednju
vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak. Relativha standarna devijacija se kretala u opsegu
0,03-9,18 %.

Sadrzaj ukupnih frans masnih kiselina u ispitivanim uzorcima mleénih proizvoda kretao
se u opsegu od 0,0% do 3,2%, u odnosu na ukupne masne kiseline. U anaiziranim uzorcima
detektovano je prisustvo samo trans izomera masne kiseline C18:1. SadrZzagj trans masnih
kiselina u mle¢nim proizvodima sa naSeg trziSta je znacajno niZi u odnosu na sadrzaj TFA u
zemljama Evrope (Aro et al., 1998a) i Kanadi (Mendis et al., 2008) u kojima se krece u
intervalu od 3,2-6,2% i 4,2—7,4%, redom, dok je nesto viSi u odnosu na Turske proizvode
(Seckin et al., 2005).

Sadrzaj zasic¢enih masnih kiselina u mle¢nim proizvodima se kretao u opsegu od 70,2%
do 89,7%, prose¢na vrednost je iznosila 77,5%. Od zasi¢enih masnih kiselina u ispitivanim
uzorcima ngjzastupljenije su bile palmitinska (14,3-35,1%) i miristinska kiselina (13,9-18,2%)
koje se, zgjedno sa laurinskom i #rans masnim kiselinama, svrstavgju u grupu aterogenih masnih
kiselina. Prose¢ni udeo sa zdravstvenog aspekta neutralne, stearinske kiseline iznosio je 8,8%.
Sadrzaj ukupnih zasi¢enih masnih kiselina u mle¢nim proizvodima u zemljama Evrope i Kanadi
(Aro et al., 1998a; Mendis et al., 2008) ne prelazi 70%, te se moze zakljuéiti da je sadrzgy SFA
u domaéim mle¢nim proizvodima nesto visi. U cilju smanjenja unosa, sa zdravstvenog aspekta
nepozeljnih zasi¢enih masnih kiselina, trebalo bi konzumirati mle¢ne proizvode sa manjim
sadrZajem masti.

SadrZgj, sa zdravstvenog aspekta pozeljnih, cis- nezasi¢enih masnih kiselina se kretao u
opsegu od 10,3% do 26,6%, pri ¢emu je prosecan sadrzaj cis-mononezasic¢enih masnih kiselina
iznosio 18,6%, a cis-polinezasicenih masnih kiselina 2,3%. U grupi cis-mononezasi¢enih
masnih kiselina dominirala je oleinska kiselina (8,2-20,6%), &o je u skladu sa literaturnim
podacima (Mendis et al., 2008; Seckin et al., 2005; Mozaffarian et al., 2006).

Dominantna cis-polinezasicena masna kiselina bila je esencijalna linolna (C18:2) sa
udelom od 1,2% do 3,3%. Poznato je da se ona ne sintetiSe u ljudskom organizmu. Mle¢ni

proizvodi predstavljaju znacajan izvor linolne kiseline i njenih izomera koji imaju potencijalnu
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ulogu u smanjenju rizika nastajanja karcinoma i srcanih oboljenja, povecanju imunoloske
funkcije organizma i u regulaciji telesne tezine, odnosno rasporedivanju masnih naslaga
Prisustvo, takode esencijalne linolenske kiseline (18:3n3), utvrdeno je u samo dva uzorkai to u
koli¢ini od 0,8% i 1,3%.

Tabela 4.21. Sadrzaj masnih kiselina u mle¢nim proizvodima (n = 3; RSD = 0,03-9,18%)

o Oznaka uzorka

M asna kiselina (%) 1 > 3 7 3 A 7 3 5
4:0 27 44 A5 41 27 12 23 25 22
6:0 22 33 39 33 29 13 24 21 23
8:0 16 22 26 22 21 54 47 60 16
10:0 39 52 57 53 54 53 74 62 41
12:0 47 60 52 56 61 401 91 61 46
14:0 140 170 154 164 182 157 138 142 138
14:1 15 15 11 14 14 02 24 17 11
15:0 21 18 14 16 1,7 03 20 15 18
16:0 271 294 304 293 351 143 261 253 286
16:1 22 19 16 19 18 03 18 20 20
17.0 10 07 06 06 06 01 08 08
18:0 116 95 90 92 71 60 75 88 103
18:1t 22 10 11 11 05 22 27 32
18:1c 188 14,1 157 16,0 132 82 158 176 206
18:2 33 20 18 20 12 16 25 25 17
20:0 0,3

18:3 0,8 13
SFA 71,2 795 787 776 819 897 753 735 701
MUFA 2477 185 195 204 169 87 222 240 269
PUFA 41 20 18 20 12 16 25 25 30
TFA 22 10 11 11 05 22 27 32

Sadrzaj masti (g/100g) 56,0 44,3 306 175 243 296 838 241 826
SFA (/100 g proizv.) 39,9 352 241 136 199 265 632 17,7 580
MUFA (g/100gproizv.) 138 82 60 36 41 26 186 58 222
PUFA (g/100gproizv) 23 09 06 04 03 05 21 06 25
TFA (g/100 g proizv.) 13 04 03 02 01 18 07 26

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseline; TFA—trans masne kiseline

Kao sto se iz tabele 4.21. moze videti, sastav masnih kiselina u ispitivanim mle¢nim
proizvodima je bio veoma sli¢an. Dominantne masne kiseline u ispitivanim uzorcima mle¢nih
proizvoda bile su palmitinska, oleinskai miristinska, sa prose¢nim sadrzajima od 27,3%; 15,6%
i 15,4%, redom. Izuzetak je bio uzorak broj 6 u kom je sadrZgj laurinske kiseline bio ¢ak 40,1%,
dok je sadrZaj palmitinske i oleinske kiseline bio dvostruko manji u odnosu na ostale uzorke. U
ovom uzorku nije utvrdeno prisustvo trans izomera. Masnokiselinski sastav uzorka broj 6

ukazuje da su u procesu proizvodnje koris¢ene modifikovane masti.
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Rezultati ovih istraZivanja pokazuju da mle¢ni proizvodi sadrze znadajne koliCine
aterogenih zasi¢enih masnih kiselina. Sadrzaj ¢rans masti u ovoj grupi proizvoda je bio veoma
nizak, tako da bi do negativnog uticaja na zdravlje dodlo tek ako bi se mle¢ni proizvodi
konzumirali u sedam puta ve¢im koli¢inama od uobicajenih (Motard-Bélanger et al., 2008;
Destaillats et al., 2008). Procenjeno je da se putem mleka, mlecnih proizvoda i mesa u Evropi
prosecano unese ispod 2 g/danu trans masti (Craig-Schmidt, 2006), $to je oko 0,8% dnevno
potrebne energije, te odgovara preporuci Svetske zdravstvene organizacije (WHO, 2003).

Sadrzaj masnih kisdling, izrazen u odnosu na ukupne masne kiseline, u ispitivanim
uzorcima slanog trginog peciva prikazan je u tabeli 4.22. Prikazani rezultati predstavljaju
srednju vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak. Relativna standarna devijacija se kretala u
opsegu 0,2-10,9 %.

U 13 od 20 ispitivanih uzoraka odredeno je prisustvo trans masnih kiselina u koli¢ini od
0,3% do 37,2%, dok je prosecan sadrzaj TFA u svim ispitivanim uzorcima iznosio 10,9 %.
Najzastupljeniji su bili trans izomeri masne kiseline C18:1, dok su manje koli¢ine trans izomera
linolne kiseline (0,2% do 2,7%) bile prisutne u 8 uzoraka. U devet od 20 ispitivanih uzoraka
sadrZaj trans masnih kisdina je bio niZi od 2%, $to zadovoljava dansku zakonsku regulativu

(www.tfx.org.uk/pagel16.html). Uzimajuci u obzir prosean sadrZzgju TFA, dana trajna peciva

sa naSeg trzista su veoma slicna ovoj vrsti proizvoda u Argentini, kod kojih je prosecan sadrzaj
trans izomera11,1% (Tavellaer al., 2000).

Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina se kretao u intervalu od 21,2% do 74,0%, a prose¢na
vrednost je iznosila 45,9%. Najzastupljenija zasi¢ena masna kiselina je bila palmitinska, sa
prose¢nim sadrZzgjem od 26,9% (opseg 10,1-49,9%), Sto ukazuje da se za proizvodnju slanog
trajnog peciva u najvecoj meri koriste namenske masti sa palminim uljem kao osnovom.

SadrZg cis-nezasi¢enih masnih kiselina se kretao od 15,2% do 72,0%. Medu cis-
nezasi¢enim masnim kiselinama najzastupljenija je bila oleinska kiselina sa prosecnim
sadrZajem od 29,6% (opseg 12,8-40,4%), a zatim je sledila linolna kiselina sa prose¢nim
sadrzajem od 13,4%. Prisustvo manjih koli¢ina (0,2-1,1%) esencijalne linolenske kiseline je

utvrdeno u Sest uzoraka.

Sadrzaj masnih kiselina u ispitivanim uzorcima ¢ajnog peciva proizvedenih 2007.,
2008. i 2009. godine prikazan je u tabelama 4.23., 4.24. i 4.25. Prikazani rezultati predstavljgju
srednju vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak. Relativna standarna devijacija se kretala u
intervalu 0,24-11,72%.

Na slici 4.10. dat je uporedni prikaz prose¢nih sadrzaja trams, zasiCenih, cis-
mononezasic¢enih i cis-polinezasi¢enih masnih kiselina u ¢ajnom pecivu u toku 2007., 2008. i

2009. godine.
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Tabela4.23. SadrZzaj masnih kiselinau ¢ajnom pecivu u 2007. godini (n = 3; RSD = 0,24—
10,15%.)

M asna kiselina (%) Oznaka uzorka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
8:0 3,8 2,7 2,0
10:0 2,7 51 3,6
12:0 293 18 53 34
14:0 66 06 9,1 6,5
15:0 17
16:0 28,7 131 146 145 172 130 116 223 129 182
16:1 0,8 1,1
18:0 26 55 69 66 155 51 69 69 96 7.2
18: 1t 248 419 395 259 351 201 146 375 44
18:1c 206 487 31,4 319 358 350 499 250 315 426
18:2t o6 05 05 18 10 2,3
18:2c 57 55 46 70 47 92 105 65 54 11,0
20:0 04 04 0,4
18:3 0,4 0,1
22:0 0,3
SFA 737 210 215 211 331 185 185 531 232 409
MUFA 206 735 733 714 61,7 701 70,0 404 690 481
PUFA 57 55 52 75 52 114 115 65 78 11,0
TFA 248 425 40,0 264 369 21,1 146 398 44

Sadrzaj masti (9/100g) 22,0 230 21,3 200 201 20,3 239 120 176 153
SFA (J100gproizv.) 162 48 46 42 67 37 44 64 41 63
MUFA (g/100 g proizv.) 45 169 156 143 124 142 167 48 121 74
PUFA (100gproizv) 13 13 11 15 10 23 27 08 14 17
TFA (/100 g proizv.) 57 91 80 53 75 50 18 70 07

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseline; TFA—trans masne kiseline

Na osnovu dobijenih rezultata (Tabele 4.23., 4.24. i 4.25.) mozZe se videti da se po
sastavu masnih kiselina ¢ajna peciva proizvedena u 2007. godini razlikuju u odnosu na ona
proizvedena 2008. i 2009. godine, pri ¢emu su sastavi proizvoda iz 2008. i 2009. godine bili
veoma sli¢ni. U ¢ajnom pecivu iz 2007. godine najzastupljenije masne kiseline su bile oleinska,
elaidinska i palmitinska, sa prose¢nim udelom 35,2%; 27,1% i 16,6%, redom. U 2008. i 2009.
godini u ¢ajnom pecivu preovladivale su oleinska i palmitinska kiselina. Prose¢ne vrednosti
sadrZgja oleinske i palmitinske kiseline u 2008. godine su iznosile 34,3% i 29,9%, a u 2009.
godini 26,1% i 30,4%.

SadrZgj trans masnih kiselina u 2007. godini se kretao u opsegu 0,0-42,5%, a prose¢na
vrednost je iznosila 25,1% u odnosu na ukupne masti, dok je u 2008. i 2009. godini bilo znatno
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Smanjeno prisustvo trans masti u ¢ajnom pecivu. Udeo trans izomera masnih kiselina u 2008.
godini jeiznosio 0,0-28,6%, prosecno 5,4%, a u 2009. godini 0,0-14,5%, prose¢no 3,3%.

Sa slike 4.10. moze se uociti da je smanjenje udela frans masnih kiselina podedica
porasta sadrzaja ukupnih zasi¢enih masnih kiselina. Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina sa 12, 14
i 16 ugljenikovih atoma, kretao se u intervalu 11,6-64,7% (prosek 22,9%) u 2007. godini, 11,4—
53,2% (prosek 40,4%) u 2008. godini i 27,3-57,6% (prosek 42,9%) u 2009. godini. U najvec¢em
broju uzoraka frans masne kiseline su zamenjene palmitinskom kiselinom, dok je u pojedinim

uzorcima povecan sadrzaj i laurinske kiseline.

Tabela 4.24. Sadrzaj masnih kiselina u ¢ajnom pecivu u 2008. godini (n = 3; RSD = 0,33—
10,92%.)

L Oznaka uzorka
Masna kisglina (%) 1 > 3 7 5 6 7 8
6:0 0,7
8:0 26 22 22 07 1,3
10:0 34 15 17 19 11
12:0 91 102 115 28 05 06 15,7
14.0 101 43 50 73 12 13 6,0
14:1 0,6 0,5
15:0 0,9 0,9
16:0 326 256 274 32,7 345 422 114 315
16:1 1,3 01 11
17:0 0,6 01 06 02
18:0 74 41 86 87 52 69 84 48
18:1t 12 74 46 02 03 275
18:1c 224 405 276 270 445 376 450 296
18:2t 0,6 11
18:2c 74 114 70 95 131 108 58 97
20:0 02 04 04 04 03 04 03
20:1 0,1
18:3 04 01 06 02
22:0 0,2 0,4
SFA 66,7 481 57,1 56,7 420 51,3 20,6 60,7
MUFA 255 405 352 332 447 379 725 296
PUFA 78 114 7,7 101 133 108 69 97
TFA 12 80 46 02 03 286
Sadrzaj masti (g/100g) 11,6 240 181 128 245 196 206 221
SFA (g/100 g proizv.) 77 115 104 7,2 103 101 42 134

MUFA (g/100gproizv.) 30 97 64 42 109 74 149 65
PUFA (g/100 g proizv.) 09 27 14 13 33 21 14 21
TFA (g/100 g proizv.) 0,1 15 06 01 59

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseling; TFA—trans masne kiseline
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Takode je uoceno da je doslo do smanjenja sadrzaja masti u ¢ajnom pecivu od 2007. do
2009. godine, samim tim i do smanjenja sadrZaja trans masnih kisdina U 2007. godini
prosecan sadrzaj masti u ¢ajnom pecivu je iznosio 19,5%; u 2008. godini 19,2% a u 2009.
godini 16%.

Od ukupno 34 analizirana uzorka Cajnog peciva 18 zadovoljava dansku zakonsku

regulativu u pogledu sadrZzgja TFA (www.tfx.org.uk/pagel16.html), odnosno sadrZzi manje od

2% trans masnih kiselina.

Poredec¢i prosecnu vrednost sadrzaja TFA u ¢ajnom pecivu sa naSeg trziSta, tokom
protekle dve godine, sa literaturnim podacima, utvrdeno je da nas$i proizvodi sadrZze manje trans
masnih kiselina u odnosu na proizvode iz Turske (1,0-30,5%) (Daglioglu et al., 2000) i Brazila
(12,2-31,2%) (Martin et al., 2005), di i nesto vece koli¢ine TFA u odnosu na itaijanske
proizvode koji suimali oko 1,7% TFA (Caponio et al., 2006).

BTFA [OSFA EcsMUFA  OcisPUFA

70
62,6

60

50,4
50 -

40 35,

N

% 34,7

30

20 A

9,5

10 - 7,1

33
-:1:1:1:

2007. god. 2008. god. 2009. god.

Slika 4.10. Prose¢an sadrzaj trans-, zasi¢enih, cis-mononezasic¢enih i cis-polinezasi¢enih masnih

kiselina u ¢ajnom pecivu u 2007., 2008. 1 2009. godini

SadrZzaj masnih kisdlina, izrazen u odnosu na ukupne masne kiseline, u ispitivanim
uzorcima tvrdog keksa prikazan je u tabeli 4.26. Prikazani rezultati predstavljaju srednju
vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak. Relativna standarna devijacija se kretala u opsegu 0,1—
9,3%.
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Tabela4.26. SadrZzgj masnih kiselinau tvrdom keksu (n = 3; RSD = 0,1-9,3%)

- Oznaka uzorka

M asna kiselina (%) 1 > 3 7 3 A = 8 )
8:0 24 31 42 46

10:0 16 25 01 26 41

12:0 04 15 128 256 10 205 461 24
14:0 13 15 53 90 21 53 123 23
16:0 158 419 428 329 204 46,1 324 152 523
16:1 04 0,5
17:0 0,1 0,2 0,2
18:0 80 62 88 48 137 54 49 51 77
18: 1t 423 13 66 17 43 0,4

18:1c 293 359 308 283 165 325 228 99 271
18:2c 46 126 74 100 46 111 69 22 70
20:0 o4 05 02 03 04 02 01 03
20:1 0,2

18:3 04 0.2 0,2
22:0 0,1

SFA 238 50,2 552 600 746 554 70,1 875 652
MUFA 716 372 374 300 208 331 228 10,3 276
PUFA 46 126 74 100 46 115 71 22 7.2
TFA 423 13 66 17 43 0,4

SadrZaj masti (g/100g) 106 11,8 21,3 115 17,6 123 187 185 20,1
SFA (g/100 g proizv.) 25 59 11,7 69 132 68 131 162 131
MUFA (g/100g proizv.) 76 44 80 34 37 41 43 19 55
PUFA (g/100 g proizv.) 05 15 16 11 08 14 13 04 14
TFA (g/100 g proizv.) 45 02 14 02 08 0,1

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseline; TFA—trans masne kiseline

U 6 od 9 ispitivanih uzoraka odredeno je prisustvo trans masnih kiselina u koli¢ini od
0,4 do 42,3% u odnosu na ukupne masne kiseline, dok je prosecan sadrzaj TFA u ispitivanim
uzorcimaiznosio 6,3 %. U Sest od devet ispitivanih uzoraka sadrZaj trans masnih kiselinaje bio

niZi od 2%, &o zadovoljava dansku zakonsku regulativu (www.tfx.org.uk/pagel16.html). Tvrdi

keks sa naSeg trzista sadrzi znatno manje koli¢ine frans izomera u odnosu na turske i americke
proizvode koji sadrze oko 12%, odnosno 20% trans masnih kiselina (Daglioglu et al., 2000,
Satchithanandam et al., 2004).

Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina kretao se u intervalu od 23,8% do ¢ak 87,5%, a
prosecna vrednost je iznosila 60,2%. Najzastupljenija zasi¢ena masna kiselina je bila
palmitinska, sa prosec¢nim sadrZzgjem od 33,3% (opseg 15,2-52,3%), za kojom je dedila
laurinska sa prose¢nim sadrZajem od 13,8% (opseg 0,4-46,1%).
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SadrZg) cis-nezasi¢enih masnih kiselina se kretao od 9,9% do 35,9%, prose¢no 26,0%.
Medu cis-nezasi¢enim masnim kiselinama najzastupljenije su bile oleinska i linolna kiselina sa
prose¢nim sadrzajima od 25,9% i 7,4%, redom. Prisustvo manjih koli¢ina (0,2—0,4%) linolenske
kiseline detektovano je u tri uzorka.

Rezultati pokazuju da je smanjenje sadrZagja trans masnih kiselina u tvrdom keksu
uzrokovano povecanjem sadrzaja pre svega palmitinske i laurinske kiseline. Naime, prosecan
sadrzaj zasic¢enih masnih kiselina sa 12, 14 i 16 ugljenikovih atoma je bio relativno visok, sa

prose¢nom vrednosti od 49,9%.

SadrZaj masnih kiselina u ispitivanim uzorcima vafel proizvoda u 2007-2008. godini i
2009. godini prikazan je u tabelama 4.27. i 4.28. Prikazani rezultati predstavljgju srednju
vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak. Relativha standarna devijacija se kretala u opsegu
0,15-9,72%.

Tabela 4.27. SadrZzaj masnih kiselinau vafel proizvodima u 2007-2008. godini (n= 3; RSD =
0,21-9,72%)

. Oznaka uzorka

M asne kiseline (%) 1 > 3 7 5 6 7 8 9
8.0 3,0 2,6 49
10:0 2,1 2,1 2,6
12:0 03 05 138 09 198 06 17,6
14:0 02 04 57 05 13 80 15 40
16:0 13,7 13,0 175 31,7 21,7 46,6 26,1 410 31,1
18:0 72 65 83 52 84 84 114 86 65
18:1t 408 378 406 05 243 39 33 7,7 18
18:1c 36,4 358 255 290 391 322 210 336 254
18:2t 33 28 11

18:2c 19 28 41 87 39 64 54 66 57
20:0 03 03 03 04 03 03 04 04
20:1 0,1

18:3 0,2

22:0 0,3

SFA 209 203 270 61,8 31,3 575 703 521 67,1
MUFA 772 736 66,1 295 635 361 243 413 27,2
PUFA 19 61 69 87 52 64 54 66 57
TFA 40,8 411 434 05 254 39 33 7,7 18

Sadrzaj masti (/100g) 289 29,3 30,7 251 251 346 32,6 281 317
SFA (/100 g proizv.) 60 60 83 155 7,9 199 229 146 213
MUFA (g/100 g proizv.) 22,3 216 203 74 160 125 79 116 86
PUFA (g/100gproizv) 05 18 21 22 13 22 18 19 18
TFA (100gproizv) 118 121 133 01 64 13 11 22 06

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseline; TFA—trans masne kiseline
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Nadlici 4.11. je dat uporedni prikaz prose¢nih sadrzaja trans-, zasi¢enih, cis-mononezasic¢enih i

cis-polinezasi¢enih masnih kiselina u vafel proizvodima u 2007-2008. i 2009. godini.

Tabela 4.28. Sadrza) masnih kiselinau vafel proizvodima u 2009. godini (n=3; RSD =
0,15-9,06%)

. Oznaka uzorka
Masnekissline (%) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
6.0 0,4
8:0 07 25 2,1 23 04
10:0 08 15 1,3 23 04
12:0 1,1 22 85 04 72 04 05 278 36
14:0 21 01 21 29 17 26 15 15 85 29
141 0,1
15:0 0,2
16:0 437 155 255 284 486 30,2 483 458 222 546
16:1 0,6
17:0 0,3
18:0 73 93 205 144 63 140 61 61 99 64
18:1t 73 331
18:1c 31,7 395 360 325 325 335 331 359 21,6 257
18:2¢ 64 19 83 78 99 78 99 95 46 57
20:0 04 06 08 06 03 06 04 04 04 03
20:1 06 03 03 02
18:3 03 05 03 04 03 03 02
22:0 04 01
24:0 02
SFA 546 255 541 589 57,3 580 567 543 734 686
MUFA 390 726 373 328 325 338 331 359 21,8 257
PUFA 64 19 86 83 102 82 102 98 48 57
TFA 73 331

SadrZaj masti (g/100g) 27,3 32,0 315 26,7 27,7 289 282 254 348 351
SFA (g/100 g proizv.) 149 81 17,0 157 159 16,7 160 138 256 24,1
MUFA (g/100g proizv.) 106 232 11,7 88 90 98 93 91 76 90
PUFA (g/100 g proizv.) 17 06 27 22 28 24 29 25 17 20
TFA (g/100 g proizv.) 2,0 106

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseline; TFA—trans masne kiseline

Na osnovu dobijenih rezultata moze se reci da se vafel proizvodi iz 2007-2008. godine
razlikuju po sastavu masnih kiselina u odnosu na vafel proizvode iz 2009. godine. Dominantne
masne kiseline u vafel proizvodima tokom 2007—2008. godine hile su oleinska, pamitinska i
elaidinska sa prose¢nim udelom od 30,9%; 26,9% i 17,9%, redom, dok su u toku 2009. godine
u vafe proizvodima bile ngjzastupljenije palmitinska, oleinska i staearinska kiselina sa

prose¢nim sadrzajem od 36,3%, 32,2% i 10,0%, redom.
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Slika 4.11. Prosecan sadrzaj trans (TFA), zasi¢enih (SFA), cis-mononezasi¢enih (cisMUFA) i
cis-polinezasi¢enih masnih kiselina (cisPUFA) u vafel proizvodimau 2007—2008. i 2009. godini

SadrZzg trans masnih kiselina u 2007-2008. godini kretao se u intervalu od 0,5% do
43,4%, a prosecna vrednost je iznosila 18,7%. U 2009. godini znacajno je smanjeno prisustvo
TFA u vafel proizvodima, jer je prosecan sadrzaj trans masti iznosio 4,0%, pri ¢emu su TFA
detektovane u samo dva uzorka. Poredec¢i prose¢nu vrednost sadrzaja TFA u vafel proizvodima
sa naseg trziSta sa literaturnim podacima, utvrdeno je da su nasi proizvodi sli¢ni australijskim, u
kojima je prosefan sadrzaj TFA oko 6,8% (McCarthy et al., 2008), ali sadrZe vise TFA u
odnosu na dvgjcarske proizvode (0,8%) (Richter et al., 2009),

Od ukupno 19 andliziranih uzoraka vafel proizvoda 10 zadovoljava dansku zakonsku
regulativu u pogledu sadrzaja TFA (www.tfx.org.uk/pagel16.html), odnosno sadrze manje od

2% trans masnih kiselina.

Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina u vafel proizvodima kretao se u intervalu 20,3-70,3%
(proseéno 45,4%) u periodu 2007—2008. godine, odnosno 25,5-73,4% (prosecno 56,1%) u
2009. godini. Suma sadrzaja aterogenih zasi¢enih masnih kiselina se kretala u opsegu od 22,9%
do 47,9% (prosek 36%) u 2007—2008. godini, au 2009. godini 15,6-61,15% (prosek 44,0%).

U vecini vafel proizvoda je smanjenje sadrzaja trans masti izvedno na racun povecanja
sadrzaja palmitinske kiseline, dok je u pojedinim uzorcima povecan i sadrzaj laurinske kiseline.
Sa zdravstvene tacke gledista, najpovoljniji sastav masnih kiselina imao je uzorak broj 3 iz
2009. godine (tabela 4.28.), u kojem je suma sadrZagja trans masnih kiselina i zasi¢enih masnih

kiselinasa 12, 14 i 16 ugljenikovih atoma bila ngjnizZai iznosila je 29,8%.
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Sadrzaj masnih kiselina u ispitivanim uzorcima Cokoladnih proizvoda prikazan je u
tabeli 4.29. Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak.
Relativna standarna devijacija se kretala u opsegu 0,03-11,22 %.

U 13 od 17 ispitivanih uzoraka detektovano je prisustvo trans masnih kiselina u koli¢ini
od 1,1% do 41,8%, u odnosu na ukupne masne kiseline. Ngzastupljeniji su bili trans izomeri
masne kiseline C18:1. Sadrzg trans izomera linolne kiseline, koji su detektovani u 3 uzorka,
kretao se u opsegu od 1,3% do 1,7%. U Sest od 17 ispitivanih uzoraka sadrZgj trans masnih
kiselina je bio niZi od 2%, &o zadovoljava dansku zakonsku regulativu

(www.tfx.org.uk/pagel16.ntml). Veoma visok sadrZg trans masnih kiselina je utvrden u

uzorcimabroj 1, 5i 16 (39,0%; 41,8%, i 41,7%, redom), &to ukazuje da su za proizvodnju ovih
proizvoda kori§¢ene hidrogenovane biljne masti. ProseCan sadrzaj TFA u cokoladnim
proizvodima, izuzev tri uzorka sa veoma visokim sadrZzajem TFA, iznosio je 4,1%, &0 je nizeu
odnosu na cokoladne proizvode u Kanadi i Danskoj sa proseénim sadrzajem TFA od 9,2 i
8,0%, redom (Stender & Dyerberg, 2003; Innis et al., 1999) a vise od prose¢nog sadrzaja TFA
u turskim ¢okoladnim proizvodima koji su imali oko 0,2% TFA (Karabulut, 2007).

Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina u ¢okoladnim proizvodima se kretao u opsegu od
26,7% do cak 92,0%, a prosecna vrednost je iznosila 59,8%. Od zasi¢enih masnih kiselina u
ispitivanim uzorcima su bile ngzastupljenije stearinska (4,3-36,9%) i pamitinska kiselina
(10,7-54,5%). Prisustvo zasi¢enih masnih kiselina u veoma velikoj koli¢ini detektovano je u
uzorcima broj 7, 9, 101 13 i to u koli¢ini od 92,0; 91,7; 77,7 1 84.1%, redom. U ovim uzorcima
je bila ngjzastupljenija laurinska kiselina sa sadrZajima od 38,5; 49,2; 24.9 i 29.2%, redom, na
osnovu ¢ega se moze zakljuciti da su pri njihovoj proizvodnji koriS¢ene laurinske masti kao
zamena za kakao maslac. Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina u ¢okoladnim proizvodima je bio
veoma visok, ali mora se ista¢i da je prose¢ni udeo, sa zdravstvenog aspekta neutralhe,
stearinske kiseline u ovoj grupi proizvoda takode bio visok (21,3%)

Sadrzgj, sa zdravstvenog aspekta pozeljnih, cis nezasi¢enih masnih kiselina se kretao u
opsegu od 5,0% do 43,6%, od kojih je u svim ispitivanim uzorcima bila ngjzastupljenija
oleinska kiselina sa prosecnim sadrzajem od 26,5%. Prosecan sadrzaj linolne kiseline iznosio je
2,9%.

Dominantne masne kiseline u ispitivanim uzorcima c¢okoladnih proizvoda su bile
oleinska, palmitinska i stearinska kiselina, sa prose¢nim sadrzajima od 26,5%, 22,9% i 20,0%,

redom, saizuzetkom uzoraka broj 7, 9, 10i 13 u kojima je naj zastupljenija laurinska kiselina.
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Masti kao jedan od osnovnih sastojaka Cokoladnih proizvoda, uti¢u na ukus, topivost,
osecaj u ustima, konzistenciju, teksturu i ostale fizicke osobine ovih proizvoda, kao i na njihovu
nutritivnu  vrednost. Kakao maslac, kao prirodna masnoca, zauzima specijalno mesto u
konditorskoj industriji, zbog svojih neobi¢nih i visoko cenjenih fizickih karakteristika.
Literaturni podaci (Ding et al., 2006) ukazuju na pozitivno dejstvo Cokolade sa visokim
sadrZzajem kakao maslaca, koji je bogat flavonoidima koji imaju znacajnu ulogu u prevenciji
kardiovaskularnih bolesti. Medutim, iz ekonomskih razloga kakao maslac se ¢esto zamenjuje
specijanim biljnim mastima, odnosno mastima analognim kakao maslacu. Dodatak ovih masti u
cokoladu je ogranic¢en na maksimalno 5%, dok se u ¢okoladnim proizvodima primenjuju kao
delimi¢ne ili potpune zamene za kakao maslac. Masti analogne kakao maslacu se dobijaju
razli¢itim tehnoloskim postupcima iz prirodnih masti i ulja kao $to su palmino ulje, kokosovo
ulje, ulje semena uljane repice, ulje iz palminih ko&tica itd. (Hartig et al., 2002). U proizvodnji
¢okoladnih proizvoda se takode koriste mle¢na mast i masti za masna punjenja (masti sa
visokim sadrzajem simetricnih triglicerida, laurinske masti, masti sa visokim sadrzajem trans
masnih kiselinai masti sa niskim sadrzajem trans masnih kiselina).

Na osnovu masnokiselinskog sastava ispitivanih ¢okoladnih proizvoda, moze se
zakljuciti da su za njihovu proizvodnju koris¢ene raznovrsne masti. lako je sadrzaj trans masnih
kiselina u vecini ispitivanih uzoraka bio nizak, posmatraju¢i ukupan sadrza) masnih kiselina
koje Stetno deluju na ljudsko zdravlje, trans i zasi¢enih masnih kiselina sa 12, 14 i 16
ugljenikovih atoma koja se kratala u intervalu 28,53-80,1%, moze se zakljuditi da su se za
proizvodnju ¢okoladnih proizvoda koristile masti niske nutritivne vrednosti. Medutim, ne sme
se zaboraviti da baS ova masna faza doprinosi formiranju karakteristi¢nih senzornih svojstava
koje potrosac oéekuje, na koja je navikao i zbog kojih nakrgju i konzumira ove proizvode. Pred
konditorskom industrijom stoji veoma teZak zadatak. Potrosadima Se morgju ponuditi novi
proizvodi koji ¢e zadovoljiti tri osnovna principa prehrambene industrije: odgovarajuca
funkcionalna svojstava, prihvatljiva cena i ukus identi¢an ili veoma sli¢an referentnom

proizvodu.

SadrZza) masnih kisdling, izrazen u odnosu na ukupne masne kiseline, u ispitivanim
uzorcima karamela prikazan je u tabeli 4.30. Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrednost

tri ponavljanja za svaki uzorak. Relativna standarna devijacija se kretala u opsegu 0,08—7,12%.

SadrZgj trans masnih kiselina u karamelama se kretao u opsegu od 1,9% do 27,3% u
odnosu na ukupne masne kiseline, a prose¢na vrednost je iznosila 9,2%.
Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina se kretao u intervalu od 50,1% do ¢ak 82,9%, a

prose¢na vrednost je iznosila 66,9%. Najzastupljenija zasi¢ena masna kiselina je bila
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palmitinska, sa prose¢nim sadrzajem od 24,4% (opseg 17,6-38,0%), a zatim laurinska kiselina
sa prose¢nim sadrzajem od 16,1% (opseg 2,7-31,3%).

SadrZgj cis-nezasi¢enih masnih kiselina se kretao od 14,9% do 41,8%, prose¢no 23,7%.
Medu cis-mononezasi¢enim masnim Kiselinama najzastupljenija je bila oleinska kiselina sa
prose¢nim sadrzajem od 18,8%. 1z grupe cis-polinezasicenih masnih kiselina utvrdeno je

prisustvo manjih koli¢ina linolne (2,1-5,7%) i linolenske kiseline (0,1-0,5%).

Tabela 4.30. SadrZg masnih kiselinau karamelama (n = 3; RSD = 0,08-7,12%)

- Oznaka uzorka

Masna kisglina (%) 1 > 3 7
4:0 11

6:0 09 17

8:0 16 36 37 04
10:0 33 40 54 09
12:0 35 271 313 27
14:0 79 126 135 41
14:1 11 04 06

15:0 09 06 07 03
16:0 233 176 187 38,0
16:1 10 08 08 03
17:0 04 04 04

18:0 91 159 56 58
18:1t 273 19 25 51
18:1c 185 99 114 356
18:2c 21 38 24 57
20:0 02 01 04
20:1 0,2
18:3 03 01 05
SFA 50,0 829 822 52,6
MUFA 479 130 153 412
PUFA 21 41 25 6.2
TFA 273 19 25 51

SadrZaj masti (g/100g) 70 7,7 69 7,0
SFA (g/100 g proizv.) 35 64 56 37
MUFA (¢g/100gproizv.) 33 10 11 29
PUFA (g/100 g proizv.) 01 03 02 04
TFA (g/100 g proizv.) 19 01 02 04

SFA—zasi¢ene masne kiseline; MUFA—mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA—polinezasi¢ene masne
kiseling; TFA—trans masne kiseline

SadrZgj trans, zasicenih, cis-mononezasicenih i cis-polinezasi¢enih masnih kiselina u
svim analiziranim proizvodima izrazen u odnosu na ukupne masne kiseline prikazan je u tabeli
4.31., dok je u tabeli 4.32. dat prikaz sadrZzagja navedenih grupa masnih kiselina izraZzen u

gramima po 100 grama proizvoda.
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Tabela 4.31. Sumaran prikaz sadrZgja trans, zasi¢enih, cis-mononezasi¢enih i cis-

polinezasi¢enih masnih kiselina u analiziranim proizvodima

% u odnosu na ukupne masne kiseline

Proizvod n TFA SFA GisMUFA GisPUFA
Ulja 9 02(00-15  330(11,9943) 395(49-706) 27,4 (0,9-647)
Jestivi margarini 28 6,5(0,0-15,8) 27,2(16,546,5) 245(159-39,6) 41,8(19,3-54,3)
Margarini za domacinstvo 15 19,9 (0,0-32,3) 31,6 (16,0-58,0) 26,8 (16,0-34,8) 21,8 (9,9-59,3)
Industrijski margarini 27 9,8(00-387) 47,7(252-60,9) 281(19,0-41,9) 152 (2,8-38,9)
Namenske masti 76 24,3(0,0-48,7) 40,0 (17,7-98,5) 28,8 (1,541,9) 6,9 (0,0-21,6)
Masna punjenja 6 108(05-299) 344 (17,2-537) 435(364-543) 11,3(2,0-27,0)
Mleéni proizvodi 9  16(00-32)  775(702-897) 18,6 (8,7-23,7) 2,3(1,2-4,1)
Slano trajno pecivo 20 109(0,0-37.2) 459 (21,2-740) 296(12,8-404) 135 (2,4-3L6)
Cajno pecivo 34 102(0,0425 508(185-856) 31,2(106-499)  7.7(27-133)
Tvrdi keks 9 63(00423) 602(238-875 260(99-359)  7.5(22-126)
Vafel proizvodi 19 11,0(00-434) 51,0(203-734) 317(21,0-395)  6,3(19-10,2)
Cokoladni proizvodi 17 10,6 (0,041,8) 59,8 (26,7-92,0) 26,7 (4,4-40,2) 2,9 (0,6-10,0
Karamele 4 9,2 (1,9-27,3) 66,9 (50,1-82,9) 1,3(0,5-2,1) 3,7(2,1-6,2)
n-broj uzorska;, TFA—trans masne Kkiseline; SFA-—zasicene masne kiseline; cisMUFA—cis-

mononezasi¢ene masne kiseline; cisPUFA—cis-polinezasi¢ene masne kiseline

Tabela4.32. SadrZgj trans, zasicenih, cis-mononezasicenih i cis-polinezasi¢enih masnih kiselina

u andliziranim proizvodimaizraZzen u g/100 g proizvoda

. g/100 g proizvoda
leraly : TFA SFA CisMUFA CisPUFA
Jestivi margarini 28 39(00-129)  162(41-366) 145 (41-235) 23,7 (85433
Margarini za domaéinstvo 15 158(0,0-263) 253(13,1-47,0) 213(130-27.9) 17,6(8,1-485)
Industrijski margarini 27 8,0(0,0-31,7) 38,8 (20,6-50,1) 22,9 (15,4-34,2) 12,3 (2,3-31,6)
Masna punjenja 6 36(0297  11,7(58-185 148(118-182)  3,9(0,6-9,1)
Mleéni proizvodi 9  08(0026 331(136-632) 86(26-196) 1,1(0,3-2,5)
Slano trajno pecivo 20 1,6 (0,04,2) 7,9 (1,8-15,5) 4,8(1,8-10,2) 2,2(0,4-6,0)
Cajno pecivo 34 1,9(0,0-9,1) 8,7 (3,7-19,0) 5,7 (2,3-11,9) 1,4(0,5-3,3)
Tvrdi keks 9  08(0,0-45) 9,9 (2,5-16,2) 4,0 (1,8-6,6) 1,1 (0,4-1,6)
Vafel proizvodi 19 32(00-133) 153(60-256)  9,3(69-126) 1,8 (0,5-2,9)
Cokoladni proizvodi 17 31(00-125) 17.1(66-270)  7,6(12-1238) 0,8 (0,2-2,0)
Karamele 4 06(01-19 4,8(3,5-6,4) 0,1(0,0-0,1) 0,3(0,1-0,4)
n-broj uzoraka;, TFA—trans masne Kkisdling; SFA-zasi¢ene masne kiseline; cisMUFA—cis-

mononezasi¢ene masne kiseline; cisPUFA—cis-polinezasi¢ene masne kiseline

Na osnovu dobijenih rezultata jasno se uocava da se ukupan sadrZg trans masnih
kiselina u analiziranim uzorcima prehrambenih proizvoda, sirovina i meduproizvoda koji se
koriste u pekarskoj i konditorskoj industriji, kretao se u veoma Sirokom intervalu, od 0,0% u
svim grupama andliziranih proizvoda, izuzev karamela, do 48,7% u namenskim mastima.
Velike varijacija u pogledu sadrzgja frans masti su u skladu sa literaturnim podacima i

odslikavaju trenutnu situaciju u svetu. lzvestaji iz razlicitih evropskih zemalja ne pokazuju
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uniformnu raspodelu sadrzgja TFA, nekoliko novijih studija je pokazalo da neki proizvodi i
dalje sadrze veoma velike koli¢ine TFA. Na primer, u Spaniji je detektovano prisustvo velikih
koli¢ina trans izomera u przenoj i brzoj hrani (21%) (Richter, 2009), u Austriji i Australiji
kokice sadrze 30% trans masti (Lehner, 2007; McCarthy et al., 2008), u Poljsko] se sadrZgj
TFA u margarinima za domacinstvo i keksu kreée u intervalu 20-25% i 25-45%, redom
(Mojska et al., 2006), dok ceSki vafel proizvodi sadrze cak 40% trans masnih kiselina
(Dostalova et al., 2007). Za neevropske zemlje je takode karakteristiéno prisustvo velikih
koli¢ina trans izomera u prehrambenim proizvodima. Tako na primer turski keks sadrZi 17%
TFA (Karabulut, 2007), brazilski krekeri i do 31% TFA (Martin et al., 2005), neka od najcesce
kori$¢enih ulja u Iranu sadrze izmedu 23 i 36% TFA ((Mozaffarian i sar, 2007), a krofne u
Australiji 22% TFA (Food Standards Australia New Zeland, 2007).

SadrZgj trans masnih kiselina varirakako u zavisnosti od vrste prehrambenih proizvoda,
tako i u okviru iste vrste prehrambenih proizvoda proizvedenih od strane razli¢itih proizvodaca.
Takode je pokazano da sadrzaj trans masti veoma varira i u proizvodima istog proizvodaca koji
Se prodaju u razli¢itim zemljama (Stender et al., 2006). Tesko je uporediti rezultate dobijene u
okviru ovog rada sa drugim studijama jer se ciljevi razli¢itih studija, a samim tim i izbor
uzoraka, razlikuju. Medutim, vazno je napomenuti da su industrijski proizvedene trans masne

kiseline prisutne u hrani u nasoj zemlji kao i Sirom sveta.

Kako u nadoj zemlji joS uvek ne postoji zakonska regulativa vezana za maksimalno
dozvoljenu koli¢inu trans masnih kiselina u prenrambenim proizvodima, dobijeni rezultati su

uporedeni sa danskom zakonskom regulativom (www.tfx.org.uk/pagel16.html). S obzirom da

se danska zakonska regulativa ne odnosi na proizvode zivotinjskog porekla sa prirodno ve¢im
koli¢inama TFA (meso, mleko), nego samo na one koji sadrze industrijski proizvedene trans
masti, mle¢ni proizvodi su izuzeti prilikom poredenja.

Od ukupno 124 andizirana uzorka, koja se ne koriste za direktnu upotrebu u ishrani
(namenske masti, masna punjenja, industrijski i margarini za domacinstvo) 86 uzoraka (69,3%)
sadrZi vise od 5% trans masnih kiselina, 25 (20,2%) sadrZi manje od 5% TFA, dok u 13 uzoraka
(10,5%) nije detektovano prisustvo trans izomera (Slika4.12.).

Od ukupno 140 analiziranih uzoraka, koji se koriste za direktnu upotrebu u ishrani 74
uzorka (52,8%) sadrzi vise od 2% trans masnih kiselina, 20 (14,3%) sadrzi manje od 2% TFA,
dok u 46 uzoraka (32,9%) nije detektovano prisustvo trans izomera (Slika 4.13.).
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Sagledavaju¢i dobijene rezultate moze se zakljuditi da je koli¢ina #rans masnih kiselina
U posmatranim uzorcima u nasoj zemlji znacajana. Naime, 60,6% uzoraka ne zadovoljava
dansku zakonsku regulativu, odnosno sadrZi viSe od 2% ili 5% industrijski proizvedenih trans
masnih kiselina, dok preostalih 39,4% zadovoljava dansku zakonsku regulativu.

Imajuéi u vidu podatak da bolesti srca i krvnih sudova najcesée (u odnosu na druge
bolesti) dovode do fatalnih ishoda (55,8%) u Srhiji (Institut za javno zdravlje Srbije, 2008), kao
i Cinjenicu da frans masne Kiseline negativno uti¢u pre svega na razvoj kardiovaskularnih

bolesti, visok sadrzaj TFA u namirnicama predstavlja alarmantan podatak.

Vlada Republike Srbije je donela Strategiju za prevenciju i kontrolu hroni¢nih
nezaraznih bolesti Republike Srbije kojom su obuhvaéene i kardiovaskularne bolesti
(http://www.minzdravlja.info/downl oads/Zakoni/Strategij e/ Strategija%20Z a%20Prevenciju%20
19620K ontrol u%20Hronicnih%20Nezaraznih%20Bol esti . pdf).

U okviru Akcionog plana Strategije za prevenciju i kontrolu nezaraznih bolesti

Republike Srbije izmedu ostalog, predvida se i sledece:

¢ unapredenje zakonske regulative u pogledu kvaliteta namirnica (vremenski okvir 2009—
2014.);

e unapredenje zakonske regulative u pogledu reklamiranja industrijski proizvedene hrane
koja predstavljarizik po zdravlje (vremenski okvir 2009-2014.);

¢ izrada preporuka za pravilnu ishranu za razlicite populacione grupe (izrada: 2008-2009.,
promocija: 2009., primena: 2010-2015., ocena: 2016.);

e prikupljanje podataka o navikama u ishrani, stanju uhranjenosti i fizickoj aktivnosti
stanovnistva Srbije (vremenski okvir: 2013., potom na pet godina);

¢ edukacija stanovnistva o zdravstvenim koristima pravilne ishrane i fizicke aktivnosti
(izrada: 2008—2009., primena: 2010-2015., ocena: 2016., potom na pet godina) i

e saradnja sa proizvodadima hrane u pogledu smanjenja soli, Se¢era i masnoéa U
industrijski proizvedenim namirnicama, gde se predvida i unapredenje zakonske
regulative u pogledu preciznijeg oznac¢avanja sastava gotovih proizvoda (deklaracija sa
detajnim informacijama o nutritivnom sastavu proizvoda) (izrada: 2008-2009.,

promocija 2009., primena 2009. i dalje).

Imaju¢i u vidu ¢injenicu da podataka o sadrZgju aterogenih masti u prehrambenim
proizvodima, a samim tim ni o njihovom prose¢nom unosu, u nasoj zemlji joS uvek nema,
trebalo bi Sto pre zapoceti proces kontinualnog pracenja sadrzgia masnih kisdlina u

prehrambenim proizvodima. Na osnovu dobijenih rezultata stekao bi se uvid o nutritivnoj
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vrednosti proizvoda prisutnih na naSem trzistu, kao i o0 prose¢nom unosu aterogenih masti u
nasoj zemlji. U skladu sa Strategijom za prevenciju i kontrolu hroni¢nih nezaraznih bolesti
Republike Srbije sledila bi izrada preporuka za pravilnu ishranu i edukacija stanovnistva, kao i

saradnja sa proizvodacima u cilju smanjenja aterogenih masti u prehrambenim proizvodima
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5. Zakljucak

U okviru ove doktorske disertacije razvijena je GC—MS metoda koja se moze primeniti
u analizi sirovina, poluproizvoda i prehrambenih proizvoda u cilju definisanja sadrzaja masnih
kiselina, uklju¢ujué¢i i trans izomere masnih kiselina. Izvedena je optimizacija uslova
hromatografskog razdvajanja metilestara masnih kiselina gasnom hromatografijom na
specifi¢noj kapilarnoj koloni (SP-2560), uz detekciju kvadrupolnom masenom spektrometrijom
SCAN tehnikom, u intervalu m/z 40—400 a.m.u, pri analizi smeSa standarda sa 19 i 37
metilestara masnih kiselina.

U cilju optimizovanja uslova kvalitativne analize metilestara masnih kiselina prethodno
formirana sopstvena baza podataka ,FAMES® dopunjena je masenim spektrima metilestara
masnih kiselina iz upotrebljenih smesa standarda.

U cilju izvodenja kvantitativnog odredivanja primenom modifikovane metode 100%
definisani su relativni korekcioni faktori svedeni na palmitinsku kiselinu.

U cilju skraé¢enja vremena pripreme uzoraka za GC—MS analizu ispitana je mogucénost
primene mikrotalasne ekstrakcije u otvorenom sistemu, umesto uobic¢ajeno koris¢ene ekstrakcije
po Soxhlet-u. Razvijena je metoda za pripremu uzoraka, simultana mikrotalasna ekstrakcija—
esterifikacija u otvorenom sistemu. StatistiCki su uporedeni rezultati dobijeni primenom
mikrotalasne ekstrakcije, simultane mikrotalasne ekstrakcije—esterifikacije u otvorenom sistemu
i ekstrakcije po Soxhlet-u, koja je koris¢ena kao referentna metoda. Poredene su srednje
vrednosti sadrzaja masnih kiseline odredene GC-MS analizom pri istim, prethodno definisanim
optimalnim uslovima. Ustanovljeno je da su razlike sadrzaja masnih kiselina dobijenih nakon
primene mikrotalasne ekstrakcije, simultane mikrotalasne ekstrakcije—esterifikacije u
otvorenom sistemu i ekstrakcije po Soxhlet-u u okviru eksperimentalne greske uz 95%
verovatnocu, Sto predstavlja potvrdu definisane metode za pripremu uzoraka. Dobro slaganje
rezultata u pogledu sadrzaja trans masnih kiselina je pokazalo da pod dejstvom mikrotalasnog
zraenja ne dolazi do promena u strukturi masnih kiselina, odnosno konverzije cis u trans

izomere. Takode je ustanovljeno da se primenom simultane mikrotalasne ekstrakcije—
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esterifikacije postize ista ili veca efikasnost u odnosu na ekstrakciju po Soxhlet-u, za mnogo
kra¢e vreme (10 min/240 min), uz upotrebu manje koli¢ine rastvarada (5 cm’/150 cm’), ustedu
elektri¢ne energije i smanjeni $tetni uticaj na Zivotnu sredinu, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti
da se simultana mikrotalasna ekstrakcija—esterifikacija u otvorenom sistemu moZze primeniti,
umesto uobiCajeno koriS¢ene ekstrakcije po Soxhlet-u, u rutinskim analizama za odredivanje
sastava masnih kiselina, ukljucujuci i trans izomere, u prehrambenim proizvodima.

U cilju definisanja nutritivne vrednosti, odnosno funkcionalnih osobina prehrambenih
proizvoda, odreden je sastav masnih kiselina, sa posebnim akcentom na trans masne kiseline, u
273 uzoraka prikupljenih sa naseg trzista u periodu od juna 2006. do juna 2009. godine. Uzorci
su obuhvatali slede¢e grupe proizvoda: ulja, namenske masti, masna punjenja, industrijske
margarine, margarine za domacdinstvo, jestive margarine, mlecne proizvode i konditorske
proizvode (slano trajno pecivo, ¢ajno pecivo, tvrdi keks, vafel proizvode, ¢okoladne proizvode i
karamele).

Dobijeni rezultati su pokazali da se ukupan sadrzaj trans masnih kiselina u analiziranim
uzorcima prehrambenih proizvoda, sirovina i meduproizvoda koji se koriste u pekarskoj i
konditorskoj industriji, kretao u veoma Sirokom intervalu, od 0,0% u svim grupama analiziranih
proizvoda, izuzev karamela, do ¢ak 48,7% u namenskim mastima.

Prosecan sadrzaj trans masnih kiselina iznosio je 0,2% u uljima, 6,5% u jestivim
margarinima, 19,9% u margarinima za domacinstvo, 9,8% u industrijskim margarinima, 24,3%
u namenskim mastima, 10,8% u masnim punjenjima, 1,6% u mle¢nim proizvodima, 10,9% u
slanom trajnom pecivu, 10,2% u cajnom pecivu, 6,3% u tvrdom keksu, 11,0% u vafel
proizvodima, 10,6% u ¢okoladnim proizvodima i 9,2% u karamelama.

Uoceno je da sa smanjenjem udela trans masnih kiselina u vecini posmatranih uzoraka
dolazi do porasta sadrzaja, takode aterogenih, ukupnih zasi¢enih masnih kiselina.

Kako u nasoj zemlji jo§ uvek ne postoji zakonska regulativa vezana za maksimalno
dozvoljenu koli¢inu trans masnih kiselina u prehrambenim proizvodima, dobijeni rezultati su
uporedeni sa danskom zakonskom regulativom. S obzirom da se danska zakonska regulativa ne
odnosi na proizvode zivotinjskog porekla sa prirodno ve¢im koli¢inama TFA (meso, mleko),
nego samo na one koji sadrze industrijski proizvedene trans masti, mlecni proizvodi su izuzeti
prilikom poredenja.

Od ukupno 124 analizirana uzorka, koja se ne koriste za direktnu upotrebu u ishrani
(namenske masti, masna punjenja, industrijski i margarini za domacinstvo) 86 uzoraka (69,3%)
sadrzi vise od 5% trans masnih kiselina, 25 (20,2%) sadrzi manje od 5% TFA, dok u 13 uzoraka
(10,5%) nije detektovano prisustvo trans izomera.

Od ukupno 140 analiziranih uzoraka, koji se koriste za direktnu upotrebu u ishrani 74
uzorka (52,8%) sadrzi vise od 2% trans masnih kiselina, 20 (14,3%) sadrzi manje od 2% TFA,

dok u 46 uzoraka (32,9%) nije detektovano prisustvo trans izomera.
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Sagledavaju¢i dobijene rezultate moze se zakljuciti da je koli¢ina trans masnih kiselina
u posmatranim uzorcima u nasoj zemlji znacajana. Naime, 60,6% uzoraka ne zadovoljava
dansku zakonsku regulativu, odnosno sadrzi vise od 2% ili 5% industrijski proizvedenih trans
masnih kiselina, dok preostalih 39,4% zadovoljava dansku zakonsku regulativu.

Imajuéi u vidu podatak da su bolesti srca i krvnih sudova vodeci uzrok smrtnosti u
Srbiji, sa uces¢em od 55,8% u svim uzrocima smrti, kao i ¢injenicu da trans masne kiseline
negativno uti¢u pre svega na razvoj kardiovaskularnih bolesti, visok sadrzaj TFA u
namirnicama predstavlja alarmantan podatak.

U skladu sa Strategijom za prevenciju i kontrolu hroni¢nih nezaraznih bolesti Republike
Srbije, a u cilju prevencije kardiovaskularnih oboljenja, trebalo bi Sto pre zapoceti proces
kontinualnog pracenja sadrzaja masnih kiselina u prehrambenim proizvodima, izradu preporuka
za pravilnu ishranu, edukaciju stanovniStva, kao i saradnju sa proizvodacima, kako bi se
potrosa¢ima ponudili proizvodi sa smanjenim sadrzajem aterogenih masti, odnosno vise

nutritivne vrednosti.
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