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1.UvOD

Priroda je bila vrlo inventivna kada je formirala polarne lipide koji ¢ine matriks bioloskih
membrana. Ti polarni lipidi — fosfolipidi su neophodni za Zivot, a zbog svojih fizikalno-
kemijskih osobina koriste se u raznim primjenama. Zbog amfipatskog karaktera sposobni su
formirati dvosloj u vodenom okruzenju. Budu¢i da ih je tesko izolirati kao Cisti produkt,

dobivaju se kao lecitin — smjesa fosfolipida, triacilglicerola i drugih spojeva.

Upotreba lecitina seze u daleku proslost. Pronadeno je da su jo$ stari Grei zapoceli
njegovu upotrebu kada su osuSeni Zumanjak koristili za omekSavanje koze. U 19. stoljecu je
po prvi put izoliran lecitin iz biljnog sjemena. MoZe se dobiti iz raznih ulja kao $to su sojino,
suncokretovo, repi¢ino, palmino, ulje kukuruznih klica i dr. Budu¢i da sojino ulje sadrzi najveci
udio lecitina, sojin lecitin je najdostupniji.

Proucavanje lecitina (fosfolipida) je korisno zbog njegove nutritivne funkcije,
tehnoloskih svojstava te fizioloske uloge. Fosfolipidi su strukturne komponente organizma,
djeluju na metabolizam masti, jetru, neurone i pamcenje. Najpoznatije tehnolosko svojstvo
lecitina je stabilizacija emulzija pa zato ima Siroku primjenu u prehrambenoj, farmaceutskoj,
kozmetickoj, kemijskoj i brojnim drugim industrijama. Ba$ zbog tog svojstva se razvila ideja

za ovo znanstveno istrazivanje.

Za odredivanje fosfolipida upotrebljavane su razne analiticke metode. Sve one imaju
pozitivne 1 negativne strane. Ipak, zbog svoje jednostavnosti, fleksibilnosti 1 troSkova ulaganja,
kao najbolja pokazala se teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC).

Cilj ovog rada bio je razviti i provesti validaciju HPLC metode za odredivanje pet fosfolipida
koji su pronadeni u u sojinom ulju, pomo¢u kolone povezane online s HPLC sustavom s PDA
detektorom.

Takoder, da bi se provjerila efikasnost razvijene analiticke metode 1 usporedili razli€iti
uvjeti ekstrakcije lecitina iz soje provedene su ekstrakcije lipidne frakcije sjemena soje s ili bez

primjene povisene temperature (50 °C) te s ili bez primjene ultrazvuka.



2.TEORIJSKI DIO

2.1. LECITIN

Pod pojmom lecitin misli se na kompleksnu, prirodnu smjesu fosfolipida, triacilglicerola
i drugih spojeva. Buduci da fosfolipidi nisu dostupni kao €isti proizvod jer ih je kao takve tesko
izolirati 1 proucavati, uglavnom se dobivaju kao lecitin - meduprodukt u rafinaciji biljnih ulja,
tijekom procesa degumiranja (Zufarov i sur., 2008). Takav lecitin sadrzi oko 65% fosfolipida,

30% ostalih prirodnih lipida i male koli¢ine glikolipida.

Datum proizvodnje prvog komercijalnog lecitina je vjerojatno izgubljen negdje u antici.
Jo§ 1793. Fourcray je dokazao postojanje kompleksnih masnih kiselina. Nakon 19 godina,
Vanquelin je izolirao masne sastojke sa sadrzajem fosfora iz animalnog mozga, a 1846.-47.
Gobley je izolirao smjesu fosfatida iz Zumanjka kojeg je nazvao lecitin prema rijeci ,,lekithos*
Sto na gréckom zna¢i Zumanjak. U svom istrazivanju Gobley je pronaSao da su stari Grei
stolje¢ima koristili osuseni zumanjak da bi smanjili povrSinsku napetost masti i ulja dodanih za
omeksavanje koze. Nakon toga, 1891. je po prvi put iz biljnog sjemena izoliran lecitin, to¢nije
masne komponente koje sadrze fosfor. Danas je najdostupniji sojin lecitin (Slika 1), a prvi je
proizveden iz taloga presanog sojinog ulja u kasnim 1920-ima. Talog je bio sastavljen od
fosfolipida, fitina, sterola, glicerida, ugljikohidrata, smola i vode. Bilo je potrebno procesirati
taj ,,mulj* kroz nekoliko ekstrakcija, isparavanja i ostalih koraka da bi se dobio dobar, stabilni

lecitin, a cijena mu je bila vrlo visoka, ¢ak i za danas$nje standarde (Szuhaj i List, 1985).

Slika 1. Sojin lecitin (Anonymous 1, 2012)



Lecitin se moze dobiti i iz drugih ulja kao $to su suncokretovo, repi¢ino, palmino, ulje
kukuruznih klica i sl. Udio lecitina (fosfolipida) u tim uljima se razlikuje $to se moze vidjeti u
tablici 1. Zumanjak jajeta je glavni izvor fosfolipida Zivotinjskog podrijetla (Palacios i Wang,
2005). a izvori mogu biti i morske sirovine poput rakova ili nekih riba (Suzumura, 2005).
Odredivanje 1 kvantifikacija fosfolipida je bitna da bi se odredila efikasnost dobivanja
fosfolipida iz biljnih ulja te da bi se odredila kvaliteta dobivenog lecitina. U tom slucaju bitno
je ne samo znati koli¢inu ukupnih fosfolipida, ve¢ i koli¢inu razli€itih prisutnih tipova zato Sto

je dobro znano da su funkcionalne osobine razli¢itih fosfolipida razlic¢ite (Nollet, 2000).

Tablica 1. Udio fosfolipida u uljima prema razli¢itim autorima (Liu, 1997; Gunstone, 2006;
Ahmad i sur., 2015; Galhardo i Dayton, 2012)

Sojino 1-3
Repicino 0,5-2,3
Sunckretovo 0,7-0,9
Palmino 0,1-0,2

2.1.1. Fosfolipidi

Fosfolipidi su ubikvitarni spojevi u prirodi. Univerzalan su sastojak u svim Zivim
organizmima. Kao glavni sastojci stanicnih membrana i aktivni sudionici u metaboli¢kim
procesima, neophodni su za Zivot. Fosfolipidi su amfipatske molekule §to znaci da imaju
hidrofilnu glavu koja privlaé¢i molekule vode (glicerol s fosfatnom grupom) i hidrofobni rep
koji ih odbija (lanci masnih kiselina). U vodenom okruzenju sposobni su formirati dvosloj. U
dvosloju su molekule orijentirane tako da su hidrofilne glave okrenute prema van, odnosno
prema vodi, a hidrofobni repovi prema unutra (Slika 2). Spadaju u veliku skupinu lipida koji se
dijele na glicerofosfolipide i sfingofosfolipide. Glicerofosfolipidi se sastoje od molekule
glicerola gdje se na prve dvije hidroksilne grupe vezu dvije masne kiseline pri cemu se zasi¢ena
uglavnom veZe na poziciju 1, a nezasi¢ena na poziciju 2. Na tre¢u hidroksilnu skupinu vezan je
fosfat koji moze biti esterificiran nekom organskom skupinom kao Sto je kolin, serin,

etanolamin ili inozitol pa nastaju fofatidilkolin, fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin i



fosfatidilinozitol. Kod sfingofosfolipida hidrofobni dio sadrzi ceramid, a hidrofilni
organofosfatnu grupu (Dewettinck i sur., 2008). Najpoznatiji predstavnik sfingofosfolipida je
sfingomijelin. Sfingomijelin je glavna komponenta lipida Zivotinjskog podrijetla, ali nije

prisutan u biljkama ni mikroorganizmima.
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Slika 2. Struktura fosfolipida (Anonymous 2, 2016)

2.2. PROIZVODNJA LECITINA

Budu¢i da se lecitin uglavnom dobiva iz sojinog ulja, ovaj postupak je opisan za sojin

lecitin.

Soja, Glycine max Merill, jedna je od najstarijih kultiviranih biljaka, uzgaja se preko
4000 godina i potjece iz istoéne Azije (Slika 3). Spada u porodicu Leguminosae (lepirnjace), a
zbog znacajnog izvora ulja i bjelancevina uzgaja se sve ¢esce. Postoji mnogo sorata soje Koje

se razlikuju po obliku zrna, boji, okusu i kemijskim svojstvima.



Slika 3. Soja, Glycine max Merill (Anonymous 3, 2015)

Najveci dio sojinog sjemena koristi se za ishranu stoke, iako je sve veéa njegova
primjena u prehrambenoj industriji. Koristi se u kemijskoj industriji za proizvodnju sapuna,
detergenata, boja, lakova i dr. Sve viSe se upotrebljava i u proizvodnji pesticida, kao i u
pekarskoj, konditorskoj, tekstilnoj, farmaceutskoj 1 kemijskoj industriji (Vratari¢ 1 Sudarié,

2000).

Kvalitetom bjelanéevina i visokim udjelom ulja nadomjestak je za meso, a u ljudskoj
prehrani zadovoljava oko 30% potreba za bjelan¢evinama (Vratari¢ i Sudari¢, 2000). Zbog

visokog udjela proteina (35%) njen glavni proizvod je sa¢ma.

Priprema sjemena i ekstrakcija

Svi procesi prije i tijekom proizvodnje lecitina utjecu na kvalitetu kona¢nog proizvoda.
Najkvalitetniji lecitin dobiva se iz zrelog sjemena s minimalno pregorjelih i ostecenih zrna.
Sjemenke o$tecene mrazom i sjemenke podvrgnute duljem skladiStenju rezultiraju smanjenim
prinosima lecitina. Procesiranje nezrelih sjemenki rezultira visokim sadrzajem klorofila, kojeg
je tesko ukloniti uobi¢ajenim metodama izbjeljivanja. Koli¢ina neéistoca, kao $to su Zeljezo iz
tla, egzogene tvari biljaka i biocidi, mora se smanjiti pazljivim ¢i§¢enjem i ljustenjem prije
procesiranja. Uklanjanje ovih necistoca tijekom kasnijih stupnjeva procesiranja je tesko. U
SAD-u, najcesce koriSteno otapalo za ekstrakciju je heksan, iako se moZe upotrebljavati i
smjesa otapala heksan/etanol/voda. Heksan ekstrahira oko polovine ukupnih fosfolipida soje,
ali proizvedeni lecitin sadrzi male koli¢ine ugljikohidrata, gorke sastojke i boju. Kontrola uvjeta
ekstrakcije je bitna kako bi se osiguralo minimalno stvaranje boje u lecitinu koja je u velikoj
mjeri rezultat zagrijavanja ulja tijekom uklanjanja otapala (Szuhaj i List, 1985; Shurtleff i
Aoyagy, 2016).



Filtracija

Sirovo ulje iz kojeg se dobiva lecitin se obi¢no prije degumiranja filtrira da bi se uklonili
ostaci sjemena. Suhi lecitin se isto moze filtrirati, iako mnogo teze. Dobro provedena filtracija
rezultira visoko Kklasificiranim lecitinom s malo ili bez rezidualnih tvari netopljivih u heksanu.
Postoje dvije metode filtracije miscele. Prva koristi monofilamentni ili pamuc¢ni najlon
rastegnut preko metalnih okvira kucista koje ne propusta tekucinu i paru. Buduci da se ne koristi
filter, dobiveni lecitin je zamuéen. Druga metoda koristi zicane filtere pa je lecitin manje
zamucen. Ulje se zagrije na 82°C 1 doda se 0.1% filtracijskog sredstva, uz mijeSanje. Nakon

toga slijedi degumiranje (Szuhaj i List, 1985; Shurtleff i Aoyagy, 2016).
Degumiranje

Prvi stvarni korak u proizvodnji lecitina je degumiranje. U sirovo ulje se dodaje voda koja
hidratizira fosfolipide, i tako ih ¢ini u netopljivima u ulju. Postoji $arzno i kontinuirano
degumiranje. Kod Sarznog se 2% volumena vode dodaje u ulje zagrijano na 70°C i mijesa 30-
60 min. Kod kontinuiranog se sirovo ulje zagrijano na 80°C mijeSa s vodom u kontinuiranoj
cijevnoj proto¢noj mijesalici, zadrzi kratko vrijeme, i centrifugalno odvoji. (List i sur., 1981).
Tvrdoca vode za degumiranje je bitna stavka jer fosfatidiletanolamin i fosfatidna kiselina mogu
biti flokulirane i inaktivirane visokom koncentracijom kalcijevih i magnezijevih iona  (van
Nieuwenhuyzen, 1981). Voda uklanja oko 90% fosfolipida prisutnih u sirovom ulju. Fosfolipidi
zaostali u ulju, poznati kao ne-hidratabilni fosfolipidi su uglavnom kalcijeve i magnezijeve soli
(Szuhaj i List, 1985). Dodatak 0,2% 85%-tne fosfatne kiseline u ulje zagrijano na 70-90°C
prije degumiranja dovodi do talozenja Ca i Mg kao netopljivih fosfata. Mogu se koristiti 1
kiseline kao oksalna, octena, citratna, nitratna i druge. Tako dobiveni lecitin je tamniji nego
lecitin degumiran vodom (Szuhaj i List, 1985; Shurtleff i Aoyagy, 2016).

Istrazivan je i utjecaj vremena, temperature, mijeSanja i koli¢ine vode na kvalitetu dobivenog
lecitina (List i sur., 1981). Uoceno je da hidratacija nastupa jako brzo i vrlo malo Koristi je
dobiveno s vremenom hidratacije iznad 15 minuta. Temperatura ima mali utjecaj na uklanjanje
fosfora, iako izgleda da je optimalna temperatura 70°C. Brzina mije$anja nema uoceni ucinak

na uklanjanje fosfora, a optimalna koli¢ina vode je 2%.



Bijeljenje

Boja sojinog lecitina nastaje zbog prisutnosti karotenoida, melanoidina i porfirina. Za
bijeljenje se koristi 1,5-3,0% vodikovog peroksida (30%-tnog). Postoje 3 razreda lecitina s
obzirom na bijeljenje: prirodni, bijeljeni i dvostruko bijeljeni. Bijeljeni se mozZe dobiti bez
upotrebe vodikovog peroksida, dok je za dvostruko bijeljeni neophodna njegova upotreba
(Szuhaj i List, 1985).

SuSenje

Nakon degumiranja i bijeljenja, slijedi susenje. Neophodno ga je obaviti ¢im prije nakon
degumiranja jer mikrobioloska aktivnost moze nastupiti nakon samo nekoliko sati. Lecitin se
susi do sadrzaja vlage ispod 1% (Nieuwenhuyzen i Tomas, 2008). Zbog toplinske osjetljivosti
lecitina, vrlo je bitna kontrola uvjeta suSenja. Nedugo nakon susenja, lecitin bi trebao biti

ohladen na 55-60°C ili na 35-50°C ako se nece dalje procesirati.
Standardizacija i fluidizacija

Standardizirani tekud¢i lecitini uglavnom sadrze 62-64% netopivog u acetonu i imaju
Kiselinski broj 28-32 mg KOH/g. Da bi se dobile ove karakteristike, sojino ulje se mijesa sa
sirovim lecitinom. Za optimalnu konzistenciju, cilja se na Al od 63% i AV vrijednost 30.
Preporucuje se vrijeme mijeSanja najmanje 2-4 h na 57-60°C. Viskoznost standardiziranog
lecitina je 7500-1000 centipoaza na 25°C. Plasti¢ni lecitin uglavnom ima 65-68% netopljivog
u acetonu. Ostala sredstva za modificiranje viskoznosti lecitina ukljucuju monovalentne 1
divalentne ione, fosfatnu kiselinu i acetatne anhidride (Szuhaj i List, 1985; Shurtleff i Aoyagy,
2016).

Skladistenje

Kada se pohranjuje na 20-30°C u zatvorenim spremnicima, tekucéi lecitin se moze ¢uvati
godinama bez utjecaja na kvalitetu i funkcionalnost. (Nieuwenhuyzen i Tomas, 2008). Ovaj
raspon temperature je posebno vazan za bijeljeni lecitin. Zbog rezidualnog peroksida na vis§im
temperaturama doslo bi do brzog povrata boje. Treba izbjegavati temperature zamrzavanja jer,
iako ne utjecu na funkcionalnost, moze do¢i do fizickog razdvajanja ulja i fosfolipida (Szuhaj i
List, 1985).



2.2.1. Fizikalno-kemijska svojstva lecitina

Prema fizikalno-kemijskim svojstvima razlikujemo viSe tipova lecitina. Postoje razliCite
analiticke metode koje se koriste za odredivanje i kontrolu kvalitete tijekom proizvodnje i

upotrebe lecitina.

Netopljivo u acetonu

Op¢enito, proizvodi lecitina su definirani sastavom fosfolipida. Koli¢ina tvari netopljivih
u acetonu (% Al) priblizno predstavlja te fosfolipide. Fosfolipidi su netopljivi u acetonu, dok
su trigliceridi topljivi. U sirovom lecitinu, Al vrijednost je obicno sinonim za aktivnost
(Nieuwenhuyzen i Tomas, 2008). Oznaka netopljivo u acetonu je sluzbena metoda American
Oil Chemists' Society (AOCS) (Szuhaj i List, 1985).

Kiselinski broj

Kiselinski broj (AV) je titrabilna Kiselost lecitina u mg KOH/g uzorka (Nieuwenhuyzen
I Tomas, 2008). Kiselinski broj nekog proizvoda prikazuje kiselost koja potjece od fosfolipida,
ali i onu od slobodnih masnih kiselina. On nije mjerilo za pH. Ako mu je vrijednost preko 36,
moze ukazivati na degradaciju lecitina zbog nepravilnog procesiranja ili nekvalitetne soje.
Kiselinski broj ne bi trebalo mijesati sa sastavom slobodnih masnih kiselina, pH-om ili

mineralnim Kiselinama (Szuhaj i List, 1985).
Vlaznost

Udio vode u lecitinu je obi¢no manji od 1%. Posljedica toga je da lecitin ima vrlo nisku
aktivnost vode te to pridonosi negativnom mikrobioloskom profilu hrane u kojoj je lecitin

upotrebljen. Mnogi proizvodi s lecitinom su tako dulje sacuvani od narusavanja kvalitete.

Vlaga se odreduje Karl Fisher-ovom titracijom. MozZe se odrediti i azeotropskom
destilacijom toluena, no ta metoda je manje to¢na. Metode s vakuum pec¢i nisu dobre za

odredivanje udjela vode jer degradiraju lecitin i daju neto¢ne rezultate (Szuhaj i List, 1985).
Netopivo u toluenu

Koli¢ina tvari netopivih u toluenu (TI) je jedna od mjera ¢istoce lecitina. Uglavnom se
sastoji od zaostalih vlakana, ali moze biti 1 odredeni materijal nastao tijekom procesiranja.

Vrijednost T1 u sirovom lecitinu ne bi smjela prijec¢i 0.3%, ali uglavnom ne prelazi 0.1%.
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Koli¢ina tvari netopljivih u toluenu je nepozeljna za Cistocu i upotrebu u odredenim
primjenama. U novije vrijeme, prisutnost ovih tvari ukazuje na lose postupke procesiranja

(Nieuwenhuyzen i Tomas, 2008).
Boja

Boja lecitina je bitna jedino za estetsku kvalitetu jer mnogi potrosaci ne vole tamno
obojene namirnice. lako mnoge primjene zahtijevaju svijetlo obojene sastojke, jantarna boja
lecitina zadovoljava vec¢inu primjena. Jantarne nijanse boja lecitina se mjere na Gardnerovoj
skali boja. Opseg boja koji obuhvaca lecitin na toj skali je 9-17. (Nieuwenhuyzen i Tomas,
2008).

Mikrobioloska kvaliteta

Za prehrambenu i1 farmaceutsku industriju potreban je lecitin s niskom mikrobioloSkom
aktivnosti. Proizvodnja se treba provoditi u zatvorenoj opremi, u skladu sa standardima
HACCP-a. Dodatak niske koncentracije, npr 35%-tnog vodikovog peroksida, moze dodatno

smanjiti ukupnu mikrobiolosku aktivnost (Nieuwenhuyzen i Tomas, 2008).

2.2.2. Komponente lecitina

Najpoznatije komponente sojinog lecitina su: fosfatidilkolin (PC), fosfatidletanolamin (PE),
fofatidilinozitol (PI). Fosfatidna kiselina (PA) nastaje u prisutnosti fosfolipaze D koja
konvertira PC u PA u biljnom lecitinu. Fosfatidilserin (PS), fosfatidilglicerol (PG) i
lizofosfatidilkolin su pronadeni u malim koli¢inama. Osim toga, postoje eter fosfolipidi kod
kojih su jedna ili obje masne acilne grupe zamijenjene alifatskim ostatkom povezanim eter ili

vinil-eter vezom (Nollet, 2000).

2.2.2.1. Funkcionalne osobine komponenti lecitina

Fosfatidiletanolamin

Fosaftidiletanolamin, poznat i pod nazivom cefalin, izoliran je jos 1884. iz mozga. Cini
oko 45% ukupnih fosfolipida mozga. Prekursor je za sintezu anandamida (N-

arahidonoiletanolamina) koji je ligand za kanbinioidne receptore u mozgu. Bitan je za srce, §to
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se vidi iz toga da njegova smanjena koli¢ina u sr€anim miocitima uzrokuje oStecenja stanica
nakon ishemije. Takoder, on je supstrat za enzim fosfoetanolamin N-metiltranferazu koji
osigurava oko jednu tre¢inu fosfatidilkolina u jetri (Vance i Tasseva, 2012). Regulira i fuziju
mitoze Golgijevin membrana (Pecheur i sur., 2002). Dva najpoznatija nacina sinteze U
stanicama sisavaca su Keneddy-ev put gdje se zavrSna faza odvija na membrani
endoplazmatskog retikuluma te dekarboksilacija fosfatidilserina koja se odvija na unutrasnjoj

membrani mitohondrija.

Fosfatidilkolin

Fosfatidilkolin je jedan od najzastupljenijih razreda fosfolipida. lako se termin
fosfatidilkolin ¢esto koristi kao sinonim za lecitin, to su razli¢iti spojevi. Naime, kolin je
osnovni sastojak fosfatidilkolina koji je sastojak lecitina. Sluzi kao prekursor fosfatidne
kiseline, fosfatidilserina, lizofosfatidilkolina i faktora koji aktivira trombocite. Neophodan za
stvaranje acetilkolina u mozgu pa koristi se za lijeCenje i prevenciju bolesti kao $to su gubitak
pamcenja, Alzheimerova bolest, anksioznost, mani¢no-depresivne poremecaji. Takoder se
koristi za lijeCenje hepatitisa, ekcema, SeCerne bolesti, problema cirkulacije, poviSenog

kolesterola i drugih.

Fosfatidilinozitol

Fosfatidilinozitol je ukljuéen u prijenos informacija u stanicama. Igra bitnu ulogu u
provodenju normalnih psihi¢kih funkcija sredi$njeg Ziv¢anog sustava, posebno u regulaciji
hemeostaze kalcija. Sojini fosfolipidi su bogati fosfoinozitolom. Topljiv je u vodi, kloroformu
I benzenu, slabo topljiv u metanolu, dietil i petrol eteru, netopljiv u acetonu i etanolu . Lako

oksidira pri izlaganju zraku (Deng i sur., 2003).

Fosfatidilserin

Fosfatidilserin poboljsava mozdane funkcije i mentalnu ostrinu. Usporedbom PS iz
biljnih ulja i govedeg mozga uocava se razlika u sastavu masnih kiselina. PS iz biljnih ulja je
bogat linolenskom i palmitinskom masnom kiselinom, dok je iz govedeg mozga bogat

stearinskom i oleinskom masnom kiselinom (Sakai i sur., 1996).
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Fosfatidna kiselina

Fosfatidna kiselina je najjednostavniji membranski fosfolipid i intermedijer za sintezu
membranskih lipida i pohranu lipida. Njezin metabolizam zauzima klju¢nu ulogu u
metabolizmu glicerolipida i membranskoj biogenezi. Ukljucena je u brojne stani¢ne procese

kao prijenos signala, sekrecija, pregradnja citoskeleta i sl.

2.2.3. Primjena lecitina

lako se koriste u raznim industrijama nama je najzanimljivija prehrambena.
Koli¢ina fosfolipida koja se nalazi u hrani je obi¢no oko 0.1-0.2% od ukupnih masnoca u hrani.
Iako su prirodna komponenta razli¢itih prehrambenih proizvoda, dodaju se i kao funkcionalni
sastojci (Nollet, 2000). Kao povrsinski aktivne tvari mogu imati tehnolosku funkciju u svim
vrstama emulzija i suspenzija, no njihova upotreba ovisi i 0 omjeru cijene i u¢inka u odnosu na
druge emulgatore i povrSinski aktivne tvari (Nieuwenhuyzen i Tomas, 2008). Oni su
emulgatori u proizvodnji margarina, majoneze, ¢okolade, sladoleda, pekarskih proizvoda,
preradene hrane od mesa i morskih plodova, antioksidansi kod proizvodnje biljnih ulja te u
brojnim drugim slucajevima. Koriste se kao premazi za limenke, pakiranja juha, crijeva za
kobasice. Fosfolipidi doprinose stabilnosti i kvaliteti jestivih ulja kroz njihova antioksidativna
svojstva ili doprinose teksturi (Singleton, 1993). Odgovorni su za diskoloraciju ulja tijekom
deodorizacije tako da je njihova determinacija neophodna za procjenu efikasnosti degumiranja
(Mounts i Nash, 1990).

U posljednje vrijeme, oko 25% primjene neprehrambenih fosfolipida je u farmaceutskoj
industriji, posebno primjena liposoma. Budu¢i da tkivo mozga sadrzi oko 25% fosfolipida ,
njihove metabolicke abnormalnosti mogu dovesti do bolesti kao §to su rak, Alzheimerova bolest
1 neke druge. Visoke doze fosfolipida mogu ucinkovito lijeciti neuroloSke poremecaje i ostale

bolesti nervnog sustava.

U kozmetici se koriste kod proizvodnje Sampona, sapuna, pudera, krema za suncanje,

lakova za nokte 1 kosu. Ako se dodaju u detergente poboljSavanju snagu uklanjanja prljavstine.

Primjenjuju se i u proizvodnji hrane za Zivotinje kao emulgatori, nadomjestak kolina i
izvor esencijalnih masnih kiselina (Nieuwenhuyzen i Tomas, 2008). U poljoprivredi se koriste

za inhibiciju rasta praSkaste plijesni na krastavcima, patlidzanima, zelenim paprikama i
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jagodama. (Liu i Ma, 2011). Jedna od primjena je i u proizvodnji boja, tinte, fotografskih

materijala, papira te ostalih industrijskih materijala.

2.3. METODE ZA ODREDIVANIJE FOSFOLIPIDA

Prva od metoda koja se Kkoristila za odredivanje fosfolipida bila je tankoslojna
kromatografija (TLC). U povijesti se naSiroko koristila zbog svoje jednostavnosti i relativno
niske cijene (Olsson, 1992) dok je u novije vrijeme zamjenjuju modernije metode. Upotrebom
dvodimenzionalne TLC dobivala se dobra separacija. No, veliki problem je predstavljala
kvantifikacija. U pocetku, kvantifikacija je ve¢inom ostvarena determinacijom sadrzaja fosfora
koji je bio sastrugan s plo¢a (Christie, 1982). Kasnije se kao mnogo brza metoda pokazalo
skeniranje TLC ploc¢e nakon bojenja (Olsson, 1992). Upravo to koriStenje sofisticiranih,
kompjuterski upravljanih skenera je postalo odgovorno za ¢injenicu da se moderna TLC vise

ne moze koristiti kao jeftinija alternativa za HPLC.

Kao bolja alternativa predlagana je i nuklearna magnetska rezonanca (P-NMR) jer
zahtjeva minimalnu koli¢inu prethodno obradenog uzorka (Meneses i sur, 1993). Veliko
ulaganje i1 potreba za visoko kvalificiranim operatorima uzrokuju rjedu upotrebu P-NMR
tehnike nego quality control metoda. Kakogod, P-NMR je idealno prilagodena kako bi
potvrdila sastav standardnih otopina ¢ija kvaliteta uvelike odreduje to¢nost TLC i HPLC

rezultata.

Jedna od metoda je i micelarno elektrokinetska kapilarna elektroforeza (MEKC) gdje su
otopljene tvari separirane s obzirom na njihovu distribuciju izmedu mobilne (uglavnom vodene)
i pseudostacionarne (micelarne) faze. Szucz i sur. (1996) su otkrili da se glavni sojini
fosfolipidi razdvoje u samo 7 minuta koriStenjem deoksikolne kiseline za formiranje micela u
kombinaciji s n-propanolom na 50°C. Ipak, kvantifikacija separiranih sastojaka je ostala
problemati¢na. To je zbog toga jer se samo UV detektori mogu koristiti, a i odgovor jako ovisi
o stupnju nezasi¢enosti fosfolipida. Usporedba pikova kod MEKC metode je mnogo

kompliciranija nego kod HPLC jer se sastojci krecu razli¢itom brzinom.

Superkriti¢na tekucinska kromatografija (SFC) je takoder koriStena u analizi fosfolipida.
Prema Laffose i sur. razredi fosfolipida se mogu separirati upotrebom SFC, koriStenjem

jednostavnog izokratskog otapala koji sadrzi smjesu CO2 i Smjesu metanola, vode i trietilamina
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u kombinaciji sa Zorbax Sil stacionarnom fazom. U ovom slucaju detekcija je provedena

evaporativnom light-scattering (Lafosse i sur., 1992).

Ipak, sve do sad, HPLC je ostala najvise upotrebljavana metoda. To je uglavnom zbog
Cinjenice da je ova tehnika mnogo jednostavnija za automatizaciju u odnosu na TLC. Osim
toga, dostupan je $irok izbor stacionarne i mobilne faze pa je tehnika vrlo fleksibilna. U odnosu
na P-NMR troskovi ulaganja su mnogo nizi. Stoga, Sve novije sluzbene metode za odredivanje
fosfolipida predlozene od strane American Oil Chemist Society (AOCS), International Union
for Pure and Applied Chemistry (IUPAC) i International Lecithin and Phospholipid Society
(ILPS) koriste HPLC. Sto se ti¢e fosfolipida, zbog navedene osobine amfililnosti, kada se Zeli
separacija razlicitih razreda fosfolipida, stacionarna faza mora stupati u interakciju s njihovim
polarnim dijelom pa se preferira HPLC normalna faza. S druge strane, separacija razli¢itih
molekularnih vrsta unutar jednog razreda fosfolipida se ostvaruje HPLC reverznom fazom,

uzrokujudi eluaciju fosfolipida u skladu sa sastavom masnih kiselina.

2.4. RAZVQOJ | VALIDACIJA METODE

Kod provodenja i1 razvoja analitickih metoda bitno je posti¢i brze, to€ne i vjerodostojne
rezultate analiza. Kako bi se osigurala to¢nost i pouzdanost analiti¢kih podataka potrebno je
provesti validaciju metoda. Ona nam omogucava predvidjeti najces¢e probleme koji se

pojavljuju tijekom primjene, postupaka razvoja i validacije metode (Kapil, 2011).

Validacija metode je postupak ili studija dokazivanja je li metoda ili proces prihvatljiv za
njegovu namjenu (Pravilnik, 2013). Potrebno je utvrditi postupke, tj. isplanirati i provesti
eksperimente Cije rezultate treba prikupiti i prikazati kao dokaze o validnosti metode. Svakoj
se metodi pristupa individualno pa se i postupci validacije razlikuju ovisno o metodi. Od strane
struke, regulative i zakonodavstva prihva¢eno je osam osnovnih parametara, ¢ijom se

kombinacijom oblikuje plan validacije za pojedinu metodu.
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2.4.1. Parametri validacije

Specificnost/selektivnost

To je svojstvo metode da toc¢no i specificno odredi Zeljeni analit u prisutnosti ostalih
komponenata u matrici uzorka pod utvrdenim uvjetima ispitivanja. Specificnost i selektivnost
su dva razli¢ita svojstva metode, iako se oni Cesto poistovjecuju. Metoda kojom se moze
odrediti samo jedan specifi¢ni analit je specifi¢na metoda, dok je selektivna metoda ona kojom
se moze odredivati vise komponenata istodobno, koje se mogu i ne moraju razlikovati (Kapil,
2011).

Selektivnost se dokazuje usporedbom odziva metode na referencijski materijal i analit u
uzorku. Kod kromatografskih metoda, osim usporedbe kromatograma referencijskog materijala
1 uzorka, potrebno je dokumentirati i parametre koji odreduju razdvojenost i1 simetriju pikova,

a kod odredenih metoda i prikupiti dokaze o ¢isto¢i pikova.
Linearnost

Linearnost metode je moguc¢nost metode da unutar danog podrucja daje rezultate koji su
izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku (Toomula, 2011). U praksi se linearnost
odreduje mjerenjem odziva metode na razlicite poznate koncentracije referencijskog materijala
(preporucuje se najmanje pet koncentracijskih razina). Za svaku tocku linearnosti odredi se
srednja vrijednost, te se iz dobivenih podataka izracuna jednadZba pravca, koeficijent regresije,

nagib 1 odsjecak pravca.
Podrucje

Podrugje je raspon izmedu gornje i donje koncentracijske granice analita u uzorku koje
se mogu kvantificirati uz odgovarajuu preciznost, istinitost i linearnost (Kapil, 2011). Za
odredivanje tog parametra nije potrebno provoditi zasebne eksperimente, nego se zakljucci
izvode iz studije linearnosti. Suzavanjem podruc¢ja na koncentracijski raspon uzoraka postizu
se bolja to¢nost i preciznost metode. Ipak, kad se ocekuju uzorci sa Sirokim rasponom

koncentracija, isplati se definirati maksimalno podruc¢je metode.
Preciznost
Preciznost se definira kao izraz slaganja izmedu niza mjerenja izvedenih iz istog

homogenog uzorka (Toomula, 2011).

14



Ovisno o uvjetima u kojima se odreduje razlikuje se:

- preciznost pod uvjetima ponovljivosti ili ponovljivost - uvjeti ukljucuju jedan laboratorij,
istog analitiCara, istu aparaturu, kratko razdoblje.

- medupreciznost — preciznost se ostvaruje unutar istog laboratorija kroz dulje razdoblje uz
oc¢ekivane promjene nekih uvjeta (razliciti analiti¢ari, instrumenti, kolone, reagensi iz

razlicitih boca i razlicitih dobavljaca).
Istinitost

Istinitost metode se definira kao stupanj podudaranja izmedu stvarne, tj. prihvacene
referencijske vrijednosti i srednje vrijednosti dobivene primijenjenim postupkom odredeni broj
puta. Numericki pokazatelj istinitosti eksperimentalno je utvrdeno sustavno odstupanje metode,
a dobiven je kao razlika aritmeti¢ke sredine rezultata i referencijske vrijednosti ili kao njihov
odnos. Eksperimenti se provode nakon odredivanja selektivnosti, linearnosti i preciznosti,
najmanje tri puta za najmanje tri koncentracijske razine rasporedene unutar radnog podrucja

metode. Raspon koncentracija treba odgovarati stvarnom uzorku.
Limit detekcije i kvantifikacije

Limit detekcije je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja je se moze detektirati, ali ne i
kvantificirati. Limit kvantifikacije je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze
kvantificirati uz odgovarajucu preciznost i to¢nost te se odreduje kod kvantitativnih analiza
gdje je nivo koncentracije analita koji se odreduje nizak (Kapil, 2011). Parametar granice
kvantifikacije iznimno je vazan kod metoda kojima se odreduju analiti u tragovima koji i u vrlo

niskim koncentracijama mogu Stetno djelovati na zdravlje ljudi i okolis.
Robusnost

Robusnost analitickog postupka je mjera njegove sposobnosti da ostane nepromijenjen
na male, ali namjerne varijacije u parametrima metode. Ispitivanje robusnosti provodi se da bi
se odredilo kako male promjene radnih uvjeta i provedbe metode utje¢u na rezultat analize.
(Toomula, 2011). Vazan su dio razvoja metode jer pomazu otkriti optimalne uvjete izvedbe

metode te upucuju na to Sto treba nadzirati.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1 Biljno ulje i sjeme soje

U svrhu kalibracije i validacije metode za odredivanje fosfolipida iz biljnih ulja koristeno
je biljno ulje proizvodaca Zvijezda d.d. proizvedeno kao mjeSavina suncokretovog i sojinog
ulja. Za provedbu laboratorijske ekstrakcije sojinog lecitina koristeno je sjeme soje uzgojeno

na pokusnom polju Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu 2015. godine.

3.1.2.Standardi i reagensi

Otapala koriStena za pripremu uzoraka bila su pro analysis ¢istoce:

e Metanol
e FEtanol
e Heksan

e Petroleter
e Dietil eter

e Voda (laboratorijska, demineralizirana)

Otapala koristena za HPLC analizu bila su pro chromatography stupnja ¢istoce, §to je
potrebno kod kromatografskih analiza:
e Heksan

e lzopropanol

U radu je koriSteno 5 standarda (Larodan AB/ 66 Guiden court, Toronto, Canada):
o fosfatidiletanolamin (PE),

o fostatidna kiselina (PA),

o fosfatidilinozitol (P1),

o fosfatidilserin (PS)

o fosfatidilkolin (PC).

Bili su otopljeni u kloroformu, a koncentracija im je bila 1 mg mL™.
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3.1.3. Oprema

U ovom radu kori$teni su:

e HPLC sustav koji se sastoji od Varian 9010 gradijentne pumpe i Variant Pro Star PDA
detektora spojenih s racunalom (Slika 4). HPLC gradijentna pumpa opremljena petljom od

20 pL sluZzila je za nanoSenje uzorka na kolonu. Analiti¢ka kolona odrZavana je na sobnoj

temperaturi.

Slika 4. HPLC sustav s PDA detektorom (vlastita)

e Rotavapor (BUCHI B-490, Svicarska) je koristen za uklanjanje para otapala iz sadrzaja
tikvice pomoc¢u vakuuma (Slika 5).
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Slika 5. Rotavapor (Anonymous 4, 2016)

e Ultrazvuéna kupelj je koriStena za ekstrakciju pod utjecajem ultrazvuka i temperature od
50°C.

3.2. METODE RADA

3.2.1. Odredivanje udjela ulja

Udio ulja u soji odreden je standardnom HRN EN ISO 665 (2010) metodom ekstrakcije ulja po
Soxhletu, uz otapalo petroleter. Aparatura za ekstrakciju sastoji se od tikvice, ekstraktora i
hladila. U osusenu i odvaganu tikvicu po Soxhletu dodane su tri kuglice za vrenje. U tuljak za
ekstrakciju odvagano je na analitickoj vagi 10 g uzorka samljevene soje, nakon ¢ega je uzorak
zatvoren vatom i stavljen u ekstraktor koji se spoji sa hladilom i tikvicom. Ekstrakcija je trajala
oko 8h. Po zavrSetku ekstrakcije, otapalo je predestilirano u istoj aparaturi, a zaostalo ulje u

tikvici je odvagano i osuseno do konstantne mase.
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Udio ulja u uzorku racunao se prema sljedec¢em izrazu:
Udio ulja = =2 x100

gdje je:

a — masa tikvice sa uzorkom (g);
b — masa prazne tikvice (g);

¢ — masa ispitivanog uzorka (g).

Kao rezultat uzeta je srednja vrijednost dva paralelna ponavljanja.

3.2.2. Odredivanje udjela vode

Udio vlage u soji odreden je prema standardnoj HRN EN ISO 659 metodi (2004). U prethodno
osusenu, u eksikatoru ohladenu i izvaganu posudicu izvagano je 5 g mljevene soje, nakon ¢ega
je posudica s podignutim poklopcem stavljena u suSionik na suSenje tijekom 2h pri 103° C.
Poslije suSenja posudica s poklopcem je stavljena u eksikator na hladenje do sobne temperature
te nakon hladenja izvagana. Ponovno je stavljena u susionik s podignutim poklopcem 1h, nakon
Cega je opet proveden postupak hladenja i vaganja. SusSenje se ponavljalo do konstantne mase,

odnosno dok je razlika izmedu dva uzastopna mjerenja bila manja od 0,005 g.

Udio vode u uzorku racunao se prema sljede¢em izrazu:

ml—m?2

Udio vode= x100

ml—-mo0

gdje je:

mo — masa prazne posudice (Q);

M —masa posudice sa uzorkom prije susenja (g);
M2 — masa posudice sa uzorkom nakon susenja (g).

Kao rezultat uzeta je srednja vrijednost dva paralelna ponavljanja.
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3.2.3. Ekstrakcija ulja iz soje

Ekstrakcija je provedena dodatkom smjese otapala u 50 g mljevene soje, gdje je omjer
otapala i soje bio 1,8:1. Otapalo se sastojalo od heksana, etanola i vode u omjeru 64% : 26%
: 10%. (Muller i Schweiger, 1973). Kako bi se vidjelo kojim se na¢inom dobije najveca
koli¢ina fosfolipida, ekstrakcija je provedena pri 4 razlicitih uvjeta (tablica 2).

Temperatura je odrzavana pomocu vodene kupelji na 50°C, a utjecaj ultrazvuka ispitan je
pomocu ultrazvucne kupelji. Ekstrakcija se provodila u trajanju od 2 sata. Nakon toga se sve
profiltrira preko sinter lijevka, prebaci u tikvicu s ravnim dnom i otpari. Slijedi kasnije opisani

postupak dobivanja fosfolipida.

Tablica 2. Uvjeti provodenja ekstrakcije

SU1l

SU?2 +

SU3 +
SU4 + +

* SU — lipidni ekstrakt soje

Kontrolni uzorak dobiven je standardnom ekstrakcijom po Soxhletu. Ekstrakcija po

Soxhletu se provodila 8h.

3.2.4. Priprema uzoraka i standardnih otopina

Kako bi se mogla provesti analiza fosfolipida na HPLC-u, potrebno je prije toga provesti

njihovu izolaciju iz ulja.

Fosfolipidi se izoliraju iz 1 g uzorka ulja upotrebom silika gel SPE kolone volumena 3
mL (Bond Elut Straight Barrel, USA) (Slika 6). Ulje se doda kao 10% otopina u smjesi
petroletera i dietil etera (PE-DEE) (95:5, v/v). Dobivanje fosfolipida se odvija kroz nekoliko

koraka, a postupak se provodi koriStenjem vakuuma:
1. Ispiranje kolone s 5 mL otopine PE-DEE

2. Nanosenje 10 mL uzorka
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3. Nanosenje 10 mL otopine PE-DEE — eluacija neutralnih lipida
4. Nanosenje 20 mL DEE — eluacija neosapunjivog

5. Nano$enje 10 mL metanola — dobivanje fosfolipida. (Nash i Frankel, 1986).

Slika 6. SPE kolona (Anonymous 5, 2016)

Dobiveni fosfolipidi se skupljaju te otpare na rotavaporu, otope u 1 mL mobilne faze
(heksan:izopropanol:voda — 8:8:1) i spremni su za nano$enje na kolonu (HPLC). Ako je bilo

potrebno, uzorak je prije nano$enja na kolonu profiltriran kroz 0,45 pm PTFE filter.

3.2.5. HPLC analiza

Analiza fosfolipida u uzorcima sojinog ulja provedena je primjenom tekuéinske
kromatografije visoke djelotvornosti uz PDA detektor.
Kolona (Poroshell 120 HILIC, 4,6x150mm, 4-micron; USA) je bila spojena na HPLC sustav
opremljen s petljom od 20 pL koja je sluzila za nanosenje pripremljenog uzorka ulja na kolonu.
Ulje je eluirano mobilnom fazom koja se sastojala od heksana, izopropanola i acetatnog pufera
(omjer 8:8:1), pri protoku 2 mLmin kroz 8 minuta. Acetatni pufer (pH 4.2), koristen kao pufer
u HPLC mobilnoj fazi, dobiven je mjesanjem 26.5 mL otopine natrijeva acetata (0.2M) i 73.5

mL ledene octene kiseline (0.2M). KoriStena je 1 laboratorijska, demineralizirana voda.
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Svaki dan kad se provodila analiza, prije i nakon upotrebe kolone, ista je proc¢is¢ena
izopropanolom pri protoku 1 mLmin? kroz 15 minuta. Detekcija pojedinih eluiranih
fosfolipida je provedena na valnoj duljini od 206nm na PDA detektoru.

Standardi fosfolipida, kojima je uklonjen kloroform i otopljeni su u mobilnoj fazi bez pufera,
razrijedeni su kako bi se dobile Zeljene koncentracije. Razli¢ite koncentracije standarda

koriStene su u svrhu kalibracije.

3.2.6. Kvantifikacija

Za dobivanje kalibracijske krivulje standardi fosfolipida su razrijedeni u mobilnoj fazi
(heksan:izopropanol:voda- 8:8:1) na razli¢ite koncentracije. Za PE, PA, PS I PC koristio se
raspon od 5 to¢aka kalibracije: 10, 50, 100, 500 i 1000 mg kg™. Za PI, zbog nizeg odgovora
na PDA detektoru, je koriten raspon od 4 tocke, pocevsi od 50 mg kg™

3.2.7. Validacija

Metoda je validirana na linearnost, limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ), to¢nost
1 preciznost prema ICH postupcima za validaciju analitickih metoda (ICH, 2005), u skladu s
medunarodnim zahtjevima.

U svrhu validacije koriSteno je rafinirano ulje u koje je dodana utvrdena koncentracija

standarda.

Linearnost je uspostavljena kroz koeficijent korelacije (r?) kalibracijske krivulje za

opisani raspon tocaka.

Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) su odredeni analizom standarda
fosfolipida u najnizoj koncentraciji kalibracije od 10 mg kg* za PE, PA, PC i PS, te 50 mg kg
! za Pl u 7 injektiranja. Otopine standarda su analizirane, a navedeni parametri izraunati su iz

nagiba kalibracijske krivulje (S) i odaziva standardne devijacije (o) na sljede¢i nacin:
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LOD=3.3 6S™*

LOQ=10 58!

Preciznost je procijenjena kao relativna standardna devijacija (RSD%) kod koncentracije

500 mg kg za sve fosfolipide, mjereno u 7 ponovljenih injektiranja tijekom istog dana.

Tocnost je procijenjena injektiranjem uzoraka pro¢is¢enog ulja s dodatkom standarda

fosfolipida u koncentraciji 200 mg kg™.

3.2.8. Statisti¢ka obrada

Analize su provedene kroz vise injektiranja te su rezultati izraZeni kao srednja vrijednost
I standardna devijacija paralelnih odredivanja koje su izraCunate u racunalnom programu

Microsoft Excel 2013.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu razvijena je metoda za odredivanje fosfolipida u sojinom ulju. Upotreba
fosfolipida, zbog emulgirajucih svojstava, je Siroko rasprostranjena u brojnim industrijama,
prvenstveno u prehrambenoj. U prehrambenoj industriji  glavni razlog zbog kojeg se
upotrebljavaju fosfolipidi je to $to djeluju kao emulgatori i stabilizatori emulzija, olakSavaju
disperziju ¢vrstih Cestica u vodenoj fazi, poboljSavaju teksturu prehrambenih proizvoda. Bas
zbog tog razloga cilj je bio razviti i validirati metodu za njihovo odredivanje. Razvoj
metodologije za kvantitativnu analizu fosfolipida je vazan kako bi se moglo utjecati na kvalitetu
nerafiniranih ulja te ocijeniti efikasnost procesa degumiranja, postupka kojim se fosfolipidi
uklanjaju (Carelli i sur., 1997). U proslosti se kvantifikacija fosfolipida provodila prvenstveno
TLC-om, ali ta metoda ima nekoliko nedostataka kao $to je separacija pojedinih razreda koja
je bila vrlo teska 1 dugotrajna te nije uvijek bila tocna. S druge strane, masena spektrometrija se
pokazala kao jako dobra tehnika za odredivanje sastava fosfolipida zbog visoke osjetljivosti,
specificnosti i jednostavnosti u analizi lipida dobivenih iz kompleksnog bioloskog matriksa
(Herchi i sur., 2011). Ipak, kao najjeftinija metoda pomocu koje se relativno brzo dolazi do
rezultata koristi se HPLC metoda. Ona je u zadnja 2 desetlje¢a postala glavna metoda za

separaciju i kvantitativnu determinaciju razreda fosfolipida (Zhang i sur., 2005).

Utjecaj fosfolipida na zdravlje ljudi je velik. Brojna istrazivanja su provedena s ciljem da
se dokaze njihova sposobnost da inhibiraju rast stanica raka. Jedna in vitro studija sa stani¢cnom
linijom karcinoma jetre prikazala je ovisnost doze i rasta raka kada su stanice kultivirane u
prisutnosti sojinog PC i PC Zumanjka jajeta (96,5% cistog PC od soje 1 99% PC od Zumanjka)
s vitaminom K2 (Sakakima i sur., 2007). Suplementacija je provedena i na Stakorima gdje se
vidi jasna supresija stvaranja prekursora raka i lezija jetre. lako je utjecaj veci kod kombinacije
PC 1 vitamina K2 zbog sinergistic¢kog djelovanja, 1 sam PC dovodi do znaCajnog smanjenja
broja stanica raka (Kiillenberg i sur., 2012). Idu¢i cilj je primjena na ljude s karcinogenezom

jetre.

Fosfolipidi se propisuju za lijeCenje problema s jetrom, ukljucujuci virusni hepatitis ili oStecenja
jetre uzrokovana alkoholom. U klinicCkom ispitivanju, kod bolesnika s kroni¢nom
konzumacijom alkohola i oSte¢enjima jetre uzrokovanih alkoholom, lije€enje sojinim PC se
pokazalo u¢inkovitim. Doslo je do povlacenja simptoma, kao i do poboljSanja antioksidativnog
statusa (Tsyrkunov i sur., 1992). Takoder do poboljsanja dolazi i kod bolesnika ¢ija oStecenja

jetre nisu uzrokovana zbog konzumacije alkohola. (Kiillenberg i sur., 2012).
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Budu¢i da su fosfolipidi glavne komponente membrana, njihovom promjenom dolazi i do
promjena osobina i funkcija membrana. Omjer kolesterola i fosfolipida raste s godinama Sto
dovodi do smanjenja imunoloske funkcije. Ipak, porastom sadrzaja fosfolipida u membranama

limfocita moze dovesti do obnove imunoloske funkcije kod starijih (Maczek i sur., 1998).

Saznanja o pozitivnim djelovanjima fosfolipida temelje se na medicinskim dokazima te je
potrebno vise kontroliranih klini¢kih ispitivanja kako bi se tocno utvrdile prednosti (Kiillenberg

i sur., 2012).

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je razviti HPLC metodu kako bi se uspjesno kvantificirali
fosfolipidi prisutni u sojinom ulju te primjeniti metodu na proucavanje utjecaja ultrazvuka i
temperature tijekom ekstrakcije na kolic¢inu fosfolipida u ulju. Za detekciju fosfolipida mogu
se koristiti razli¢iti detektori, a kao najbolji se pokazao detektor rasprSenja evaporativnog
svjetla (eng. evaporative light-scattering detektor - ELSD). Stoga se on najcesce koristi, a
njegove glavne prednosti su kompatibilnost s brojnim eluentima te ¢injenica da daje ujednacene
odgovore. UV detektor je takoder popularan za detekciju razreda fosfolipida jer je UV detekcija
jednostavna i jeftina. Unato¢ tome, problem UV detekcije predstavlja kvantifikacija Sto opet
smanjuje njegovu upotrebu (Nollet, 2000). U ovom radu, zbog dostupnosti i veée osjetljivosti
na fosfolipide od UV detektora, detekcija je provedena pomocu PDA detektora. Detektirano je
svih pet fosfolipida prisutnih u sojinom ulju.

Nadalje u tekstu, graficki biti ¢e prikazane kalibracijske krivulje odredenih fosfolipida,
dok ée pripadajuéi koeficijenti korelacije (r?) biti prikazani tabli¢no kao i svi ostali dobiveni
rezultati. Kroz istrazivanje su kao parametri validacije izmjereni: limit detekcije 1
kvantifikacije, to€nost i preciznost. Ekstrakcija otapalom je provedena pri 4 razli¢ita uvjeta te
¢e biti prikazani rezultati dobiveni pracenjem utjecaja temperature i1 ultrazvuka na koli¢inu
dobivenih fosfolipida. Provedena je i ekstrakcija po Soxhletu te je taj uzorak koriSten kao

kontrolni. Osim toga, standardnim metodama odredeni su udio ulja i vode u sjemenu soje.

Novom metodom je detektirano pet fosfolipida prikazanih na kromatogramu (Slika 7), a
eluirali su redom prikazanim u tablici 3. Koriste¢i navedene koncentracije standardnih otopina

postignut je sljedeci raspon linearnosti metode.
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Tablica 3. Retencijska vremena i raspon linearnosti pojedinih standarda fosfolipida

PE 1,408 10-1000

PA 2,080 10-1000

PS 2,595 10-1000

Pl 2,819 50-1000

PC 7,653 10-1000
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Slika 7. HPLC kromatogram s 5 fosfolipida detektiranih razvijenom metodom



Na slici 7 mozemo vidjeti kako su pikovi za PE, PA, Pl i PS dobro razdvojeni. Pik PC-

a je razdvojen na 3 dijela, a moguci razlog tomu je hidroliza.

4.1. KALIBRACIA

Kalibracija je provedena injektiranjem razrijedenog standarda, pripremljenog u pet
razli¢itih koncentracija. Za stvaranje bazdarnih pravaca koristio se raspon od 5 tocaka za PE,
PA, PS i PC, odnosno 4 tocke za PI. Slike 8-12 prikazuju kalibracijske krivulje tj. bazdarne
pravce u navedenim rasponima te njihove pripadaju¢e jednadzbe. Tablica 4 prikazuje

koeficijente korelacije za sve detektirane fosfolipide.
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Slika 8. Bazdarni pravac fosfatidiletanolamina
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Slika 9. Bazdarni pravac fosfatidne kiseline
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Slika 10. Bazdarni pravac fosfatidilserina
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Slika 11. Bazdarni pravac fosfatidilinozitola
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Slika 12. Bazdarni pravac fosfatidilkolina
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Tablica 4. Koeficijenti korelacije za pojedine fosfolipide

PE 0,9991
PA 0,9996
PS 0,9987
Pl 0,9997
PC 0,9994

U jednadzbi (y=ax + P) kalibracijske krivulje, ,,y* oznacava povrsinu ispod pika
standarda, a ,,x“ koncentraciju analita. Kalibracijska krivulja standarda PS imala je koeficijent
kalibracije 0,9987, dok je za kalibracijske krivulje ostalih standarda bio ve¢i od 0,999. Zbog
slabije osjetljivosti PDA detektora na PI, raspon koncentracija za utvrdivanje linearnosti bio je

od 50-1000 mg kg*. Ostali standardi pripremljeni su u rasponu od 10-1000 mg kg™.

Kang i sur. (2002) su za kalibraciju PE i PC pomoc¢u ELSD detektora koristili mnogo nizi
raspon koncentracija. Za PE je bio izmedu 3-10 mg kg, a za PC izmedu 10-25 mg kg*. Iz toga
se vidi da za razliku od PDA detektora, ELSD ima mnogo vecu osjetljivost. Takoder,
koeficijent korelacije za PC bio je znatno nizi od vrijednosti dobivenih u ovom radu. Za
utvrdivanje linearnosti kod odredivanja fosfolipida u suncokretovom ulju, uz UV detektor,
Carelli i sur. (1997) su koristili visi raspon koncentracija, od 200 do 4500 mg kg™*. Prema tome
se vidi da se PDA detektor, prema osjetljivosti, nalazi izmedu UV i ELSD detektora. Dobivene
vrijednosti koeficijenata korelacije su bile izmedu 0,99510,999. Lee i sur. (2010) su odredivali
fosfolipide pomoc¢u tekucinske kromatografije s masenom spektrometrijom te za PE, PC i PI
dobili vrijednosti koeficijenata korelacije iznad 0,990. Usporedujuci rezultate za koeficijente

korelacije u ovom radu s rezultatima navedenih radova, potvrduje se dobra preciznost metode.
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4.2. VALIDACUA

U svrhu validacije nove metode utvrdeni su sljede¢i parametri: limit detekcije, limit
kvantifikacije, to¢nost i preciznost provjerena kao relativna standardna devijacija (RSD).

Rezultati validacije metode razvijene u ovom radu prikazani su u tablicama 5 i 6.

Tablica 5. Parametri validacije za 5 fosfolipida (LOD - limit detekcije; LOQ - limit
kvantifikacije)

PE 3,53 10,70
PA 3,86 11,71
PS 3,64 11,03
Pl 15,09 45,71
PC 1,75 5,29

Kako bi se utvrdili limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ), sedam puta je
injektirana najniza koncentracija pojedinog standarda fosfolipida. LOD i LOQ su izracunati na
temelju standardne devijacije (3,3 i 10 puta na izracunat iznos od uzoraka ulja obogacenog s
fosfolipidima), podijeljene s nagibom regresijske linije. Rezultati osjetljivosti metode prikazani
su u tablici 5. Najnizi limit detekcije i limit kvantifikacije zabiljezen je za PC i iznosio je 1,75
mg kg™ odnosno 5,29 mg kg iz Gega se moze zakljuéiti da je osjetljivost PDA detektora za
ovaj spoj najvecéa. Najvisi limit detekcije i limit kvantifikacije o¢ekivano je imao PI, a iznosio
je 15,09 mg kg* odnosno 45,71 mg kg. LOD i LOQ za PI su vrlo visoki, pri ¢emu su od
vrijednosti LOD i LOQ za PC visi oko 9 puta, a od vrijednosti LOD i LOQ za ostale fosfolipide
4-5 puta. CAD (Charged Aerosol Detector) detektor isto biljezi najvisi LOD i LOQ za PI, pri
¢emu je najvisa razlika bilaod LOD i LOQ za PE. Razlika je bila 3 puta sto je dosta manje nego

§to je slucaj u ovom radu. LOD i LOQ vrijednosti za Pl se neznatno razlikuju od onih za PC i
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PA (Damnjanovi¢ i sur., 2013). U radu Narvaez-Rivas i sur. (2011), uz upotrebu ELSD
detektora, najvisi LOD je zabiljezen za PC.

Vrijednosti limita detekcije i kvantifikacije su dosta visoke i kada bi se gledale za neke
Stetne spojeve sigurno ne bi bile u u okvirima dozvoljenih granica. No, budu¢i da fosfolipidi
nemaju nikakav Stetan utjecaj na zdravlje i okolis, dapace, djeluju pozitivno, ne postoje nikakvi

navedeni kriteriji za dopustene vrijednosti LOD i LOQ.

Kada bi se usporedivao LOD dobiven *P NMR, TLC i HPLC metodama, **P NMR bi
dao najvise vrijednosti, u rasponu 1-5 mg mL? (Helmerich i Koehler, 2003). Oni su, u
suncokretovom ulju, pomoéu 3P NMR dobili ¢ak i 30 puta veée LOD vrijednosti nego s TLC
i HPLC.

Lee i sur. (2010) su odredivali PE, PC i PI u kultivarima soje pomocu tekuéinske
kromatografije s masenom spektrometrijom. Dobili su dosta vece vrijednosti za LOD i LOQ.
LOD je bio 50 mg kg™ za PC odnosno 100 mg kg™ za PE i PI, a LOQ 160 mg kg™ za PC,
odnosno 300 mg kgt za PE i PI.

Prema rezultatima za LOD vrijednosti u ovom radu, vidi se da je HPLC zadovoljavajuca

metoda.

Tablica 6. Parametri validacije za 5 fosfolipida (to¢nost, RSD - relativna standardna

devijacija)
| P | T | Preme® |
PE 97,09 3,85
PA 97,10 3,31
PS 100,28 1,81
Pl 100,44 5,42
PC 99,50 4,36
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Za utvrdivanje toc¢nosti, ulje je obogaceno sa standardima fosfolipida u koncentraciji 200
mg kg, a rezultati u prikazani u tablici 6. Rezultati za to¢nost se kre¢u od 97,09% za PE do

100,44% za PI §to pokazuje opéenito dobru tocnost metode.

Preciznost je ispitana kao ponovljivost s uljem obogacenim koncentracijom fosfolipida
od 500 mg kg ulja, provodenjem analize 7 puta u istom danu, a prikazana je kao RSD (%) u
tablici 6. Dobiveni rezultati, s najve¢om vrijednosti od 5,42% za PI, pokazuju dobru preciznost
metode. Sli¢ne rezultate su dobili i Damnjanovi¢ i sur. (2013) u svom istrazivanju uz CAD
detektor. Za PA i PE, rezultati su bili jednaki kao u ovom radu, dok su za PI i PC bili nizi, i to
3,62% za Pl te 3,01% za PC.
U svom radu, Grizard i sur. (2000) su zabiljezili RSD vrijednosti od 3% za PC do 8% za PS.

Navedenim rezultatima zadovoljeni su parametri validacije predlozene metode. Metoda
omogucava detekciju i odredivanje fosfolipida prisutnih u sojinom ulju, te relativno jeftino

provodenje analize u kratkom vremenskom roku.

4.3. ODREDIVANIJE UDJELA ULJA I VODE U SOJI

Udio ulja i vode u mljevenoj soji odredeni su prema standardnim metodama. Udio ulja je
odreden standardnom HRN EN ISO 659 (2010) metodom ekstrakcije ulja po Soxhletu, a udio
vode prema standardnoj HRN EN ISO 665 metodi (2004). Rezultati su prikazani u tablici 7.

Tablica 7. Udio ulja i vode u soji

Udio vode 7,01

Udio ulja 16,95
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Na udio ulja u sjemenu utjeCu brojni faktori, poCevsi od uvjeta tijekom uzgoja i
skladiStenja do nacina ekstrakcije. Postoji pozitivna korelacija izmedu temperature i udjela ulja,
pri ¢emu je optimalna temperatura 25-28°C, iznad koje taj udio pocinje padati (Gibson i Mullen,
1996). Neki istrazivaci su prikazali utjecaj dnevne i noéne temperature uzgoja na koli¢inu
dobivenog ulja. Kada se usporedi udio ulja od 16.95% s rezultatima koje su dobili Wolf i sur.
(1982), moze se zakljuciti da je ispitivana soja bila izloZzena dnevnoj temperaturi od oko 25°C
I noé¢noj od oko 20°C. Takoder, prisutnost Secera u sjemenu utjece na koli¢inu ulja i to pozitivno
(Hymowitz i sur., 1972). Jedan od faktora je i suSa, a takvo sjeme moze sadrzavati ¢ak 12%

manje ulja (Dornbos i Mullen, 1992).

Tacarindua i sur. (2013) su testirali toleranciju japanske vrste soje Enrei na toplinu, u
kontroliranim uvjetima. Stvoren je toplinski gradijent koriStenjem 3 razliite temperature,
ambijentalna temperatura u kontrolnom redu i temperatura poviSena za 1 i 3°C u narednim
redovima usjeva. PoviSenje temperature je uzrokovalo je smanjenje kolic¢ine ljuske i broja zrna
te povecanje veli¢ine sjemena. Prinos ulja je bio znatno smanjen povisenjem temperature i to

se nije moglo nadoknaditi dodatkom vode.

Povisenje temperature tijekom razvoja sjemena dovodi do pada udjela vlage (Chapman i
sur., 1976). Udio vlage moze uvelike biti pod utjecajem uvjeta skladistenja nakon Zetve. (Wolf
i sur., 1982). Udio od 7,01% se podudara s rasponom 3-12% vlage koji su dobili Snyder i sur.

(1984) u svom istraZivanju.

4.4. EKSTRAKCIJA

Na koli¢inu fosfolipida u ulju dobivenom ekstrakcijom utjecu razliciti faktori. U ovom
radu ekstrakcija je provedena pri 4 razliita uvjeta, uz otapalo sastavljeno od heksana, etanola
i vode. Kao kontrola provedena je ekstrakcija po Soxhletu. Pri tome se pratio utjecaj
temperature i ultrazvuka, a rezultati su prikazani u tablici 9. Rezultati dobiveni za iskoriStenje

su prikazani u tablici 8.
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Uzorak SU1 dobiven je ekstrakcijom na sobnoj temperaturi, bez djelovanja ultrazvuka.
Uzorak SU2 je podvrgnut djelovanju temperature od 50°C, SU3 djelovanju ultrazvuka, dok se
kod SU4 gledao utjecaj temperature od 50°C i ultrazvuka.

Tablica 8. Iskoristenje

Sul 64,62
SuU2 40,41
Su3 64,81
Su4 53,68

Dobiveni rezultati za iskoriStenje nisu visoki. NajviSe iskoriStenje postignuto je kod
uzorka SU3 gdje je ekstrakcija provedena primjenom ultrazvuka pri sobnoj temperaturi.
Temperatura ima negativan utjecaj na iskoriStenje, jer je ono nize kod uzoraka SU2 i SU4,

podvrgnutih djelovanju temperature od 50 °C.

Tablica 9. Koli¢ina i udio fosfolipida u uzorcima lipidnog ekstrakta (sojinog ulja) dobivenog

pri razli¢itim uvjetima ekstrakcije

PE 1937,3 | 0,19 | 1302,7 | 0,13 | 2326,2 | 0,23 |1926,4 |0,19 | 161,2 | 0,02

PA 4598,3 | 0,46 | 3186,4 | 0,32 | 5121,3 | 0,51 |3010,7 |0,30 | 613,8 | 0,06

PS 68,2 |0,01 | 123,7 |0,00| 590 |0,01| 550 (0,01 | 1159 |0,12

PI 11053 0,11 | 590,8 |0,06| 1309,7 [0,13| 3989 (0,04 | O 0

PC 3054,3 | 0,31 | 1718,4 | 0,17 | 37556 | 0,38 |2479,3 |0,25 | 195,9 |0,02

Ukupno |10763,3 | 1,08 | 6922,1 | 0,69 | 12571,8 | 1,26 | 7870,3 | 0,79 | 1087,0 | 0,11

* SU — lipidni ekstrakt soje
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Najmanja koli¢ina ukupnih fosfolipida dobivena je u uzorku SU2 i to 6 922,1 mg kg,
dok je najveéa bila u uzorku SU3 te iznosi 12 571,8 mg kg™. Kada ove vrijednosti usporedimo
s koli¢inom fosfolipida u uzorcima SU1 i SU2, odito je da temperatura ima negativan, a
ultrazvuk pozitivan utjecaj na tu koli¢inu. To nije iznenadujuce jer se vidi da se isto dogada i s
iskoristenjem prikazanim u tablici 8. Sto se ti¢e pojedina¢nih fosfolipida, i njihova je koli¢ina
u skladu s ovim rezultatima. Izuzetak je PS kojeg najviSe ima u SU2, iako je to vrlo niska
vrijednost naspram koli¢ine ostalih fosfolipida, a iznosi 123,7 mg kg?®. U ovom sludaju
temperatura djeluje pozitivno. S druge strane, kombinacija ultrazvuka i temperature tijekom
ekstrakcije nema pozitivan ucinak na koli¢inu PS.

U svim uzorcima najmanje ima PS, a najvise PA, iako je za ocekivati bilo da to bude PC, buduc¢i
da je on najzastupljeniji fosfolipid u lecitinu. Mobilna faza koristena u radu je ista kao u AOAC
(1993) metodi za odredivanje fosfolipida. AOAC metoda ,,ignorira“ prisutnost PS, vjerojatno
zbog male koli¢ine pronadene u sojinom lecitinu. Zato ovaj rezultat za PS nije iznenadujuci.
Kontrolni uzorak je bio uzorak ulja dobiven ekstrakcijom po Soxhletu, pri ¢emu se dobila
vrlo mala koli¢ina ukupnih fosfolipida od 1 087,0 mg kg™. Koli¢ina pojedina¢nih fosfolipida
pratila je slijed kao i u ostalim uzorcima, izuzev PI koji ovim postupkom nije odreden. S

obzirom na rezultate, ova metoda nije pozeljna za odredivanje fosfolipida.

Prema rezultatima za koli¢inu fosfolipida u uzorcima ulja, izraunat je i udio pojedina¢nih
I ukupnih fosfolipida. Prema Liu (1997) udio fosfolipida u sojinom ulju iznosi 1-3%. U ovom
radu je najveci udio ulja zabiljezen u SU3 te iznosi 1,28%. To je relativno niska vrijednost, a
razlozi mogu biti nedovoljno mijesanje tijekom ekstrakcije, duljina ekstrakcije i sli¢no.

Erickson i sur. (2015) su prikazali udio sojinog ulja i fosfolipida u sojinom lecitinu.
Najvisi udio zabiljeZen je za PC i iznosi 16%. Slijede ga PE (14%) i P1 (10%). U ovom radu, u
svim uzorcima sojinog ulja, najveci udio zabiljeZen je za PA, dok ostali prate navedeni slijed.

To je neocekivano, bududi da je u ostalim radovima PA pronaden u vrlo maloj koli¢ini.

Relativna koncentracija fosfolipida u uljima ovisi o metodi ekstrakcije i tipu degumiranja.
Koli¢ina fosfolipida je u korelaciji s prinosom ulja dobivenog ekstrakcijom s koeficijentom
korelacije r?> = 0,83.

Ekstrakcija heksanom je jedan od najc¢es¢ih postupaka dobivanja sojinog ulja. Jedan od nacina
je 1 presanje, ¢ime se dobije ulje visoke kvalitete, ali znatna koli¢ina ulja zaostane u kolacu. S
druge strane, heksan koji se koristi, zaostaje u ulju sto nije pozeljno. Zato se u posljednje

vrijeme traZi se alternativa za heksan, a zbog ekoloskih 1 sigurnosnih mjera jedna od mogucih
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bi mogla biti superkriticni COg. Ipak, u industriji, CO2 nije zamijenio ekstrakciju heksanom,

uglavnom zbog visoke cijene takvog postrojenja (Joki¢ i sur., 2012).

De Moura Bell i sur. (2013) su usporedivali udio ulja dobiven ekstrakcijom heksanom i
enzimatskom vodenom ckstrakcijom te dobili puno vece vrijednosti za ulje ekstrahirano

heksanom, §to opet potvrduje ovu metodu.

Joki¢ i sur. (2012) su odredivali utjecaj nacina ekstrakcije na udio ulja u sojinom ulju.
Prvi nacin je bio metoda po Soxhletu gdje su kao otapalo Koristili heksan za razliku od
petroletera korisStenog u ovom radu, dok je u drugom ekstrakcija provedena pomocu
superkritiénog CO». U oba slucaja su dobili veée vrijednosti od 16,95%. Pri tome je u prvom
na¢inu udio ulja bio 20,08%, a u drugom 19,33%. Kada navedene rezultate usporedimo s
vrijednosti od 16,95%, uocava se poprili¢na razlika. Iz toga se moze zakljuciti da petroleter

koriSten kao otapalo nije zadovoljavajuca opcija.

Nova potencijalna tehnologija za unaprijedenje ekstrakcije je ultrazvuk. U biljnim
tkivima ultrazvuk razara stani¢ne stijenke ¢ime se olakSava otpustanje ekstraktabilnih spojeva
i olakSava ulazak otapala u stanicu (Vinatoru, 2001). Nedavna istrazivanja su pokazala da
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom dovodi do veée efikasnosti ekstrakcije kroz akusticku
kavitaciju i neke mehanicke ucinke (Li i sur., 2004). Glavna prednost je to Sto skracuje vrijeme
ekstrakcije i smanjuje utrosak otapala. (Wu i sur., 2001). Tada je potrebna i manja temperatura

pa se sprjecava toplinsko oStecenje i gubitak bioaktivnih komponenti.

Wang i Weller (2006) su usporedivali kako razli¢ite metode ekstrakcije utjeCu na
dobivenu koli¢inu bioaktivnih komponenti iz biljnog materijala. Koli¢ina tokoferola od 63,7
mg kg, dobivena pomoéu UAE (vodene ekstrakcije potpomognute ultrazvukom), je dosta
manja nego koli¢ina dobivena pomoc¢u konvencionalne ekstrakcije otapalom (76,32 mg kg™)
ili SCF (129,27 mg kg1). Takoder su pratili koli¢inu karvona dobivenog UAE metodom,
provedenom pri 69°C i pri 20-38°C. U prvom sluéaju koli¢ina karvona bila je 14,45 mg kg2, a
u drugom 17,16 mg kg™. To jo§ jednom potvrduje negativan utjecaj temperature tijekom

ekstrakcije na koli¢inu bioaktivnih komponenti.

Zhang i sur. (2008) su proucavali utjecaj temperature i ultrazvuka na prinos lanenog ulja.
Kod UAE, porastom temperature prinos je bio manji. Kada usporedimo s nasim rezultatima za

koli¢inu fosfolipida u uzorcima sojinog ulja vidimo da se isto dogada.

Usporeduju¢i dobivene rezultate u ovom radu i rezultate drugih autora da se zakljuciti
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kako ekstrakcija pod utjecajem ultrazvuka pozitivno utjece na prinos ulja, a time i fosfolipida.
S druge strane, temperatura nema pozitivan utjecaj. Dapace, tada je prinos manji zbog vec

spomenutog djelovanja na gubitak bioaktivnih komponenti medu kojima su i fosfolipidi.

Fosfolipidi su ubikvitarni spojevi u prirodi i jedni od glavnih komponenti ljudskog
organizma bez kojih on ne bi mogao normalno funkcionirati. Sastojak su biljnih ulja te se
uklanjaju tijekom rafinacije postupkom degumiranja. Pri tome se dobije smjesa fosfolipida-
lecitin koji u vodenom okruzenju formira dvosloj pa se koristi kao stabilizator emulzija. U ovom
radu razvijena je metodologija za kvantitativnu analizu fosfolipida $to je vazno kako bi se
moglo utjecati na kvalitetu nerafiniranih ulja te ocijeniti efikasnost procesa degumiranja. Pratio
se 1 utjecaj temperature i ultrazvuka tijekom ekstrakcije otapalom na koli¢inu fosfolipida u
dobivenom ulju. Ovaj rad ima znanstveni doprinos zato §to je razvijena i validirana HPLC

metoda primjenjiva za odredivanje fosfolipida u sojinom ulju.
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5. ZAKLJUCCI

1. Metoda razvijena u ovom radu je pogodna za odredivanje pet fosfolipida
(fosfatidiletanolamin, fosfatidna kiselina, fosfatidilserin, fostatidilinozitol i
fosfatidilkolin) u sojinom ulju.

2. Linearnost je uspostavljena kroz koeficijente korelacije kalibracijske krivulje, koji je u
odredivanom rasponu za PI bio iznad 0,998, a za sve ostale iznad 0,999.

3. Vrijednosti za limit detekcije 1 limit kvantifikacije su zadovoljavaju¢e u analitickom
smislu, a budu¢i da odredivani spojevi nisu toksi¢ni ne postoje propisane granice za
dopustene vrijednosti LOD i LOQ.

4. Vrijednosti za to¢nost i preciznost pokazuju opéenito dobru to¢nost i preciznost metode.

5. Analizirani uzorak soje sadrzi priblizno 17% ulja i 7% vode soje je u skladu s
literaturnim navodima za ovu kulturu.

6. Uzorak SU3 dobiven ekstrakcijom ultrazvukom pri sobnoj temperaturi sadrzi najveéu
koli¢inu ukupnih fosfolipida te ima najvece iskoriStenje iz ¢ega se moze zakljuciti da
ultrazvuk ima pozitivan uc¢inak.

7. Djelovanje temperature na koli¢inu fosfolipida je negativno, Sto se vidi iz toga da uzorak
SU2 podvrgnut djelovanju temperature tijekom ekstrakcije sadrzi najmanju koli¢inu
ukupnih fosfolipida i ima najmanje iskoristenje.

8. Ulje dobiveno ekstrakcijom po Soxhletu sadrzi vrlo malo fosfolipida pri ¢emu PI uopée

nije detektiran pa se ova metoda ne preporuca za odredivanje istih.
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