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SAZETAK

Omega — 3 masne kiseline posebna su skupina nezasi¢enih masnih kiselina. Cesto se opisuju
kao dragocjene masnoce zato Sto su jako vazne za zdravlje. Kljuéne su za zdravlje srca i
krvnih Zila, mozga i zglobova te pozitivno utjeCu na raspolozenje i pospjesuju djelovanje

antidepresiva.

Omega — 3 masne kiseline su esencijalne, Sto znaci da ih organizam ne moze proizvesti i zato
se moraju unositi hranom. Najbolji izvori ovih kiselina su masna riba, lanene sjemenke,

kanola, soja i orasi.

Postoji veliki broj znanstvenih publikacija koje opisuju metode odredivanja i analize omega -
3 masnih kiselina iz razli¢itih namirnica. To je donijelo veliki napredak u ljudskoj prehrani i
ocCuvanju zdravlja. U eksperimentalnim istrazivanjima za izolaciju omega — 3 masnih kiselina
iz biljaka ili zivotinja, uglavnom se koristi ekstrakcija, a najcesce koristene su metode zelene
ekstrakcije, tj. ekstrakcija superkriticnim CO2 i druge. Najpopularnije metode analize i
detekcije omega — 3 masnih Kkiselina su kromatografske metode. Najces¢e KkoriStena
kromatografska metoda je GC — MS metoda koja ujedinjuje plinsku kromatografiju i masenu

spektrometriju.

Vazno je spomenuti da su sve metode odredivanja omega — 3 masnih kiselina u daljnjem

razvoju 1 svakim novim istrazivanjem znanstvenici Zele ostvariti Sto bolje rezultate.

Kljuéne rije¢i: omega — 3 masne Kiseline, ekstrakcija, kromatografske metode, GC



ABSTRACT

Omega — 3 fatty acids are special group of unsaturated fatty acids. They are oft described as
valuable fat because of their importance for human health. They are crucial for heart, blood
vessels, brain and joints health. They also positively affect the mood and enhance the

antidepressants action.

Omega — 3 fatty acids are essential, which means that the organism can’t produce it by itself,
and therefore we have to eat more often food that contains omega — 3 fatty acids. The best
sources of omega — 3 fatty acids are fish, flax seeds, soya bean, canola and walnuts.

There is a large number of scientific publications that describe methods for determination and
analysis of omega — 3 fatty acids in different type of groceries. That is a huge step forward in
human nutrition and health care. In experimental research extraction is most commonly used
for isolation of omega — 3 fatty acids from plants and animals and the most commonly used
are green extraction methods, i.e. extraction with supercritical CO and others. Most popular
methods of analysis and detection of omega — 3 fatty acids are chromatography methods.
Mostly used chromatography method is GC — MS method which unites gas chromatography

and mass spectrometry.

It is important to say that all methods for omega — 3 fatty acids determination are in further

development and with each new research scientists want to achieve better results.

Key words: omega — 3 fatty acids, extraction, chromatography methods, GC
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1. UVOD

Zanimamanje za omega — 3 masne kiseline pocelo je sredinom proslog stolje¢a i sve vise
paznje se pridodaje ovim izrazito vaznim spojevima za covjeka. One su znacajni strukturni
sastojci fosfolipidnih membrana tkiva u cijelom tijelu, a mreznica, mozak i spermatozoidi su

posebno bogati ovim spojevima [1].

Sve masne kiseline ubrajaju se u skupnu lipida, koji zajedno s proteinima i ugljikohidratima
Cine tri glavne skupine bioloskih molekula. Masne kiseline su, takoder, vazni energetski

supstrati koji ¢ine oko 30% ukupnog unosa energije za ljude [2].

Omega — 3 masne kiseline su esencijalne masne kiseline potrebne od zac¢eca kroz trudnocu i,
bez sumnje, tijekom cijelog zivota. Druga vazna znaCajka omega — 3 masnih kiselina je

njihova uloga u prevenciji od odredenih bolesti koje su ¢este u zapadnoj civilizaciji [1].

Cilj ovog rada je pokazati i opisati kojim se sve kemijskim metodama mogu odrediti omega —
3 masne kiseline iz namirnica. Najvazniji izvori ovih spojeva bogatih energijom su riba,
morski plodovi, sjemenke, biljna ulja i orasasti plodovi na kojima se najceS¢e i provode
istrazivanja. Naj¢eS¢e metode izolacije i odredivanja omega — 3 masnih Kiselina su ekstrakcija
i kromatografske metode. Od metoda ekstrakcije najprimjenjenije su metode zelene
ekstrakcije, a od kromatografskih metode najvise se koristi plinska kromatografija uz masenu
spektrometriju (GC - MS). Takoder postoje i druge metode koje nisu toliko koristene,
primjerice tekucinska kromatografija, tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti 1
alkalimetrija. Sve metode odredivanja omega - 3 masnih kiselina jo$ uvijek su u razvoju i

svakim danom postiZzu se nova znanstvena otkric¢a i sve bolji rezultati [3, 4].

Mnoga istrazivanja i studije ukazale su na pozitivni uéinak omega — 3 masnih kiselina u
prevenciji bolesti i oCuvanju zdravlja pa tako tijekom posljednjih nekoliko desetljeca
kontinuirano raste interes za omega — 3 masnim kiselinama. Omega-3 masne kiseline vazne
Su u razvoju djeteta, prevenciji i terapiji kardiovaskularnih i malignih bolesti te kod raznih

mentalnih bolesti, uklju¢ujuci depresiju, demenciju, poremecaj aktivnosti i gubitak paznje [5].



2. MASNE KISELINE

Masne kiseline su lan¢ani ugljikovodici razli¢itih duzina i stupnjeva zasi¢enosti. Na jednom
kraju lanca imaju metilnu (- CHs) skupinu, a na drugom karboksilnu skupinu (- COOH).
Prema stupnju zasi¢enosti mogu se podijeliti na zasi¢ene masne kiseline (eng. saturated fatty
acids, SFA) i nezasi¢ene masne kiseline (eng. unsaturated fatty acids, UFA), a UFA se mogu
podijeliti na mononezasi¢ene masne kiseline (eng. monounsaturated fatty acids, MUFA) i

polinezasi¢ene masne kiseline (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA) [2].

Zasi¢ene masne kiseline su najces¢e ravni ugljikovodi¢ni lanci zasi¢eni vodikom. Atomi
ugljika povezani su jednostrukom vezom, a takva struktura im omogucuje stabilnost i manju
podloznost kemijskim reakcijama.
Masne Kkiseline kojima nedostaje jedan par vodikovih atoma imaju jednu nezasi¢enu,
dvostruku (C=C) vezu te se nazivaju mononezasicene masne kiseline. Najéesce
mononezasi¢ene masne kiseline imaju duljinu lanca od 16 do 22 ugljikova atoma i dvostruku
vezu u cis konfiguraciji, $to znaci da su atomi vodika s obje strane dvostruke veze orijentirani

u istom smjeru [2].

Polinezasi¢ene masne kiseline sadrze dvije ili viSe dvostrukih (C=C) veza u ugljikovodi¢nom
lancu. Klasificirane su na osnovi duljine ugljikovodi¢nog lanca, broja dvostrukih veza i
polozaja prve dvostruke veze. Ako se prva dvostruka veza nalazi izmedu trec¢eg 1 Cetvrtog
ugljikovog atoma brojano od metilnog kraja nazivaju se omega — 3 masne Kkiseline, a ukoliko
je prva dvostruka veza izmedu Sestog 1 sedmog ugljikovog atoma, tada se nazivaju omega — 6
masne kiseline. Takoder, postoje i omega — 7 i omega — 9 masne kiseline ¢ija su nazivi

odredeni po istom pravilu (Slika 1.) [2].
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Slika 1. Strukturne formule masnih kiselina [4].

Nezasi¢ene masne kiseline su nestabilnije 1 reaktivnije zbog mogucnosti pucanja dvostruke
veze, Sto je viSe dvostrukih veza to su podloznije kemijskim reakcijama.
Omega — 3 i omega — 6 masne kiseline poznate su kao esencijalne masne kiseline (EFA) jer se
ne mogu sintetizirati U  organizmu, ve¢ Se  moraju  unositi  hranom.
Glavni predstavnik omega — 6 masnih kiselina je linolna kiselina (LA, C18:2, n-6) , a omega —
3 masnih Kkiselina a-linolenska kiselina (ALA, C18:3, n-3). LA je zastupljena u prirodi i nalazi
se u sjemenu veéine biljaka, osim kokosa, kakaa i palme, a ALA se nalazi u kloroplastima

zelenog lisnatog povrca [6].

Polinezasi¢ene masne kiseline dodatno se metaboliziraju u organizmu dodavanjem dva atoma
ugljika pomocu elongacijskih enzima 1 uvodenjem nove dvostruke veze djelovanjem
desaturacijskih enzima. U organizmu, djelovanjem elongacijskih i desaturacijskih enzima, iz

linolne masne Kiselina nastaju ostale omega — 6 polinezasi¢ene masne kiseline, a iz o —

linolenske nastaju ostale omega — 3 polinezasicene masne kiseline, kao S$to su
eikozapentaenska (EPA), dokozapentaenska (DPA) i dokozaheksaenska (DHA) kiselina
(Slika 2.) [2].



Omega-6 masne kiseline Omega-3 masne Kiseline

enzimi

Linolnakiselina Alfa-lnolenska kiselina

{C1B:3n-3; ALA)

A-6 desaturaza

Stearidonska kiselina
(C18:4n-3)

elongaza

Eikozatetraenska kiselina
(C20:4n-3)

A-5 desaturaza

elongaza

Adrenska kiselina
(C22:4n-B)

elongaza
A-6 desaturaza
B-oksidaza

Slika 2. Metabolizam omega — 3 i omega — 6 polinezasi¢enih masnih kiselina [7].



3. NAMIRNICE
KISELINAMA

BOGATE

POLINEZASICENIM MASNIM

Esencijalna omega — 6 masna kiselina, linolna Kiselina, vrlo je zastupljena u prirodi. Glavni

izvori linolne kiseline su kukuruz, soja, suncokret te njihova ulja. (Tablica 1.) [6].

a-linolenska kiselina esencijalna omega - 3 masna kiselina, takoder se nalazi u sjemenkama

nekih biljaka, a najzastupljenija je u lanenim sjemenkama i lanenom ulju, ulju kanole, soji,

orasima i bademima (Tablica 1.). Metaboliti a-linolenske Kkiseline, eikozapentaenska i

dokozaheksaenska kiselina mogu se unositi u organizam konzumiranjem ribe i morskih

plodova. Najbolji izvor je masna riba koja sadrzi priblizno 2 g EPA i DHA po obroku ribe. U

masne ribe ubrajaju se srdele, skuse, pastrve, losos i1 svjeza tuna [8].

Tablica 1. Prosje¢an postotak MFA, SFA, LA i ALA u namirnicama bogatim masnim

kiselinama (izrazeno u %) [8].

SFA MFA Linolna kiselina a - linolenska
kiselina
Kukuruz 13.0 28.0 58.0 1.0
Sojino ulje 15.0 22.5 50.0 7.0
Suncokret 12.0 19.0 68.0 1.0
Laneno ulje 9.0 21.0 16.0 53.0
Ulje kanole 6.0 62.0 18.6 9.0
Orasi 9.0 22.2 52.0 10.0
Masline 13.0 71.0 10.0 1.0




4. OMJER OMEGA - 6 | OMEGA - 3 MASNIH KISELINA U
PREHRANI

Pretpostavlja se da su ljudska bi¢a evoluirala na prehrani s omjerom omega — 6 i omega — 3
esencijalnih masnih kiselina priblizno 1, dok je danas kod zapadne prehrane taj omjer oko
16:1. Zapadnoj kuhinji nedostaju omega - 3 masne kiseline, a prisutan je prekomjeran unos
omega-6 masnih kiselina u usporedbi s prehranom na kojoj su ljudska bic¢a evoluirala i na

kojoj su geneticki uzorci uspostavljeni [9].

Prekomjerno unoSenje omega - 6 polinezasi¢enih masnih kiselina u organizam i vrlo visok
omega - 6 : omega - 3 omjer, kakav se moze nac¢i u dana$njoj zapadnoj prehrani, poti¢e razvoj
mnogih bolesti, ukljucuju¢i karcinom, kardiovaskularne bolesti, upalne i autoimune bolesti,

dok povecana razina omega - 3 masnih kiselina ima odli¢ne ucinke na ljudsko zdravlje [9].



5. UTJECAJ OMEGA - 3 MASNIH KISELINA NA LJUDSKO
ZDRAVLJE

Omega — 3 masne kiseline su gradivne komponente svih tkiva i neophodne su za sintezu

stani¢énih membrana. Mozak i Ziv€ana tkiva su posebno bogati dugolan¢anim nezasi¢enim

masnim kiselinama EPA i DHA [5].

Znanstvenim istrazivanjima dokazano je da esencijalne omega — 3 masne Kiseline imaju
pozitivan u¢inak na ljudski organizam i smanjuju rizik od raznih bolesti. 70-ih godina proslog
stolje¢a znanstvenici Bang, Dyerber i Nielsen otkrili su da Eskimi s Grenladna imaju izuzetno
nisku ucestalost kardiovaskularnih bolesti unato¢ tome S§to konzumiraju velike koli¢ine
zasi¢enih masnih kiselina. Zakljuéeno je da je to zbog velikog unosa omega — 3 masnih
kiselina iz ribe i morskih plodova. Navedeno istrazivanje pokrenulo je brojna druga
znanstvena istrazivanja o potencijalnom blagotvornom uéinku omega — 3 masnih kiselina i do
danas je otkriveno jako puno pozitivnih djelovanja ovih bogatih nutrijenata, a glavna uloga im
je zastita kardiovaskularnog sustava. Prema istraZivanjima objavljenim do 2006. godine, unos
omega — 3 masnih kiselina smanjuje rizik od smrti uslijed koronarne bolesti srca. Takoder
otkriveno je da omega — 3 masne kiseline sprjecavaju, pa i lijeCe depresiju, dijabetes tipa 2 i

neke oblike karcinoma [5].

Rezultati nekih studija pokazuju da omega — 3 masne kiseline imaju zna¢ajno antidepresivno
djelovanje. Ispitanici koji su patili od depresije ili bipolarnog poremecaja svakodnevno su
unosili ve¢e koncentracije omega — 3 masnih kiselina te su one znac¢ajno popravile simptome

bolesnika [5].

Esencijalne masne kiseline, a posebno dugolancane omega — 3 masne kiseline, vazne su za
razvoj mozga dijeteta tijekom trudnoce. U prvim mjesecima trudnoée priblizno 50 — 60 mg
DHA na dan se prenosi iz maj€inih zaliha do fetusa. DHA je visoko koncentrirana u mozgu 1

retini te se stoga smatra da ima vaznu ulogu u razvoju vida i kognitivnih funkcija [5].



6. ODREDIVANJE OMEGA - 3 MASNIH KISELINA KEMIJSKIM
METODAMA

Postoje razli¢ite kemijske metode kojima se mogu odrediti omega — 3 masne kiseline iz raznih
namirnica. NajceS¢e koriStene metode su kromatografske metode u kombinaciji s
ekstrakcijom. Najzastupljenije su plinska kromatografija i teku¢inska kromatografija visoke
djelotvornosti. Osim njih mogu se koristiti i ostale analiticke metode koje nisu toliko
zastupljene kao $to su spektroskopija i volumetrijske metode analize, primjerice alkalimetrija
[10].



7. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je jedna od najprimjenjenijih metoda prociS¢avanja i izolacije tvari iz smjesa, a
moze se koristiti kao zasebna metoda ili u kombinaciji s drugim metodama analize.
Ekstrakcija je postupak razdvajanja tvari u smjesi pomocu dva otapala koja se ne mijesaju. U
ovoj metodi postoje dvije veli¢ine koje se koriste za opisivanje raspodjele otopljene tvari u
otapalima, a to su: koeficijent raspodjele i omjer raspodjele. Koeficijent raspodijele je
konstanta ravnoteze koja govori kako se rasporeduju otopljene tvari izmedu dva otapala koja
se medusobno ne mijesaju, a omjer raspodjele je omjer analitickih koncentracija analita u dva

otapala koja se medusobno ne mijesaju [11].

Metode ekstrakcije mogu se podijeliti na tradicionalne i suvremene. Tradicionalne metode
ekstrakcije su: Soxhlet ekstrakcija, ekstrakcija refluksiranjem, maceracija i destilacija.
Suvremene metode ekstrakcije su: ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima, visokotla¢na ekstrakcija, ekstrakcija pomocu enzima, ekstrakcija pomocu
elektri¢nog polja i1 ekstrakcija superkritiénim fluidima. Omega — 3 masne Kiseline mogu biti

odredene pomocu nekih od navedenih metoda ekstrakcije [12].

Ekstrakcijom se najcesée izoliraju vrijedni proizvodi iz biljaka (biljna ulja) i Zivotinja.
Primjerice riblje ulje se ekstrahira iz ribe i zatim se ostalim metodama analize, koje su opisane

u narednom tekstu, analiziraju vrijedni sastojci kao $to su masne kiseline [4].

7.1. ZELENA EKSTRAKCIJA RIBLJEG ULJA IZ RIBE

Metode ekstrakcije se vrlo Cesto primjenjuju u analizi masnih kiselina, a kako bi bile i
ekoloski prihvatljive, za njihovu izvedbu sve ceS¢e se koriste zelena otapala. Ekstrakcija
pomocu zelenih otapala, naziva se zelena ekstrakcija. Zelena otapala, za razliku od organskih
otapala, sigurnija su za ¢ovjeka i okoli$, niske su hlapljivosti, laka za uporabu i jednostavna za

recikliranje [4].

Tradicionalne metode ekstrakcije ribljeg ulja iz ribe su: hidraulicko presanje, ekstrakcija
refluksiranjem i ekstrakcija otapalom. Ove metode ekoloski su nepovoljne zato §to su za
njihovu izvedbi potrebna toksi¢na otapala i visoke temeperature koje mogu utjecati na

kvalitetu proizvoda [4].



Neke od suvremenih tehnika ekstrakcije kojima se mogu ekstrahirati riblja ulja iz ribe su:
ekstrakcija superkriti¢cnim CO2, ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima i ekstrakcija enzimskom hidrolizom. U zadnjih 20 godina zelene metode
ekstrakcije su prepoznate kao obecavajuca alternativa organskim otapalima. Najcesce je
koristena ekstrakcija superkriti¢cnim CO», ali i druge zelene metode su pogodne za dobar

prinos ekstrakcije, kvalitetu proizvoda i sadrzaj omega-3 masnih kiselina EPA i DHA [4].

Ekstrakcija superkriticnim CO2 Koristi se za izolaciju vrijednih proizvoda iz biljaka i
zivotinjskog tkiva, npr. riba. Superkriti¢ni fluidi su izuzetno dobra otapala za odredene vrste
kemijskih spojeva, imaju veéi stupanj selektivnosti od klasi¢nih otapala. Ova metoda ima
nekoliko prednosti: ne koristi toksi¢na otapala, ekstrakcija i razdvajanja su brza, a toplinski
proces pri nizim temperaturama je sigurniji. Kada je CO2 u superkriticnom stanju, tj. kada je
na temperaturi vecoj od 31,3°C i tlaku iznad 72 bara sposobnost otapanja CO: varira u
Sirokim granicama S promjenom tlaka i temperature. Na taj na¢in se moze, pogodnim izborom
tlaka i temperature, ostvariti selektivna ekstrakcija prirodnih tvari. Ugljikov dioksid je
pogodno otapalo jer je neotrovan, nezapaljiv, bez okusa i mirisa i lako je dostupan po niskoj
cijeni. Cinjenica da je CO2 na sobnoj temperaturi plin osigurava da se otapalo lako odvoji od
komore za ekstrakciju. Osim CO- takoder se istrazuju i drugi spojevi za ovu metodu, kao $to
su fluorirani ugljikovodici, sumpor, dusikovi oksidi, heksafluoridi, butan, pentan i heksan.
Superkritiéni CO2 koristi se u ekstrakciji ribljeg ulja u industrijskoj proizvodnji ve¢ 20
godina. Prinosi ekstrakcije su sli¢ni ili ¢ak veéi od onih dobivenih tradicionalnim metodama
ekstrakcije, a prinos ekstrakcije ovisi o vrstama riba i dijelu koji se koristi za ekstrakciju.
Optimalni parametri ekstrakcije su: tlak 25-40 MPa, T = 40-80 °C, > 2 mL CO2 / min, vrijeme
upijanja 45 min - 6 h. Voda u uzorku djeluje kao prepreka za difuziju CO2 u uzorku i
oslobadanje lipida iz stanica. Stoga, prije ekstrakcije, potrebno je suSiti uzorak. Rezultati
provedenih istrazivanja kazu da osli¢ (Merluccius merluccius) moze dati oko 10 g ulja na 100
g suhih sirovina, ali vrste masnih riba, npr. losos (Salmo salar) i atlantski zrcalar
(Hoplostethus atlanticus offcut) pruzaju vece kolicine, od 40 g i 50 g ulja na 100 g sirovine,
africki som (Clarias gariepinus) 67 g ulja na 100 g suhe sirovine, dugorepa tuna (Thunnus
tonggol) 36,2 g ulja na 100 g suhe sirovine, indijska skusa (Scomber scombrus) 52,3 g ulja na

100 g suhe sirovine [4].

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) koristi mikrovalove za zagrijavanje otapala
u kontaktu sa ¢vrstom matricom za ekstrakciju sadrzaja iz otopine uzorka. Ovaj postupak

ekstrakcije jo§ je u razvoju i trebao bi biti ispitan 1 poboljSan na ve¢em spektru uzoraka.
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Mikrovalna ekstrakcija se smatra boljom od tradicionalnih metoda ekstrakcije otapalom jer
ima nekoliko prednosti: vece stope ekstrakcije, nize temperature i automatizaciju. Medutim,
mikrovalna ekstrakcija ima dva glavna nedostatka: toplinu §to moze dovesti do oksidacije
nezasi¢enih masnih kiselina i nisku ucinkovitosti kod upotrebe hlapljivih otapala. Mnogi
¢imbenici utjeCu na ucinkovitost ekstrakcije: veliCina Cestica uzorka, koriSteno otapalo,
vrijeme, kapacitet i ucestalost mikrovalova. Ova metoda nije Siroko koriStena. Takoder, nema

velik broj publikacija o ovoj metodi ekstrakcije ribljeg ulja [4].

Novije studije su pokazale da ultrazvu¢na ekstrakcija pomocu akusti¢ne kavitacije i
mehanickog utjecaja moze poboljSati uCinkovitost ekstrakcije. Akusticna kavitacija je
postupak kontroliranog nastajanja sitnih mjehuri¢a plina koji titraju odredenom frekvencijom
i na taj nacin vrSe koristan rad. Akusti¢na kavitacija moze poremetiti stani¢nu Stjenku sto
olakSava prodiranje otapala u biljni materijal kako bi se lakSe dosSlo do traZenih tvari.
Ultrazvuéna ekstrakcija (UAE) zahtijeva manje vremena i smanjene potro$nje otapala te se
moze izvoditi pri niskim temperaturama, §to moze smanjiti Stetu uzrokovanu temperaturom i
smanjiti gubitak bioaktivnih tvari. Ultrazvuk je u frekvencijama iznad ljudske razine sluha od
20 kHz do 10 MHz. Ultrazvuk je razvrstan po nekoliko kriterija: koli¢ini generirane energije
koju karakterizira zvuk snage (W), intenzitetu zvuka (W / m?) ili gusto¢i zvuéne snage (W /
m3). Koristeni ultrazvuk moze biti visokog ili niskog intenziteta. Ultrazvuk niskog intenziteta
ima visoku frekvenciju (100 kHz do 1 MHz) i nisku snagu (<1 W / cm?), Koristi se u
nerazornim analizama i kao analiticka metoda za procjenu kvalitete daje informacije o
fizickim 1 kemijskim svojstvima prehrambenih proizvoda kao $to su ¢vrstoca, spremnost,
sadrzaj Secera, Kiselost. Ultrazvuk visokog intenziteta ima niske frekvencije (100 kHz -16
kHz) i veliku snagu (10-1000 W / cm?) [32]. Koristi se za ubrzavanje i poboljsanje
ucinkovitosti pripreme uzoraka, jer moZe promijeniti fizikalna ili kemijska svojstva hrane.
Ultrazvuéna ekstrakcija opéenito se prepoznaje kao ucinkovita metoda ekstrakcije. lako su
MAE i UAE Siroko koriStene u ekstrakciji bioaktivhog materijala, gotovo se ne koriste u

ekstrakciji ribljeg ulja te je vrlo malo znanstvenih ¢lanaka 0 ovoj temi [4].

Jo§ jedna metoda zelene ekstrakcije je enzimska hidroliza. U usporedbi s prethodne dvije
metode, ova metoda je puno vise proucavana. Enzimska hidroliza je termin koji se koristi ako
su enzimi izolirani iz drugih izvora, odnosno drugih prirodnih materijala. Enzimska hidroliza
je idealan nacin za izolaciju ulja i proteina iz ribe i ribljih preradevina. Enzimi koji se koriste
U procesu ne smiju biti patogeni. U vecini slucajeva, za hidrolizu se koriste alkalne ili

neutralne proteaze jer proizvode bolje rezultate od kiselih proteaza. Prije ekstrakcije potrebno
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je deaktivirati egzogene enzime zagrijavanjem na temperaturi od oko 80-90 °C i
podesavanjem pH. U usporedbi s tradicionalnom termi¢kom ekstrakcijom, enzimska hidroliza
je bolja u izolaciji ulja te su rezultati ekstrakcije usporedivi s rezultatima dobivenim

ekstrakcijom otapalom [4].

Laboratorijska istrazivanja pokazuju da metode zelene ekstrakcije pruzaju izvrsnu alternativu
tradicionalnim metodama. Koli¢ina i kakvoca proizvedenog ribljeg ulja je sli¢na ili jo$ bolja.
Medutim, ove metode zahtijevaju dodatno istrazivanje, potrebno je unaprijediti tehnologiju i
proces same ekstrakcije. Provedenim istrazivanjima, zakljuéeno je da je najpouzdanija metoda
zelene ekstrakcije ekstrakcija ulja superkritiénim COg, a ostale opisane metode jo$ uvijek su u

razvoju [4].

7.2. ODREDIVANJE OMEGA - 3 MASNIH KISELINIH U
SLATKOVODNIM RIBAMA EKSTRAKCIJOM 1 TEKUCINSKOM
KROMATOGRAFIJOM

Kod odredivanje omega — 3 masnih kiselina ekstrakcija se izvodi u kombinaciji s ostalim
metodama analize koje su opisane u idu¢em poglavlju. To¢nije, ekstrakcijom se izolira ulje iz

biljaka ili Zivotinja koje se zatim analizira drugim kemijskim metodama [11].

U istrazivanju provedenom na slatkovodnim ribama koristila se kombinacija ekstrakcije i
kromatografskih metoda. Tri vrste slatkovodnih riba: Mastacembelus armatus, Mystus
singhala i Labeo calbasuo, odvojeno su nasjeckane i njihova ulja su ekstrahirana upotrebom
otapala kloroforma i n-heksana u omjeru 50:50. Zatim su ulja analizirana koristenjem uredaja

za tekuc¢insku kromatografiju s detektorom ionizacije plamena (FID) [13].

Rezultati prikazani u tablici 2. pokazuju da su sve odabrane vrste riba dobar izvor
polinezasi¢enih masnih kiselina, ali Mastacembelus armatus je najbolji izvor omega - 3
esencijalnih masnih kiselina, DPA i DHA, u odnosu na druge dvije vrste riba. Razlozi
varijacija u sastavu masnih kiselina mogu biti razli¢itost vrsta i podrijetla ovih riba. Na
temelju rezultata, moze se zakljuciti da se ispitane vrste riba mogu uspjesno koristiti za

lijecenje i prevenciju od kardiovaskularnih bolesti [13].
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Tablica 2. Zastupljenost pojedinih masnih kiselina u slatkovodnoj ribi (izraZzeno u %) [13].

VRSTA RIBE

MASNE KISELINE
Miristinska
Palmitinska
Palmitoleinska
Stearinska
Oleinska
Vakcenska
Linolna
Eikozenoinska
Erukinska
Dokosapentaenska
Dokosaheksaenska
Ukupno

Mastacembelus armatus

0.8
22.08

28.02
10.56
21.68
1.18
9.13
1.99
95.45

Mystus singhala
9.05

14.71

19.37

491

21.28

13.47

82.79

Labeo calbasuo
14.79
39.08
43.86

0.89
98.62
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8. KROMATOGRAFSKE METODE

Kromatografske metode su, vise od pola stoljeca, jedne od najéesce koristenih tehnika analize.
Kromatografija je naziv za skupinu tehnika kojima se razdvajaju smjese, a zasniva se na
razli¢itoj raspodjeli komponenti uzoraka izmedu dvije faze, nepokretne (stacionarne) i
pokretne (mobilne). Kada se dijelovi smjese razdvoje izmedu dviju faza moguce ih je
analizirati i kvantitativno odrediti. Stacionarna faza je sloj na nosacu koji reagira s analitom,
najées¢e je kruta ili tekuca, a mobilna faza je tvar koja tece preko nosaca te moze biti
plinovita ili tekuca. Kroz stacionarnu fazu protjecu analit i mobilna faza, te se pod utjecajem
mobilne faze komponente razdvajaju. Uredaj za izvodenje kromatografskih razdvajanja

naziva se kromatograf (slika 3.), dok je kromatogram graficki prikaz odgovora detektora [11].

Osnovna podjela kromatogtafskih metoda je na: ploSnu kromatografiju i kromatografiju na
stupcu. Kod plosne kromatografije, stacionarna faza nanosi se na ravnu plohu ili u pore
papira, a mobilna faza prolazi kroz stacionarnu fazu zbog gravitacije ili kapilarnih sila.
Za razliku od plosne kromatografije, kod kromatografije na stupcu stacionarna faza se nalazi

u uskoj cijevi (koloni), a mobilna faza prolazi kroz nju pod utjecajem gravitacije ili tlaka [11].

Vrste kromatografija mogu se podijeliti prema viSe kriterija, primjerice prema agregatnom
stanju faza, prema fizikalno — kemijskim svojstvima analita i prema izvedbenim tehnikama.
Izvedbene tehnike kojima se mogu odrediti omega — 3 masne kiseline u razli¢itim
namirnicama su: kromatografija na papiru (PC), kolonska kromatografija (CC), tankoslojna
kromatografija (TLC), plinska kromatografija (GC) i tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC) [11].

8.1. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

U plinskoj kromatografiji mobilna faza je inertni plin koji eluira sastojke smjese iz kolone
napunjene stacionarnom fazom. Najéesce koristeni plinovi su dusik, kisik, ugljikov dioksid i
ugljikovodici zbog njihove male molekularne mase. U plinskoj kromatografiji analit ne
reagira s mobilnom fazom te zbog toga kemijska struktura mobilne faze ne utjece na njegovu
brzinu kretanja. Stacionarna faza u plinskoj kromatografiji je ¢vrsta tvar velike povrSine, na

kojoj se adsorbiraju analizirane komponenete [11].
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Pod pojmom plinska kromatografija, ¢esto se smatra i plinsko — tekucinska kromatografija
(GLC) koja se temelji na razdjeljivanju smjese izmedu plinovite mobilne faze i tekuce
stacionarne faze. Plinovi koji se upotrebljavju su helij, argon, vodik i dusik, a najéesée se

koristi helij [11].

Mogu se koristiti dva tipa kolona, punjene i kapilarne. Punjene kolone mogu biti napravljene
od staklenih, metalnih ili teflonskih cijevi. U njih se stavlja zrnasto punilo ili ¢vrsti nosa¢ koji
je premazan tankim slojem stacionarne faze. U kapilarnim kolonama stacionarna faza je sloj
tekucine debljine nekoliko desetinki milimetara kojom je prevucena unutraS$nja stijenka

kolone [11].

Na kraju svih postupaka i razdjeljenja komponenti smjese, spojevi se moraju identificirati, a
to se radi pomoc¢u detektora. Detektori za plinsku kromatografiju moraju pokazati brz,
linearan i jednolik odziv za mnoge kemijske spojeve. Naravno da niti jedan detektor ne
zadovoljava sve zahtjeve, ali postoje detektori koji su zadovoljavajuéi. Takvi detektori su
plamenoionizacijski detektor, detektor apsorpcije elektrona (ECD) i detektor toplinske
vodljivosti (TCD). Plinska kromatografija ¢esto koristi Selektivne metode spektroskopije i
elektrokemije. Nakon razdvajanja smjese, eluati sastojaka hvataju se kao zasebne frakcije i
ispituju nuklearnom magnetskom rezonancijom, IR ili masenom spektroskopijom. Za
pouzdanu identifikaciju odijeljenih spojeva sve Cesce se koriste elektroanaliticki detektori i
maseni spektrometri (MSD) [11].
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Slika 3. Shema plinskog kromatografa [11].

8.1.1. ODREPIVANJE OMEGA - 3 MASNIH KISELINA PLINSKOM
KROMATOGRAFIJOM U MORSKIM ORGANIZMIMA

Plinska kromatografija jedna je od najcesce koriStenih metoda analize omega — 3 masnih
kiselina. S obzirom na Siroku primjenu, koristena je za odredivanje sastava masnih kiselina u
morskim organizmima. Znanstvena istrazivanja napravljena uz pomo¢ plinske kromatografije

pridonijela su zdravijoj prehrani te duljem i boljem zivotu ljudi [3].

Plinska kromatografija dovela je do specificne, osjetljive i brze analize masnih kiselina.
Polarnost stacionarne faze, duljina stupca i vrsta detektora utjeCu na ucinkovitost plinske
kromatografije. Bolje razlu¢ivanje i razdvajanje postizu se kada se koristi kapilarni stupac i
kada se poveca polarizacija stacionarne faze i duljina stupca. Masne kiseline iz morskih
organizama se odreduju pomocu detektora ionizacije plamena. GC — MS je vazna metoda
koja koristi prednosti GC i MS, razvijena je i postala je popularna tehnologija za odredivanje

masnih kiselina iz morskih organizama [3].

Poznato je da mnogi morski organizmi predstavljaju izvrsne izvore zasi¢enih i nezasi¢enih
masnih kiselina, a osobito visoko nezasi¢enih masnih kiselina (HUFA) i polinezasi¢enih
masnih kiselina. Na primjer, morski organizmi sadrze omega-3 masne kiseline koje se ne
mogu sintetizirani u ljudskom tijelu, ali potrebne su za normalan metabolizam. Uobicajeni
izvori omega-3 masnih kiselina ukljucuju ribu, lignje, skoljke i druge morske plodove. Unos

PUFA je relativno nizak u ljudskoj prehrani, prvenstveno zbog niske potrosnje morskih
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plodova, tako da unos HUFA iz morskih plodova treba povecati. Sastav masnih kiselina iz

morskih organizama vazan je za zdravu i pravilnu prehranu [3].

Plinska kromatografija se koristi za analizu masnih kiselina u morskim organizmima nakon
derivatizacije u metil - estere masnih kiselina. Masne kiseline je teSko analizirati u njihovom
prirodnom obliku jer su one visoko polarni spojevi imaju tendenciju stvaranja vodikovih veza,
Sto dovodi do apsorpcijskih problema. Smanjenjem njihove polarnosti one postaju pogodnije
za analizu. Kako bi se uocile vrlo male razlike izmedu nezasi¢enih masnih kiselina, polarne
karboksilne funkcionalne skupine moraju se najprije neutralizirati. Neutralizacija, stupanj

nezasicenosti i polozaj dvostruke veze omogucuju odvajanje eluata od stupca [3].

Tijekom proslih godina, plinskom kromatografijom su dobiveni dobri rezultati tijekom analiza
masnih kiselina u morskim organizmima. MS i FID detektori su najpogodniji za odredivanje
masnih kiselina. Izvrsna rezolucija moze se posti¢i pomo¢u GC-GC ili GC-MS kada se Kkoristi
polarni i dugi kapilarni stupac. Razvojem GC tehnologije doslo je do otkri¢a novih masnih
kiselina iz morskih organizama. Opsezna istrazivanja pokazuju da su pojedine vrste morskih
organizama izvrsni prehrambeni izvori visoko zasi¢enih, mononezasic¢enih i polinezasi¢enih
masnih Kiselina (Tablica 3.). Konzumiranje plodova mora uvelike pridonosi zdravoj prehrani

ljudskog organizma [3].

Tablica 3. Zatupljenosti masnih kiselina u nekim morskim organizmima (izrazenou g/ 100 g

morskog organizma) [3].

Morski organizmi SFA MUFA PUFA
Morski krastavac 14 11 11
Morska riba 7 5 15
Morski sisavci 17 19 9
Morski plodovi 13 14 16
Morski jez 10 8 14
Morske alge 4 5 14
Planktoni 12 9 13
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8.1.2. ODREDIVANJE OMEGA - MASNIH KISELINA PLINSKOM
KROMATOGRAFIJOM U ULJU ULJARICA

U ovom istrazivanju analizirane su nutritivne vrijednosti razli¢itih uljarica pomocu plinske
kromatografije. Sorte uljarica koje su analizirane su: uljna repica - zimska (Brassica napus),
obi¢ni suncokret (Helianthus annuus), vrtni mak (Papaver somniferum), obi¢ni lan (Linum

usitatissimum) i soja (Soja hispida) [14].

Masti i ulja vrlo su vazne tvari u ljudskoj i Zivotinjskoj prehrani. Do nedavno su promatrane
kao energetske namirnice dok se sada sve viSe promatraju njihovi ucinci na zdravlje. Stoga su
u ovom istrazivanju analizirani sastavi masnih kiselina u biljnim uljima koja se najcesce
koriste u prehrani. Svaka masna kiselina ima svoje osobine i specifi¢no djelovanje, a njihov
uzajamni odnos utjece na vrijednost i pozitivne ucinke na zdravlje pojedinih ulja [14].

Ova opsezna analiza plinskom kromatografijom donijela je raznolike rezultate. Svaka sorta
uljarica je posebno analizirana, identificirane su masne kiseline, te je prikazan raspon i

prosjek masnih kiselina u svakom ulju. Usporedba svih rezultata prikazana je u tablici 4 [14].

Tablica 4. Prikaz zastupljenosti pojedinih skupina masnih kiselina u uljima (izrazeno u g / 100
g ulja) [14].

Uljarice
MASNE Ulje Ulje Lan Lan Mak Maslinovo Soja
KISELINE repice  suncokreta predivi uljni ulje iz

trgovine

SFA 7.040 9.645 8.781 9.301 10.774  15.279 14.422
UFA 89.368  79.383 81.428 79.416 86.436 88.343 80.216
MUFA 64.851 28.845 16.451 13.670 13.208 82.917 18.593
PUFA 24517 50.538 64.977 65.746  73.227 5.426 61.623
Q-3FA 6.939 0.078 49.522 21974 0.932 0.610 8.774
Q-6FA 17.578 50.460 15.455 43.772 72.295 4.816 52.849
Q-9FA 64.851 28.845 16.451 13.670 13.208 82.917 18.593
Q3FA:Q-6 1:25 1:642.8 1:03 1:217 1:786 1:79 1:6.10
FA
Q-3FA: Q-9 1:94 1:3931 1:03 1:51 1:143 1:135.9 1:2.17
FA
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Q-6FA: Q-9 1:37 1:09 1:11 1:05 1:0.2 1:17.2 1:0.35

FA
SFA 1 UFA 1:127 1:83 1:93 1:86 1:80 1:58 1:5.6
MUFA:PUFA 1:1.04 1:2.1 1:41 1:49 1:56 1:01 1:33

Zakljucak ovog istrazivanja je da ispitana ulja sadrze veliku koli¢inu omega — 3 masnih
kiselina (lan), omega — 6 masnih kiselina (suncokret, mak, lan i soja) i omega — 9 masnih
kiselina (suncokret i repica), ali ipak nedovoljne koli¢ine omega — 3 masnih kiselina koje su

potrebne za ljudsko zdravlje [14].

8.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI
(HPLC)

Razvitkom tekucinske kromatografije opazeno je da se djelotvornost te metode povecava sa
smanjenjem dimenzija zrna punila kojima se puni kolona. Tehnologija proizvodnje i
koriStenja punila manjih dimenzija razvila se tek u drugoj polovici proslog stoljeca. Nova
punila su bila promjera 10 um i manje te su za tu tehnologiju bili potrebni visoki tlakovi pa
time i slozeniji i skuplji uredaji od jednostavnih staklenih kolona koje su se koristile do tad.
Tako je ova metoda nazvana tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti kako bi se
naglasila razlika izmedu novijih uredaja 1 postupaka od onih klasicnih metoda kojima se

koristila teku¢inska kromatografija [11].

8.2.1. ODREDIVANJE OMEGA - 3 MASNIH KISELINA 1Z HRANE
HPLC — OM I DETEKCIJA POMOCU PUNJENJA AEROSOLOM

Omega - 3 masne kiseline se, tradicionalno, odreduju plinskom kromatografijom. Novijim
istrazivanjima 1 testiranjima drugih metoda, znanstvenici su zakljuéili da plinska
kromatografija nije jedini nacin odredivanja masnih kiselina te da je taj pristup dugotrajan i
moze biti nepouzdan jer visoke temperature mogu utjecati na stabilnost polinezasi¢enih
masnih kiselina. Ovdje je predstavljena jednostavna i izravna tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti i detekcija pomoc¢u detektora s nabijenim aerosolom (eng. charged
aerosol detector, CAD) koja se moze koristiti za mjerenje omega - 3, - 6 i - 9 masnih kiselina

u tradicionalnom i komercijalno proizvedenom mesu, ribi i ulju. Detektor s nabijenim
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acrosolom omogucuje univerzalni pristup koji je osjetljiv. Nije potrebna nikakva

derivatizacija i za razliku od UV detekcije, analit ne mora sadrzavati kromofor [15].

Prikazana je HPLC metoda reverzne faze za odredivanje omega masnih kiselina u uzorcima
ulja koriste¢i metodu dvostrukog gradijenta i odredivanje pomocu detektora s nabijenim
aerosolom (Slika 4.). Ova kombinacija omogucuje odredivanje razli¢itih masnih kiselina u

jednoj analizi i bez derivatizacije uzorka koja je potrebna za GC analizu [15].

Mobilnu fazu koja se koristila u ovom istrazivanju ¢ine voda, mravlja kiselina i mobilna faza
B u omjeru 900:3.6:100, a mobilna faza B je smjesa acetona, acetonitrila, tetrahidrofurana i
mravlje kiseline u omjeru 675:225:100:4. Koristena kolona u ovom HPLC sustavu je 3pum
C30 kolona (250 x 3 mm).

1. Tekuéi eluens ulazi iz HPLC sustava

2. Javlja se pneumatska nebulizacija

3. Male kapljice ulaze u cijev za suSenje

4. Velike kapi izlaze na odvod

5. Osusene Cestice ulaze u komoru za mijeSanje

6. Struje plina prolaze kroz cijev

7. Nabijeni plin se sudara sa ¢esticama i prenosi se naboj

8. Uklanjaju se Cestice visoke mobilnosti

9. Preostale nabijene ¢estice mjerene su vrlo osjetljivim elektrometrom
10. Signal se prenosi u softver kromatografskih podataka

Slika 4. Shematski prikaz detektora s nabijenim aerosolom [15].
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U ovom istrazivanju pripremljeno je nekoliko uzoraka ¢vrstih masnoca koji su ekstrahirani u
1.2 mL otopine metanola i kloroforma (1:1). Ekstrakti su zatim centrifugirani da bi se uklonile
krute tvari i 1.0 mL ekstrakta je dodan u 4 mL otopine izopropanola i vode (3:2) i1 mL5M
KOH.

Svi uzorci tekuceg ulja (50 uL alikvoti) su otopljeni u 5 mL otopine izopropanola i vode (3:2)
i 1 mL5 M KOH. Svi uzorci su zagrijavani u vodenoj kupelji na 80 °C tijekom 1 h uz
povremeno mijesanje. Nakon §to su uzorci ohladeni, dodano je 25 pL mravlje kiseline za

neutralizaciju uzorka [15].

Analizirano je nekoliko masnih kiselina u razli¢itim uzorcima, uklju¢uju¢i omega - 3 masne
kiseline (stearidonska kiselina (SDA), eikosapentanoi¢na kiselina, o - linolenska kiselina,
dokozaheksanska kiselina, dokozapentaenska kiselina i eikosatrienska kiselina (ETA)), omega
- 6 masne kiseline (y - linolenska kiselina (GLA), arahidonska kiselina (ARA), linoleinska
kiselina (LLA), adrenalna kiselina i eikozadijenska kiselina (EDA)) i omega - 9 masne
kiseline (oleinska i erukinska kiselina). Punjenje aerosola osjetljivo je na masu, zato ovaj
detektor daje najbolje rezultate u usporedbi s detektorima koristenim kod HPLC tehnika. U
tablici 5. prikazan je udio omega masnih kiselina u uzorcima koji su analizirani ovom
metodom [15].

Tablica 5. Udio masnih kiselina u hidroliziranim uzorcima odredenim HPLC — om (izraZeno u
%) [15].

Uzorak Omega -3 Omega -6 Omega -9 Omega - 3
omega—6

Riblje ulje 92.0 3.2 4.5 29.0
Riba, lan 81.0 13.0 5.9 6.1
Laneno ulje 59.0 22.0 19.0 2.7
Govedina 23.0 24.0 52.0 0.95

Ulje avokada 15.0 22.0 64.0 0.68
Piletina 25.0 40.0 35.0 0.62
Senfno ulje 14.0 23.0 63.0 0.62

Ulje kanole 13.2 33.2 53.6 0.39
Maslinovo ulje 4.8 13.0 82.0 0.37
Orahovo ulje 12.0 75.0 13.0 0.16
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Ricinusovo ulje 4.2 62.0

Ulje Safranike  0.71 17.0
Sezamovo ulje 1.5 61.0
Kukuruzno ulje 1.6 72.0

34.0
82.0
38.0
26.0

0.067
0.041
0.024
0.022

Zakljucak ovog istrazivanja je da je pomoc¢u ove metode moguée dobiti kvantitativne analize
razli¢itih masnih kiselina, ukljucuju¢i omega - 3, - 6, i - 9 masne kiseline. Uzorci su
hidrolizirani do odvojene masne Kiseline i analizirani izravno pomo¢u HPLC - a s detektorom
s nabijenim aerosolom. Takoder se mogu identificirati nepoznate slobodne masne kiseline

koje mogu postojati u uzorku jer je mobilna faza kompatibilna s masenom spektrometrijom

[15].
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9. ALKALIMETRIJA

lako su kromatografske metode u kombinaciji s ekstrakcijom naj¢es¢e metode za odredivanje
sastava razliCitih namirnica, mogu se koristiti i druge metode analize. U narednom tekstu

opisana je jedna ne tako ¢esta metoda analize sastava namirnica — alkalimetrija [16].

Alkalimetrija spada u volumetrijske metode. Volumetrijskim metodama odreduju se koliCine
tvari u otopini uzorka mjerenjem volumena standradne otopine koji je potreban da bi tvar
potpuno izreagirala s reagensom. VVolumetrijske metode dijele se s obzirom na vrstu kemijske
rekacije na: kiselo — bazne reakcije, redoks reakcije, talozne rekacije i kompleksometrijske
reakcije. Alkalimetrija je titrimetrijsko odredivanje koncentracije kiselina standardnom

otopinom luzine, dakle koristi se kiselo - baznim reakcijama [10].

Standardna otopina je reagens poznate koncentracije kojim se titrira otopina uzorka u kojem
je analit. Titracija se izvodi pomocu birete ili nekog drugog volumetrijskog pribora i
indikatora. Razlika izmedu pocetnog i kona¢nog volumena u bireti je volumen potreban za

zavrsetak titracije, a indikator pokazuje zavrs$nu tocku titracije promjenom boje u otopini [10].

9.1. ODREDIVANJE OMEGA - 3 MASNIH KISELINA
ALKALIMETRIJSKOM TITRACIJOM

Sadrzaj omega - 3 u kapsuli ribljeg ulja odreden je metodom titracije, alkalimetrijom. Ova
metoda provedena je na tri na¢ina. Prvo, masne Kiseline su oksidirane s KMnOs pomocéu
H>SO4 kao katalizatora. Drugo, propanoi¢na kiselina kao rezultat oksidacije odvojena je
destilacijom. Nadalje, destilirana propanoi¢na kiselina je titrirana. Preciznost, toc¢nost i
ponovljivost istrazivanja su bili dovoljno dobri za daljnji razvoj ove metode za odredivanja

omega - 3 masnih kiselina [16].

U ovom eksperimentu, riblje ulje otopljeno je u parafinu, sumpornoj kiselini i kalijevom
permanganatu te je refluksirano s polisorbatom kao katalizatorom. Nakon zavrSetka, smjesa je
destilirana. Destilat je bio titriran natrijevim hidroksidom standardiziranim oksalatnom
kiselinom [16].

Opisana metoda pokazala je dobru tocnost i preciznost. Za provjeru tocnosti i pouzdanosti Ove
metode koriStena je GC—MS metoda, a rezultati su pokazali da je alkalimetrija to¢nija i bolja

metoda [16].
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10. ZAKLJUCAK

Omega — 3 masne kiseline su jako vazni spojevi za ¢ovjeka. Od otkri¢a njihovih vrijednosti i
pozitivnih utjecaja na zdravlje, namirnice bogate ovim masnim kiselinama postale su vrlo
popularne u razli¢itim kulturama. Najvaznije omega — 3 masne Kiseline u prehrani su ALA,
EPA | DHA. Glavna omega — 3 masna kiselina, ALA, najviSe je prisutna u namirnicama
biljnog porijekla kao $to su sjemenke, soja, repica, oraSasti plodovi i njihova ulja. Iz ALA se u
organizmu mogu sintetizirati EPA i DHA koje su jako vazne za zdravlje ljudskog organizma,
a najzastupljeniji su u ribi i morskim plodovima.
Znanstvenim istrazivanjima pokazano je da omega — 3 masne kiseline imaju pozitivan uc¢inak
na zdravlje, sluze kao prevencija od raznih bolesti, a posebno su vazne tijekom trudnoce i kod

dojencadi.

Kromatografske metode i ekstrakcija su najprimjenjenije metode za odredivanje omega — 3
masnih Kiselina, a tradicionalno se koristi GC — MS metoda. Razvojem GC — MS metode

doslo je do otkri¢a novih masnih kiselina iz morskih organizama.

Novijim istrazivanjima i testiranjima drugih metoda, znanstvenici su zaklju¢ili da plinska
kromatografija nije jedini nacin odredivanja masnih kiselina. lzravna tekuéinska
kromatografija visoke djelotvornosti uz CAD detekciju moze se koristiti za mjerenje omega -
3, - 6 i - 9 masnih kiselina u proizvedenom mesu, ribu i ulju. Ova metoda se pokazala jo$
uspjesnijom od plinske kromatografije.

Postoje 1 ostale jednostavnije metode kemijske analize kao Sto je alkalimetrija, tocnije
alkalimetrijska titracija s kojom su takoder uspjesno odredene omega — 3 masne kiseline iz
kapsula ribljeg ulja.

Svako novo eksperimentalno istrazivanje tezi otkricu neke nove i jo§ uspje$nije i to¢nije

metode odredivanja omega — 3 masnih kiselina.
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