Odredivanje sastava aminokiselina i masnih kiselina u
raznim vrstama mesa

Kuncié¢, Roko

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, University Department for Forensic Sciences / Sveuciliste u Splitu, SveuciliSni odjel za
forenzicne znanosti

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:227:457465

Rights / Prava: Attribution-NonCommercial-NoDerivs 3.0 Unported/Imenovanje-Nekomercijalno-Bez
prerada 3.0

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-27

SVEUCILISTE %

1

S

=

U
SPLITU

N

Repository / Repozitorij:

Repository of University Department for Forensic

SVEUGCILISNI Sciences
ODJEL ZA

FORENZICNE
ZNANOSTI

é UNIVERSITY OF SPLIT O O r

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:227:457465
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/
https://repozitorij.forenzika.unist.hr
https://repozitorij.forenzika.unist.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/forenzikast:64
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/forenzikast:64
https://dabar.srce.hr/islandora/object/forenzikast:64

SVEUCILISTE U SPLITU

SVEUCILISNI ODJEL ZA FORENZICNE ZNANOSTI

FORENZICNA KEMIJA I MOLEKULARNA BIOLOGIJA

DIPLOMSKI RAD

ODREDIVANJE SASTAVA AMINOKISELINA 1
MASNIH KISELINA U RAZNIM VRSTAMA MESA

ROKO KUNCIC

Split, rujan 2019.



SVEUCILISTE U SPLITU

SVEUCILISNI ODJEL ZA FORENZICNE ZNANOSTI

FORENZICNA KEMIJA I MOLEKULARNA BIOLOGIJA

DIPLOMSKI RAD

ODREDIVANJE SASTAVA AMINOKISELINA 1
MASNIH KISELINA U RAZNIM VRSTAMA MESA

MENTOR: Doc. dr. sc. lvica Ljubenkov

ROKO KUNCIC

Maticni broj: 350/2016



Split, rujan 2019. godina

Rad je izraden na Odjelu za kemiju, Prirodoslovno-matemati¢kog
fakulteta u Splitu pod nadzorom mentora doc. dr. sc. lvice

Ljubenkova

u vremenskom razdoblju od 1. sije¢nja 2018. do 1. rujna 2019.

Datum predaje diplomskog rada: 06. rujna 2019
Datum prihvacanja rada: 11. rujna 20109.

Datum usmenog polaganja: 17. rujna 2019.

Povjerenstvo:

1. doc dr. sc. Zeljana Fredotovié
2. izv. prof. dr. sc. Zeljana Basi¢

3. doc. dr. sc. lvica Ljubenkov



SADRZAJ:

Lo UWVOD et bbb Rt bbb bRt bt bRt et nbe et b be b nre s 1
I |V 1= TSP PP PP TRPR PR 1
O o To T = 1 1T OSSR 3
1.3.  Masne kiseline i aminOKISEIINE U MESU ..........ccoiiiriiiiiiiiiiiiise e 7
1.3.1. MASNE KISEIINE ...ttt 7
1.3.2. AMINOKISEIINE ...ttt 12
14, KrOMALOGIATIJA ..c.eoveeiiiiiiiieiite ittt et 19
1.4.1.  Plinska Kromatografija (GC) ......ccccoiiiiiiiiiie ettt 20
1.4.2. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) .......ccccviiiiiiiiiiicece e 24
R T 1 S 1 =1 o] |- OSSPSR 28
151, SOXNIEE EKSIrAKCIJA. ... .veveviieieieiieiei et 28

2. CILTISTRAZIVANIA. ..ottt 31

3. MATERIALI I METODE ISTRAZIVANIA .....oiiteieeeeeeeteseeeee et s s e st 32
3.1, Materijali ISTrAZIVANTA......eiiueeiteeitiiiiie ettt ettt ettt eebe ettt e e sbe e saeesne e e e 32

3.1l UZOTCluutiiiieieieetee bbb bbb 32
3.2, MEOAE @NAKIZE ... 34
3.2.1.  Odredivanje ukupnih masti u mesu Soxhlet ekstrakCijom ...........cccooevveieiiiiienienieneneneens 34
3.2.2.  Odredivanje udjela masnih kiselina plinskom kromatografijom............cc.ccoevvvervrinnennns 35
3.2.3. Odredivanje udjela pojedinih aminokiselina teku¢inskom kromatografijom.................... 36

4, REZULTATIISTRAZIVANIA .....ooiteoieeeeeeeeeee e e e e tee e et en et s et en st s en s en e en s, 38
4.1.  Rezultati analize masnih kiselina u mesu pomocu Sokslet ekstrakcije .........ccoovvvririnennennns 38
4.2.  Rezultati odredivanja udjela pojedinih masnih kiselina plinskom kromatografijom............ 39
O R Y/ 1] T 1o USSR 41
B.2.2. JUNBLING. ..ottt R et 43
4,23, PHBLING ..ottt 46
A28, PUMBTING.....ctiititee ettt r et n et e et e e n e nn e 49
4.3.  Rezultati odredivanja udjela pojedinih aminokiselina HPLC tehnikom ..............c.cccooevenene. 50
O AV ] T g USSP 52

4.3.2. 010 T=] T PO 53



4,33, PHELING ...t 55
B34, PUBTING. ...ttt bbb bbb 57

D RASPRAV A bt bbbt bbb e nbe e nhe et nan e b e 58
5.1, UKUPNE MASNOCE U INIESU te.uvrerrrereesierssreasseesseesseessessssesssessseesseessesssssssssassasseessessessssssssesnsesnses 58
5.2.  Udio masnih Kiselina 0VISN0 0 VISt MESA ........ccerveieiiiiiiisesiesie e 58
SIS AV o =1 ] - USSP 58
5.2.2. JUNBLINGA ...ttt bbb bbbt r e 59
5.2.3. PHIBLING ..ottt e 60
5.2.4,  PUIBLING ....ceiiiiiei ettt bbbttt bt n e 61

5.3.  Udio aminokiseling OVISN0 0 VISt MESA........cceiveriiieiiisirise st 62

ST TS AV o =1 ] - PSSRSO 62
5.3.2.  JUNEBLING ...ttt bbbt e bbbt n e 62
5.3.30 PHIBLING ...t 63
5,304, PUIBLING ...ttt bbb e ettt bbbt n e 64

5.4, NULFTIVNA VITJEANOST. ...ttt sttt st et sbeete e tesbeeaesteesaestestaesbesres 65

B, ZAKLIUCCT ..ottt 66
T LITERATURA ettt et b bt b e b et ket e b bt et e e bt e ebe e saeesnneanbeennas 67
8. SAZETAK ..ottt ettt 72
0. AB ST RACT e bbbt bt b et n bt be bt nbe et e nnbe b nrs 73
10, ZIVOTOPIS w.oooeoeieerees et 74
11. POPIS SLIKA Lottt s e bt be e st e e sbe e srb e s nbe e beenbeenbeeneeas g7
12. POPIS TABLICA ..ttt b ettt et e sbeesbeennne s 78



1. UVOD

1.1. Meso

Meso pripada namirnicama Zzivotinjskog podrijetla te zauzima znacajno mjesto u ljudskoj

prehrani (1). Pod pojmom mesa, u uzem smislu rijeci, podrazumjevaju se misi¢i bez kostiju i

vec¢ih krvnih Zila te miSi¢i bez veé¢ih naslaga vezivnog i masnog tkiva (2). Pojedine iznutrice

ili unutarnji organi poput jetre, bubrega i srca pripadaju posebnoj kategoriji mesa (2). Prema

rasponu masenih udjela osnovnih gradivnih tvari u mesu, proteini zauzimaju raspon od 16-20

%, masti 3-30 %, voda 65-75 %, a ekstraktivne tvari s dusikom ¢ine 1-2 % masenog udjela i

ostatak predstavljaju enzimi, vitamini, mineralne tvari, organske kiseline i dr. (2, tab. 1).

Tablica 1. Energetska vrijednost i kemijski sastav razli¢itih vrsta mesa (2)

PODRIJETLO MASENI UDJELI OSNOVNIH GRADIVNIH TVARI (%) | ENERGETSKA
VRIJEDNOST
(kJ /100 g)
VODA PROTEINI MASTI PEPEO
PURETINA 60,1 — 66,8 19,9 -24,0 8,0-19,1 1,1-12 719 — 1083
PILETINA 67,5-72,1 198-228 [4,0-115 1,0-1,2 548 — 786
PACETINA 49,4 -58,4 13,0-17,5 229-370 [06-09 1191 — 1659
GUSCETINA | 48,9 - 59,4 12,2-16,9 28,8-381 |08-09 1174 - 1638
SVINJETINA | 49,0-71,0 16,0-210 [7,0-340 08-11 631 — 1597
TELETINA 69,0 — 74,0 19,0-220 [31-110 1,0-11 493 — 752
GOVEDINA | 55,0 -74,0 19,0-210 [4,0-250 09-11 514 — 1296
OVCETINA 54,0 — 66,0 15,2 - 16,5 155-300 [0,8-1,0 899 — 1404
MESO 76,09 20,80 1,82 1,08 427,62
KUNICA
KONJETINA | 753-76,8 19,7-21,2 1,9-3 - -

Osnovne gradivne tvari mesa su: proteini, voda, masti, ugljikohidrati i minerali. Kemijski

sastav i udio osnovnih gradivnih tvari mesa daje osnovne informacije o0 energetskoj




vrijednosti mesa, kakvoci i cijeni s obzirom da je trzi$no vrijednije meso koje ima ve¢i maseni
udio proteina u odnosu na ostale gradivne tvari (3).
Poznate su energetske vrijednosti masti, proteina i ugljikohidrata, prema navedenom (3):

e lgugljikohidrata ¢e potpunim izgaranjem dati 17,2 kJ (1 cal = 4,186 J)

e 1 g masti ¢e potpunim izgaranjem dati 38,9 kJ (1 cal = 4,186 J)

e | gproteina ¢e potpunim izgaranjem dati 17,2 kJ (1 cal = 4,186 J)

Od vitamina, u mesu prevladavaju topljivi vitamini B-kompleksa koji su termo-rezistentni, $to

zna¢i da podnose visoke temperature termicke obrade (3). U tablici 2 moguce je vidjeti

masene udjele vitamina u mesu.

Tablica 2. Maseni udjeli vitamina u mesu (3)

VITAMINI Maseni udio u mg u 100 g mesa
Tiamin (B1) 0,10-0,30
Riboflavin (B2) 0,13-0,36
Piridoksin (B6) 0,30-0,60
Niacin (B3, PP) 3,90-7,50
Pantotenska kiselina (B5, G) 0,60-2,00
Biotin (H) 3,40-5,50
Para-aminobenzojeva kiselina 0,06-0,08
Folna kiselina 0,01-0,03
Askorbinska kiselina (C) 2,00-4,00
Kobalamin B12 0,09-0,25
Kolin* 80-100
Aksertofol (retinol, A) cca 0,02

*Kolin- esencijalni spoj sli¢an vitaminima s ulogom sprjecavanja odlaganja masti u jetri

Takoder, meso je dobar izvor esencijalnih mikroelemenata (bakar, jod, mangan, selen,

zeljezo, kobalt, barij, cink, kadmij, stroncij, brom, fluor i krom) (3).




1.2. Podjela mesa

e Podjela mesa prema porijeklu:
U divlja¢ se ubraja: meso srne, jelena, divlje svinje, zeca, divokoze, medvjeda, divlje guske,
jarebice (tr¢ke), grlice, prepelice, divljih golubova, fazana i divlje patke (3).
U stoku ubrajamo: goveda (ukljucujuci i bivole), ovce, koze, svinje, kuniée i kopitare (konji,
magarci, mule i mazge) (3).
U domacu perad ubrajamo razli¢ite skupine ptica koje se uzgajaju radi jaja, perja i/ili mesa. U
perad ubrajamo biserke, guske, patke, pitome golubove, pure i kokoske (2). Od domacih
peradi najvise se konzumira piletina (zauzima vise od 90 % industrijske prerade peradi) (3).
U proizvodnji mesa najéesée se koriste "teSke" pasmine, a postoje jo§ kombinirane i lake

pasmine.

e Podjela mesa prema starosti

Razlikuje se: telece, junece i govede meso (3). Za ulazak u kategoriju teleCeg mesa, tele ne
smije biti starije od 6 mjeseci, niti mlade od tri tjedna te mora biti mase trupa od 25 do 125 kg
(3). Nakon $to tele prijede gornju granicu, deklarira se kao junece meso, a meso od jos starije
zivotinje se deklarira kao govede. Meso goveda mozemo prepoznati po tamno crvenoj boji, a

§to je govedo starije meso Ce biti tamnije (3).

Razlikujemo janjetinu i jaretinu, odnosno ovc¢etinu i kozetinu, ovisno o starosti Zivotinje.
Zivotinja od 3 tjedna do 3 mjeseca starosti smatra se mladom janjetinom ako potje¢e od ovce.
Do 9 mjeseci je janjetina, a poslije ulazi u kategoriju ovcetine. Jaretina je od 3 tjedna do 6

mjeseci starosti, a poslije ove dobne granice pocinje se nazivati kozetinom (2).

Podjela svinjskog mesa zasniva se na kilazi zivotinje. Kod svinjskog mesa u promet se stavlja:
meso odojaka (masa trupa 5 — 15 kg), prasaca (m. trupa 15,1 — 30 kg), mladih svinja (m. trupa
30,1 — 49,9 kq), svinja za klanje (m. trupa 50 — 120 kg), meso mladih nerasta (m. trupa 50 —
120 kg), meso starijih nerasta i kastrata, meso krmaca i meso izrazito mesnatih krmaca (m.

trupa iznosi vise od 120 kg) (3).

Piletina se prema starosti dijeli na (4):




e Mlada piletina (tzv. brojleri), starosti do 2,5 mjeseca (4 do 10 tjedana starosti)
e Piletina starosti 2,5 do 3 mjeseca (10 do 12 tjedana starosti)/ stariji pili¢i
e Meso mladih kokosi starosti od 3 do 9 mjeseci
e Meso starijih kokosi, medu koje spadaju spolno zreli pijetlovi i kokoSke koje su vec
nosile jaja (4)
Na zahtjevnijem trzi$tu promice se nova trzi$na kategorizacija pilia prema tezini i cijeni se
takozvani "Free range" ili slobodni tovni uzgoj pili¢a, jer takvi pili¢i imaju znatno bolja

organoleptic¢ka svojstva (3).

e Podjela mesa prema kategorijama

Kod podjele prema kategorijama razlikujemo osnovne dijelove mesa pojedine Zivotinje. Ova
podjela mesa vrlo je jednostavna te se kod svih Zivotinja radi na slican nacin uz odredene
minimalne razlike. But i koljenica nalaze se na straznjem dijelu. Slabina i leda nalaze se oko
gornjeg dijela trupa, dok se potrbusina, trbusina i rebra nalaze u donjem dijelu trupa. Prednji
dio pojedine Zivotinje dijeli se na glavu, vrat, lopaticu i podlakticu.

Osnovni dijelovi trupa, polovica i Cetvrti kod Zivotinja za klanje su: slabine, but, lopatica
(ple¢ka), podlopatica, leda, vrat, rebra, prsa, potrbusina, podlaktica i potkoljenica te se kod

pojedinih zivotinja podrazumijevaju i donji dijelovi nogu i glava (3).




Slika 1. Dijelovi govedine. Dostupno na: https://www.agromedia.rs/agro-teme/prehrambena-
industrija/saznajte-sta-jedete-vodic-kroz-sve-delove-govedjeg-mesa; pristupljeno: 10.3.2019.

Za razliku od jarecih, janjecih, ov¢jih, kozjih, tele¢ih, junec¢ih, govedih, bivoljih trupova te
trupova kopitara i bivol¢adi, gdje se ne podrazumijeva rep kao dio trupa; trupovi svinja,

krmaca, mladih svinja, prasaca i odojaka podrazumijevaju rep kao dio trupa (3, Slika 2).




sasanansss®

Slika 2. Dijelovi svinjetine. Dostupno na:
http://www.gospodarski.hr/Publication/2016/22/prilog-broja-uzgoj-svinja-za-preradu-u-
domae-proizvode/8626#.XI1VZ3bh7mM8; pristupljeno: 10.3.2019.

Trup peradi rasijeca se na: glavu, vrat, krila, leda, zdjelica, prsa, zabatke, batke i nogice, ali se

pod trup zaklane preradi podrazumijeva tijelo peradi oc¢iS¢eno od perja, bez vrata i glave i bez
donijih dijelova nogu (3).

2 Nogice

https://www.pinterest.com/pin/50595195792779067/?Ip=true, pristupljeno: 8.8.2019.

Slika 3. Dijelovi peradi. Dostupno na:



https://www.pinterest.com/pin/50595195792779067/?lp=true

1.3. Masne kiseline i aminokiseline u mesu

1.3.1. Masne kiseline

Lipidi (masti i ulja) predstavljaju jednu od glavnih skupina organskih molekula koje Cine
stanicu i omogucavaju razumijevanje stani¢ne kemije (5). Lipidi su glavni sastojci stani¢nih
membrana Kkoji osiguravaju pohranu energije i vazni su u stani¢noj signalizaciji. Mogu se

podijeliti prema porijeklu na biljne i zivotinjske.

Hidrolizom masti i ulja nastaju masne kiseline koje imaju karboksilnu skupinu vezanu za
najces¢e dugu alkilnu skupinu (6). Pojedine masne kiseline imaju zasi¢ene, a druge

nezasicene alkilne lance (6).

Masne kiseline sastoje se od ugljikovodi¢nih lanaca koji najéesc¢e sadrze 16 ili 18 ugljikovih
atoma i na jednom kraju zavrs$avaju karboksilnom skupinom (5). Masne kiseline pohranjuju se
u obliku masti ili triacilglicerola. Triacilgliceroli sastoje se od molekule glicerola koja je
povezana s tri masne kiseline, tj. s tri viSe masne kiseline koje mogu biti razliCite ili jednake
(5, slika 4. i 5.). Mast predstavlja ester glicerola s tri ekvivalenta masne Kkiseline
(triacilglicerol) koji je pri sobnoj temperaturi ¢vrste konzistencije. Ulje je takoder ester triju
ekvivalenata masne Kiseline s glicerolom (triacilglicerol), ali je pri sobnoj temperaturi u
tekuc¢em stanju (6). Visestruka nezasi¢enost je definirana sa prisutnoséu vise dvostrukih veza
ugljik-ugljik, a pojavljuje se kod biljnih i ribljih ulja koja Cesto sadrzavaju nekoliko
dvostrukih veza u jednoj trigliceridnoj molekuli (6). Zasi¢ene masti predstavljaju estere
glicerola s alifatskim kiselinama, koje sadrzavaju zasi¢ene ili imaju malo nezasi¢enih veza
ugljik-ugljik. Primjer za zasi¢ene masti su salo, maslac i loj koji sadrzavaju uglavnom

zasi¢ene masti (6).




Slika 4. i Slika 5. Struktura triacilglicerola. Dostupno: Cooper, G. M. i R. E. Hausman.
"Stanica: molekularni pristup”, 47. str.

Triacilgliceroli nisu topljivi u vodi te se u citoplazmi nakupljaju u obliku masnih nakupina
koje se po potrebi cijepaju u reakcijama koje proizvode energiju. Masti daju vise no dvostruko
energije od ugljikohidrata po masi razgradene tvari i stoga predstavljaju vrlo u¢inkovit oblik
pohrane energije. Ova karakteristika osobito je vazna za pokretnost zivotinja s obzirom da
masti omogucuju znajéajno bolje skladiStenje energije od ugljikohidrata, StoviSe masti
zahtijevaju ¢ak upola manje tjelesne tezine (5). Takoder, glavni sastojci stani¢nih membrana,
fosfolipidi, sastoje se od dviju masnih kiselina koje su vezane na jednu polarnu ¢eonu
skupinu. Osim fosfolipida, mnoge stanicne membrane sadrze Kolesterol i glikolipide.
Glikolipidi sadrze dva ugljikovodi¢na lanca koja su vezana na polarne ¢eone skupine koje
sadrze ugljikohidrate. Kolesterol je sastojak stani¢nih membrana te je amfipati¢na molekula i
preteca steroidnih hormona kao §to su estradiol (oblik estrogena) i testosteron. Kolesterol se
sastoji od Cetiri ugljikovodi¢na prstena Sto predstavlja strukturnu razliku pri usporedbi s
fosfolipidima koji sadrze linerarne ugljikovodi¢ne lance. Derivati kolesterola (steroidni

hormoni, npr. testosteron i estrogen) predstavljaju raznorodnu skupinu kemijskih glasnika (5).

Od masnih kiselina razlikujemo: zasi¢ene (engl. saturated fatty acid), polinezasi¢ene (engl.
polyunsaturated fatty acids) i mononezasic¢ene (engl. monounsaturated fatty acids). Svaka
masnoca/ulje ima specifi¢an sastav masnih kiselina. Nakon S§to se odrede udjeli masnih

kiselina moze se identificirati vrsta masnoce, budu¢i da su poznati udjeli pojedinih masnih




kiselina u svakoj vrsti masno¢e. Prema tome, ova metoda izrazito je znacajna u forenzici i

prehrambenoj industriji (7).

Udio masti u mesu, struktura masnog tkiva i sastav masnih kiselina utjece na kvalitetu mesa te
na njegova organolepticka i nutritivna svojstva. U mesu se uglavnom nalaze masne kiseline
koje su sastavljene od 12 — 22 C atoma te se najcescée sastoje od oko 40 % mononezasic¢enih, 2
— 25 % polinezasic¢enih i 40 % zasi¢enih masnih kiselina (8). Sastav masnih kiselina u mesu
izrazito ovisi o dobi, hranidbi, tjelesnoj masi, spolu, anatomskoj poziciji, genotipu zivotinje i

naposljetku o samoj obradi, postupku ¢uvanja mesa i prerade mesa (8).

Molekula zasi¢enih masnih kiselina uvijek ima jednostruke veze koje povezuju ugljikove
atome te su ugljikovi atomi maksimalno popunjeni s vodikovim atomima. Struktura molekule
zasi¢enih masnih kiselina vrlo je stabilna. Masna kiselina kojoj nedostaje jedan par vodikovih
atoma, sadrzi dvostruku vezu koja povezuje ugljikove atome i naziva se jednostruko ili
mononezasi¢ena masna kiselina (7). Ako masna kiselina u ugljikovom lancu sadrzi vise od
jedne nezasi¢ene odnosno dvostruke veze, naziva se visestruko nezasicena ili polinezasi¢ena
masna kiselina. Polinezasi¢ene masne kiseline su nestabilnije od zasi¢enih i mononezasi¢enih,
jer kod polinezasic¢enih postoji ve¢a mogucnost oksidacije te pucanja dvostrukih veza. S
porastom broja dvostrukih veza raste reaktivnost kod polinezasi¢enih masnih kiselina.
Klasifikacija polinezasi¢enih masnih kiselina vrsi se na temelju broja dvostrukih veza,
lokacije prve dvostruke veze u ugljikovom lancu i na temelju duZine lanca. Zbog lakse
identifikacije polinezasi¢enih masnih kiselina uveden je o ili n broj koji predstavlja polozaj
prve dvostruke veze u ugljikovom lancu s bitnom naznakom da se broji od metilne grupe -
CH3 (jedan atom ugljika koji je vezan s tri atoma vodika) (7). S obzirom na razmestaj
supstituenata na dvostrukoj vezi masne kiseline ona moze biti u -cis ili -trans obliku, a za ove
oblike koristi se kratica c ili t. Kod dvostrukih veza u -cis obliku vodikovi atomi se nalaze na
istoj strani, dok se kod trans oblika oni nalaze na suprotnim stranama dvostruke veze. Trans
oblici masnih kiselina loSe utjeCu na ljudsko zdravlje, a mogu nastati prekomjernim

zagrijavanjem masti i ulja (8). Oznaka A i broj u superskriptu oznacuju polozaj dvostruke

veze. Primjerice, -cis -A® bi oznadavao postojanje cis-dvostruke veze izmedu ugljikovih

atoma na polozajima 8 i 9: -trans - A* bi oznadavao postojanje trans-dvostruke veze medu

ugljikovim atomima na polozajima 4 i 5 (9).




Tablica 3. Prikaz struktura, tipa i naziva masnih kiselina; Izvor: Hrvatski veterinarski
Institut, pregledni ¢lanak: http://veterina.com.hr/?p=32109; pristupljeno: 3.2.2019i L. G.
Wade, 2017, "Organska kemija", 938. str.

Struktura Naziv Tip

ClL:0 Mravlja (metanska) kiselina Zasi¢ena masna kiselina

C2:0 Octena (etanska) kiselina Zasi¢ena masna kiselina

C3:.0 Propionska (propanska) Zasi¢ena masna kiselina

C4:0 Masla¢na (butanska) kiselina Zasicena masna kiselina

C6:0 Kapronska (heksanska) Kiselina Zasi¢ena masna kiselina

C8:.0 Kaprilna (oktanska) kiselina Zasi¢ena masna kiselina

C10:0 Kaprinska (dekanska) kiselina Zasi¢ena masna kiselina

C11:0 Unidekanska kiselina Zasicena masna kiselina

C12:.0 Laurinska (dodekanska) kiselina Zasi¢ena masna kiselina

C13:0 Tridekanska kiselina Zasicena masna kiselina

C14:0 Miristinska kiselina Zasicena masna kiselina

C15:0 Pentadekanska kiselina Zasicena masna kiselina

C16:0 Palmitinska (heksadekanska) Zasi¢ena masna kiselina

kiselina

C17:0 Heptadekanska kiselina Zasi¢ena masna kiselina

C18:0 Stearinska (oktadekanska) kiselina | Zasi¢ena masna kiselina

C20:0 Arahidna kiselina Zasicena masna kiselina

C21:0 Heneikozanoi¢na kiselina Zasicena masna kiselina

C22:0 Behenska kiselina Zasicena masna kiselina

C23:0 Trikozanoi¢na kiselina Zasicena masna kiselina

C24:0 Lignocerinska kiselina Zasicena masna kiselina

Cl4:1 Miristoleinska kiselina Jednostruko nezasi¢ena masna
kiselina (omega -5)

C15:1 Cis-10-pentadekanska kiselina Jednostruko nezasi¢ena masna
kiselina

Cl6:1 Palmitoleinska kiselina Jednostruko nezasi¢ena masna
kiselina (omega -7)

Cl7:1 Cis-10-heptadekanska kiselina Jednostruko nezasi¢ena masna
kiselina

C18:1n9t Elaidi¢na kiselina Jednostruko nezasi¢ena masna
kiselina (omega -9)

C18:1n9c Oleinska kiselina Jednostruko nezasi¢ena masna
kiselina (omega -9)

C20:1 Cis-11-eikozenska kiselina Jednostruko nezasi¢ena masna

kiselina




C22:1n9 Eruc¢na kiselina Jednostruko nezasi¢ena masna

kiselina (omega -9)

C24:1 Nervoni¢na kiselina Jednostruko nezasi¢ena masna
kiselina
C18:2n6t ili C18:2n6¢ Linolna Visestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -6)

C18:3n6 vy -linolenska kiselina Visestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -6)

C18:3 Eleostearinska kiselina ViSestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -6)

C20:2n6 Eikozadienska kiselina ViSestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -6)

C20:3n6 Eikozatrienska kiselina ViSestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -6)

C20:4n6 Arahidonska kiselina ViSestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -6)

C22:2 Dokosadienoi¢na kiselina ViSestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -6)

C18:3n3 a-linolenska kiselina ViSestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -3)

C20:3n3 Eikozatrienska kiselina ViSestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -3)

C20:5n3 Eikozapentaenoi¢na kiselina (EPA) | ViSestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -3)

C22:6n3 Dokozaheksaenska kiselina (DPA) | Visestrukonezasi¢ena masna

kiselina (omega -3)

Osnovni predstavnik skupine omega 3 polinezasi¢enih masnih kiselina je a-linoleinska
kiselina, a u skupini omega 6 polinezasi¢enih masnih kiselina temeljna je linolna kiselina.
Budu¢i da se kod alfa linolenske kiseline dvostruka veza nalazi na tre¢em ugljikovom atomu,
ova masna kiselina naziva se omega-3 masna kiselina. Kod linolne kiseline dvostruka veza
nalazi se na $estom ugljikovom atomu stoga se ova masna kiselina naziva omega 6. Covjek
nema potrebne enzime koji bi mu omogucili da sam sintetizira ove masne kiseline, tako da je
primoran unositi ove dvije masne kiseline putem hrane stoga ove masne kiseline nazivamo
esencijalnim masnim kiselinama (7 i 10). Neesencijane masne kiseline su one masne kiseline
koje na§ organizam moze sintetizirati iz drugih masnih kiselina. a-linoleinska kiselina i
linolna kiselina se u organizmu mogu metabolizirati u viSe polinezasi¢ene masne kiseline.
Procesima desaturacije i elongacije iz linolne kiseline nastaju pojedine polinezasi¢ene masne
kiseline (npr. arahidonska kiselina), dok iz linoleinske kiseline nastaju druge polinezasi¢ene
masne kiseline kao npr. dokosaheksaenoi¢na i eikosapentaenoi¢na masna kiselina (7).




Zanimljivo je da za razliku od Covjeka i1 Zivotinja, biljke sintetiziraju linoleinsku i linolnu
masnu kiselinu te se ove masne kiseline pohranjuju u obliku ulja u raznim tkivima i
sjemenkama (11). U mesu se u najve¢im udjelima nalaze masne kiseline C16:0, C18:0 i
C18:1cis, a ne nalaze se ili se nalaze u malim koncentracijama masne kiseline od C4 do C12
te masne kiseline C20:4, C20:51 C22:6.

1.3.2. Aminokiseline

Aminokiseline su sastavni dijelovi peptida i proteina te su gradivni materijali i izvori energije
(12 1 13). Svaka stanica sadrzi nekoliko tisu¢a proteina s razliCitim zadacama. Proteini
pohranjuju i prenose male molekule (kao npr. prijenos kiska uz pomo¢ hemoglobina),
osiguravaju obranu od infekcije (npr. protutijela), prenose informacije izmedu stanica (npr.
hormoni) i sluze kao konstruktivne sastavnice tkiva i stanica. Vrlo bitna uloga proteina je u
tome Sto djeluju kao enzimi koji kataliziraju skoro sve kemijske reakcije u bioloskim
sustavima. Dvadeset razli¢itih aminokiselina ¢ini proteine (5). Naziv aminokiseline dolazi od
skupina koje one sadrze, a to je amino skupina i karboksilna skupina (12). Takoder,
aminokiseline mogu imati u svojoj strukturi i druge funkcionalne skupine poput sulfhidrilne i
hidroksilne skupine. Veéinu aminokiselina organizam moze sintetizirati (12). Svaka
aminokiselina ima ugljikov atom koji je nazvan a-ugljik i na koji je povezana karboksilna
skupina COO~ , aminoskupina NH3" , prepoznatljiv bo¢ni ogranak (oznacen kao R) i
vodikov atom (5, Slika 6.)

Slika 6. Struktura aminokiselina. Dostupno na: Cooper, G. M. i R. E. Hausman. "Stanica:
molekularni pristup” 52. Str. Slika 2.)

Uloge pojedine aminokiseline u proteinskoj funkciji 1 strukturi, odredene su specificnim
kemijskim svojstvima aminokiselinskih bo¢nih ogranaka. Osim S§to sluze kao gradivne

molekule za proteine, aminokiseline sluze stanici i za komunikaciju. S obzirom na svojstva




bo¢nih ogranaka, aminokiseline mogu se razvrstati u Cetiri vrste (5). Deset aminokiselina
sadrzi nepolarne boc¢ne ogranke. Ovi bocni ogranci ne stupaju u interakciju s vodom.
Najjednostavnija aminokiselina je glicin, s obzirom da bo¢ni ogranak glicina sadrzi samo
vodikov atom. Ugljikovodi¢ni bo¢ni ogranci valina, alanina, izoleucina i leucina sadrze do
Cetiri ugljikova atoma. Ovi bo¢ni ogranci nastoje se smjestiti u srediSte proteina jer su
hidrofobni i pokusavaju izbje¢i dodir s vodom. Aminokiselina prolin sadrzi bo¢ni ogranak
koji je s jedne strane vezan na dusikov atom, a s druge strane na a-ugljik te formira prstenastu
strukturu. Bo¢ni ogranci metionina i cisteina sadrze atome sumpora. Cistein zbog Svoje
sulfhidrilne skupine nije hidrofoban, dok je metionin priliéno hidrofoban. Cisteinska
sulfhidrilna skupina bitna je u proteinskoj strukturi jer stvara disulfidne veze izmedu bo¢nih
ogranaka. Aminokiseline triptofan i fenilalanin nepolarne su i sadrze u svojim bo¢nim

ograncima izrazito hidrofobne aromatske prstene (5)

Pet aminokiselina imaju nenabijene bo¢ne ogranke koji su polarni. To su: treonin, tirozin i
serin, s hidroksilnom skupinom u bo¢nom lancu i glutamin i asparagin, koji imaju polarne
amidne skupine (5). Ove aminokiseline su hidrofilne i nastoje biti na povrsini proteina jer

njihovi polarni bo¢ni ogranci mogu stvarati vodikove veze s vodom.

Aminokiseline arginin, histidin i lizin u bo¢nom ogranku imaju nabijene bazi¢ne skupine.
Boc¢ni ogranci arginina i lizina u stanici nose pozitivni naboj. Ove dvije aminokiseline su vrlo
bazi¢ne 1 hidrofilne. Histidin moZe biti pozitivno nabijen ili nenabijen kod fizioloskog pH i

Cesto je aktivni sudionik u enzimatskim reakcijama koje ukljuuju razmjenu vodikovih iona.

Glutaminska 1 asparaginska kiselina sadrze kisele bo¢ne ogranke koji zavr§avaju karboksilnim
skupinama. Budu¢i da su ove aminokiseline negativno nabijene unutar stanice, Cesto se
spominju kao glutamat i aspartat. Kisele aminokiseline najce$¢e su smjestene na povrsini

proteina i izrazito su hidrofilne (5).
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Slika 7. Aminokiseline. Dostupno na: Cooper, Hausman, "Stanica: molekularni pristup”, 53.
str.

S obzirom na svojstva bocnih ogranaka, aminokiseline se razvrstavaju u cetiri kategorije:
polarne, nepolarne, kisele i bazi¢ne. U tablici 4, naznacena je jednoslovna i troslovna kratica

za svaku aminokiselinu (5, tab. 4.).

Peptidna veza nastaje kada a-amino-skupina jedne aminokiseline reagira s a-karboksilnom
skupinom druge aminokiseline. Polipeptidi dugi su linearni lanci sa stotinama ili tisu¢ama
aminokiselina. Svaki polipeptidni lanac sadrzi na jednom kraju lanca a-aminoskupinu (amino-
ili N-terminus ili N kraj) i drugi koji zavrsava a-karboksilnom skupinom (karboksi- ili C kraj
ili C terminus). Specifi¢na svojstva proteina zavise od specificnog aminokiselinskog slijeda.

Do danas su otkrivene potpune aminokiselinske sekvence za vise od 100.000 proteina (5).




Aminokiseline koje ¢ovjek ne moZe sintetizirati nazivamo esencijalnim 1 njih unosi hranom
(14). Esencijalne aminokiseline su valin, metionin, leucin, izoleucin, fenilalanin, histidin,
treonin, triptofan i lizin te kod novorodencadi jos i aminokiseline glicin i arginin. Zanimljiva
je informacija, da je vise od 300 aminokiselina opisano u prirodi, a samo njih 20 je pronadeno
kao komponenta ljudskih peptida (12 i 14). Iako je pojava zivota na planeti Zemlji i nastanak
prve stanice predmet spekulacije, 1950-ih godina Stanley Miller eksprimentalno je dokazao
da izbijanje elektricne iskre u mjesavini NH3, H2 i CHa4, u prisutnosti vode, omogucuje
formiranje aminokiselina i drugih organskih molekula. Prema ovom eksperimentu,
aminokiseline imale su jednu od klju¢nih uloga u evoluciji i formiranju makromolekula (5).
Prema aminokiselinskom sastavu moguce je procijeniti u kolikoj je mjeri protein sposoban
zadovoljiti osnovne potrebe orgazma sa potrebnim esencijalnim aminokiselinama te se s
obzirom na sadrzaj i dostupnost esencijalnih aminokiselina odreduje kvaliteta proteina. Stoga

je analiza aminokiselina izuzetno bitna u mnogim znanostima (15).

Aminokiseline mogu se konvertirati u druge bioloski vazne molekule kao npr. triptofan u
nikotinamid i serotonin (16), aminokiselina fenilalanin koja zajedno sa svojim metabolitom
tirozinom ima vaznu ulogu u pocetnim metabolickim koracima sinteze dopamina (kemijski

spoj, djeluje kao neurotransmiter). (16).

Aminokiseline izrazito su bitne za oCuvanje zdravlja, zacjeljivanje ozljeda, regulaciju krvnog
pritiska, otpustanje hormona 1 regulaciju imunosnog sustava te odrzavanje fizioloskih procesa

(16).

Poznata je kratica BCAA (engl. branched-chain amino acid) za aminokiseline razgranatog
lanca — valin, leucin i izoleucin (17). Ove aminokiseline su bitne, naroCito u sportu, jer
predstavljaju bitne antikatabolicke 1 anabolicke esencijalne aminokiseline koje osiguravaju

regeneraciju misi¢nog tkiva i sintezu proteina koji imaju ulogu pri rastu misi¢ne mase (17).




Tablica 4. Podjela aminokiselina, kratice i formule; dostupno na:
http://www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?id=2289; pristupljeno: 12.2.2019.
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Najznacajnije aminokiseline u mesu su fenilalanin, prolin, serin, treonin, tirozin, alanin,
arginin, aspartat, asparagin, glutamat, histidin, lizin, leucin, izoleucin i valin, a u manjim
omjerima nalaze se aminokiseline cistein, triptofan i metionin. Omjeri aminokiselina razlikuju
se s obzirom na vrstu mesa (18 i 19) pa sli¢no kao i kod masnih kiselina mogu imati ulogu u

odredivanju vrste mesa.

1.4. Kromatografija

Kromatografijom oznacava se veliki broj sustava i tehnika razdvajanja smjesa. Svim
kromatografskim tehnikama zajednicko je postojanje stacionarne (nepokretna) faze i mobilne
(pokretne) faze te pojave razdiobe analita izmedu te dvije faze (20). Zbog razliCitog
afiniteta/razdiobe sastojaka smjese prema stacionarnoj/pokretnoj fazi sastojci smjese putuju
razli¢itim brzinama kroz kromatografski sustav i zbog toga u razli¢itim vremenima izlaze iz
kromatografskog sustava (20).

Osnovna podjela kromatografije temelji se prema vrsti mobilne faze, a dijeli se na plinsku,
superkritiénu 1 tekucinsku kromatografiju (20). Kromatografija ima izrazitu vaznost za

forenziku jer provodenjem kromatografskih analiza postoji moguénost detekcije razlicitih




prijevara. Kromatografijom je moguce odjeljivati kemijske spojeve, kvantitativno odrediti i
kvalitativno dokazati o kojemu je kemijskom spoju rije¢ (20). Takoder kromatografska
analiza se moze primijeniti za utvrdivanje odsutnosti ili prisutnosti pojedinog sastojka u
smjesi poznatog sastava. Ako se na kromatogramu uzorka ne nalazi pik na vremenu
zadrzavanja koji ima standard neosporno je da se taj sastojak ne nalazi u uzorku ili se nalazi
ispod granica detekcije. Znacajna kvaliteta kromatografije krije se u moguénostima
kvantitativne analize koja se temelji na usporedbi povrSine ili visine analiziranog pika s
povrSinom ili visinom pika standarda (20). Konkretno u ovom istrazivanju kroz analizu
omjera aminokiselina i masnih kiselina moguce je uspostaviti razli¢ite detekcijske markere za
razli¢itu vrstu mesa. uz razli¢itu vrstu ili kvalitetu mesa. Naravno, pri svakoj analizi bitna je

dobra laboratorijska praksa i stroga ponovljivost radnih uvjeta kromatografske analize.

1.4.1. Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija je tehnika koja se koristi za razdvajanje plinova, hlapljivih spojeva i
spojeva koji se pri povisenoj temperaturi mogu prevesti bez razgradnje u plinovito stanje (21).
S obzirom na vrstu stacionarne faze razlikujemo dvije tehnike plinske kromatografije:

1. Plinsko-teku¢inska — stacionarna faza je tekucina

2. Plin — krutina — stacionarna faza ¢vrsta je tvar
Kod plin-krutina plinske kromatografije stacionarna faza (nepokretna faza) je adsorbens
(dijatomejska zemlja, silikagel ili aluminijev oksid) koji na sebe adsorpcijom specifi¢no veze
komponente smjese, dok je kod plin-teku¢ina plinske kromatografije stacionarna faza
tekucina (20).
Plinski kromatograf je instrument kojim provodimo odvajanja plinskom kromatografijom.
Osnovni dijelovi plinskog kromatografa su: spremnik plina nositelja, injektor, kolona koja se

nalazi u termostatiranoj peci, detektor i racunalo za upravljanje radom i obradu podataka (21).
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Slika 8. Osnovni dijelovi plinskog kromatografa. Dostupno na: http://free-zg.t-
com.hr/Svjetlana_Luterotti/09/091/0912.htm; pristupljeno: 9.12.2018.

Osnovni dijelovi plinskog kromatografa su (Slika 8):

e Spremnik za plin nosilac — Kao plin nosa¢/mobilna faza najcesce se upotrebljavaju
helij, argon, dusik ili uglji¢ni dioksid (21).

e Injektor — je mjesto ulaska uzorka u instrument. Njegov odabir ovisi o
karakteristikama analita i stacionarne faze u koloni. Preduvjet za dobro razdvajanje je
brzo injektiranje male koli¢ine uzorka pa je potrebno odabrati pravilan ulazni sistem
(21). Razlikuje se vise vrsta injektora, a najznacajniji su:

e PTV injektor s mogucnosti programiranog dizanja temperature (neovisno o
temperaturi kolone)

e split/splitless injektor

e injektor za punjenje kolone (21).

NajviSe je u upotrebi split/splitless injektor koji omogucuje rad s nerazdijeljenim

(splitless) ili razdijeljenim (split) uzorkom te je namijenjen radu s kapilarnim kolonama.

Uz pomo¢ mikrosSprice uzorak se ustrcava u injektor. Temperaturu injektora je potrebno

namjestiti na 50 °C iznad vreliSta najmanje hlapljive komponente uzorka. Otapalo i
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uzorak ¢e ispariti na visokoj temperaturi te se mijesaju s plinom nosiocem Koji je inertan.
Ova vrsta injektora omogucuje zadrzavanje niskog protoka u koloni i istovremeno
propustanje visokog protoka plina nosioca kroz injektor (21). Kroz izlazni ventil (split
outlet) ispusta se visak plina i uzorka (Slika 9).

Split nadin rada primjenjuje se u radu s koncentriranim uzorcima i omogucuje nam
injektiranje uzorka u kratkom vremenu. Upravo ovakav nacin injektiranja daje nam

pouzdane rezultate, odnosno vrlo uske pikove (21).

Slika 9. Dijelovi split/splitless injektora. Dostupno na: https://www.glsciences.eu/html/split-
splitless.html; pristupljeno: 9.12.2018. ; uredio: Roko Kuncié¢

Kod splitless nacina rada, tj. bez razdjeljivanja uzorka, protok plina nosioca jednak je protoku
u koloni, a u kolonu ulazi ukupna koli¢ina uzorka. Ova vrsta injektora korisna je u
forenzi¢nim znanostima jer je pogodna za tragove, odnosno uzorke s niskim koncentracijama
analita te je koristan za analizu vrlo hlapivih spojeva. Buduci da je injektiranje uzorka u
kolonu relativno sporo, kromatograf nam daje Sire pikove (21).

Kolone za plinsku kromatografiju (Slika 10) — postoje punjene i kapilarne. Punjene kolone
najéesce su krace od kapilarnih, dugacke su 1,5 do 10 metara, a unutarnji promjer im je 2 do 4
mm. Mogu biti ispunjene ¢vrstim nosac¢em na koji moze biti adsorbirana tekucina, a mogu biti
od nehrdajuceg Celika ili stakla. Kapilarne kolone su duge od 5 metara pa sve do 100 metara,
a Sto se tie materijala, najces¢e je to amorfno sintetiCko staklo s vanjskim poliamidnim

slojem (21). Kemijski vezana stacionarna faza nalazi se na unutra$njoj povrSini kapilarne
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kolone. Iako stacionarne faze mogu biti razlicite, najvise se koriste termicki stabilni polimeri
velike molekulske mase (polietilen glikoli ili polisiloksani). Prema vrelistu uzorka odreduje se
optimalna temperatura kolone. Temperaturni program koristi se kad se analiziraju kompleksni
uzorci (21).

&

Slika 10. Staklena, punjena i kapilarna kolona. Dostupno na:
http://people.whitman.edu/~dunnivfim/C_MS_Ebook/CH2/2_3 3.html; pristupljeno:
7.11.2018.

e Kromatografski detektor — Odabir detektora ovisi o namjeni, budu¢i da detektori
imaju razlicitu osjetljivost, selektivnost, razli¢ito linearno radno podrucje, a razlikuju
se i u cijeni, jednostavnosti upotrebe i dostupnosti rezervnih dijelova. Postoje
selektivni detektori koji reagiraju samo na pojedine atome, funkcionalne skupine ili
strukturne konfiguracije i univerzalni detektori koji mogu detektirati sve vrste spojeva
(21). Najcesce se koriste detektor toplinske provodljivosti — TCD (engl. Thermal
conductivity detector) i plameno-ionizacijski detektor — FID (engl. Flame ionization
detector). Ova dva detektora sposobna su raditi u $irokom koncentracijskom rasponu,
osjetljivi su na veliki broj razli¢itih analita i robusni su. FID je bolji od TCD-a u
podrucju detekcije organskih spojeva i to mu je osnovna namjena, a TCD predstavlja
univerzalni detektor koji detektira sve spojeve ¢ija je toplinska vodljivost drugacija od
toplinske vodljivosti plina nosioca.

U selektivne detektore spadaju: detektor apsorpcije elektrona (ECD, engl. Electron
Capture Detector), dusik-fosforni detektor (NPD, engl. Nitrogen Phosphorus
Detector), maseno selektivni detektor (MSD, engl. Mass Selective Detector), plameno-
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fotometrijski detektor (FPD, engl. Flame Photometric Detector) i detektor ionizacije
helija (HID, engl. Helium lonization Detector).
Detektori ¢esto koriste dodatne plinove (uz plin nosilac). Koji ¢e plinovi biti potrebni,

ovisi o vrsti detektora (21).

Spojeve koji nisu hlapivi i termicki stabilni ili su suvise polarni, potrebno je derivatizirati prije
analize plinskom kromatografijom. Derivatizacija uzorka postupak je koji se koristi za
povecanje temperaturne stabilnosti. Derivatizacija izbjegava se kad god je to moguce, buduéi
da predstavlja dodatni korak ili viSe postupaka pri kojima postoji moguénost pogreske. No,
ovaj postupak ponekad je potreban, buduc¢i da olakSava detekciju analita i daje bolje
kromatografsko razdvajanje. Mnogi iznimno bitni spojevi ne sadrze odgovarajucu hlapljivost
koja je potrebna u plinsko kromatografskoj analizi. Derivatizacija takvih spojeva povecava
selektivnost detekcije, hlapljivost spoja, moguénost detekcije, osjetljivost pojedinih

razdvajanja i specifi¢nost spoja (21).

1.4.2. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)

HPLC (eng. High-Performance Liquid Chromatography-kromatografija visoke ucinkovitosti
razdvajanja) vrsta je kromatografije koja koristi tekuc¢inu kao mobilnu fazu i stacionarnu fazu
koja se sastoji od finih Cestica silicijeva dioksida koje su najcesce kemijski modificirane. Da
bi se dobili odgovarajuci protoci kroz sloj tako sitnih Cestica potrebni su visoki tlakovi od
nekoliko milijuna Pa (20). HPLC se uveliko koristi zbog svoje iznimne razdjelne snage,
niskog praga detekcije, brzine i uspjesnog odvajanja razlicitih vrsta uzoraka (21). Tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti predstavlja automatizirani sustav koji se koristi za
kvantitativne i kvalitativne analize uzorka. Pri usporedbi s GLC-om (plinsko tekuc¢inskom
kromatografijom), HPLC ima prednost moguénosti primjene za toplinski nestabilne i

nehlapljive uzorke te ima opcu primjenu za anorganske ione (20)

Prednosti HPLC metode su (22):
e Znacajna uSteda vremena
e Precizno odredivanje koncentracija

e Potpuna automatizacija




Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti predstavlja jedan od oblika kromatografije
koji se vrlo Cesto koristi u analiti¢koj kemiji. Zadrzavanje pojedinog sastojka ovisit ¢e 0
njegovim karakteristikama, o stacionarnoj fazi te ujedno i o sastavu mobilne faze (20). Nakon
Sto pojedini sastojak eluira, odnosno dode do kraja kromatografskog sustava biljezi se
retencijsko vrijeme uz pomo¢ kojeg se moze identificirati svaka pojedina komponenta
odredene smjese (20).

S obzirom na relativnu polarnost stacionarne i mobilne faze, razlikuju se dvije vrste razdjelne
kromatografije:

1. Kromatografija na normalnoj fazi

Ova tehnika koristi polarnu stacionarnu fazu (20). Koliko ¢e se vremena neka komponenta
smjese zadrZavati na Cesticama stacionarne faze ovisi o samoj polarnosti tvari, budu¢i da
polarnije tvari imaju 1 vecu jacinu apsorpcije. Moguce je smanjiti retencijsko vrijeme pojedine

komponente ako koristimo polarnija otapala (20).

2. Kromatografija na reverznoj fazi
U ovoj tehnici koristi se nepolarna stacionarna faza (20). Ova metoda temelji se na
hidrofobnim interakcijama, a uzrok hidrofobnih reakcija su odbijajuce sile izmedu tvari koja
se analizira (relativno nepolarna), polarnog otapala i nepolarne stacionarne faze. Tvari koje su
viSe polarnije ¢e se krace zadrzavati, dok ¢e se manje polarne tvari dulje zadrZavati.
Dodatkom polarnih otapala u mobilnu fazu povecava se vrijeme zadrZavanja. Ako se doda
hidrofobno otapalo u mobilnu fazu vrijeme zadrzavanja se smanjuje. pH utjeCe na promjenu

polarnosti analizirane tvari te na brzinu eluiranja (20).

Osnovne komponente uredaja za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti su:
spremnici otapala, injektor, pumpa, kolona i detektor (Slika 11 i 12). U tekucinskoj
kromatografiji visoke djelotvornosti najéesce se koristi UV-VIS detektor, no u upotrebi nalaze
se i ostali detektori poput detektora indeksa loma, elektrokemijskog detektora, fluorescentnog

detektora i masenog spektrometra (MS) (21).
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Slika 11. Dijelovi uredaja za visokodjelotvornu tekucinsku kromatografiju. (Skoog, D. A.,
West, D. M., Holler, F. J., 694. Str.).




Slika 12. Shema HPLC-a (Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti). Dostupno sa:
https://www.chromacademy.com/HPLC-Operation-part-2.html?tpm=1_1; pristupljeno:
14.12.2018.

Osnovni dijelovi HPLC-a su:

e Pumpe za mobilnu fazu — neovisno o promjeni viskoziteta, ove pumpe moraju
stalno osiguravati ponovljiva retencijska vremena, povrsine pikova, volumene
eluiranja i stalan protok. Moderne pumpe osiguravaju nam maksimalni tlak od
34.500 kPa, stabilnost protoka (<1%) i raspon protoka od 0,01 do 10 mL/min (21).

e Injektor —Ventilni injektori omogucuju brzo i ponovljivo injektiranje. Najéesce je
u upotrebi Rheodyne ventil koji sadrzi vanjsku ¢eli¢nu petlju u koju se injektira
uzorak. Nakon $to se ventil okrene u smjeru sata, petlja koja je napunjena uzorkom
postavlja se u struju pokretne faze koja ga uvodi u pocetak kolone (21).

e HPLC kolone — Napunjene su nepokretnom (stacionarnom) fazom s vrlo sitnim
Cesticama od 3 do 10 pum, obicno su 10 do 25 cm dugacke celicne cijevi,
unutarnjeg promjera od 4,0 do 4,6 mm (no postoje i kolone ¢iji je promjer manji
od ovih vrijednosti). Ako kolona nije u upotrebi, potrebno ju je zastiti od
isusivanja. Pri izboru kolone treba pripaziti na dimenzije kolone kao i na veli¢inu i

sastav Cestica nepokretne (stacionarne) faze (21).
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e Detektori za HPLC sustave — Danas se najcesce koriste spektroskopski i maseni
detektori. Bolja verzija UV/VIS detektora je DAD detektor (engl. Dioda array
detector). Pomoc¢u ovoga detektora mozemo ukloniti interferiraju¢i spektar, ako
poznajemo ciljani spektar. Takoder, omogucuje nam procjenu Cistoce pika nakon
raCunanja apsorpcijskog omjera. Od ostalih detektora Kkoristi se univerzalni
detektor indeksa prelamanja koji je najmanje osjetljiv, ¢ak 100 puta manje od UV
detektora. Postoje i vrlo selektivni i osjetljivi detektori kao $to je elektrokemijski i

fluorescentni detektor (21).

1.5. Ekstrakcija

1.5.1. Soxhlet ekstrakcija

Soxhletov uredaj dobio je ime po njemackom kemicaru Franz Ritter von Soxhlet (23). Sastoji
se od: tikvice s otapalom, sredis$njeg dijela Soxhlet ekstraktora na koje je postavljeno povratno
hladilo (20). Princip rada ovog ekstraktora temelji se na isparavanju organskog otapala iz
tikvice koja se grije, a otapalo mora biti toliko hlapivo da iz donjeg dijela aparature dode do
povratnog hladila, gdje se kondenzira, i kapa u srednji dio za ekstrakciju i pri tome otapa
analit te se preko sifona vraca u tikvicu s vriju¢im otapalom (24). Soxhlet ekstrakcija najcesce
se koristi za ekstrakciju analita iz ¢vrstih uzoraka. Da bi se ova ekstrakcija ispravno provodila,
za ekstrakciju se treba izabrati otapalo u kojem je analit dobro topljiv. Pri ekstrakciji moze se
koristiti smjesa otapala ili samo jedno otapalo, no bitno je da imaju mali afinitet prema
uzorku, jaku hlapljivost, veliki afinitet prema analitu, malu viskoznost te da se lako uklanjaju
iz ekstrahiranog uzorka. Vazno je naglasiti da se treba posti¢i odredena temperatura vrenja
otapala za ekstrakciju da bi ova ekstrakcija zapocela te spojevi koji se ekstrahiraju moraju biti
stabilni pri temperaturi vrenja.
Osnovne mane Soxhlet ekstrakcije su:

e dugo trajanje, otprilike sat vremena po uzorku

e zagadenje okoliSa zbog velike potrosnje organskih otapala

e potrebno je koncentrirati ekstrakt uparivanjem na rotavaporu
Soxhlet ekstrakcija naj¢esce se koristi za ekstrakciju pesticida, organskih spojeva, PCB-a iz
uzoraka tla, sedimenata, iz ¢vrstog otpada te biljnog i zivotinjskog tkiva (25). Na slikama 13. i
14. prikazani su potrebni materijali za izvedbu Soxhlet ekstrakcije.




==

OO

@,

<

Posuda za

Tikvica s
N\, °tapalom

Slika 13. Soxhlet uredaj. Dostupno sa:
https://glossary.periodni.com/glosar.php?hr=Soxhletov+ekstraktor, pristupljeno: 9.12.2018.




Slika 14. Povezani sustav Soxhlet uredaja. Dostupno sa:
file:///C:/Users/12002453/Downloads/RN-Opci%20dio-%20Dijana%20i%20Marina-
svibanj%202009.pdf; pristupljeno: 9.12.2018.




2. CILJISTRAZIVANIJA

Cilj istrazivanja je odrediti ukupne masti, sastav masnih kiselina u ukupnim mastima te sastav
I omjere amino kiselina u raznim vrstama mesa te time doznati postoje li razlike izmedu

razli¢itih vrsta mesa i razlicitih pozicija unutar odredene vrste mesa.

Hipoteze:
1. Udio ukupnih masti i sastav masnih kiselina ovisi i o dijelu i o vrsti mesa
2. Sastav aminokiselina ovisi i o dijelu i o vrsti mesa

3. Prisutne su nutritivne razlike izmedu bijelog i crvenog mesa




3. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA
3.1. Materijali istraZivanja

3.1.1. Uzorci

U tablici 5. navedene su vrste mesa, pozicije i mjesto nabavka pojedinog uzorka. Svaki uzorak

mesa je usitnjen kuhinjskim multipraktikom i do analize pohranjen pri -80 °C.

Tablica 5. Popis uzoraka koji su koristeni u analizama

Oznaka Vrsta mesa/pozicija Nabavljeno
1 June¢i but bez kosti, prva kategorija Plodine
2 Juneca lopatica bez kosti, druga Plodine

kategorija
3 Svinjska lopatica bez kosti, druga Plodine

kategorija
4 Svinjski but bez kosti, prva Plodine

kategorija
5 Juneca lopatica bez kosti Tommy
6 June¢i but bez kosti Tommy
7 Svinjski but bez kosti Tommy
8 Pile¢a prsa bez kosti, Cekin (pile) Plodine
9 Pile¢i batak s kozom, Cekin (pile) Plodine
10 Pile¢i zabatak s kozom, Cekin (pile) Plodine
11 Juneca crna jetra Pivac
12 June¢i but bez kosti Pivac
13 Juneca lopatica bez kosti Pivac
14 Purec¢i batak s kozom bez kosti Purex
15 Pureci zabatak s kozom bez kosti Purex
16 Pileca prsa bez koze bez kosti Purex
17 Pureca prsa bez koze bez kosti Purex
18 Pile¢i batak s kozom bez kosti Purex




Oznaka Vrsta mesa/pozicija Nabavljeno
19 Pile¢i zabatak s kozom bez kosti Purex
20 Pileca jetra Purex
21 Pureca jetra Purex
22 Svinjski but bez kosti Lidl
23 Pureéa prsa bez koze, bez kosti Lidl
24 Pureéi batak s kozom bez kosti Lidl
25 Pile¢i batak s koZzom, bez kosti Mesnica Kate
26 Pile¢i zabatak s kozom, bez kosti Mesnica Kate
27 Pileca prsa bez koze Mesnica Kate
28 Pureca prsa bez koze, bez kosti Mesnica Kate
29 Pileca jetra Mesnica Kate
30 Pileca jetra Marka Jata, Lidl
31 Svinjska lopatica bez kosti, druga Konzum

kategorija

32 Juneci but bez kosti Konzum
33 Juneéa jetra Konzum

Za analizu Soxhlet ekstrakcijom koristne su slijede¢e kemikalije i oprema:
a) Vaga
b) Soxhlet ekstraktor 3. kom.
c) Menzura.
d) Stalak i Case (26*60 mm)
e) Tuljci od celuloze
f) Okrugle tikvice s ravnim dnom od 250 ml
g) Staklena zrnca potrebna za vrenje (promjera 3 do 4 mm)
h) Peénica — s moguc¢noséu odrzavanja temperature 125 °C (x 1 °C).
i) Kvarcni pijesak- ekstrahirani 0.004 g/5g
J)  Nemasni pamuk
k) Vakuum uparivac-rotavapor
1) Vodena kupelj
m) Laboratorijski stalci i hvataljke za montazu uredaja za ekstrakciju

Kao otapalo za ekstrakciju koristio se petrol eter.




Za analizu udjela masnih kiselina pomocu plinskog kromatografa koriste se:
e pipete
e heptan
e 2M metanolna otopina KOH
e kolona
e plinski kromatograf
e igle za injektiranje

e staklene epruvete

Za analizu udjela pojedinih aminokiselina pomocu tekucinskog kromatografa visoke
djelotvornosti potrebno je:

e staklene epruvete s ¢epom i brtvom za hidrolizu uzoraka

e otopina HCl-a (1:1)

e natrijev bikarbonat — za neutralizaciju

e AccQ*Tag™ Borat pufer

e AccQ*Tag™ Fluor reagens

e vorteks mijeSalica

e termoregulator

e automatske pipete

e kolona

e tekucinski kromatograf

3.2. Metode analize

3.2.1. Odredivanje ukupnih masti u mesu Soxhlet ekstrakcijom

Izvaze se oko 3 g uzorka na nacin da satno staklo i filter papir tariramo, a zatim na filter papir

stavimo oko 3 grama uzorka i zabiljezimo tezinu uzorka na Cetiri decimale. Na odvagani




uzorak doda se kvarcnog pijeska te se staklenim Stapi¢em pazljivo pomijeSa s uzorkom. Na
Stapicu ostane nesto uzorka kojeg treba obrisati s malom koli¢inom pamuka, koji se zajedno s
uzorkom i filter papirom utisne u celulozni tuljak i stavi u Soxhlet-ov ekstraktor. Spoji se
aparatura tako da se u prethodno osuSenu i izvaganu okruglu tikvicu s ravnim dnom ulije 160
ml petroletera i na nju se spoji ekstraktor u koji smo stavili celulozni tuljak s uzorkom, a na
vrh se postavilja povratno hladilo (slike 13. i 14.). Aparaturu koja je u¢vrs¢ena na jednom
laboratorijskom stalku stavimo u vodenu kupelj i zapo¢nemo ekstrakciju te namjestiti
temperaturu vode prema zeljenoj kondenzacijskoj stopi/brzini ekstrakcije (otprilike 5 kapi po
sekundi). Ekstrakcija se provodi 10 do 12 ciklusa (jedan ciklus je zavrSio nakon §to se petrol
eter vratio kroz sifon u posudu za ekstrakciju). Pri ovom otapalo se kondenzacijom sakuplja u
ekstraktoru, otapa analit i kroz sifon vraca u tikvicu s otapalom. Ekstrahirani topljivi materijal
¢e se sakupljati u tikvici jer on ima puno vise vreliSte od petroletera.

Nakon ekstrakcije, Citava aparatura se izvadi iz vodene kupelji, ohladi te se otapalo iz tikvice
s ekstrahiranom masno¢om upari na rotavaporu.

Zatim se tikvica stavlja u pecnicu i susi se 30 minuta pri 125 °C. Nakon 30 minuta, tikvica se
izvadi iz peénice i ostavi je u eksikatoru oko 30 minuta da se ohladi i vaze. Ovaj postupak

treba ponavljati do stalne odvage. Postotak masti u uzorku izra¢una se prema formuli:

Sadrzaj masti, % =[(tezina ekstrakcijske tikvice u gramima nakon suSenja — tezina
ekstrakcijske tikvice prije ekstrakcije izrazena u gramima)] *100/ tezina analiziranog uzorka u

gramima

3.2.2. Odredivanje udjela masnih kiselina plinskom kromatografijom

Na tehnickoj vagi odvaze se u staklenoj epruveti oko 0,1 g uzorka masti koje smo dobili
nakon Soxhlet ekstrakcije. Uzorak se otopi u 2 mL heptana i zatim se doda 0,2 mL 2 M
hladne metanolne otopine KOH. Epruveta se mucka 30 sekundi i zatim se ostavi 5 minuta
kako bi se slojevi jasno odvojili. Gornji sloj sadrzi metilne estere masnih kiselina. Ne
preporucuje se cuvanje ovako pripremljenog uzorka duze od 12 sati te je pozeljno da se
uzorak nakon dekantiranja §to prije analizira plinskom kromatografijom. U plinski

kromatogram se injektira 1uL heptanskog sloja. Odjeljivanje metilnih estera provelo se na

kapilarnoj Restek koloni Rtx — 2330 s unutra$njim promjerom 0,25 mmlID, 30 m dugacke s




0,2 um df debljine stacionarne faze. Pocetna temperatura programa iznosi 140 °C i dize se na
210 °C (5 °C na minutu) i ova temperatura odrzava se 16 minuta. Ukupno trajanje analize
iznosi 30 minuta. Protok plina nosaca izosi 3 ml na minutu temperatura injektora iznosi 225
°C, a detektora 240 °C. Za svaki uzorak provode se dva injektiranja. Konac¢ni rezultat analize

pojedinog uzorka relativni je postotni udio svake prisutne masne kiseline.

3.2.3. Odredivanje udjela pojedinih aminokiselina teku¢inskom
kromatografijom

Aminokiselinski sastav pojedine namirnice analizira se kroz nekoliko koraka:
1. Hidroliza proteina do aminokiselina

2. Kromatografsko odvajanje aminokiselina

3. Detekcija i kvantifikacija aminokiselina (15)

U staklenu epruvetu s ¢epom na navoj i brtvom odvagalo se oko 20 mg uzorka. Nakon toga
doda se u epruvetu 1 mL HCl-a/voda = 1:1. Epruvete pripremljene na ovaj nacin griju se 12
sati pri 105 °C te nakon hladenja se neutraliziraju dodatkom krutog natrijeva bikarbonata do
pH 7 - 8. Vodeni sloj odvoji se u novu ¢istu posudicu. U staklenu tubicu dimenzija 6x50 mm
stavi se 10 pL neutraliziranog hidrolizata, 70 pL AccQ*Tag"™ boratnog pufera i lagano
vorteksira. Nakon toga se doda 20 pL otopine AccQ*Tag™ Fluor reagensa za derivatizaciju i
ponovo se vorteksira. Ovako pripremljena otopina ostavi se 60 sekundi pri sobnoj
temperaturi. Uzima se bocica za injektiranje s umetkom za male volumene te se u umetak
prebaci derivatizirani uzorak. Bocica se zatvori 1 na termostatu ostavi 10 minuta pri 55 °C.
Nakon toga bocica se postavlja u autosampler HPLC uredaja koji injektira 5 pL
derivatiziranog uzorka. Temperatura kolone je 37 °C, a protok mobilne faze je iznosio 1 ml po
minuti. AccQ * Tag pufer predstavljao je otapalo A, a otapalo B bila je 60%-tna smjesa
acetonitrila i vode (60:40). Koristen je fluorescentni detektor te je valna duljina pobude
iznosila 250 nm, a emisije 395 nm. Program pumpanja i detekcije trajao je 50 minuta te je
prikazan u tablici 6. Aminokiseline detektirane su usporedbom retencijskih vremena uzoraka
aminokiselina s retencijskim vremenima standarda aminokiselina "Waters Amino Acid

Hydrolysate".




Tablica 6. Program HPLC-a

Korak Vrijeme | Protok Pufer Acetonitril/voda
(A) (B)

0 0,5 1,00 100 0

1 0,5 1,00 98 2

2 15,0 1,00 93 7

3 4,0 1,00 89 11

4 13,0 1,00 67 33

5 1,0 1,00 67 33

6 1,0 1,00 0 100

7 8,5 1,00 0 100

8 1,0 1,00 100 0

9 6,0 1,00 100 0




4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Rezultati analize masnih kiselina u mesu pomoc¢u Soxhlet ekstrakcije

Rezultati analize prikazani su u tablici 7:

Tablica 7. Rezultati analize postotka masnoc¢e u mesu pomocu Soxhlet ekstrakcije

Oznaka | Podatci Postotak
masnoce/ %

1 June¢i but bez kosti, prva kategorija 5,19
2 Juneéa lopatica bez kosti, druga kategorija 17,32
3 Svinjska lopatica bez kosti, druga kategorija 14,58
4 Svinjski but bez kosti, prva kategorija 3,17
5) Juneéa lopatica bez kosti 2,30
6 Juneci but bez kosti 0,57
7 Svinjski but bez kosti 4,16
8 Pileca prsa bez kosti, Cekin (pile) 3,05
9 Pile¢i batak s kozom, Cekin (pile) 4,32
10 Pile¢i zabatak s kozom, Cekin (pile) 13,72
11 Juneca crna jetra 1,46
12 June¢i but bez kosti 4,38
13 Juneca lopatica bez kosti 5,22
14 Pureci batak s kozom bez kosti 6,71
15 Pureci zabatak s kozom bez kosti 8,18
16 Pilec¢a prsa bez koze bez kosti 0,67
17 Pureca prsa bez koze bez kosti 1,59
18 Pile¢i batak s kozom bez kosti 6,19
19 Pile¢i zabatak s kozom bez kosti 23,40




Oznaka | Podatci Postotak
masnoce/ %

20 Pileca jetra 4,85

21 Pureca jetra 2,21

22 Svinjski but bez kosti 2,75

23 Pureéa prsa bez koze, bez kosti 0,41

24 Pure¢i batak s kozom bez kosti 3,39

25 Pile¢i batak s kozom, bez kosti 12,51

26 Pile¢i zabatak s kozom, bez kosti 13,40

27 Pile¢a prsa bez koze 0,31

28 Pureéa prsa bez koze, bez kosti 0,78

29 Pile¢a jetra 4,35

30 Pile¢a jetra 4,86

31 Svinjska lopatica bez kosti, druga kategorija 25,54

32 June¢i but bez kosti 3,67

33 Juneda jetra 3,03
Slijepa proba 0,04

4.2. Rezultati odredivanja udjela pojedinih masnih kiselina plinskom
kromatografijom

Nakon provedene analize masnih kiselina uz pomo¢ GC-a (eng. Gas Chromatography)
dobiveni su rezultati koji prikazuju sadrzaj masnih Kiselina u pojedinoj vrsti mesa. Prikazani
rezultati iskazuju srednju vrijednost dva izvedena run-a (svaki uzorak je analiziran dva puta).
U svakoj zivotinjskoj vrsti razli¢iti su omjeri masnih kiselina, takoder razlikuju se i udjeli
masnih kiselina prema dijelovima mesa iste zivotinjske vrste. U tablicama su se masne

kiseline ispod granice detekcije oznacile kraticom i.g.d.
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Slika 15. Kromatogram masnih Kkiselina.

Tablica 8. Retencijska vremena za odredivanje masnih kiselina

Masne Retencijska
Kiseline vremena
C6:0 1,085
C8:.0 1,129
C10:0 1,329
C11:.0 1,400
C12:0 1,888
C13:0 1,926
C14:0 2,750
Cl14:1cis9 3,153
C15:0 3,351
C15:1cis10 3,712
C16:0 4,129
C16:1cis9 4,530
C17:0 4,921
C17:1cis10 5,364
C18:0 5,907
C18:1cis9 6,365




Masne Retencijska
kiseline vremena
C18:2tran9,1 6,634
C18:2cis9,12 7,063
C20:0 7,989
C18:3cis6,9, 8,276
C18:3cis9,12 8,293
C20:1cis11 8,337
C21:0 8,906
C20:2cis11,1 9,128
C22:0 10,113
C20:3cis1l,1 10,636
C22:1cis13 11,536
C24:0 12,000
C20:5-EPA 12,398
C24:1cis15 12,706
C22:6-DPA 14,096

4.2.1. Svinjetina

Analizirana su 3 uzorka svinjskog buta i dva uzorka svinjske lopatice. Uzorci su kupljeni u

razli¢itim trgovinama. Rezultati analize prikazani su u tablici 9.

Tablica 9. Rezultati analize masnih kiselina kod uzoraka svinjskog buta i svinjske lopatice

Masne Uzorci svinjskog buta Uzorci svinjske lopatice
kiseline
Uzorak br. 4 Uzorak br. 7 Uzorak br. 22 | Uzorak br. 3 | Uzorak br. 31
% /100 % % /100 % % /100 % % /100 % % /100 %
C6:0 i.9.d. i.g.d. i.9.d. i.9.d. 1,82+0,56
C8:0 0,02+0,00 i.g.d. 0,02+0,00 i.g.d. 1,63+0,02
C10:0 0,13+0,00 i.g.d. 0,01+0,00 i.g.d. 2,97+0,46




Masne Uzorak br. 4 Uzorak br. 7 Uzorak br. 22 | Uzorak br. 3 | Uzorak br. 31
Kiseline % /100 % % /100 % % /100 % % /100 % % /100 %
C11:0 0,15+0,00 1.9.d. 0,06+0,01 0,10+0,02 2,37%0,26
C12:0 0,04+0,01 1.9.d. 0,12+0,01 0,12+0,02 1,16+0,13
C13:.0 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. 1,06+0,05
C14.0 1,32+0,00 1,27+0,11 1,66+0,09 1,63+0,18 2,61+0,04
Cl4:1cis9 0,03+0,00 0,06+0,00 0,06+0,03 0,09+0,01 i.g.d.
C15:0 0,04+0,00 0,09+0,01 0,05+0,03 i.g.d. 0,61+0,06
C15:1cis10 | i.g.d. 1.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,23+0,03
C16:0 23,94+0,04 22,32+0,72 26,60+0,48 24,30+0,65 24,06+0,61
C16:1cis9 2,84+0,08 3,78+0,15 3,43+0,12 3,17+0,16 2,50+0,01
C17:0 0,22+0,00 0,32+0,00 0,25+0,00 0,29+0,01 0,31+0,02
C17:1cis10 | 0,25+0,01 0,43+0,01 0,39+0,03 0,32+0,04 0,28+0,02
C18:0 12,34+0,03 8,27+0,16 12,78+0,36 10,97+0,32 14,21+0,23
C18:1cis9 46,34+0,04 47,11+0,60 46,08+0,65 42,09+0,82 38,98+0,73
C18:2tran9,1 | 0,03+0,00 i.g.d. 0,04+0,00 i.g.d. I.g.d.
C18:2cis9,12 | 8,95+0,05 13,50+0,12 5,11+0,03 13,32+0,26 3,85+0,07
C20:0 0,15+0,00 0,64+0,00 0,51+0,02 0,93+0,02 0,29+0,01
C18:3cis6,9, | i.g.d. i.g.d. 0,50+0,41 i.g.d. I.g.d.
C18:3cis9,12 | 0,44+0,00 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C20:1cis11 | 1,03+0,01 0,89+0,04 0,96+0,07 0,67+0,01 0,67+0,01
C21:0 0,01+0,00 i.g.d. 0,02+0,00 i.g.d. i.g.d.
C20:2cis11,1 | 0,41+0,00 0,48+0,02 0,24+0,02 0,49+0,03 0,19+0,00
C22:0 0,47+0,01 0,62+0,03 0,51+0,04 0,59+0,02 0,20+0,01
C20:3cis11,1 | i.g.d. i.g.d. 0,02+0,01 i.g.d. i.g.d.
C22:1cis13 | 0,04+0,00 0,05+0,01 0,21+0,03 0,12+0,04 I.g.d.
C24:0 0,40+0,01 1.9.d. 0,02+0,00 0,44+0,25 I.g.d.
C20:5-EPA | 0,11+0,00 0,17+0,01 0,13+0,01 0,13+0,01 i.g.d.
C24:1cis15 | 0,08+0,00 i.g.d. 0,07+0,01 i.g.d. i.g.d.
C22:6-DPA | 0,20+0,02 1.9.d. 0,16+0,08 0,22+0,12 I.g.d.




4.2.2. Junetina

Analizirana su 4 uzorka juneceg buta i 3 uzorka junecée lopatice. Svaki uzorak kupljen je u

drugom supermarketu. U tablici 10. prikazani su rezultati cjelokupne analize masnih Kiselina

kod analiziranih uzoraka junec¢eg buta i junece lopatice.

Tablica 10. Rezultati analize masnih kiselina kod analiziranih uzoraka juneceg buta i junece

lopatice
Masna Uzorci juneceg buta Uzorci junece lopatice
kiselina

Uzorak br.1 | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak Uzorak Uzorak br. | Uzorak br.

6 12 br. 32 br.2 5 13
% /100 % %/100% | %/100% | % /100 % /100 % /100% | % /100 %
% %

C6:0 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C8:0 0,19+0,03 1,33+0,00 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,05+0,00
C10:0 0,19+0,02 i.g.d. i.g.d. 0,12+0,01 | i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C11:0 0,23+0,00 2,31+0,39 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,04+0,01 | 0,11+0,00
C12:0 0,05+0,01 1,35+0,03 | i.g.d. 0,05+0,00 | 0,12+0,02 | 0,05+0,00 | 0,10+0,01
C13:.0 0,17+0,00 0,80+0,02 | i.g.d. i.g.d. 0,07+0,00 | i.g.d. i.g.d.
C14:0 2,53+0,07 3,66+0,02 | 3,73+0,76 | 3,05+0,02 | 3,56+0,24 | 1,83+0,02 | 3,80+0,34
C14:1cis9 | 0,55+0,13 0,73+0,01 | 1,39+0,30 | 1,10+0,01 | 1,11+0,08 | 0,41+0,00 | 1,05+0,09
C15:0 i.g.d. 0,40+0,00 | 0,50+0,14 | 0,54+0,00 | 0,58+0,02 | 0,23+0,00 | 0,60+0,04
C15:1cis10 | 0,24+0,03 0,19+0,11 | i.g.d. 0,08+0,00 | i.g.d. 0,13+0,01 | 0,32+0,02
C16:0 27,04+0,49 27,86+0,0 | 32,39+2,06 | 24,55+0,0 | 24,90+0,3 | 22,23+0,15 | 29,93+1,02
Ci16:1cis9 | 3,29+0,07 g,lOi0,0l 5,88+0,64 2,5610,03 £11,5810,11 4,00+0,03 | 4,13+0,17




Masna Uzorak br. 1 | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br.
Kiselina % /100 % 6(%/100 | 12 (%/ 32 (%/ 2(% /100 | 5(% /100 | 13 (%/
%) 100 %) 100 %) %) %) 100 %)

C17:0 0,95+0,04 1,45+0,02 | 0,43+0,01 | 0,99+0,00 | 1,30+0,02 | i.g.d. 1,1940,00
C17:1cis10 | 0,70+0,01 0,95+0,00 | 0,63+0,05 | 1,47+0,00 | 1,34+0,01 | 0,81+0,00 | 0,95+0,01
C18:0 12,24+0,18 | 16,69+0,0 | 11,36+0,9 | 9,44+0,04 | 12,17+0,5 | 12,56+0,0 | 14,72+0,5
C18:1cis9 43,73+0,58 22,7310,0 ;8,8712,4 48,54+0,05 1715,5510,3 23,3210,0 27,7611,0
C18:2tran9,1 | i.g.d. (7),2810,05 ?.g.d. 0,21+0,00 (?),2210,05 ?),1910,07 (2),1810,01
C18:2cis9,12 | 6,21+0,08 4,54+0,10 | 3,80+0,24 | 2,14+0,09 | 2,52+0,13 | 2,66+0,01 | 4,46+0,09
C20:0 0,23+0,00 0,14+0,00 | i.g.d. 0,12+0,01 | 0,19+0,01 | 0,32+0,00 | i.g.d.
C18:3cis6,9, | i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,51+0,00 | i.g.d. i.g.d. 0,32+0,02
C18:3cis9,12 | 0,47+0,01 0,15+0,00 | i.g.d. i.g.d. 0,46+0,02 | 0,35+0,00 | i.g.d.
C20:1cis11 | 0,2240,01 0,22+0,00 | i.g.d. 0,29+0,00 | 0,31+0,03 | 0,33+0,00 | 0,11+0,01
C21:0 i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,04+0,00 | i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C20:2cis11,1 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,06+0,00 | i.g.d.
C22:0 0,41+0,01 i.g.d. 1,03+0,14 | 0,20+0,00 | 0,19+0,04 | 0,21+0,00 | 0,18+0,01
C20:3cis11,1 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C22:1cis13 0,33+0,01 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,26+0,01 | i.g.d.
C24:0 i.g.d. 0,37+0,06 | i.g.d. i.g.d. 0,57+0,28 | i.g.d. i.g.d.
C20:5-EPA | i.g.d. 0,39+0,01 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C24:1cisl5 i.g.d. 0,13+0,01 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C22:6-DPA | i.g.d. 0,22+0,03 | i.g.d. i.g.d. 0,28+0,11 | i.g.d. i.g.d.

Analizirana su dva uzorka junece jetre. Uzorci su kupljeni u razli¢itim trgovinama. Rezultati

cjelokupne analize masnih kiselina kod analiziranih uzoraka junece jetre prikazani su u tablici
11.

Tablica 11. Rezultati analize masnih kiselina kod analiziranih uzoraka junece jetre

Masne Kiseline Uzorak br. 11 Uzorak br. 33
% /100 % % /100 %

C6:0 i.g.d. i.g.d.

C8:0 0,20+0,03 i.g.d.

C10:0 i.g.d. i.9.d.

C11:.0 0,25+0,04 0,08+0,03




Masne kiseline

Uzorak br. 11

Uzorak br. 33

C12:0 0,23+0,03 0,03+0,00
C13:0 0,08+0,00 0,02+0,00
C14:0 2,04+0,04 1,53+0,01
C14:1cis9 0,34+0,00 0,29+0,00
C15:0 0,25+0,00 0,31+0,00
C15:1cisl0 i.0.d. 0,09+0,00
C16:0 24,76%0,05 25,89+0,10
C16:1cis9 2,11+0,02 3,13+0,01
C17:0 0,77+0,00 0,77+0,00
C17:1cisl0 0,26+0,00 0,83+0,01
C18:0 23,92+0,07 18,39+0,11
C18:1cis9 32,82+0,03 27,35+0,04
C18:2tran9,1 0,22+0,00 0,13+0,03
C18:2cis9,12 7,73+0,00 11,34+0,06
C20:0 i.g.d. 0,56+0,00
C18:3cis6,9, i.g.d. 0,30+0,00
C18:3cis9,12 i.g.d. i.g.d.
C20:1cis11 0,35+0,00 0,26+0,01
C21:0 i.g.d. 0,08+0,00
C20:2cisl11,1 i.g.d. 0,17+0,00
C22:0 2,60+0,01 5,69+0,15
C20:3cis11,1 i.9.d. 0,10+0,01
C22:1cisl3 i.9.d. 0,05+0,00
C24:0 i.g.d. i.g.d.
C20:5-EPA 0,52+0,00 2,11+0,01
C24:1cis15 0,54+0,01 0,30+0,00
C22:6-DPA i.9.d. 0,18+0,02




4.2.3. Piletina

Analizirana su tri uzorka pile¢ih prsa. Uzorci su kupljeni u razli¢itim trgovinama. Detaljni

rezultati analize masnih kiselina u uzorcima pile¢ih prsa nalaze se u tablici 12.

Tablica 12. Rezultati analize masnih kiselina u uzorcima pile¢ih prsa i uzorcima pilece jetre

Masne kiseline

Uzoreci pile¢ih prsa

Uzorci pilece jetre

Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br.

8 16 27 20 29 30

%/100% | %/100% |%/100% | %/100% |%/100% | % /100 %
C6:0 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C8:0 0,02+0,00 |i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C10:0 0,05+0,00 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C11:0 0,04+0,02 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C12:0 0,05+0,00 0,43+0,00 0,04+0,00 i.g.d. 0,23+0,14 0,34+0,25
C13:0 i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,25+0,13 i.g.d. i.g.d.
C14:0 0,71+0,01 | 0,93+0,00 | 0,65+0,00 | 0,60+0,04 |0,50+0,13 | 0,24+0,02
C14:1cis9 0,20+0,00 | 0,15+0,00 | 0,14+0,00 |i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C15:0 0,09+0,00 | 0,12+0,00 | 0,13+0,00 | i.g.d. 0,16+0,04 | i.g.d.
C15:1cis10 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C16:0 25,87+0,05 | 27,38+0,00 | 21,37+0,06 | 20,81+1,27 | 19,14+0,88 | 18,82+0,49
C16:1cis9 5,80+0,02 5,17+0,00 4,09+0,01 1,36+0,17 1,45+0,18 1,07+0,26
C17:0 i.g.d. 0,17+0,00 0,15+0,00 0,19+0,01 0,27+0,04 0,17+0,00
C17:1cis10 0,11+0,00 | 0,12+0,00 | 0,24+0,00 |i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C18:0 7,12+0,05 |8,11+0,00 | 6,52+0,01 | 22,48+0,56 | 20,43+0,91 | 19,08+0,41
C18:1cis9 39,60+0,16 | 37,63+0,00 | 41,98+0,02 | 24,85+0,44 | 19,47+0,04 | 20,88+1,04
C18:2tran9,1 i.g.d. i.g.d. 0,05+0,00 i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C18:2cis9,12 17,92+0,05 | 16,81+0,00 | 21,52+0,01 | 17,85+0,73 | 21,47+1,22 | 23,27+2,34
C20:0 1,17+0,01 0,90+0,00 1,21+0,00 0,45+0,09 0,32+0,01 0,52+0,07
C18:3cis6,9, i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.9.d. i.g.d. i.g.d.
C18:3cis9,12 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C20:1cis11 0,42+0,00 | 0,39+0,00 | 0,55+0,00 | 0,56+0,16 | 0,32+0,04 | 0,45+0,19
C21:0 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.




Masne kiseline | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br.
8 16 27 20 29 30

C22:0 0,26+0,01 0,93+0,00 0,75+0,01 7,41+0,34 11,71+0,67 | 11,32+0,56
C20:3cis11,1 i.g.d. i.g.d. 1.g.d. 0,41+0,21 i.g.d. i.g.d.
C22:1cis13 i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,51+0,23 | 0,68+0,42 | 0,58+0,38
C24:0 0,23+0,12 | 0,13+0,00 0,17+0,02 | i.g.d. i.g.d. 0,30+0,13
C20:5-EPA 0,09+0,00 | 0,35+0,00 0,20+0,00 | 0,80+0,01 | 1,68+0,19 | 1,20+0,01
C24:1cis15 i.g.d. 0,12+0,00 | i.g.d. 0,62+0,16 | 1,25+0,22 | 0,9040,01
C22:6-DPA 0,11+0,05 i.g.d. i.g.d. 0,31+0,13 0,44+0,14 0,34+0,25

Analizirana su tri uzorka pile¢ih bataka s kozom 1 tri uzorka pile¢ih zabataka s kozom.
Rezultati analize prikazani su u tablici 13. Sva tri uzorka kupljena su u razli¢itim trgovinama.

Tablica 13. Rezultati analize masnih kiselina u uzorcima pile¢ih bataka i zabataka s kozom

Masne kiseline Uzorci pilec¢ih bataka s kozom Uzoreci pile¢ih zabataka s kozom
Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br.
9 18 br. 25 10 19 26
%/100% | %/100% | % 100% | %/100% | % /100% | % /100%
C6:0 i.g.d. i.g.d. 0,02+0,00 | i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C8:0 i.g.d. i.g.d. 0,02+0,00 | i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C10:0 i.g.d. i.g.d. 0,02+0,00 | i.g.d. 0,07+£0,02 | i.g.d.
C11:0 i.g.d. 0,34+0,30 | 0,02+0,00 | i.g.d. 0,04+0,04 | i.g.d.
C12:0 i.g.d. 0,58+0,30 | 0,05+0,00 | 0,06+0,01 | 0,32+0,00 | i.g.d.
C13:0 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C14:0 0,69+0,01 | 0,98+0,19 | 0,50+0,00 | 0,75+0,06 | 0,82+0,00 | 0,47+0,05




Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br.

9 18 25 10 19 26
C14:1cis9 0,20+0,00 | i.g.d. 0,13+0,00 | 0,21+0,02 | 0,25+0,00 | i.g.d.
C15:0 0,11+0,00 | i.g.d. 0,08+0,00 | 0,11+0,01 | 0,07+0,00 | i.g.d.
C15:1cis10 i.g.d. i.g.d. 0,04+0,01 |i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C16:0 25,38+0,02 | 25,89+0,01 | 20,46+0,09 | 26,80+0,97 | 26,77+0,00 | 20,02+0,59
C16:1cis9 6,11+0,00 | 7,39+0,20 | 4,45+0,03 |5,91+0,27 | 7,29+0,00 | 3,55+0,43
C17:0 0,25+0,00 | 0,14+0,05 | 0,13+0,00 | 0,14+0,00 | 0,07+0,00 | 0,11+0,00
C17:1cis10 0,12+0,00 | i.g.d. 0,08+0,00 | 0,07+0,01 | 0,06+0,01 | i.g.d.
C18:0 7,54+0,02 | 6,43+0,58 | 5,25+0,04 | 7,07+0,24 | 5,34+0,01 | 8,94+1,73
C18:1cis9 39,23+0,03 | 39,27+1,20 | 37,61+0,05 | 38,92+0,80 | 40,04+0,07 | 31,35%3,47
C18:2tran9,1 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C18:2cis9,12 18,57+0,03 | 16,29+0,48 | 28,19+0,02 | 18,80+0,40 | 15,77+0,18 | 24,27+1,71
C20:0 0,14+0,01 |i.g.d. 0,85+0,00 | 0,06+0,01 | 0,88+0,01 | 0,66+0,06
C18:3cis6,9, i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,09+0,00 | i.g.d.
C18:3cis9,12 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C20:1cis11 0,44+0,00 | 0,54+0,08 | 0,41+0,00 | 0,32+0,03 | 0,35+0,01 | 0,45+0,03
C21:0 i.g.d. i.g.d. 0,04+0,00 |i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C20:2cis11,1 0,15+0,00 | 0,14+0,02 | 0,21+0,01 | 0,11+0,01 | 0,09+0,00 | 0,29+0,06
C22:0 0,77+0,00 | 1,09+0,19 | 0,73+0,04 | 0,32+0,02 | 0,27+0,03 | 4,17+1,81
C20:3cis11,1 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C22:1cis13 0,10+0,00 | 0,43+£0,09 | 0,12+0,02 |i.g.d. 0,14+0,04 | 0,47+0,31
C24:0 i.g.d. i.g.d. 0,24+0,01 | 0,28+0,18 | 0,82+0,10 | 2,06+1,28
C20:5-EPA 0,20+0,00 | 0,23+0,03 | 0,204+0,01 | 0,07+0,01 | i.g.d. 0,83+0,36
C24:1cis15 i.g.d. 0,17+0,01 | 0,11£0,01 |i.g.d. 0,16+0,03 | 1,17+0,35
C22:6-DPA i.9.d. 0,10+0,03 | 0,05+0,00 | i.g.d. 0,31+0,02 | 1,25+0,41




4.2.4. Puretina

Analizirana su tri uzorka pureéih prsa, dva uzorka pureéeg batka s kozom, uzorak pureéeg
zabatka s kozom i uzorak purece jetre. Rezultati zastupljenijih masnih kiselina prikazani su u

tablici 14. Uzorci su kupljeni u razli¢itim trgovinama.

Tablica 14. Prikaz rezultata zastupljenosti masnih kiselina u uzorcima pure¢eg mesa

Masne Uzorci pure¢ih prsa Uzorak Uzorci pure¢ih bataka s | Uzorak
kiseline % /100 % pureceg kozom purece
zabatka s % /100 % jetre
kozom %/100%
%/100%
Uzorak 17 | Uzorak 23 | Uzorak 28 | Uzorak 15 | Uzorak 14 | Uzorak 24 | Uzorak 21
C6:0 i.g.d. i.g.d. 1,09+0,00 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C8:0 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,01+0,00 | i.g.d.
C10:0 i.g.d. i.g.d. 0,92+0,00 | i.g.d. i.g.d. 0,01+0,00 | i.g.d.
C11:0 i.g.d. i.g.d. 0,48+0,00 | 0,06+0,00 | i.g.d. 0,02+0,01 | 0,35+0,12
C12:0 0,24+0,01 | 3,88+0,77 | 0,21+0,00 | 0,36+0,01 | 0,40+0,00 | 0,04+0,00 | 0,15+0,00
C13:0 i.g.d. 3,36+0,22 | 0,41+0,00 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C14:0 1,40+0,04 | 2,26+0,12 | 0,89+0,00 | 0,99+0,01 | 0,99+0,01 | 0,61+0,01 | 0,89+0,01
C14:1cis9 0,19+0,01 | 2,38+0,14 | 0,20+0,00 | 0,17+0,00 | 0,14+0,00 | 0,09+0,00 | 0,14+0,00
C15:0 0,27+0,01 | 0,33+0,04 | 0,20+0,00 | 0,14+0,00 | 0,14+0,00 | 0,12+0,01 | 0,13+0,00
C15:1cis10 i.g.d. 0,40+0,09 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C16:0 26,79+0,0 | 25,06+0,1 | 21,95+0,0 | 26,73+0,0 | 29,89+0,1 | 21,43+0,1 | 38,51+0,0
8 0 0 7 2 0 4
C16:1cis9 2,96+0,05 | 2,27+0,35 | 3,55+0,00 | 4,19+0,01 | 4,21+0,02 | 2,64+0,04 | 4,32+0,03
C17:0 0,40+0,02 | 2,81+0,01 | 0,22+0,00 | 0,20+0,00 | 0,22+0,00 | 0,18+0,00 | i.g.d.
C17:1cis10 0,39+0,05 | 1,17+0,10 | 0,11+0,00 | i.g.d. 0,09+0,05 | 0,07+0,00 | i.g.d.
C18:0 11,99+0,1 | 15,56+0,2 | 9,21+0,00 | 7,79+0,05 | 8,96+0,09 | 6,82+0,09 | i.g.d.
3 5
C18:1cis9 27,75+0,8 | 18,48+1,1 | 33,32+0,0 | 30,16+0,1 | 33,00+0,0 | 28,70+0,1 | 42,63+0,3
3 9 0 3 3 9 8
C18:2tran9,1 i.g.d. i.g.d. 0,04+0,00 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,23+0,00
C18:2cis9,12 | 20,47+0,2 | 13,32+0,9 | 24,42+0,0 | 27,86+0,1 | 20,41+0,0 | 35,62+0,0 | 0,93+0,00
5 1 0 1 2 1
C20:0 1,31+0,00 | 0,53+0,15 | 0,98+0,00 | 0,09+0,00 | i.g.d. 1,29+0,00 | i.g.d.
C18:3cis6,9, i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C18:3cis9,12 i.g.d. i.g.d. 0,07+0,00 | i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d.
C20:1cisl1 0,25+0,00 | i.g.d. 0,25+0,00 | 0,29+0,01 | 0,29+0,00 | 0,32+0,00 | 0,15+0,02
C21:0 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,01+£0,00 | i.g.d.
C20:2cis11,1 | 0,22+0,00 | 0,53+0,02 | 0,20+0,00 | 0,14+0,00 | 0,11+0,00 | 0,22+0,00 | 0,48+0,00
C22:0 2,61+0,11 | 1,64+0,49 | 0,59+0,00 | 0,68+0,02 | 0,29+0,01 | 1,01+0,01 | 9,92+0,28




C20:3cis11,1 i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. i.g.d. 0,06+0,05 | 0,30+0,04
C22:1cis13 0,91+0,09 | 3,80+0,24 | 0,20+0,00 | i.g.d. i.g.d. 0,18+0,01 | 0,21+0,00
C24:0 0,38+0,25 | 1,56+0,27 | 0,08+0,00 | i.g.d. i.g.d. 0,09+0,04 | i.g.d.
C20:5-EPA 1,05+0,04 | i.g.d. 0,35+0,00 | 0,15+0,01 | 0,48+0,00 | 0,28+0,02 | i.g.d.
C24:1cis15 0,20+0,10 | i.g.d. 0,04+0,00 | i.g.d. 0,25+0,00 | 0,10+0,00 | 0,67+0,02
C22:6-DPA 0,21+0,08 | 0,65+0,08 | i.g.d. i.g.d. 0,13+0,00 | 0,07+0,02 | i.g.d.

4.3. Rezultati odredivanja udjela pojedinih aminokiselina HPLC tehnikom

Nakon provedene analize aminokiselina uz pomo¢ HPLC-a (eng. High-performance liquid
chromatography) dobiveni su rezultati koji prikazuju sadrzaj aminokiselina u pojedinoj vrsti
mesa. Prikazani rezultati iskazuju srednju vrijednost dva izvedena run-a (svaki uzorak je
analiziran dva puta). Aminokiseline nepoznata naziva oznacene su slovima A, B i C. lako
udijeli pojedinih aminokiselina prevladavaju u odredenoj Zivotinjskoj vrsti, oni se takoder

razlikuju i po dijelovima mesa iste zivotinjske vrste.
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Slika 16. Kromatogram aminokiselina.




Tablica 15. Retencijska vremena za aminokiseline

Naziv aminokiseline | Retencijska vremena
ASP 18,468
SER 20,261
GLU 21,024
GLY 22,166
HIS 22,772
ARG+THR 25,137
C 25,763
ALA 26,084
B 26,446
PRO 27,676
CYS 30,810
TYR 31,386
VAL 31,757
MET 32,207
A 33,730
LYS 34,421
ILEU 34,898
LEU 35,314
PHE 36,174




4.3.1. Svinjetina

Rezultati analize zastupljenosti pojedinih aminokiselina u uzorcima svinjskog buta i svinjske

lopatice prikazani su u tablici 16.

Tablica 16. Rezultati analize zastupljenosti aminokiselina u uzorcima svinjskog buta

Naziv Uzorci svinjskog buta Uzorci svinjske lopatice
aminokiseline

Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br.

4(% /100 |7(%/100 |22(% /100 |3(%/100 |31 (% /100

%) %) %) %) %)
ASP 3,17+0,00 |3,17+0,02 | 3,65+0,03 | 2,84+0,03 2,89+0,07
SER 2,90+0,03 | 3,04+0,01 3,18+0,05 | 2,66+0,19 3,01+0,13
GLU 5,51+0,03 | 5,36+0,02 6,37+0,02 | 5,02+0,09 4,93+0,04
GLY 6,62+0,01 | 6,20+0,01 |5,12+0,01 |7,56+0,04 | 6,36+0,04
HIS 2,73+0,02 |3,13+0,01 |2,36+0,00 | 1,85+0,23 2,14+0,03
ARG+THR 9,05+0,02 | 8,36+0,00 8,52+0,20 | 7,77+0,20 8,29+0,03
C 1,95+0,05 |2,99+0,03 | 1,78+0,12 | 1,93+0,09 3,37+0,03
ALA 6,10+0,04 | 6,50+0,02 | 6,49+0,07 |5,32+0,36 5,73+0,01
B 3,00+0,07 | 4,01+0,01 2,01+0,17 | 4,45+0,01 4,19+0,00
PRO 4,74+0,09 | 5,34+0,07 2,71+0,22 | 4,74+0,04 4,55+0,00
CYS 2,37+0,02 | 2,41+0,03 2,92+0,26 | 1,92+0,10 3,57+0,13
TYR 1,54+0,03 | 2,08+0,01 1,52+0,08 | 3,04+0,27 1,98+0,02
VAL 7,10+0,01 |6,13+0,00 |7,96+0,01 |6,80+0,04 |6,97+0,01
MET 2,38+0,02 |2,67+0,00 |2,74+0,00 |2,69+0,04 |2,29+0,01
A 5,74+0,00 | 6,80+0,00 4,61+0,01 | 9,42+0,01 6,63+0,02
LYS 5,25+0,05 |4,99+0,00 |6,32+0,05 |5,2840,14 | 4,81+0,01
ILEU 7,90+0,03 | 6,80+0,01 | 8,45+0,00 | 8,36+1,07 7,02+0,01
LEU 15,13+0,05 | 14,09+0,01 | 17,10+0,00 | 13,58+0,27 | 16,14+0,01
PHE 6,80+0,02 |5,93+0,06 | 6,15+0,06 | 4,75+0,11 5,13+0,02




4.3.2. Junetina

Sastav aminokiselina u uzorcima juneceg buta i junece lopatice prikazani su u tablici 17.

Tablica 17. Rezultati analize zastupljenosti aminokiselina u uzorcima juneceg buta i junece

lopatice
Naziv Uzorci juneceg buta (% / 100 %) Uzorci junece lopatice (% / 100 %)
aminokiseline
ime Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br.
1 2 5 13 6 12 32
ASP 3,40+0,00 | 3,48+0,01 |3,35+0,01 | 3,55+0,02 | 3,00+0,06 | 3,13+0,02 | 3,09+0,03
SER 2,92+0,04 | 3,10+0,01 | 3,16+0,00 | 3,35+0,02 | 2,85+0,02 | 2,80+0,01 | 3,70+0,01
GLU 6,32+0,11 | 6,97+0,00 | 6,44+0,03 | 6,80+0,02 | 5,15+0,04 | 5,55+0,01 5,49+0,08
GLY 5,14+0,13 | 6,25+0,00 | 6,58+0,02 | 5,16+0,01 | 6,65+0,00 | 6,70+0,01 6,02+0,06
HIS 2,79+0,13 | 2,12+0,00 | 2,41+0,01 | 2,05+0,01 | 2,18+0,03 | 2,28+0,00 2,32+0,01
ARG+THR 9,14+0,01 | 10,36+0,07 | 9,49+0,01 | 8,18+0,04 | 7,51+0,04 | 9,04+0,01 | 8,16+0,03
C 1,36+0,05 | 0,67+0,04 | 1,47+0,03 |1,27+0,03 | 3,00£0,09 |1,96+0,05 [ 3,34+0,02
ALA 7,23+x0,32 | 7,65+0,01 | 7,08+0,00 | 6,83+0,02 |5,97+0,00 | 6,51+0,00 6,25+0,01
B 0,84+0,37 | 0,75+0,08 | 2,48+0,04 | 2,41+0,04 |5,70+0,07 | 2,87%0,13 4,06+0,06
PRO 3,11+0,33 | 3,30+0,29 | 4,42+0,01 | 2,51+0,02 | 6,93+0,08 | 4,26+0,19 | 4,43+0,00
CYS 1,93+0,13 | 2,34+0,03 | 2,42+0,01 |2,29+0,01 | 2,13+0,00 |2,06+0,01 | 3,17+0,03
TYR 1,22+0,07 | 0,58+0,00 | 1,80+0,01 | 1,31+0,01 | 2,95+0,02 | 1,45+0,01 2,02+0,04
VAL 8,59+0,07 | 8,19+0,03 | 6,51+0,00 | 7,85+0,02 |5,62+0,02 | 7,38+0,01 5,99+0,01
MET 3,13+0,01 | 2,60+0,01 | 2,65+0,01 | 2,21+0,00 | 2,37+0,02 | 1,85+0,01 2,67+0,04
A 1,59+0,01 | 1,97+0,02 | 4,30+0,02 | 4,55+0,02 |9,73+0,04 |5,64+0,03 | 6,80+0,04
LYS 6,83+0,00 | 6,63+0,06 |5,90+0,00 |6,86+0,02 | 4,62+0,02 | 5,85+0,04 | 5,28+0,03
ILEU 9,89+0,21 | 8,95+0,01 | 7,33+0,03 | 8,56+0,02 | 6,08+0,06 | 8,02+0,06 6,06+0,02
LEU 17,03+0,03 | 16,60+0,10 | 15,28+0,01 | 17,27+0,01 | 12,87+0,04 | 16,36+0,11 | 16,01+0,01
PHE 7,52+0,16 | 7,49+0,12 | 6,90+0,08 | 7,01+0,03 | 4,69+0,00 | 6,29+0,03 | 5,13+0,05

Sastav aminokiselina u uzorcima junece jetre prikazani su u tablici 18.




Tablica 18. Rezultati analize zastupljenosti aminokiselina u uzorcima junece jetre

Naziv aminokiseline

Uzorci juneée jetre (% / 100 %)

Uzorak br. 11

Uzorak br. 33

ASP 2,97+0,03 2,90+0,02
SER 3,40+0,02 2,81+0,04
GLU 4,47+0,04 3,27+0,08
GLY 7,54+0,06 6,11+0,02
HIS 1,91+0,00 1,30+0,01
ARG+THR 9,53+0,17 7,63%0,29
C 1,33+0,08 2,86+0,01
ALA 5,98+0,06 6,87+0,01
B 2,92+0,23 4,26+0,01
PRO 4,26+0,33 4,05+0,08
CYS 2,24+0,00 3,26+0,03
TYR 1,84+0,01 2,15+0,02
VAL 7,80+0,08 7,84+0,04
MET 1,06+0,01 2,00+0,00
A 7,66+0,08 6,97+0,02
LYS 4,04+0,00 4,70+0,07
ILEU 6,37+0,03 6,36+0,14
LEU 16,65+0,09 18,04+0,22
PHE 8,01+0,02 6,60+0,02




4.3.3. Piletina

Sastav aminokiselina u uzorcima pilecih prsa i pilece jetre prikazani su u tablici 19.

Tablica 19. Rezultati analize zastupljenosti aminokiselina u uzorcima pile¢ih prsa

Naziv Uzorci pile¢ih prsa (% / 100 %) Uzorci pilece jetre (% / 100 %)
aminokiseline

Uzorak br. | Uzorak br. Uzorak br. Uzorak br. | Uzorak br. Uzorak br.

8 16 27 20 29 30
ASP 3,30+0,01 | 3,19+0,00 3,20+0,01 3,13+0,01 | 3,08+0,03 2,93+0,00
SER 2,98+0,03 | 3,03+0,03 3,13+0,08 3,08+0,00 | 3,47+0,01 3,51+0,02
GLU 5,60+0,06 | 5,61+0,02 5,41+0,03 4,74+0,02 | 4,50%0,00 4,43+0,02
GLY 5,85+0,07 | 5,48+0,03 5,71+0,02 5,86+0,02 | 5,68+0,02 6,11+0,11
HIS 2,44+0,03 | 2,53+0,03 1,83+0,03 1,51+0,01 | 1,92+0,01 1,38+0,02
ARG+THR 8,57+0,06 | 8,52+0,02 8,03+0,02 8,63+0,03 | 8,89+0,02 8,95+0,04
C 3,24+0,01 | 2,94+0,01 3,42+0,02 2,27+0,02 | 1,60+0,01 2,64+0,02
ALA 7,00+0,01 | 6,81+0,00 6,26+0,06 6,39+0,01 | 7,02+0,01 6,00+0,03
B 3,63+0,02 | 2,58+0,03 3,77+0,00 3,93+0,01 | 2,72+0,00 4,26+0,02
PRO 4,98+0,00 | 3,3740,13 3,78+0,43 4,37+0,14 | 3,16+0,01 3,86+0,01
CYS 2,35+0,01 | 2,04+0,03 3,13+0,03 2,34+0,01 | 3,20+0,02 3,29+0,02
TYR 1,61+0,01 | 1,76+0,01 1,89+0,00 1,70+0,01 | 1,36+0,00 2,21+0,03
VAL 6,32+0,02 | 7,84+0,01 7,31+0,01 7,92+0,01 | 8,88+0,00 8,13+0,06
MET 2,94+0,01 | 2,89+0,00 2,70+0,06 2,14+0,01 | 2,02+0,00 1,29+0,00
A 5,95+0,03 | 4,44+0,02 5,85+0,02 6,61+0,04 | 4,04+0,00 6,69+0,03
LYS 5,65+0,04 | 6,06+0,00 5,30+0,01 4,77+0,15 | 5,28+0,04 4,52+0,00
ILEU 7,24+0,05 | 8,65+0,01 7,72+0,03 7,49+0,08 | 7,60+0,01 6,77+0,01
LEU 14,52+0,1 | 15,81+0,01 | 16,27+0,14 16,33+0,05 | 17,93+0,10 | 17,03+0,03
PHE 2,82i0,13 6,44+0,04 5,29+0,06 6,78+0,01 | 7,63+0,05 5,97+0,04




Sastav aminokiselina u uzorcima pilecih bataka i zabataka s kozom prikazani su u tablici 20.

Tablica 20. Rezultati analize zastupljenosti aminokiselina u uzorcima pilec¢ih bataka i
zabataka s koZzom

Naziv Uzorci pilecih bataka s kozom bez kosti | Uzorci pileceg zabatka s kozom bez kosti
aminokiseline (%7100 %) (%7100 %)
Uzorak br. | Uzorak br. Uzorak br. | Uzorak br. Uzorak br. Uzorak br.
9 18 25 26 10 19
ASP 3,26+0,04 | 3,95+0,01 3,35+0,11 3,10+0,04 2,92+0,01 2,63+0,12
SER 3,05+0,03 | 3,32+0,00 3,37+0,08 3,47+0,08 2,94+0,01 2,07+0,01
GLU 5,96+0,02 | 7,06+0,02 5,93+0,05 5,52+0,20 5,19+0,03 3,64+0,04
GLY 6,09+0,01 | 6,45+0,04 6,29+0,01 | 6,13+0,15 8,92+0,00 6,32+0,00
HIS 1,78+0,03 | 2,07+0,01 1,73+0,04 1,62+0,04 1,82+0,00 1,67+0,02
ARG+THR 8,89+0,02 | 10,17+0,02 9,23+0,02 8,49+0,19 8,76+0,03 7,52+0,02
C 2,52+0,00 | 1,72+0,00 2,05%0,06 3,03+0,04 2,80+0,01 3,90+0,03
ALA 6,71+0,00 | 7,90+0,04 6,44+0,00 | 6,05+0,10 7,07+0,02 6,85+0,02
B 4,32+0,00 | 2,00£0,01 2,96+0,02 | 4,23+0,09 4,53+0,02 5,64+0,01
PRO 6,03+0,02 | 3,28+0,01 3,25+0,05 3,52+0,32 5,91+0,05 4,38+0,04
CYS 2,16+0,01 | 2,33+0,00 3,09+0,05 | 3,01+0,19 1,97+0,00 1,96+0,01
TYR 2,07+0,01 | 1,05+0,01 1,54+0,02 2,10+0,07 1,95+0,00 2,50+0,00
VAL 6,19+0,02 | 6,32+0,01 7,64+0,01 | 6,75+0,01 5,91+0,01 6,10+0,01
MET 2,40+0,01 | 3,10+0,01 2,84+0,00 | 2,65+0,02 2,09+0,03 2,63+0,00
A 7,06+0,02 | 3,56+0,00 4,52+0,00 7,00+0,17 7,73%0,02 9,90+0,02
LYS 5,64+0,06 | 6,80+0,15 5,57+0,01 5,11+0,03 4,54+0,02 5,37+0,04
ILEU 6,57+0,05 | 6,81+0,06 7,97+0,08 6,65+0,13 6,44+0,02 6,71+0,05
LEU 13,87+0,06 | 15,47+0,12 | 16,21+0,20 | 16,40+0,20 | 13,10+0,03 | 15,31+0,06
PHE 5,44+0,05 | 6,65%0,02 6,01+0,10 5,18+0,13 5,41+0,04 4,90+0,05




4.3.4. Puretina

Sastav aminokiselina u uzorcima pureceg mesa prikazani su u tablici 21.

Tablica 21. Rezultati analize zastupljenosti aminokiselina u uzorcima pureceg mesa

Naziv Uzorci purecih prsa (% / 100 %) Uzorci purecih bataka s Uzorak Uzorak
aminokiseline kozom (% / 100 %) pureceg purece jetre

zabatka s (% /100

kozom (% / | %)

100 %)

Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br. | Uzorak br.
17 23 28 14 24 15 21

ASP 3,08+0,01 3,40£0,04 | 3,19+0,03 3,1740,01 3,64+0,02 | 3,33+0,03 | 3,61+0,02
SER 2,94+0,02 3,35+£0,07 | 3,11+0,04 2,84+0,02 3,26+£0,02 | 3,11+0,03 | 3,33%0,00
GLU 5,47+0,02 5,72+0,09 | 5,46+0,03 5,63+0,03 6,55+0,04 | 6,06£0,00 | 5,72+0,01
GLY 5,31+0,04 | 5,91+0,06 | 5,61+0,02 5,86+0,02 5,00£0,01 6,03+0,04 | 5,45+0,01
HIS 2,51+0,04 | 2,204+0,04 | 2,10+0,01 1,68+0,01 1,74+0,00 1,64+0,01 1,75+0,02
ARG+THR 8,47+0,00 8,50+£0,01 | 8,75+0,04 9,29+0,06 8,63+0,12 9,45+0,09 | 9,4040,01
C 3,94+0,01 3,30£0,05 | 3,69+0,02 2,09+0,02 1,82+0,06 2,43+0,01 1,20+0,01
ALA 7,13+0,03 6,62+0,01 6,39+0,01 6,29+0,02 6,59+0,05 6,66+0,05 | 7,28+0,04
B 2,58+0,03 2,92+0,01 | 3,00+0,01 3,49+0,00 | 2,62+0,11 | 3,99+0,01 | 2,04+0,03
PRO 3,10+0,26 3,58+0,28 | 3,58+0,02 | 4,11+0,16 2,69+0,21 | 4,2240,36 | 3,2240,15
CYS 1,61+0,04 | 2,88+0,15 2,94+0,12 2,2240,01 3,08+0,18 2,10+£0,01 | 2,3740,01
TYR 2,13+0,00 1,76+0,10 1,43+0,00 1,54+0,00 1,47+0,07 2,65+0,01 1,01+0,01
VAL 7,86+0,00 6,50+0,03 7,66+0,00 7,06+0,02 7,64+0,04 | 5,90+0,03 | 9,07+0,01
MET 2,67+0,02 2,52+0,04 | 2,51+0,03 2,69+0,00 | 2,7740,01 2,35+0,00 | 2,42+0,00
A 4,39+0,00 5,71+0,02 | 4,54+0,03 6,19+0,00 | 4,44+0,02 7,09+0,00 | 3,40+0,00
LYS 6,27+0,01 5,87+0,03 | 5,49+0,03 5,93+0,05 6,45+0,05 5,75+0,04 | 5,54+0,04
ILEU 8,52+0,06 6,82+0,08 | 8,16+0,02 7,95+0,02 8,46+0,09 6,36+0,02 | 8,50+0,03
LEU 15,83+0,07 | 16,85+0,09 | 16,12+0,03 | 15,92+0,02 | 16,93+0,11 | 15,32+0,03 | 17,03+0,03
PHE 6,21+0,04 | 5,58+0,11 6,27+0,01 6,05+0,04 | 6,23+0,09 5,55+0,10 | 7,67+0,34




5. RASPRAVA

U analizi koristili su se uzorci iz razli¢itih trgovina, prema tome, iako su utvrdene sli¢nosti u
sastavu medu pojedinim istim dijelovima mesa, takoder su utvrdene i pojedine razlike koje
daju zanimljivost i znac¢ajnost ovome radu.

5.1. Ukupne masnoce u mesu

Pri usporedbi rezultata odredivanja ukupnih masti u mesu pomocu Soxhlet ekstrakcije
utvrdena je sli¢nost S prija$njim istrazivanjima i literaturnim podatcima. U radu Cieslika E. i
suradnika (26) sadrzaj masti u pilecoj jetri varira ovisno o vrsti od 2,65 do 10,07 g/100 g, dok
SU u naSem istrazivanju dobivene vrijednosti od 4,85; 4,35 i 4,86 grama na 100 grama. U
analizi Pil Nam Seonga i suradnika dobiven je podatak za masnoc¢u pilece jetre koji iznosi
2,89% $to je u skladu s nasim rezultatima (27). U istrazivanju P. Williamsa (28) za nemasnu
junetinu navodi se podatak od 2,8 g/100 g mesa, Sto je u skladu s naSim rezultatima. U
istrazivanju P. Williamsa (28) provedena je analiza mljevenog juneéeg mesa koje se razlikuje
s obzirom na to radi li se 0 nemasnom mljevenom (6,8 g/100 g) ili standardnom mljevenom

june¢em mesu (10,8 g/100 g) sto je u skladu s nasim rezultatima.

5.2. Ispitivanje sastava masnih kiselina

5.2.1. Svinjetina
U svim analiziranim uzorcima svinjskog buta prevladavaju masne kiseline C18:1cis9 i C16:0.

U radu Choi Yeong-Seoka i suradnika (29), analizirane su masne kiseline svinjskog mesa te
prevladavaju iste masne kiseline. U naSem istrazivanju srednja vrijednost zastupljenosti
masne kiseline C18:1cis9 iznosi 46,51%, a u radu Choi Yeong-Seoka srednja vrijednost
iznosi 45,87%. Udio masne kiseline C16:00 u ukupnim mastima iznosi 24,28 % u nasem
radu, dok u radu Choi Yeong-Seoka iznosi 22,56%. | u radu Dugana M. E. R., rezultati
analize masnih kiselina u svinjskom mesu naglaSavaju masnu kiselinu C18:1cis9 kao

najzastupljeniju te masnu kiselinu C16:00 kao drugu najzastupljeniju (30 i 31). Takoder, u




radu Garbowske B. i suradnika (32), opisani su rezultati koji takoder naglasavaju masne
kiseline C18:1 i C16. Rezultati Wooda i Ensera iz 1997. (33) prikazuju veci postotak linolne
kiseline u svinja (C18:2n-6) u usporedbi s junetinom. Nasi rezultati takoder prikazuju veéi
postotak C18:2cis9,12 kod uzoraka svinjskog buta u usporedbi s uzorcima juneceg buta.
Rezultati analize uzoraka svinjske lopatice sli¢ni su rezultatima analiza mesa svinjskog buta,
budu¢i da je i ovdje najzastupljenija masna kiselina C18:1cis9. Kod ova dva analizirana
uzorka svinjske lopatice postoje i znacCajne statisticke razlike u zastupljenosti pojedinih
masnih kiselina. No, zanimljivo i rezultati Jasinske Karoline i Kurek Andrzej Marcina (34)
ukazuju takoder na sli¢nosti svinjske lopatice 1 buta kada je u pitanju sadrzaj masnih kiselina.
Naravno, i u ovom slucaju najzastupljenija je masna kiselina C18:1cis9, a iza nje nalazi se
masna kiselina C16:0. Pri usporedbi rezultata analize svinjske lopatice i junece lopatice,
vidljivi su sliéni omjeri najzastupljenijin masnih kiselina. U istrazivanju Coroiane A. i
suradnika (35) prikazana je usporedba analiziranih uzoraka svinjetine i junetine te junetina
ima mnogo veée vrijednosti miristinske (C14:0), palmitinske (C16:0), stearinske (C18:0),
oleinske (C18:1) kiseline, sto u nasoj analizi nije slucaj. Trebalo bi naglasiti da se njihova

analiza temelji na pet uzoraka i pri tome nisu navedeni o kojim se dijelovima mesa radi (35).

5.2.2. Junetina

Rezultati analiziranih uzoraka juneéeg buta ukazuju na zastupljenost istih masnih kiselina u
vrlo sliénim omjerima kao i kod svinjetine. Kod svih uzoraka je masna kiselina C18:1cis9
najzastupljenija. Kod analiziranih uzoraka prevladavaju masne kiseline: C18:1cis9, C16:0,
C18:0, C18:2cis9,12 i masna kiselina C14:0. U istrazivanju neutralnih lipida u stoci, u
rezultatima J. D. Wooda i suradnika, masna kiselina C18:1cis9 pokazala se najznacajnijom, a
nakon nje znacajne su masne kiseline C16:0 i C18:0. Isto tako u drugom preglednom radu J.
D. Wood navodi se da u junetini ima najvise 18:1 n-9 (oleinske kiseline), zatim 16:0
(palmitinske kiseline) i 18:0 (stearinske kiseline) (36 i 37). U istrazivanju profesora Williamsa
analizirana je nemasna junetina i rezultati prikazuju podudarne vrijednosti masnih kiselina s
nasim istrazivanjem (28). Svi ti rezultati ukazuju na sli¢nost sastava masnih kiselina izmedu
nemasnog svinjskog i nemasnog june¢eg mesa i to barem u prve dvije-tri najzastupljenije
masne Kkiseline. Svi ovi rezultati takoder podudaraju se s rezultatima iz preglednog rada
Abbasa i suradnika (38). 1 u preglednom radu Daleya C. A. i suradnika prevladavaju

palmitinska, stearinska i nesto manje linolna kiselina (39).




Rezultati analize uzoraka junece lopatice pokazuju da su najviSe zastupljene: C18:1cis9 (u
rasponu od 37,76%- do 53,32%), C16:0 (srednje vrijednosti ove masne kiseline nalaze se u
rasponu od 22,23% do 29,93%) i masna kiselina C18:0 (srednje vrijednosti ove masne
kiseline nalaze se u rasponu od 12,17% do 14,72%). Manje su zastupljene masne kiseline:
C16:1cis9 (u rasponu od 4,00% do 4,58%), C18:2cis9,12 (u rasponu od 2,52% do 4,46%) i
masna kiselina C14:0 (u rasponu od 1,83% do 3,80%). U uzorcima junece lopatice
najzastupljenije su iste one masne kiseline koje su najzastupljenije i u uzorcima junecéeg buta.
Isti je slucaj i s manje zastupljenim masnim kiselinama. U istrazivanju Filipéika i suradnika
(40) provedena analiza masnih kiselina junetine utvrdila je C18:1 masnu Kiselinu kao
najzastupljeniju te da su masne kiseline C16:1 i C18:2 manje zastupljene §to je u skladu s
nasim rezultatima analize uzoraka junece lopatice. U istrazivanju Sergio Nogalesa i suradnika
(41) takoder najzastupljenije su C16 i C18 masne kiseline s tim da rezultati studije Nogalesa i
suradnika naglasavaju utjecaj spola i na¢ina uzgoja zivotinja na zastupljenost masnih kiselina

u mesu.

Kod analiziranih uzoraka junece jetre je primijec¢ena slicnost s ostalim analiziranim uzorcima
juneéeg mesa, jer je ponovo najzastupljenija C18:1cis9 masna kiselina. Postoje i druge masne
kiseline koje su zastupljene u malim udjelima, a to su redom: C16:0, C16:1cis9, C18:2cis9,12,
C22:0, C16:1cis9, C14:0. Masna kiselina C22:0 se nije do sada pojavljivala u znacajnijim
udjelima junecih dijelova mesa, no kod junece jetre je ona zastupljena u udjelu od 2,60% do

13,73%.

5.2.3. Piletina

Kod analiziranih uzoraka pile¢ih prsa najzastupljenije masne kiseline su: C18:1cis9 (u
rasponu od 37,63 % do 41,98 %), C16:0 (u rasponu od 21,37 % do 27,38 %) i masna kiselina
C18:2¢is9,12 (u rasponu od 16,81 % do 21,52 %). U manjem udjelu nalazi se masna kiselina
C16:1cis9 (u rasponu od 4,09 % do 5,80 %). Rezultati istrazivanja Temesgen Melese i
suradnika (42) prikazuju masnu kiselinu C16:0 kao najzastupljeniju, a iza nje C18:1cis9.
Moguce da udio ovih masnih kiselina varira od pasmine, budu¢i da se u radu Temesgene
navodi $iroki raspon za masnu kiselinu C16:00. Profesor Williams je proveo analizu masnih

kiselina i kod nemasne piletine te su takoder najzastupljenije iste masne kiseline kao i u nasoj




analizi, no ono $to je zanimljivo je da se uocava mala promjena u sastavu masnih kiselina
izmedu pileceg (bijelog mesa) i junetine/svinjetine (crvenog mesa) (28).

Analizom pile¢ih bataka s kozom utvrdeno je da su najzastupljenije masne Kkiseline:
C18:1cis9, C16:0, C18:2cis9,12, C18:0 te C16:1cis9.

Kod analiziranih pile¢ih zabataka s kozom primijecen je slican omjer masnih kiselina kao u
slu¢aju s pile¢im batcima s kozom.

U uzorcima pileCe jetre moguce je zamijetiti sliCan omjer masnih kiselina kao do sada
analiziranih uzoraka piletine. Provedena analiza pilece jetre u radu Pil Nam Seonga potvrduje
ovu tvrdnju, buduéi da su u toj analizi najzastupljenije masne kiseline C16:0, C18:1n9, C18:0
i C18:2n6 (27). U radu Stanaceva Vladislava i suradnika analizirana je abdominalna mast
piletine te prikazan je neSto manji broj detektiranih masnih kiselina, ali uocljivo je da su
masne kiseline C18:1, C18:2 i C16:0 najvaznije (43).

5.2.4. Puretina

Kod analiziranih uzoraka purecih prsa najzastupljenije su masne kiseline C18:1cis9 (srednja
vrijednost svih uzoraka iznosi 26,71 %) i C16:0 (srednja vrijednost svih uzoraka iznosi 24,23
%). U rezultatima Boisteanua Paula i suradnika vrijednost masne kiseline C16:0 iznosi 24,61
%. No, masna kiselina C18:1cis9 je mnogo izraZenija u uzorcima pureceg bedra. Kod
analiziranih pure¢ih bataka s kozom primije¢eno je da su zastupljene masne kiseline:
C18:1cis9, C16:0, C18:2cis9,12, C18:0 te C16:1cis9 sto je u skladu s rezultatima Boisteanua
Paula i suradnika (44).

Kod analiziranog uzorka purefeg zabatka s kozom primijecen je gotovo identian omjer
masnih kiselina kao i kod analiziranih purecih bataka s kozom. Masne kiseline C18:1cis9 i
C16:0 manje su zastupljene kod analiziranog pureceg zabatka s kozom (ako ih usporedujemo
s analiziranim pure¢im batcima s koZom). Kod analiziranog uzorka purece jetre primje¢ujemo

poprili¢no sli€an omjer masnih kiselina kao u analiziranoj pilecoj jetri.




5.3. Analiza aminokiselina

5.3.1. Svinjetina

Kod analiziranih uzoraka svinjskog buta prevladavaju aminokiseline: arginin+treonin, valin,
izoleucin i leucin, dok su manje zastupljene aminokiseline: tirozin, cistein i serin.

Kod analiziranih uzoraka svinjske lopatice prevladavaju iste aminokiseline kao i kod
svinjskog buta. U radu Jorfi-a Ramina i njegovih suradnika (45), navode se aminokiseline
valin, alanin 1 serin kao dobri markeri za razlikovanje svinjetine od piletine. U naSem
istrazivanju najbolji marker je aminokiselina alanin, budu¢i da se ona u piletini nalazi u

velikim udjelima, dok se u svinjetini nalazi u izrazito malom udjelu.

5.3.2. Junetina

Kod analiziranih uzoraka juneceg buta prevladavaju aminokiseline: fenilalanin, alanin, leucin,
izoleucin, valin te arginin+treonin, a izrazito manje su zastupljene aminokiseline: lizin, serin,
metionin, prolin i glicin. U radu Samicho-a Z. i suradnika (46), analizirani su dijelovi juneceg
buta te rezultati prikazuju glutaminsku kiselinu kao najzastupljeniju, a slijede je cistein, lizin
asparginska kiselina i arginin spustaju¢im redoslijedom po udjelu.

Kod analiziranih uzoraka junece lopatice prevladavaju iste aminokiseline kao i kod
analiziranih uzoraka juneceg buta. U istrazivanju Tessaria i suradnika, pri analizi
aminokiselina june¢eg mesa utvrdeno je da su najzastupljenije aminokiseline: lizin, leucin,
fenilalanin+tirozin (zbog razli¢itih kromatografskih uvjeta u radu Tessaria i suradnika
preklapaju se aminokiseline fenilalanin i tirozin, dok se u naSem istrazivanju preklapaju
aminokiseline arginin i treonin), valin i izoleucin i treonin (47). To je u skladu s nasim
rezultatima (Tab. 17.). Takoder zanimljivo je, da je zastupljenost fenilalanina veca u uzorcima
junece lopatice u usporedbi s uzorcima svinjske lopatice, a takav podatak nalazi se i u
istrazivanju Tessaria S tim da je u njegovom istraZivanju analizirana zastupljenost
fenilalanina+tirozina. Ipak, kako i pri usporedbi s uzorcima svinjetine, tako i pri usporedbi s
uzorcima piletine 1 puretine, tesko je izuzeti pojedine determinacijske markere koji bi s
velikom vjerojatnosti mogli procijeniti o kojoj vrsti mesa je rije¢, buduci da je zastupljenost
aminokiselina vrlo proporcionalna. U radu Wu-a G. i suradnika zastupljenost aminokiselina

ide ovim redoslijedom: glutamat, lizin, leucin, arginin i glutamin. U razli¢itim dijelovima




mesa utvrden je isti redoslijed zastupljenosti pojedinih aminokiselina s tim da su
aminokiseline leucin i arginin uvelike zastupljene u june¢em mesu (18). Sli¢ni rezultati su
utvrdeni i u naSem radu (Tab. 17).

Kod analiziranih uzoraka junece jetre najvise su zastupljene aminokiseline: glicin,
arginin+treonin, alanin, valin, fenilalanin i leucin. Manje su zastupljene aminokiseline:
histamin, cistein, treonin i metionin. Istrazivanje Kakimova i suradnika prikazuje leucin kao
najzastupljeniju aminokiselinu, a slijede je lizin, valin, izoleucin i fenilalanin (48). U
istrazivanju Li-a R. i suradnika ovisno o vrsti goveda, utvrdena je razli¢ita zastupljenost
aminokiselina, s tim da aminokiseline asparagin, glutamin, valin, leucin i lizin uvijek ulaze

medu prvih pet najzastupljenijih aminokiselina (49).

5.3.3. Piletina

Kod analiziranih uzoraka pile¢ih prsa prevladavaju aminokiseline: argininttreonin, alanin,
izoleucin i leucin, dok su izrazito malo zastupljene aminokiseline: histidin, cistein i tirozin. U
radu Temesgene Melese i suradnika (42) aminokiselina leucin spominje kao izrazito
zastupljena aminokiselina. U radu Trikia i suradnika najzastupljenije su aminokiseline: lizin,
serin, B alanin, arginin, 1 glutaminska kiselina. U usporedbi s ovim istrazivanjima i1 nasim
provedenim istrazivanjem vidljivo je da su najzastupljenije aminokiseline u pile¢im prsima:
leucin, arginin i alanin (42 i 50).

Kod analiziranih uzoraka pile¢ih bataka s kozom uvelike su zastupljene aminokiseline:
arginin+treonin, alanin, prolin, valin, izoleucin i leucin. U manjem udjelu zastupljene su
aminokiseline lizin i fenilalanin, a izrazito malo zastupljene su aminokiseline: asparagin,
serin, histidin, cistein, tirozin i metionin. Usporedbom s istrazivanjem Kim Honggyuna i
suradnika (19) potvrden je interesantan podatak, a taj je kako je zastupljenost histidina ve¢a u
pile¢im prsima, nego u pile¢im batcima, a zastupljenost lizina je veca u pile¢im batcima te
manja u pile¢im prsima. Rije¢ je o malim razlikama, no one mogu biti znaCajne za
prepoznavanje pojedinog dijela mesa iste vrste.

Kod analiziranih uzoraka pile¢ih zabataka s kozom primijecen je slican omjer u odnosu na
analizirane pilece batke s kozom, a najzastupljenije aminokiseline su: arginin+treonin, alanin,
izoleucin i leucin. Aminokiseline valin i prolin, zajedno s glutaminom i fenilalaninom nalaze

se manjem udjelu. lzrazito malo su zastupljene iste one aminokiseline koje se u malim




postotcima mogu pronaci kod pile¢ih bataka s kozom te pilecih prsa, a to su: asparagin, serin,
histidin, cistein, tirozin i metionin.

Kod analiziranih uzoraka pilecih jetri utvrden je slican omjer aminokiselina kao u analiziranoj
piletini pa su tako aminokiseline arginin+treonin, alanin, valin izoleucin, leucin i fenilalanin
izrazito zastupljene. Aminokiseline lizin, glicin i glutamin su srednje zastupljene, dok su
ostale aminokiseline poput asparagina, serina, histidina, tirozina i metionina izrazito malo
zastupljene. Provedena analiza pilece jetre u radu Pil Nam Seonga (27) upucuje na drugaciju
zastupljenost te se tvrdi da su aminokiseline asparagin i glutamin znacajno zastupljene. U
udjelima ostalih aminokiselina rezultati naseg istrazivanja i rezultati Pil Nam Seonga se

podudaraju (27).

5.3.4. Puretina

Kod analiziranih uzoraka purecih prsa prevladavaju aminokiseline: argininttreonin, alanin,
izoleucin i leucin, fenilalanin, lizin i valin, u manjem udjelu nalaze se aminokiseline: glutamin
i glicin, a izrazito malo zastupljene su aminokiseline: histidin, cistein, asparagin, serin, prolin,
metionin i tirozin. U istrazivanju Galveza i suradnika najzastupljenija je glutaminska i
asparaginska kiselina. Kako smo provodili analizu nakon hidrolize s HCL koja glutaminsku
kiselinu pretvori u glutamin to se nije moglo potvrditi (asparaginsku kiselinu u asparagin). U
udjelima ostalih aminokiselina ova dva istrazivanja se podudaraju (51). U navedenoj studiji
Galveza, potvrdena je proporcionalna zastupljenost istih aminokiselina u pure¢im prsima i
pure¢im bedrima. Sli¢ni rezultati su dobiveni i u ovom radu (Tab. 24.) pri usporedivanju
rezultata analize udjela aminokiselina uzoraka pureéih bataka i purecih prsa.

Rad Helmbrechta i suradnika je potvrdio male razlike izmedu udjela aminokiselina s obzirom
na prehranu (52). Tako da je moguce rije¢ o razli¢itoj prehrani ili mozda pasmini.

Kod analiziranih uzoraka purec¢ih bataka s kozom primije¢eno je da su najzastupljenije
aminokiseline: arginin+treonin, alanin, valin, lizin, fenilalanin, izoleucin i leucin. Uo¢avamo
razliku u odnosu s analiziranim pile¢im batacima, a to je aminokiselina prolin koje kod
puretine ima mnogo manje pa tako i u analiziranim pure¢im batcima. No, aminokiseline lizin i
fenilalanin zastupljenije su kod pure¢ih bataka (ako ih usporedujemo s analiziranim pile¢im
batcima). lzrazito malo zastupljene su iste one aminokiseline kao i kod analiziranih pile¢ih
bataka, a to su aminokiseline: asparagin, serin, histidin, cistein, tirozin i metionin.

Kod analiziranog uzorka pureceg zabatka s kozom primijecen je gotovo identiCan omjer

aminokiselina kao i kod analiziranih pure¢ih bataka s kozom. U odnosu s analiziranim




pure¢im batcima s kozom moze se primjetiti minimalna razlika koju uo¢avamo u neznatno
ve¢em omjeru odredenih aminokiselina.

Kod analiziranog uzorka purece jetre primjecujemo sliCan omjer aminokiselina kao u
analiziranoj pilecoj jetri (Tab. 21.), ali ipak postoje manje razlike u zastupljenosti pojedinih
aminokiselina. Aminokiseline: arginin+treonin, alanin, valin, izoleucin, lizin, glutamin i
fenilalanin zastupljenije su otprilike za 1% kod analiziranih pure¢ih jetri (u odnosu na
analizirane pilece jetre), a aminokiseline prolin i tirozin su za jedan posto manje zastupljene

kod analiziranog uzorka purece jetre (u odnosu na analizirane pilece jetre).

5.4. Nutritivna vrijednost

Iz rezultata vidljivo je da ne postoje znaCajne razlike u sastavu masnih Kkiselina i
aminokiselina izmedu uzoraka iste vrste mesa. Ipak, postoje odredene razlike medu razli¢itim
vrstama Zivotinja te je u takvim slucajevima moguce izvrSiti procjenu vrste i dijela mesa s
odredenim stupnjem vjerojatnosti. lako su velikim dijelom iste masne kiseline i aminokiseline
najvise zastupljene, moguce je s velikom sigurnos¢u procijeniti postojanje bijelog ili crvenog
mesa. U nasem istrazivanju najbolji markeri su aminokiseline alanin, valin i izoleucin, budu¢i
da su ove aminokiseline vise zastupljene u bijelome mesu. Od masnih kiselina najbolji marker
je masna kiselina C14:0 koja je zastupljenija u crvenom mesu. U daljnjem istrazivanju,
moguca je izrada DNK baze podataka za ove Zivotinje, kako bi se u budué¢nosti moglo utvrditi

geografsko podrijetlo mesa.




6. ZAKLJUCAK

Utvrdeno je da sastav masnih kiselina i aminokiselina odgovara porijeklu mesa te navedeni
rezultati upucuju na pojedinu vrstu mesa $to je u skladu s dostupnim usporednim podacima.
Dobiveni rezultati pokazuju da razlike u sastavu masnih kiselina i aminokiselina izmedu
uzoraka iste vrste mesa nabavljenih iz razli¢itih izvora nisu znacajne. Najvece razlike
primije¢ene su medu razli¢itim komadima mesa razli¢itih vrsta Zivotinja, $to je bilo o¢ekivano
u pretpostavljenoj hipotezi, no ono $to je zanimljivo je da pojedine masne kiseline i pojedine
aminokiseline mogu sluziti u svrhu detektirajuéeg markera, koji nas upucuje na pojedinu vrstu
mesa.

Ovaj rad moze biti poletak stvaranja baze podataka s odgovaraju¢im profilima masnih
kiselina i aminokiselina za svaku vrstu mesa. Usporedbom profila i udjela pojedinih
aminokiselina i masnih kiselina mogucée je otkriti prijevaru vezanu uz podvalu drugadije vrste
mesa ili dodavanje vode u pojedini komad mesa. Stvaranje forenzi¢ne baze podataka za svaku
vrstu mesa nuzno je ako zelimo detektirati ove vrste prijevara.

Kao nastavak ovog istrazivanja mogla bi se utvrditi kiralnost aminokiselina unutar lanca
polipeptida te bi se potom pomocu izra¢unatog omjera L i D aminokiselina moglo odrediti

vrijeme smrti pojedine Zivotinje.
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8. SAZETAK

Analiza masnih kiselina i aminokiselina u mesu

Meso je iznimno vazna hrana u ljudskoj prehrani stoga je vrlo vazna kvaliteta mesa. Analiza
sastava masnih kiselina i udjela pojedinih aminokiselina u mesu daje uvid u njegovu kvalitetu

i nutritivne vrijednosti.

Nakon kiselinske hidrolize uzoraka mesa, omjeri aminokiselina odredeni su tekucinskom
kromatografijom visoke ucinkovitosti. lako u odredenoj zivotinjskoj vrsti dominiraju iste

aminokiseline, one se malo razlikuju u razli¢itim pozicijama odredene vrste mesa.

Ukupne masti u mesu odredene su Soxhletovom ekstrakcijom. Omjeri pojedinih masnih
kiselina odredeni su GC / FID kromatografijom nakon hidrolize KOH / MeOH. Rezultati
ukazuju na znacajnu prisutnost zasi¢enih masnih kiselina u mesu i manji udio nezasic¢enih

masnih kiselina.

Utvrdeno je da pojedine masne kiseline 1 pojedine aminokiseline mogu sluziti u svrhu
detektiraju¢eg markera, koji nas upucuje na pojedinu vrstu mesa. Usporedbom profila i udjela
pojedinih aminokiselina i masnih kiselina moguce je otkriti prijevaru vezanu uz nepravilno

deklariranje ili dodavanje vode u meso.

(70 stranica, 17 slika, 52 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)

Kljucne rijeci: Meso, Soxhlet ekstrakcija, plinski kromatograf, tekuc¢inska kromatografija

visoke djelotvornosti




9. ABSTRACT

Analysis of fatty acids and amino acids in meat

Meat is an extremely important food in the human diet, so the quality of the meat is very
important. Analysis of the fatty acid composition and the content of individual amino acids in
the meat gives insight into its quality and nutritional values.

After acid hydrolysis of meat samples, amino acids ratios were determined by high-
performance liquid chromatography. Although same amino acids dominate in a particular

animal species, they are also a little bit different in various parts of the meat.

The total fat in meat was determined by Soxhlet extraction. The ratio of individual fatty acids
was determined by GC/FID chromatography after KOH/MeOH hydrolysis. Results indicate
the significant presence of saturated fatty acids in meat, and the lower proportion of the
unsaturated fatty acids.

It has been established that certain fatty acids and certain amino acids can serve as a
detectable marker, which points us to a particular type of meat. By comparing the profile and
content of individual amino acids and fatty acids, it is possible to detect fraud related to

incorrect declaration or addition of water to meat.

(70 pages, 17 figures, 52 references, original in: Croatian)

Keywords: Meat, Soxhlet extraction, gas chromatography, high-performance liquid

chromatography
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