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Analiza metilnih estera masnih Kiselina u
materijalu bioloSkog porijekla metodom
plinske kromatografije

Analysis of fatty acid methyl esters in
biological materials by gas chromatographuy

Vrankovic, L.*, I. Delas, Z. Stojevic, J. Aladrovic¢

Sazetak

linska kromatografija je metoda kromatografije na koloni koja se primjenjuje za razdvajanje i odredi-

vanje hlapljivih organskih spojeva i nekih anorganskih plinova iz smjese. Instrument kojim se obavlja

odvajanje pojedinih komponenti i odreduje njihov sastav u uzorku naziva se plinski kromatograf. Kro-

matografsko razdvajanje ispitivane smijese tvari provodi se u sustavu koji se sastoji od dviju kompo-
nenti: stacionarne i mobilne faze. Kao mobilna faza (plin nosac) naj¢esce se upotrebljavaju helij, dusik i vodik.
Kao stacionarna faza rabe se organski polimeri ili tekucine visih vrelista. Najcesci materijali koji se rabe za
analizu jesu lako dostupne tjelesne tekucine: krv (serum), urin i likvor, u kojima se analiziraju tvari prisutne
u malim koli¢inama (hormoni, lijekovi, otrovi, droge, preparati zabranjeni u sportu). Plinskom kromatogra-
fijom mogu se analizirati razlicite vrste Stetnih spojeva u hrani, vodi i tlu (pesticidi, hlapljivi klorirani i bromi-
rani ugljikovodici, mineralna ulja) te provjeravati kakvoca razlicitih proizvoda. Utvrdivanje masnokiselinskog
sastava hrane i tjelesnih tekucina ovom metodom iznimno je vazno jer su poremecaiji metabolizma masnih
kiselina povezani s bolestima organskih sustava, pojavom kronicnih bolesti i poremecajima u funkcioniranju
stanica.

Kljuéne rijeci: plinska kromatografija, materijal bioloskog podrijetla, analiza

Abstract

Gas chromatography is a column chromatography used for the separation and detection of volatile
organic compounds and some inorganic gases from a sample mixture. The instrument that separates indi-
vidual components and determines their composition in the sample is called a gas chromatograph. As the
mobile phase (carrier gas), helium, nitrogen and hydrogen are most commonly used. Organic polymers
or high boiling fluids applied to a solid carrier are used as a stationary phase. The most commonly used
materials for the analysis are easily accessible body fluids: blood (serum), urine and cerebrospinal fluid,
which are used to analyse substances present in small amounts (hormones, drugs, poisons, substances
prohibited in sports). Gas chromatographic methods can also be used to analyse various types of harmful
compounds in food, water and soil (pesticides, volatile chlorinated and brominated hydrocarbons, mineral
oils), and the quality assay of various products. Determination of the fatty acid composition of food and
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body fluids using the gas chromatography method is of utmost importance because disorders in fatty
acid metabolism are associated with diseases of organic systems, the occurrence of chronic diseases and

disorders of cell function.

Key words: gas chromatography, material of biological origin, analysis

Uvod

Kromatografija (engl. chromatography) jest fizi-
kalna metoda razdvajanja tvari iz smjese na skupine
komponenata ili pojedinatne komponente. Jedna je
od vodecih analitickih metoda i omogucuje razdva-
janje i kvantitativno odredivanje tvari veoma sli¢ne
strukture i kemijskih svojstava. Kromatografsko
razdvajanje ispitivane smjese tvari provodi se u
sustavu koji se sastoji od dviju komponenti: staci-
onarne (nepokretne; engl. stationary phase) i mo-
bilne (pokretne; engl. mobile phase) faze (McNair i
Miller, 1998; Delas, 2012.). Komponente uzorka koje
se kromatografski razdvajaju moraju biti topljive u
mobilnoj fazi, ali moraju biti i u interakciji sa stacio-
narnom fazom. Stacionarna faza moze biti ¢vrsta ili
tekuca, a mobilna faza moze biti tekuca (tekucinska
kromatografija) ili plinovita (plinska kromatografija).
Komponente analizirane smjese se pod utjecajem
mobilne faze krecu kroz stacionarnu fazu razlicitom
brzinom i tako se razdvajaju. Tvar koja je topljivija
u stacionarnoj fazi krece se kroz sustav sporije jer
“zapinje”, dolazedi u interakcije sa stacionarnom fa-
zom. Tvar topljivija u mobilnoj fazi prolazi brze, bez
zadrzavanja, nosena mobilnom fazom prema izlazu
iz sustava. Zbog ove razlike u pokretljivosti razdva-
jaju se komponente analizirane smijese i potrebno
je razlic¢ito vrijeme da pojedina komponenta prijede
odredeni put u odredenom sustavu (McNair i Miller,
1998.; Delas, 2012.).

Kromatografske se metode prema mehanizmu
odvajanja komponenti dijele na:

gel-filtracijsku kromatografiju (engl. gel filtration
chromatography) - razdvajanje na temelju veli-
¢ine komponenata;

ionsko-izmjenjivatcku kromatografiju (engl. ion-
exchange chromatography) - razdvajanje na te-
melju ukupnog naboja komponenata;

afinitetnu kromatografiju (engl. affinity chroma-
tography) - razdvajanje prema specifitcnom afi-
nitetu komponenata prema vezanju odredenog
niskomolekularnog spoija;

adsorpcijsku kromatografiju (engl. adsorption chro-
matography) - razdvajanje na temelju polarnosti
komponenata.

Prema agregacijskome stanju stacionarne i mo-

bilne faze, izmedu kojih dolazi do raspodjele kompo-
nenata smijese, kromatografiju dijelimo na:

a) kruto-tekué¢insku kromatografiju (kromatogra-
fila na stupcu, engl. column chromatography
i tankoslojna kromatografija, engl. thin layer
chromatography);

b) tekuéinsko-tekucinsku kromatografiju;

c) tekucinsko-plinsku kromatografiju (plinska kro-
matografija, engl. gas chromatography).

Kromatografskom analizom moguce je razdvoiji-
ti dva ili vise kemijski slicnih spojeva koji se drugim
postupcima ne mogu odijeliti te je za analizu potreb-
na vrlo mala kolitina uzorka, od 20 do 500 pg. Ako
je udio pojedine komponente u smijesi jako malen,
potrebno je prije kromatografske analize primijeniti
taloZenje, ekstrakciju, destilaciju i sl. (Delas, 2012).

Plinska kromatografija

Plinska kromatografia (engl. gas chromato-
graphy - GC) kolonska je kromatografija koja se pri-
mijenjuje za razdvajanje i detekciju hlapljivih organ-
skih spojeva i nekih anorganskih plinova iz smjese.
Plinsku su kromatografiju uveli James i Martin 1952.
godine (James i Martin, 1952.) i danas se razvila u
jednu od temeljnih tehnika u kemijskoj analizi. Plin-
ska se kromatografija upotrebljava za kvalitativnu i
kvantitativnu analizu tvari koje su prisutne u malim
koli¢inama (hormoni, lijekovi, otrovi, droge), za izo-
laciju komponenata smijese, za utvrdivanje Cistoce
tvari i detekciju okolisnih onecis¢enja (Santos i Gal-
ceran, 2002.), te u forenzici (Lu i Harrington, 2007.)
i farmaceutskim istrazivanjma (Shyamala i sur.,
2013.). Plinska je kromatografija metoda od velike
vaznosti u biokemiji lipida te analizi aminokiselina i
Secera.

Instrument na kojemu se pojedine komponente
odvaijaju i odreduije njihov sastav u uzorku, naziva se
plinski kromatograf (engl. gas chromatograph) (sli-
ka 1). Sustav za plinsku kromatografiju sastoji se od
izvora plina s manometrom za kontrolu protoka pli-
na, mjesta za unosenije uzorka (injektor), kolone kroz
koju struiji plinovita faza, termostata koji odrzava
temperaturu kolone, detektora koji registrira izlaz
pojedine komponente iz kolone, jedinice za obradu
podataka (PC) i pisaca (Delas, 2012.).
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Slika 1. Plinski kromatograf SRI 8610 C opremljen plameno-
jonizacijskim detektorom (FID)

Slika 2. Kapilarna kolona za plinsku kromatografiju

Kao mobilna faza (plin nosat) najcesce se upotre-
bljavaju helij, dusik, vodik, argon ili smjesa argona i
metana, koji ne dolaze u interakciju ni sa stacionar-
nom fazom ni s analiziranom tvari te ne daju signal
na detektoru. Izbor plina ovisi o vrsti uzorka i detek-
toru, a najvise se rabi helij. Kao stacionarna faza rabe
se organski polimeri ili tekucine visih vrelista (nane-
sene na kruti nosac¢) (McNair i Miller, 1998.). Staci-
onarna se faza nalazi u vrlo dugim, uskim cjev¢ica-
ma, kapilarnim kolonama (slika 2). Kolone za plinsku
kromatografiju koje su se u pocetku rabile bile su
staklene, duzine 2 - 5 m, punjene adsorbensom im-
pregniranim aktivnom supstancijom (McNair i Miller,
1998.). Danas su u uporabi kapilarne kolone velikih
duzina (25 - 120 m) i malih promijera (0,25 - 0,5
mm) ¢ija je unutrasnja strana presvucena aktivnom
komponentom visokog vrelista. Zbog velike duzine
kolone postizu se odli¢na razdvajanja i velika osjet-
ljivost metode, koja moZe detektirati i nanogramske
kolicine (Delas, 2012.). U plinskoj se kromatografiji
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rabi vise vrsta detektora, €iji se izbor radi na osnovi
analita koji se analizira, a mogu biti: plameno-ioniza-
cijski (engl. flame ionization detector; FID), detek-
tor toplinske vodljivosti (engl. thermal conductivity
detector; TCD), detektor apsorpcije elektrona (engl.
electron capture detector; ECD), infracrveni (IR),
spektrometar masa (MS) (McNair i Miller, 1998.).

S obzirom na nepokretnu fazu, razlikuju se dvije
tehnike: plinsko-adsorpcijska (engl. gas-solid chro-
matography) i plinsko-tekucinska (engl. gas-liquid
chromatography). U prvom je slu¢aju nepokretna
faza adsorbens (silika-gel) koji na sebe veze kompo-
nente smijese, dok je u drugom sluc¢aju nepokretna
faza tekucina (tekuci ugljikovidici, esteri, visi alkoho-
li) koja je nanesena na kruti nosac. Razli¢ita toplji-
vost komponenti smjese u nepokretnoj fazi odreduje
razdvajanje (Delas, 2012.). Parametar kojim mobilna
faza utjete na razdvajanje jest tlak plina, odnosno
brzina protoka kroz kolonu. Bolja se razdvajanja po-
stizu pri manjim protocima, ali je vazno naci kom-
promis s vremenom trajanja analize. Djelotvornost
razdvajanja analita ovisi prije svega o karakteristi-
kama kolone. Odabir stacionarne faze ovisi o vrsti
i svojstvima analita, a odabir parametara tempera-
turnog rezima tijekom analize dodatno utjece na br-
zinu i kvalitetu analize. Temperatura za vrijeme ana-
lize moze biti konstantna (izotermno), povecavati se
(gradijent temperature) ili su moguce kombinacije
tih dvaju nacina (Delas, 2012.).

Opis metode

Uzorak (smijesa Cije se komponente Zele razdvo-
jit) unosi se injektorom (ru¢nim ili automatskim),
dolazi do trenutnog isparavanja te struja plina nosa-
¢a nosi uzorak u kolonu. U koloni dolazi do naizmije-
niénog otapanja ili adsorpcije analita na nepokretnu
fazu te ponovnog isparavanja tvari u pokretnu fazu.
Pojedine se komponente smjese razlikuju po polar-
nosti i hlapljivosti zbog ¢ega ce razlicitim brzinama
putovati kolonom, razdvajati se te ¢e nakon izlaska
s kolone biti detektirane i na pisacu ispisane kao
kromatogram. Na kromatogramu se za svaku kom-
ponentu u odgovaraju¢em vremenu iscrtava Siljak
(engl. peak; slika 3 i slika 4). Vrijeme zadrzavanja
pojedine komponente na koloni, tj. vrijeme potreb-
no da odredena tvar prode kroz kolonu od injektora
do detektora naziva se vrijeme retencije (engl. re-
tention time, Rt). Vrijeme retencije je za iste kompo-
nente pod jednakim uvjetima kromatografije uvijek
jednako, pa se na taj natin plinska kromatografija
primjenjuje za identifikaciju tvari. Povrsina ispod
silika na kromatogramu razmjerna je kolicini anali-
ta. Na osnovi povrsine ili visine signala izracuna se
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Slika 3. Primjer kromatograma metilnih estera masnih kiselina
karmenice (Barisic i sur., 2017)
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Slika 4. Primjer kromatograma metilnih estera masnih kiselina
seruma medvjeda u programu za integraciju PEAKSimple 3D
(Vrankovic i sur., 2017.a)

koncentracija komponente. Kromatogrami se mogu
kvantificirati na vise nacina, a najtocnija je metoda
internog standarda (supstancija poznate koncentra-
cije dodana svakom uzorku) (Delas, 2012.).

U klinickoj se dijagnostici plinska kromatografija
naj¢esce primjenjuje u kombinaciji s masenim detek-
torom u integralnom sustavu plinske kromatografi-
je i spektrometrije masa (engl. gas chromatography
- mass spectrometry, GC-MS; slika 5) Sto znatno
povecava osjetljivost i preciznost identifikacije anali-
ta (McNair i Miller, 1998.). Komponente smjese u pr-
vom se koraku razdvoje plinskom kromatografijom,
a potom dodatno analiziraju odredivanjem spektra
masa Cestica nastalih ionizacijom. Ti su spektri masa
karakteristi¢ni za svaku pojedinu tvar. Sustav GC-MS
najcesce se upotrebljava u farmakoloskim i meta-
bolickim laboratorijima (Preu i sur., 1998.). Naj¢esci
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Slika 5. Plinsko-maseni kromatograf, Varian Saturn

materijali koji se rabe za analizu jesu lako dostupne
tjelesne tekucine: krv (serum), urin i likvor, u koji-
ma se analiziraju tvari prisutne u malim kolicinama
(hormoni, lijekovi, otrovi, droge, preparati zabranjeni
u sportu).

Vrsta i priprava uzoraka

Ako se analizira sastav masnih kiselina u uzor-
ku homogenata tkiva ili nekoga drugog bioloskog
materijala (Bucevi¢-Popovic i sur., 2014; Octenjak i
sur., 2016.; Vrankovic i sur. 2017a.; Vrankovic i sur.,
2017.b.), potrebno je provesti homogenizaciju uzor-
ka i ekstrakciju ukupnih lipida, za Sto je potrebna
priprema smjese otapala kloroform:metanol razli-
tite polarnosti, mijeSanjem kloroforma i metanola
u odredenim omijerima. Ekstrakcija ukupnih lipida
provodi se naj¢esce modificiranom Folchovom me-
todom (Folch i sur., 1957.). Tako dobiveni ekstrakti
ukupnih lipida spoje se i upare do suha u uparivacu.
Nakon ekstrakcije ukupnih lipida provodi se trans-
esterifikacija masnih kiselina u metilne estere me-
tanolnom otopinom HCL. Nakon metanolize metilni
se esteri ekstrahiraju petroleterom, isperu destili-
ranom vodom do neutralnog, nakon cega se visak
vode uklanja bezvodnim natrijevim sulfatom te se
uzorak upari do suha. Tako pripremljen uzorak spre-
man je za analizu na plinskom kromatografu u koji
se aplicira injekcijskom Spricom (slika 6).

Plinskom se kromatografijom mogu analizira-
ti razlicite vrste stetnih spojeva u hrani, vodi i tlu
(pesticidi, hlapljivi klorirani i bromirani ugljikovodici,
mineralna ulja), provjeravati kakvoce razlicitih pro-
izvoda (npr. masnih kiselina u uljima, volumni udio
alkohola u alkoholnim pic¢ima i sli¢no) te raditi ana-
lize za znanstvena i medicinska istrazivanja. Masne
kiseline iz hrane i dalje su glavni predmet interesa
i prioritet u istrazivanjima zbog njihove povezanosti
s bolestima kardiovaskularnog sustava, kroni¢nim
bolestima i tumorima, kao i vaznosti u gradi i pravil-
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Slika 6. Reagensi i pribor za nanoSenje uzorka na kolonu
plinskog kromatografa

noj funkciji organizma (Delas, 2011.) te psihijatrijskim
bolestima (Mandelsamen Perica i Delas, 2011.; Boro-
vac Stefanovic i sur. 2015.).

Masti i ulja sadrzavaju triacilglicerole, estere
alkohola glicerola i visih masnih kiselina. Masne
kiseline mogu se razlikovati prema duzini lanca
i stupnju zasicenosti, tj. broju dvostrukih veza u
lancu. Veci udio dvostrukih veza rezultira nizim
vrelistem i taliStem, zbog cega su takve masnoce
na sobnoj temperaturi tekuce (ulja), dok zasicene
masne kiseline pokazuju vise taliste i na sobnoj su
temperaturi krute (mast). Da bi se odredio sastav
masnih kiselina triacilglicerola, potrebno je masne
kiseline trans-esterifikacijom “osloboditi” (hidroli-
za esterske veze) i prevesti u metilne estere koji su
znatno hlaplijiviji i pogodniji za analizu. Dobiveni se
metilni esteri analiziraju plinskom kromatografijom
na kapilarnoj koloni uz odgovarajuc¢i temperaturni
rezim.

Primjer uvjeta plinske kromatografije:
Kapilarna kolona: HP - 88, 60 m, i. d. = 0,25 mm,

debljina sloja 0,20 um (Agilent, SAD)
Temperatura injektora: 150 oC

Temperaturni rezim kolone: 150 oC, izotermno 3
min, porast temperature 2 oC/min do 165 oC,
porast temperature 1 oC/min do 170 oC, porast
temperature 10 oC/min do 240 oC, 7 min izoter-
mno.

Temperatura detektora: 240 oC
Plin nosac: H2
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Zakljucak

Metodom plinske kromatografije mogu se pro-
voditi kvalitativne i kvantitativne analize razlicitih
vrsta tvari, posebice onih koje su prisutne u malim
kolicinama. Analiza metilnih estera masnih kiselina
plinskom kromatografijom metoda je koja zahtijeva
mnogo laboratorijskog rada, no zbog svoje je osjet-
ljivosti i u€inkovitosti referentna metoda u analizi ra-
zlicitih spojeva.
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BESPLATNI OGLASI

Zhog odlaska u mirovinu prodajem skloniste za Zivotinje , Tip-Tip* Vinkovci, broj 57Z-005, registrirano pre-
ma svim pozitivnim zakonskim propisima. Kapacitet sklonista je do 100 pasa i nalazi se na zemljisnoj parceli
od 4544 m2. Za dodatne obavijesti i kontakt javiti se na telefon mr. ILiji Stevicu, dr. med. vet.: 098 287 028.

Prodaije se kuca u okolici Zagreba, u selu Paukovec, na mirnoj i lijepoj poziciji. Ku¢a je povrsine oko 400 m2, s oku¢n-
icom oko 1400 m2. U prizemlju kuce je prostor veterinarske ambulante koja je godinama odli¢no funkcionirala, uz ve-
terinarsku ljekarnu i hotel za pse i macke. Ambulanta je jos djelomitno namjesStena, infrastruktura hotela je sacuvana.
Detalje moZete pogledati na stranici http://tiny.cc/55xiry ili dobiti na broj telefona 098 9476 258.

Nudimo posao za dvoje doktora veterinarske medicine (m/z) s polozenim drZavnim strucnim ispitom. Zivotopis mozete
poslati na e-mail: veterinarska.stanica.pozega@po.t-com.hr, a za sve dodatne informacije nazovite na 098 256 423.

Za rad u veterinarskoj ambulanti za ku¢ne ljubimce u Osijeku trazimo doktora veterinarske medicine (m/z) s radnim
iskustvom ili bez radnog iskustva. Zivotopis poslati na e-mail: zdenko-fury@net.hr. Kontakt: 031204 747.

Trazimo doktora veterinarske medicine (m/z) za rad u ambulanti za male i velike Zivotinje u Veterinarskoj stanici Dak-
ovo d.0.0. Prednost je poloZzen struénii drzavni ispit. Zivotopis mozZete poslati na e-mail: antun.strmoticg@os.t-com.hr,
a za sve dodatne informacije nazovite na 098 252 160.

Tvrtka AGRO-VET d.o.0. sa sjedistem u Krizevcima, trazi veterinara s iskustvom i licencijom za voditelja veterinarske
sluzbe na farmi tovne junadi. Farme su smjeStene na podrucju Koprivnicko-krizevatke i Sisacko-moslavacke Zupanije.
Kontakt: Martina Celovec, dr. med. vet. 098 9980 559 ili e-mail: martina.celovec@agro-vet.hr

Prodajem povoljno pokretni stol za obaranje goveda (korekcija papaka i drugi zahvati) marke Rosensteiner. Sve infor-
macije na mob. 091543 2103.

Prodajem dva ultrazvuka marke Aloka, SSD 620 i mali prijenosni SSD 500 sa sondama linear. 7,5 Mhz i konveksnom
3,5 Mhz. Informacije na mob. 098 1976 S30.
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