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Forord

Denne oppgaven ble utfgrt ved Institutt for kjemateknologi og matvitenskap (IKBM) ved
Norges miljg- og biovitenskaplige universitet (NMBUWOppgaven pa 30 studiepoeng ble levert
varen 2014 og inngikk i en mastergrad i teknolagginfor kjemi- og bioteknologi. Oppgaven
besto av metodeutvikling med fastfase- ekstraksgpanalyse av lipider med gasskromatografi

og flammeioniserings- detektor.

Arbeidet ble utfgrt i samarbeid med Roland Kallambog Dag Ekeberg. Jeg vil takke veilederne
for deres stgtte med utformingen av oppgaven, gdanats innsikt og kompetanse. Til slutt vil jeg
takke alle de andre ansatte pa laboratoriet for§ddog venner og familie som stgttet meg med

arbeidet.
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Sammendrag

Det ble utviklet en fastfase- ekstraksjons (SPEpde med aminopropyl (Nfikolonner som
separerte acylglyserol- standarder som finnes kefett. Det har blitt publisert mange artikler
med SPE metoder som separerer lipid- klasser e wiilganiske prgver, men ingen av metodene
separerte lipider fra kumelk. Separasjon av lip&teviktig for & kunne analysere fettsyre-
sammensetninger i ulike lipid- fraksjoner (Ruizakt2004). Det ble brukt en moderne GX-274
automatisert SPE robot fra Gilson Inc. (Middletoi$A) for & utfgre separasjoner.

De vanligste mettede fettsyrene i kumelk var patsjre (C16: 0), etterfulgt av myristinsyre

(C14: 0) og stearinsyre (C18: 0) (Mansson 2008)ernine oppgaven ble acylglyserol- standardene
tristearin (18:0- 18:0- 18:0), dipalmitin (16:0- 06:0) og monomyristin (14:0- 0- 0) separert med
SPE. Aminopropyl- adsorbenter dannet hydrogerdibger mellom det primaere amidet pa
adsorbenten og polare grupper i analytten (PeroRaii&- Gutierrez 2003). Nj kolonner ble
foretrukket framfor andre modifiserte silikafaserdi de dannet mer selektive polare

interaksjoner med ngytrale lipider.

Lipider ble opplast i et felles lgsningsmiddel qplsert pa kolonnen, far de ble skilt fra
kolonnen i en trinnvis elusjon av lgsningsmidlerdned&ende polaritet. Acylglyseroler ble
derivatisert til fettsyremetylestere (FAME) og aysart med gasskromatografi og
flammeioniserings- detektor (GC- FID) for & avgjseparasjon og utbytte. Metodeutvikling
besto av tre test- metoder hvor ulike Igsningsmiolle utprovd. FAME standarder ble
opparbeidet og responsen ble malt med GC- FID -aokvantitativ referanse for & bestemme
utbytte.

Arbeidet med metodeutvikling ble basert pa tidlegeretodikk utviklet av Kaluzny et al. (1985)
og Pinkart et al. (1998). Heksan: kloroform: mete86:3:2 (v/ v) ble brukt til opplagsning av
lipider, mens blandinger av heksanp- heptan, dietyleter, etylacetat, kloroform og metéle
brukt til trinnvis elusjon. Malet var separasjondngbytte av FAME hgyere enn 70 %, residualt

standardavvik (RSD) lavere enn 10 % og minimal $kgsitaminasjon.

Utbytte og separasjon ble malt i tre metoder med gamniasjoner i lasningsmidlene som ble nevnt
ovenfor. Utbytte av FAME fra metode 1 var 73,016 %, metode 2 var 75,3 = 5,4 % og
metode 3 var 80,6 + 12,5 %. Samlet utbytte av FAMHriacylglyseroler (TAG) var 80,6 + 7,8

%, diacylglyseroler (DAG) var 81,7 + 7,6 % og moogglyseroler (MAG) var 66,6 £ 8,7 %.
Samlet utbytte for alle FAME var 76,3 £ 10,5 %,total kryss- kontaminasjon var 0,6 %. Tapet



Sammendrag

av analytt med fastfase- ekstraksjon var en sydtski@ilkilde. Egenskapene til aminopropyl-

kolonner ble pavirket av luftfuktighet, og derfasrtde kanskje tarkes far bruk.
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Abstract

A Solid Phase Extraction (SPE) method was develepdgdaminopropyl (NH) columns that
separated acylglycerol- standards common in baviie Numerous scientific papers have been
published with SPE methods that separate lipidssela from different organic samples, but none
of the methods separated lipids from bovine milke separation of lipid classes is important for
the analysis of fatty acid compositions in differ&pid fractions (Ruiz et al. 2004). Separations
were carried out with a modern GX- 274 automati& &bot (Middleton, USA)

The most common saturated fatty acids in bovin& mére palmitic acid (C16: 0), followed by
myristic acid (C14: 0) and stearic acid (C18: 0Bldson 2008). In this thesis, the acylglycerol-
standards tristearin (18:0- 18:0- 18:0), dipalm{fi6:0- 0- 16:0) and monomyristin (14:0- 0- 0)
were separated with SPE. Aminopropyl- sorbentsi&al hydrogen bonds between the primary
amide of the sorbent and the polar group in théysm@Perona & Ruiz- Gutierrez 2003). BH
sorbents were favored over other modified silideages because they provided the most selective

polar interaction with neutral lipids.

Lipids were dissolved in a common solvent and &gilo an aminopropyl column, before they
were separated from the column in a stepwise @lwicolvents with increasing polarity.
Acylglycerols were derivatized to fatty acid metlegters (FAME) and analyzed by gas
chromatography with a flame ionization detector {&(D) to determine separation and recovery.
Method development consisted of three test- methddse different solvents were tested.

FAME standards were prepared and their responseneasured with GC- FID — as a

guantitative reference to determine recovery.

The work with method development was based on pusvinethodology developed by Kaluzny
et al. (1985) and Pinkart et al. (1998). Hexalmoroform: methanol 95:3:2 (v/ v) was used to
dissolve lipids, whilst mixtures of hexanen- heptane, diethyl ether, ethyl acetate, chloroform
and methanol were used for stepwise elution. Ta \gas to achieve a recovery of FAME
higher than 70%, residual standard deviation (R8®®r than 10 %, and minimal cross-

contamination.

Recovery and separation were measured in threeonethith small variations in the solvents
mentioned above. Recovery of FAME from method % W&.0 + 11.6 %, method 2 was 75.3 =
5.4 %, and method 3 was 80.6 + 12.5 %. Colleatedvery of FAME from triacylglycerols
(TAG) was 80.6 + 7.8 %, diacylglycerols (DAG) wak B+ 7.6 %, and monocylglycerols (MAG)
was 66.6 % + 8.7 %. Total recovery of all FAME wds3 = 10.5 %, and total cross-

VI
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contamination was 0.6 %. Loss of analyte with SR a systematic source of error. The

properties of aminopropyl columns were affectedbgnidity, and they may need to be dried

before use.

Vi
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Introduksjon

1. Introduksjon

1.1 Lipider

Ingen eksakt definisjon av lipider eksisterer (AkbMin 2002). Christie og Han (1982)
definerer lipider som “en stor variasjon av nag&lprodukter som inkluderer fettsyrer og deres
derivater, steroider, terpener, kartenoider ogeggitle, som har til felles at de er lgselige i

organiske lgsningsmidler som dietyleter, heksanzée, kloroform og metanol.”

Store norske leksikon (2009) definerer lipider sem fellesbetegnelse for de egentlige fettstoffer
(triacylglyseroler) og for de fettlignende stoffépoider, hvis viktigste grupper er voks,
fosfolipider, glykolipider, karotenoider og stereidLipider karakteriseres ved varierende
lgselighet i visse organiske lgsemidler som etkohml, benzen, og for det meste ved ulgselighet

i vann.”

Lipider betegnes ofte som fett eller olje — fetfast og olje er flytende ved romtemperatur (Hart
et al. 2003). Enkle lipider bestar av to kompogeeny inkluderer triacylglyseroler og
kolesterolestere. Komplekse lipider har tre dllre komponenter og favner fosfolipider og
glykolipider. Ngytrale lipider inkluderer fettsyrealkoholer, acylglyseroler og steroler, mens
polare lipider omfatter fosfolipider og glykolipideAkoh & Min 2002). Inndelingen er ganske
vilkarlig siden korte fettsyrer er veldig polarestdedre & klassifisere lipider basert pa struktur.
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1.1.1 Fettsyrer

Fettsyrer bestar av en hydrofob alifatisk kjedeendnydrofil karboksylsyl (Mathews eal. 2005).
De samler seg som misceller i vann og kan brukesesoulgatore (blanding av to vaesker sc
normalt ikke er blandbare)ettsyre er syntetisert i naturen vindensasjon ¢ malonyl-

koenzym A-enheter ved deattsyresynteta: kompleks (Dewick 2009).

Det finnes tre undergrupper av fettsyrer: mettedemdtede og flerumetted@koh & Min
2002). Mettede fettsyré6S5FA) har ingen dobbeltbindinger, enumettede fetts(MUFA) har en
dobbeltbinding, mens flerumettefettsyrer (PUFAar flere dobbeltbindinger. Mettede fettsy

er som regel faste ved romtparatur, mens umettede er flytenc

Dobbeltbindinger i fettsyrer hivanligviscis konfigurasjon, men kan omdannestrans med
ekstern pavirkning (Damodaran, Parkin et al. 20(Cis dobbeltbindinger forarsaker mer ster
hindring enrtransdobbeltbindinger, og gir lavere smeltepunFettsyrer med fler

dobbeltbindinger har lavere smeltepun

For & navngi fettsyrekan enten deres funksjonelle IUPAC n:tradisjonelle navieller numerisk
forkortelse brukesAkoh & Min 200z). | det nuneriske systemet angir det farste tallet ar
karbonatomer i fettsyren, mens det andre talleir amgall dobbeltbindingerStearinsyr, med
funksjonelt navroktadekansyi, blir forkortet (CB: 0). Figur 1.1 viser strukturen til noen vanl

mettede ogimettede fettsyrer

Methyl Carboxyl

Estearic acid CH,

sy N\ "\ "\

COOH
Oleicacid CHy 3 5 7 3 18COOH

(GERREI N VA VAVAV S VAV VAV

Linoleic acid CH; 3

(C18:2, @-6) \M/\_N\/\/\COOH

alpha-linolenic CH, 3 18COO0OH
acid V4 -

{C18:3, @-3)

Figur 1.1 Strukturen til noen vanlige mettede og umettedsyietr (Valenzuela & Valenzuela 20)
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Introduksjon

Umettede fettsyrer navngis med antall dobbeltbigelirog plasseringen til den fgrste
dobbeltbindingen (Akoh & Min 2002). Oljesyre hatdunksjonelle navnetis-9-oktadekensyre
og den numeriske forkortelsen (C18i9). Huvis fettsyrer har flere dobbeltbindinger néste
dobbeltbinding alltid befinne seg tre karbonatofm&iden farste dobbeltbindingen.

Naturlige fettsyrer har et partall antall karbomaéw - det er sann de produseres biologisk
(Damodaran, Parkin et al. 2008). Myristinsyrepahsyre og stearinsyre er de mest tallrike
umettede fettsyrene i naturen. (C4: 0) til (C12fedsyrer er i hovedsak bare funnet i melkefett og
animalsk vev, mens middels kjedelengde forbinddts®kommer i vegetabilske oljer, slik som
kokosngttolje. | tabell 1.1 er en oversikt ovelttede og umettede fettsyrer.

Tabell 1.1 Navn og struktur til mettede og umetteddettsyrer (Akoh & Min 2002) og (Bernatek
2009b).

IUPAC navn Numerisk Trivielt navn
forkortelse

Heksansyre 6:0 Kaprionsyre

Dekansyre 10: 0 Kaprinsyre

c-9-Dodekensyre 12: 103 Laurolsyre

c-9-Tetradekensyre 14: 1n5 Myristolsyre

c-9-Heksadekensyre 16: 7 Palmitolsyre

c-9-Oktadekensyre 18: 109 Oljesyre

c-9,c-12,c-159ktadekatriensyre 18: 303 a- Linolensyre

c-5,c-8,c-11,c-14Eikosatetraensyre 20: 496 Arakidonsyre

Tetrakosansyre 24: 0 Lignoserinsyre
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1.1.2 Acylglyseroler

Acylglyseroler er estere av den treverdige alkomgjlgserol med forskjelligfettsyrer (Bernatek
2009a). Acylglyseroler kan deles inn i tre grupper: mondglyserole (MAG), diacylglyseroler
(DAG) og triacylglyserole(TAG) (Damodaran et al. 2008)TAG bestar av tre fettsyrer koblet
glyserol med en esterbindin@AG har to fettsyrer, mens MAG har erttsyre

For a kunne identifisere acylglyseroler ma fettagetype og posisjonen spesifiseres, o
brukes prefiksetsn,” (Perona and Ru-Gutierrez 2004). Fettsyrene i glyserol molek
identifiseres og listes sosm-1, sn-2 ellersn-3 i riktig rekkefglge. Figur 1.2iser strukturen ti

acylglyseroler.

Acyglyseroler klassifiseres som upolare fordi dapogruppene og fettsyrene kobles samn
en esterbinding (Perona and F-Gutierrez 2004). Acylglyseroler med umettede jeésog
korte karbonkjeder er mer polare. Acylglyseroler kan $asarganiske lgsningsmidler, men ikk

vann.

Smelte-og stagrkningspunktet til acylglyseroler bestemmetetisyrenes kjedelengd
metningsgrad og isomeri (Perona and -Gutierrez 2004). Vegetabilsloljer er flytende forc
de har mange umettede fettsyrer med dobbeltbindircisform. Animalsk fett er mer mettet «

derfor fast ved romtemperatur (Hart 200

Sn-1C—0OH Sn-1C—0OH
f
OH—Csn-2 CH—(CH,)—0—CSn-2
i i
Sn-3C—O0—(CH,),—CH, S$n-3C—O—(CH,), —CH,
Monoacylglyceride Diacylglyceride
T
$n-1C—0O—(CH,),—CH,
O

2 |
CH—(CH,)—0—Csn-2

Il
Sn-3C—O—(CH,), —CH,
Triacylglyceride

Figur 1.2 Strukturen til MAG, DAG og TAG som spesifiserer — notasjon” {/alenzuela &
Valenzuela 2013)



Introduksjon

Triacylglyseroler

Triacylglyseroler (TAG) er den vanligste komponeniéett og olje og kan fungere som
energilager eller som transportgr av fettsyrendplasma (Perona & Ruiz-Gutierrez 2004).
Lengden pa fettsyrenes hydrokarbon kjeder og dtiibdingenes plassering i TAG molekylet

avgjar den tredimensjonale konfigurasjonen og deskg egenskapene til molekylet.

Fettlagrene til planter har TAG med fettsyrer pdlone 4 og 36 karbonatomer og opptil 6
dobbeltbindinger (Perona and Ruiz-Gutierrez 20@®t store mangfoldet av fettsyrer som kan
kobles til glyserolen betyr at det finnes et stortall mulige molekyler med sveert like fysikalske

egenskaper. Plasseringen av fettsyrer i TAG péwideres fysiske egenskaper.

Symmetriske TAG, som finnes mest i vegetabilskerpgmelter ved lavere temperatur enn
asymmetriske TAG oljer (Perona and Ruiz-Gutier@24). Acylglyserol strukturen i
vegetabilske oljer fglger et bestemt mgnster. 8§Aange MUFA er tilfeldig plassert i posisjon
1 og 3, mens PUFA er tilfeldig plassert i posistponl animalsk fett er ofte SFAsn-1 posisjon,
selv om oljesyre (18:09) ogsa kan innta denne posisjonen (Perona and®utizrrez 2004).

PUFAs og lange SFA kjeder finnes hovedsakelig itemngte posisjon.

TAG som lagres i celler under huden heter adipBsenatek 2009a). Animalsk adipose og
melkefett inneholder mest mettede, og noen umeftdtgyrer. Adipose fra saltvannsfisk (tran)
og sjgdyr inneholder mer av de umettede fettsy(@del3 %) (Bernatek 2009a). Oljer fra
plantefrg og frukt har rundt 30— 60 % flerumettéstésyrer, og inneholder mye linolsyre.
Organer og muskelceller bestar hovedsakelig avlipsder med umettede fettsyrer som bygger
opp cellemembraner (Bernatek 2009a).



Introduksjon

1.1.3 Lipider og helse

Inntak av fettsyrer pavirker kolesterolnivaet i diidasma, som er direkte relatert til hjerte- og
karsykdommer (Perona and Ruiz-Gutierrez 2004)talnav en- og flerumettede fettsyrer er
sunnere enn mettede fettsyrer. Fettsyrer somsim@log andre PUFA har unike egenskaper, og
det er viktig a fa i seg disse fettsyrene i etesrkosthold for & unnga sykdommer og
undererneering (Seppanen-Laakso et al. 2002). Hravtanettede fettsyrer dgansfettsyrer gir
hayere kolesterolverdier i blodet, areforkalknimghmyere risiko for hjerte- og karsykdommer.

Oljer fra fisk, sjgdyr og planter tilfgrer organisnflerumettede, essensielle fettsyrer (Bernatek
2009a). Essensielle fettsyrer er flerumettedsyett som dyr ikke klarer & produsere pa egen
hand. De to viktigste essensielle fettsyrenenmidiyre og linolensyre (Bernatek 2009a). Disse
fettsyrene bygger opp cellemembraner, pavirkerdtetelnivaet og bidrar i syntesen av
prostaglandiner.

Transfettsyrer stammer hovedsakelig fra industrieltrogenerte produkter som margarin, samt
melkeprodukter og kjgtt (Mozaffarian 2008). Baldei magen pa kuer, sauer og geiter
biohydrogenerer en andel av umettede fettsyrercdygene spiser. Resultatet er at ca. 5 % av
fettsyrene i melkeprodukter og kjgtt fra disse dgrer naturligeransfettsyrer (Mozaffarian
2008). Margarin innholder enda meansfettsyrer, og medfarer hgyere risiko for hjerte- og

karsykdommer.
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1.1.4 Lipider i kumelk

Naturlig kumelk bestar av omtrent 87 % vann, 4,&ktose, 3,4 % protein, 4,2 % fett, 0,8 %
mineraler og 0,1 % vitaminer (Mansson 2008). Ldpid i kumelk eksisterer som globuler i en
olje- vann emulsjon. Melkefett bestar hovedsakalig AG (ca. 98 %), mens andre fraksjoner er
DAG (< 2 %), kolesterol (< 0,5 %), fosfolipider (ca%), FFA (ca. 0,1 %) og MAG (< 0,1 %).
Sammensetning av melk varierer stadig, og er augengavling, matinntak og sesong (Mansson
2008).

Fettsyrene i melk er ikke tilfeldig esterifisettde tre posisjonene pa TAG molekylet (Mansson
2008). Kortkjede- fettsyrer som butylsyre og kapsyre er nesten bare esterifisersp3.
Mellomkjede- fettsyrer, (C8: 0) — (C16: 0), er \iguis esterifisert p&n-1 ogsn2 (Mansson
2008). Stearinsyre (C18: 0) er ofte i posisgori, mens oljesyre (C18: 1) har preferanse for
posisjonsn1 ogsn3.

Melkefett TAG er syntetisert fra mer enn 400 foedlige fettsyrer; det er den mest komplekse
blandingen av naturlig fett som eksisterer (Mans2@o8). Mesteparten av fettsyrene finnes kun i
spormengder, og kun 15 fettsyrer utgjer hver merkfo av den totale mengden.
Sammensetningen av svensk melk ble malt til 69métiede fettsyrer og 30,6 % umettede
fettsyrer (Lindmark-Mé&nsson & Akesson 2001).

Den viktigste fettsyren fra et kvantitativt synsgtiar palmitinsyre (C16: 0), som utgjer ca. 30 %
(w/ w) av total mengde fettsyrer (Mansson 2008)yristinsyre (C14: 0) og stearinsyre (C16: 0)
utgjer 11 og 12 % (w/ w). Av mettede fettsyred 819 % kortkjede- fettsyrer, (C4: 0) — (C10: 0).
Butylsyre og kaprionsyre utgjar 4,4 og 2,4 % (w/ w)

Omtrent 25 % av fettsyrer i melk er MUFA hvor oljes (C18: 1) utgjer 23,8 % (w/ w) av den
totale mengden fettsyrer i svensk melk (Manssor8ROBUFA utgjar 2,3 % (w/ w); de vanligste
fettsyrene er linolsyre (18wib) oga- linolensyre (C18: 33), som utgjer 1,6 % og 0,7 % (w/ w).
Omtrent 2,7 % av fettsyrene i melk lieansdobbeltbindinger.

Melkefett fra kuer er en viktig komponent i matpu@&ter fordi den tilfgrer tekstur og struktur til
maten (Simoneau & German 1996). Plastisitetenlkenett gir en fast tekstur; dette er fordi noen
triglyserider krystalliserer, mens andre er flytenéd romtemperatur. Denne uvanlige

egenskapen er unik til dyre- og melkefett.
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1.2 Hensikt

Det skal utvikles en fastfase- ekstraksjons (SP&pde med aminopropyl (NHkolonner som
separerer acylglyserol- standarder som finnes kefiett. Det er publisert mange artikler med
SPE metoder som separerer lipid- klasser i uligaioiske prgver, men ingen av metodene
separerer lipid- klasser i melkefett. Separasjolipéder er viktig for & kunne analysere fettsyre-

sammensetninger i ulike lipid- fraksjoner (Ruizakt2004).

Aminopropyl- kolonner danner hydrogen- bindingeilorae det primeere amidet pa adsorbenten
0g polare grupper i analytten (Perona & Ruiz- Guee 2003). De foretrekkes framfor andre
modifiserte silikafaser, som diol, fordi de gir nemiektive polare interaksjoner nar ngytrale

lipider skal separeres.

| denne oppgaven skal acylglyserol- standardeste#iin (18:0- 18:0- 18:0), dipalmitin (16:0- O-
16:0) og monomyristin (14:0- 0- 0) separeres mel.SRcylglyserol- standardene er esterifisert
til myristinsyre (C14: 0), palmitinsyre (C16: 0) etparinsyre (C18: 0). Etter separasjon
derivatiseres acyglyserol- standarder til flyktl®ME og analyseres med GC- FID for & avgjare
separasjon og utbytte. Malet er & ha utbytte aMEAgyere enn 70 %, RSD lavere enn 10 % og

minimal kryss- kontaminasjon.

Sammensetningen av svensk melk ble malt til 69métiede fettsyrer og 30,6 % umettede
fettsyrer (Lindmark- Manssen og Akesson 2001).vBeligste mettede fettsyrene i kumelk er
palmitinsyre (C16: 0), etterfulgt av myristinsy@1@: 0) og stearinsyre (C18: 0) (Mansson 2008).
Acylglyserol- standardene som separeres med SBaEnedoppgaven er kun esterifiserte til
mettede fettsyrer; det finnes ingen tidligere #etilsom separerer disse lipidene med SPE.
Tidligere artikler separerer kun acylglyseroler meettede og umettede fettsyrer, eller andre

lipidklasser.
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2. SPE teori

Fastfase- ekstraksjon (SPE) er en ekstraksjonsmetmu bruker en fastfase og en vaeskefase til &
isolere en, eller en type, analytt fra et Igsningsi@l (Chemicool Periodic Table 2014). SPE
brukes til & rense en prgve fgr en kromatograéitler analytisk metode kvantifiserer mengden av
analytt i praven. SPE var opprinnelig tenkt soneestatning til vaeske- vaeske ekstraksjon (LLE)
(Poole 2003). LLE er krevende og vanskelig & aatisare - det dannes lett emulsjoner og

bruker mye Igsningsmidler. SPE metoder er leiematomatisere, men egenskapene til SPE

adsorbenter er mindre reproduserbare enn lgsnidismmei som brukes i LLE.

| 1978 ble kommersielle Sep- Pak patroner (Waterp@ation, Milford, USA) introdusert som
praktiske, tgrrpakte, silika- baserte SPE kolonigalget av SPE kolonner gikk tratt fram til
midten pa 90- tallet (Hennion 1999). | de siste A arene har SPE blitt stadig mer populeert,
med forbedringer innenfor automasjon, introdukgemye faser, og standardisering av formater.
Det har vaert mye fokus pa a redusere bruk av asgan@sningsmidler i laboratorier. Fordeler
med SPE er raske og enkle separasjoner, mindrearlgsningsmidler, lavere brukskostnader og
@kt selektivitet (Hennion 1999). En ulempe med 8PEt det er vanskelig & overvake

separasjoner.
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2.1 Prinsipper

En typisk SPE separasjbar fire steg: (a) kondisjonerir (b) preave-applisering, (c) rensing ¢
(d) elusjon (Hennion 1999%e figur 2.. Kondisjonering av adsorbent partikler fierneznireter
kolonnen og blgtlegger overflate silanol gruppenisandre kjemiske grupper. Nar prg
appliseres skal analytterere lgst i et lgsningsmiddel som kun har svakeifge! til
adsorbenten (Hennion 1999)ipider blir som regel ekstrahert med kloroformiéelandre
organiske lgsningsmidler) far de appliseres parkwo; 10en prgver (som blodplasn kan
tilsettes direkte p&n SPE kolonne. Etter at prgven appliseres ma @dureres trinnvis fri

kolonnen for a separere, rense eller ekstrahere analytevier (Hennion 199¢.

Conditioning solvent  Sample (analyte+matrix) Wash solvent Elution solvent

RIS

N

Sorbent

Sorbent - Sorbent T Sorbent + T Sorbent + ]
— bed bed —_|— analyte + analyte 1
] l impurities i or impurities i
Sample liquid Impurities Analyte
or analyte

Figur 2.1 Trinnene i en typisk SPE separas (Zwir-Ferenc & Bizilk 2006).

Veaeske- stramningshastighete®PE kolonner er 0,2%,5 mL/ sekund; den laxstremnings-
hastigheten skyldes 8PE kolonner héliten kapasitet (Poole et al. 2000Kolonner tarkes
gjerne i 1- 5 minuttemellom hver separasjons- trinn slik at lgsningsmidierer ut av
adsorbenten. Hvis kolonnémrkes for lenge kan analytt fordampe eller sedtgefast i
adsorbenten (Poole et al. 200®lusjon- lgsningsmidler skadanne sterke bindinger m

analytt, og déogr de veere flyktige ablandbaremed andre Igsningsmidler.
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Kolonne konstruksjon

Kommersielt tilgjenglige SPE kolonner pakkes meceesartet tetthet som gir reproduserbare
separasjoner (Christie 1992). Nar pakningsmaterigbpes i store mengder vil kvaliteten

forringes av luftfuktighet, mens SPE kolonner i waintette pakninger ikke forandrer egenskaper.

Vanlige SPE kolonner er sprgyteformede og har aésompartikler med diameter pa 40- 60 um
(Hennion 1999). Den store partikkel- og porestgere skaper god gjennomstrgmning som
optimeres med vakuum og trykk. SPE kolonner ekptkned 100 — 1000 mg adsorbent, og

patronstgrrelser er 1 - 7 mL.

Adsorbenten holdes pa plass av porgse fritter fiondwlonnen (Hennion 1999). | enden pa
kolonnen er en spiss som kan kobles til en oppsastlieholder. Flere prgver kan handteres
samtidig ved & bruke vakuum manifold eller autoseate Igsninger. Det finnes ogsa andre SPE

formater, som disker og kolonner som kan brukestditre pravemengder.

Materialene som brukes til & produsere SPE kolommérolder myknere som ftalater (Christie
1992). Selv om kolonne- plasten bestar av hgytetalpolypropylen eller polyetylen, innholder
de fortsatt forurensende stoffer (Hennion 1999ss® stoffene fiernes nar kolonner
kondisjoneres med upolare lgsningsmidler. Glassnker, eller fluorpolymerbelagte kolonner,

kan brukes hvis forurensing av prgvene er et proble

11
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2.2 Automatisert SPE

Automatisert vaeske- og prgvebehandling kombineed SPE teknologi for & produsere
automatiserte lgsninger som kan behandle fleregpreamtidig pa en effektiv mate (Harrison &
Walker 1998). Automatiserte roboter tar seg adiappng av lgsningsmidler og praver,

kondisjonering, eluering og vasking av SPE kolonner

Automatisert SPE ble farst populeert sent pa rlgitadr 96- branns automatisert SPE format ble
introdusert (Rossi and Zhang 2000). Til & begymeel var malet & behandle flere hundre prgver
samtidig, men etter hvert erstattet automatisei &ihlig pravebehandling og metodeutvikling -

med feerre prgver. Trykk, stramningshastighet egilysmiddel- sammensetning samstemmes

og standardiseres.

En fordel med automatisert SPE er at det krevedraitid og innsats (Rossi & Zhang 2000).
Flere praver kan kjgres samtidig med parallell prbghandling. Automatisert SPE har hgy
presisjon og ngyaktighet sa lenge innstillingenekeig. Typiske volumer for biologiske SPE
prever er 1- 10 mL, og automasjon optimaliseres steddardiserte kolonne stagrrelser (Hennion
1999). Miljgkjemiske praver er vanligvis pa 10200 mL, og med disse pravene kan SPE
kobles direkte til veeskekromatografi med online SPE

Online automatisert SPE integrerer SPE med HPLGgRd Zhang 2000). Prgver appliseres
pa SPE kolonner hvor de separeres, far de injiskrekte pa en HPLC kolonne med detektor.
Elusjonsmidlene er begrenset fordi de ma veere ktibdpaned HPLC og SPE, noe som gjar
denne Igsningen noe kronglete. Eksempler pa oBIRte lasninger er Prospekt fra Spark
Holland, OSP-2 fra Merck og ASPEC XL fra Gilson (iéon 1999).

Offline automatisert SPE er mest vanlig - hvor SiKe kobles til andre analytiske instrumenter
(Hennion 1999). Offline SPE gir starre risiko fowve kontaminasjon og tap av analytt gjennom
fordampning, men det har flere applikasjoner ogstwalgmuligheter enn online SPE. SPE
utfares sekvensielt pa flere kolonner samtidig mudabter som ASPEC fra Gilson, Microlab fra
Hamilton, AutoTrace og RapidTrace fra Zymark (H&mi999). Etter separasjon med offline

SPE kan prgvene derivatiseres og analyseres manuelt

12
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2.3 SPE adsorbenter

Metodeutvikling er en utfordring med SPE og valgaa¢orbent er viktig (Hennion 1999). Silika
og modifiserte silikafaser er de vanligste SPE duaene (Fontanals et al. 2005). Silika og
silikabaserte adsorbenter har frie silanolgrupgeoyerflaten.

Silika har polare egenskaper, og overflatesilamoingr sekundaere polare bindinger (Ruiz-
Gutiérrez & Pérez-Camino 2000). SPE adsorbenteamigvis lagd av starre silikapartikler enn
de som brukes i stasjoneerfasen pa HPLC (Chrisfi@)1SSilikapartiklene er ca. 40 pm i diameter
med porestgrrelser pa 60 Angstrem. Partiklen@haregelmessig form som gir god vaeske-

strgmning.

Kapasiteten til en kolonne er definert som masseamalytt som kan festes pa adsorbenten under
optimale forhold (Hennion 1999). Kapasitet vaniesem regel fra 1 - 5 prosent av adsorbent
masse. Hvis kolonnen har en masse pa 500 mgetviladre mulig & feste sa mye som 10 mg

analytt pa kolonnen.

De vanligste kolonnene for separasjon av lipided mygolar mekanisme er reversfase oktadecyl
(Cig), Oktyl (G) og etyl (G) (Ruiz-Gutierrez and Perez-Camino 2000). Polakansme brukes
med normalfase cyanopropyl (CN), aminopropyl gNHiol (OH) og silika (Si) kolonner, se
tabell 2.1.

Med reversfase kolonner dannes det upolar hydnotebaksjon (van der Waals
vekselvirkninger) mellom C-H gruppen pa analyttgn®H gruppen pa adsorbenten (Ruiz-
Gutierrez and Perez-Camino 2000). Med normalfasenker oppstar det polar interaksjon
(hydrogen- bindinger, pi — pi interaksjon, dipalliipol interaksjon og indusert dipol interaksjon).

lonebindings faser som kvarternaere aminer, benfensyre eller propylsulfonsyre kan brukes
hvis analytten er ionisert med positiv eller neg&dning (Ruiz-Gutierrez and Perez-Camino
2000). Christie (1989b) var den farste som brbktezensulfonsyre SPE kolonner for & separere
TAG og FAME.
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Tabell 2.1 Egenskaper til SPE adsorbenter som brulesi lipid separasjon (Ruiz-Gutierrez and
Perez-Camino 2000)

Modifisert
silika fase
(kjemisk
bundet)

Separasjonsmate Egenskaper

Normal- eller NH, (aminopropyl)
-Si-(CH,)3NH,

Moderat polaritet, alternativ

reversfase til silika

OH (diol)
-Si-(CH,)OCH,CH(OH)CHOH

Cs (oktyl)
-Si-CeH17

Moderat hydrofobisk med
mindre retensjon enn;&

Ph (fenyl)
-Si-Ph

Propylbenzensulfonat Sterkt kationisk som

-Si-(CH,)5CeH4-SO5

ekstraherer positivt ladede

basiske stoffer

14
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2.4 Adsorbent mekanismer

Analytt pafares SPE adsorbenten rfredital kromatografi og utskilles fra adsorbenten med
fortrengningskromatografi (Hennion 1999). Modusene er vellgenSPE er en enkel
kromatografisk prosess hvor adsorbenten er stadiasea. Mobilfasen er lgsningsmiddelet som
ekstraherer og utskiller analytten. Vandige Igssimigller brukes i reversfase- ioniserings

kromatografi, mens organiske lgsningsmidler brukesmalfase- adsorpsjons kromatografi.

Nar praven appliseres til kolonnen vil forbindelsaten passere gjennom eller binde seg (Christie
1992). Tiltrekning mellom kolonnen og analytt skagetensjon analytt fester seg pa kolonnen
mens lgsningsmiddelet passerer giennom. Reteasjavhengig av analytt, lgsningsmiddel og

adsorbent. Mekanismen hvor analytt skilles frk@onne heteelusjon(Christie 1992).

Analytt skal danne sa sterke bindinger til adsotdeat den kun fiernes med et elusjonsmiddel
(Hennion 1999). Analytt elueres med lavest mubtum av lgsningsmiddel slik at konsentrasjon
av analytt maksimeres. Med sterk retensjon awérad adsorbenten kan flere selektive

ekstraksjoner kjgres uten ugnsket elusjon.

Selektivitet skapes ved sekvensiell endring avrgetan til lasningsmiddelet (Kaluzny et al.
1985). Det finnes en unik binding mellom isolesteffer og den funksjonelle gruppen i fastfasen.
Stoffer med ulik struktur danner ulike bindingéifséisttasen, mens andre stoffer har sma ulikheter
som kan utnyttes. Med variasjon i lgsningsmiddéduiiet pa fastfasen kan stoffer isoleres
selektivt.
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Lgsningsmiddel egenskaper

Polaritetsindeksen kan brukes til & regne ut derleste polariteten i et lgsningsmiddel. Mens

heksan har veldig lav polaritet, har vann hgyetirfiet, som vist i tabell 2.2. Polaritetsindeksen

gir en generell tilneerming til polaritet som iklkaKlarer interaksjonen som oppstar mellom

molekyler.

Tabell 2.2 Polaritets indeks til organiske og vandje lgsningsmidler (LSU Macromolecular

Studies Group 2014).

Lasningsmiddel

Heptan

Iso-oktan

Toluen

Diklorometan

Kloroform

Aceton

Pyridin

Vann

Polaritets indeks

0,1

0,1

2,4

3,1

4,1

51

5,3

10,2
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Flyktigheten til lzsningsmidler er avhengig av béldenptrykk, kokepunkt og tetthet, se tabell
2.3. Damptrykk er det trykket som gass utgverendtoff i flytende form er i likevekt med sin
egen gass. Lasningsmidler som brukes med SPEakal sa flyktige som mulig - da kan
lzsningsmidlene dampes inn med nitrogen raskt eg tatp av analytt.

Tabell 2.3 Tetthet, damptrykk og kokepunkt til organiske lgsningsmidler (Science Stuff 2013).

Lgsningsmiddel Tetthet (g/ ml) i Damptrykk ved 20 °C | Kokepunkt (°C)

vaeskefase (kPa)

Metanol

Kloroform

Dietyleter

0,792

1,483

0,713
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2.5 Metodeutvikling

De farste kromatografiske analysemetodene brukalyaen av TAG var veeske- vaeske
kromatografi og papir kromatografi (Perona & Ruiat@rrez 2004). Introduksjonen av HPLC
og ulike fase adsorbenter fornyet interessen fpasesjonen av TAG. De fgrste separasjonene
ble utfgrt av Pei et al. (1975) med reversfaserkzdo og mellomlange karbonkjeder, og kiselsyre
ble brukt pa lange karbonkjeder. | 1977 ble nagarTAG separert med HPLC av Plattner et al.
(1977) og WADA et al. (1977). De fant ut at elusfv TAG pa reversfasekolonner skjer i
rekkefalge av minkende polaritet, som pavirkes awmningsgrad, molekylaer konfigurasjon og

molekylvekt.

SPE har lenge veert brukt for separasjon av lipgtidai biologiske stoffer, men det er fortsatt
uvanlig i analysen av oljer og matfett (Ruiz-Gutzrand Perez-Camino 2000). De vanligste
fraksjoneringene i oljer og matfett er separasjdh&L og PL. Fraksjoneringer av stoffer med

gkende polaritet eller isolering av spesifikke foér mindre dokumentert.

SPE artikler om behandling av matfett og oljerafte darlige beskrivelser av trinnene som
utfgres for lipid separasjon og utvikling av meto(feuiz-Gutierrez and Perez-Camino 2000).
Selv om metoder presenteres og valideres er dketiges a repetere fordi det mangler detaljerte
beskrivelser. Informasjon om valg av adsorbemdigjonering av fasen, applisert pravemengde
og volum, gjennomstrgmning og produsent kommeni&kes(Ruiz-Gutierrez and Perez-Camino
2000). Hvis metoden som brukes er god bgr logildandiskuteres. Disse detaljene er viktige
og medvirkende i en SPE metode.

Mye av litteraturen om SPE metoder er darlig uttikig tar lite hensyn til kjiemien som ligger
bak (Hennion 1999). Mange metoder er basert pariskg og tidkrevende prosesser som er
utviklet med prgving og feiling. Prgveopparbeidads lite prioritert innenfor analytisk kjemi, og
gis til mindre trente kjemikere. Litteraturen ofRESmetoder er ogsa darlig, noe som gjar

metodeutvikling mer krevende.
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2.5.1 Silika

Det mest brukte pakningsmaterialet for enkle segpanar av upolare og polare fraksjoner i
spiselige oljer er silikagel (Ruiz-Gutierrez anddzeCamino 2000). De fleste analytiske
metodene er basert pa en velkjent og standardig@AC metode hvor 1 g av olje separeres med
20 g silikagel, 150 mL petroleumeter- dietyleter:(83, v/ v) og 150 mL dietyleter (Hopia et al.
1992). Metoden er i utgangspunktet treg og brukge lgsningsmiddel, men med SPE blir
metoden enkel og rask, og bruker mindre lgsningdetidPraver og reagenser kan reduseres med
en faktor pa 10.

Metoden til Hopia et al. (1992) er vanskelig & dmisere fordi silika patroner fra forskjellige
leverandgrer har ulike egenskaper (Ruiz-GutiernezRerez-Camino 2000). Den vanligste
forskjellen er vanninnhold, som pavirker kolonneffgktivitet. | slike tilfeller kan det veaere

nyttig & tarke kolonnen og kontrollere vanninnholdesningsmidlene. Hvis det brukes en
internstandard i prgven og den polare fraksjonemtfiseres med HPLC vil en slik SPE metode
valideres og kvalitetsikres — og den vil foretrekliemfor den offisielle metoden (Ruiz-Gutierrez
and Perez-Camino 2000).

Ngytrale lipider (NL), inkludert CE, TAG, FFA og lesterol (C) er blitt separert pa silika (Si)
kolonner med kloroform og etansyre (Hamilton & Caort@88). NL- separasjon av CE og TAG
var mest krevende. Ulike kombinasjonemaweksan og polare lgsningsmidler ble testet, og
kloroform ble erstattet med MTBE. MTBE og dietgefungerte bedre enn etylacetat, kloroform
og diklorometan (Hamilton & Comai 1988). MTBE liteetrukket framfor dietyleter; dietyleter

er mindre stabilt enn MTBE og innholder forstyrrerslabilisatorer.

Silika (Si) og florisil (magnesium silikat) kolonnkan brukes for a rense upolare fraksjoner
(TAG) i olivenolje, men florisil kolonner fungeregarlig pa komplekse TAG som melkefett og
fiskeolje (Ruiz-Gutierrez and Perez-Camino 2008alytten av interesse passerer gjennom
kolonnen, mens ugnskede organiske stoffer adsarp@rsilikaen og kastes; slike metoder renser

prever for ugnskede stoffer (Supelco 1998).
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2.5.2 Aminopropyl

Alkylsilika- baserte stasjonzerfaser, enkle og misdife, har ulike bruksomrader i lipid- analyse
(Perona & Ruiz- Gutierrez 2003). Aminopropyl (W}Holonner foretrekkes framfor andre
modifiserte silikafaser nar isomerer og kompleksadinger av lipidklasser skal separeres - fordi
de gir mer selektiv polare interaksjon (Perona &Rsutierrez 2003). Polar interaksjon oppstar
mellom analytt og NEigruppen pa adsorbent overflaten (normalfase iksgya). Dette

inkluderer hydrogen- bindinger, pi — pi interaksjdipol — dipol interaksjon og indusert dipol
interaksjon. NHhar ogsa veert brukt i reversfase separasjonenanretige lgsningsmidler
(Supelco 1998).
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Trinnvis separasjon av lipidklasser

En enkel metode for rask separasjon av ngytraf@tage lipid klasser med NHkolonner ble
utviklet av Kaluzny et al. (1985), se tabell 2.8PE metoden separerer ngytrale lipider (NL) i
storfe fettvev med lgsningsmidler av gkende paariKaluzny et al. sammenlikner SPE metoden

deres med en standardisert TLC metode (Perona aizeRitierrez 2003).

Tabell 2.4 Kaluzny et al. (1985) metoden for trinnis separasjon av lipidklasser med
lgsningsmidler av gkende polaritet.

Totale lipider Ngytrale lipider*

Fraksjon 1 Kloroform: isopropanol (2:1 Heksan: diklorometan: etylacetat (89:10}1)

*Ngytrale lipider blir farst separert fra totalpitier og deretter fraksjonert videre pa en ny koén

Kaluzny et al. (1985) fikk problemer med a skilil@ésterol og DAG - begge har en
hydroksylgruppe som danner samme hydrogen binded NH, gruppen. Kaluzny et al. brukte
ulike mengder etylacetani heksan for & skille stoffene. De rapportertatbytte av lipid
standarder pa mer enn 95 % med bare 2 % kontamma$§PE metoden deres var et historisk
gjennombrudd - den separerte hele 10 lipidklasssl samme kolonne. Separasjon av lipider er

viktig for & innhente palitelig informasjon om f&tte sammensetninger i hver fraksjon.

Kim og Salem (1990) noterte at Kaluzny et al. ()98ke hadde skilt polare fosfolipider fra
andre lipider. De utviklet en metode som sepamarte fosfolipider fra ngytrale fosfolipider i
rotteblod, og gjorde en fettsyreanalyse av frakspen Kim og Salem fikk tap av flerumettede

fettsyrer i elusjon av polare fosfolipider med slasningsmidler.

Agren et al. (1992) separerte CE, TAG, FFA og Pylanalyserte fettsyrene fra hver
lipidfraksjon. Nar Agren et al. brukte nye Mkblonner observerte de at kloroform eluerte TAG
og CE i samme fraksjon; med to ar gamle,;NMBlonner oppsto det retensjon av TAG. Nar
kloroform ble byttet ut med MTBE klarte Agren et alseparere CE og TAG pa nye kolonner.
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Agren et al. (1992) paviste kontaminasjon av mettaglenumettede fettsyrer fra plastkolonner
nar de brukte etansyre, et surt lgsningsmiddeks&®uog Werne (2007) meldte at produkter laget
av hgytetthetspolyetylen frigjgr betydelige nivaerkortkjede (C16) og (C18) fettsyrer under
elusjon, mens glass og fluorpolymerbelagt hgyt&ttimyetylen ga lite forurensning. Det ma

utvises forsiktighet nar kortkjede- fettsyrer asaiyes med hgytetthetspolyetylen- kolonner.

Pinkart et al. (1998) modifiserte metoden til Kalyzt al. (1985) for & separere mikrobielle
lipider - som er mindre polare enn lipider i fetyse tabell 2.5. Mens Kaluzny et al. separerer
lipider med flerumettede fettsyrer, separerer Ringiaal. enumettede og mettede bakterielle
lipider. Lipidene ble Igst i heksan: kloroform: taeol 95:3:2 (v/ v). Minimalt volum (150 pL)
ble brukt for & applisere prgven. De fleste lipielga utbytte pa over 90 %, men unntak av

steroler.

Tabell 2.5 Pinkart et al. (1998) metoden for trinnis separasjon av lipidklasser med
lgsningsmidler av gkende polaritet.

Totale lipider Ngytrale lipider*

Fraksjon 1| NL* Kloroform TAG Heksan: diklorometan: kloroform
(88:10:2)

Fraksjon 3 Metanol: kloroform (6: 1) Heksan: etylacetat (85: 15)

*Ngytrale lipider blir farst separert fra totalpiller og deretter fraksjonert videre pa en ny koton

Ruiz et al. (2004) sammenliknet metodene til Kajuehal. (1985) og Pinkart et al. (1998) i
separasjonen av muskel lipid klasser. Den mestédmetoden for separasjon av lipidklasser
blant forskere er beskrevet av Kaluzny et al., figkart et al. sine modifikasjoner er bedre nar

PL skilles fra andre lipider i muskelvev.

Giacometti et al. (2002) analyserte fettsyrer i PAG, DAG og MAG fra matoljer og biologisk
vev. De sammenliknet Ni-iNexus (polymerisk) og fg kolonner og bygde pa metodikken til
Pinkart (1998). Giacometti et al. fikk darlig gfeming av (C14:0) FAME i PL, TAG, DAG,
MAG narn- heksan ble brukt til lipid- opplasning.
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Selektiv ekstraksjon

Burdge et al. (2000) noterte at metoden til Agreal (1992) bare var testet pa standarder og ikke
pa biologiske prgver. Nar Burdge et al. testetoahen til Agren et al. fikk de lavt utbytte, hgyt
standardavvik (SD) og darlig reproduserbarhet.dBeret al. utviklet en alternativ metode for a
ekstrahere TAG, FFA og CE i blodplasma, og anatgdettsyrene fra hver fraksjon med GC-FID
og GC-MS. De skilte og vasket hovedfraksjonenstfder de ekstraherte spesifikke lipidklasser
pa en ny NH kolonne. GC-FID ble brukt til analyse, og GC-MiSitbekrefte resultatene.

Burdge et al. (2000) oppdaget sma topper med fosniag i pravene, som ble identifisert med
GC-MS som de lange hydrokarbon kjedene dodekatatsf.f GC-MS analyse viste at disse
stammet fran- heksan som ble brukt til lipid opplasning. Utleyvar pa ca. 75 — 85 %, som falge
av ufullstendig separasjon av prgven. Burdge.etaérte at selektiv retensjon er et problem med
FFA og CE - de er sammensatt av sveert ulike fettssom elueres i forskjellige fraksjoner. |

TAG er fettsyrene jevnt fordelt mellom molekylende-er lettere & eluere i samme fraksjon.

Bodennec et al. (2000) noterte at Kim og Salem@18@dde separert polare fosfolipider, men
ikke polare sfingolipider. Bodennec et al. (200@rbeidet en metode for selektiv ekstraksjon av
sfingolipider fra fiskegjeller. De brukte elusjoaknikken til Kaluzny et al. (1985) med heksan:
etylacetat 85: 15 (v/ v) for elusjon av NL og kltmon: metanol 2:1 (v/ v) for elusjon av
fosfolipider. Rizov og Doulis (2001) ekstrahertgoglipider og NL i plantevev ved & kombinere
NH, og Si kolonner. Dybvik et al. (2008) brukte Nkblonner til separasjon av marine lipider.
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2.5.3 Diol

Pérez-Camino et al. (1996) separerte diglyserichéer i matolje og noterte at aminopropyl
(NH,) kolonner kan gi stor grad av isomerisering vefétsyrer bytter posisjon i molekylet.
Silika (Si) kolonner ga noe isomerisering, meng (i) kolonner var de eneste som ikke
forarsaket noe isomerisering. Pacheco et al. (1fa®8tok en lignende studie og kunne bekrefte
funnene til Perez- Camino et al.. Ruiz-GutiérrgP@rez-Camino (2000) noterte at selv om OH
kolonner ikke fordsaker isomerisering, sa er)Xblonner bedre til & separere PL nar

isomerisering ikke er problematisk.
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2.6 GC analyse av FAME

Gasskromatografi (GC) har veert den foretrukne negtddr fettsyre- analyse de siste 50 arene
(Seppanen- Laakso 2002). Dagens GC metoder mégdlagts kapilleerkolonner (WCOT)

tillater falsomme og reproduserbare fettsyre- aswly Et kiennetegn med SPE metoder er tap av
analytt som gir systematiske feil nar utbytte mé®sppanen- Laakso 2002). GC analyse gir
veldig god reproduserbarhet med RSD < 1 %, mensHalPEnye darligere reproduserbarhet.
Derfor kan GC brukes sammen med SPE for & maledeperbarheten til SPE metoder.

For i tiden ble det brukt flere ulike pakkematestadg faser med ulik polaritet i analyse med
gasskromatografi (Seppanen- Laakso 2002). PZaBét ble glass og deretter sammensmeltet-
silika kapilleerkolonner introdusert med ulike vadaker. Termiske detektorer ble erstattet av
flammeionasjons- detektor (FID) og WCOT kapilleedtaier ble introdusert. Instrumentene ble
over tid mer fglsomme, ngyaktig og presise (Seppabn@akso 2002). Split/ splitless (S/ SL),
direkte (OC) og "programmed temperature vapori¢eiV) injektorer ble forbedret og
automatisert — reproduserbarheten i GC- analyser gk

Fettsyremetylester (FAME) analyse med GC bestdipalesterifisering og injeksjon,
separasjon, identifisering og kvantifisering av FENEder 1995). Lipid esterifisering kan
utfares med flere reagenser, enten med syre kattdysller base katalyserte reaksjoner. FAMEs

kan identifiseres utefra deres retensjonstid ogntfiseres basert pa toppareal.
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Omestring

For at fettsyrer koblet til lipider skal analysereed @sskromatografi ma fettsyreneittes og
konverteres til alkyleste@&AME) med lavere smeltepunkt hayere flyktighe(Eder 1995).
Forsapning med natriumhydroksid og metylering madrsvar tidligere brukt, men det tok la
tid. Direkte omestring alpider til FAME er raskere fordi hydrolyse og esterifisering s
samtidig med samme reagdisler 1995, se figur 2.2 Den starste feilkilden medirekte
omestring er at reaksjonen er ufullstendig, saenkgl NL som har darlig lgselighet i omestri-
lgsningsmidler. FAMESs ekstrahe medn- heksan etter omestring.

Syrekatalysert omestring med bortrifluorid i metawed hgy temperatur i to timer og ekstrak:
av FAME med rheksan er meget effekt (Eder 1995). Den hgye temperaturen ka
dekomposisjon av PUFA. Basekatalysert omestring nagriun- metanolat i metanol utfgre
ved romtemperatur, agedfarer ikk dekomposisjon av PUFADerivatisering mematrium-
metanolaer en hurtig metode fcomestring av acylglyserolerreaksjonen tar kun-5 minutter
(Seppanen- Laakso 200Zjrie fettsyrer som ikke stammer fra acylglysereieikke metyleres.

Lasningsmidler ma ikke innholde vann siden defaisapning.

R y,[{ OH

O:< O @)
Catalyst / .
e * 3 R—OH 3 R OH
o i O—R,
>:O OH

Triacylglycerol Alcohol Alkyl esters Glycerin
(Biodiesel)

R, R;: alkyl chain with different lenghts and/ or saturation degrees

Figur 2.2 Reaksjonsligning fayre- eller basekatalysert direkte omestririgeltes et al. 207)
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Instrumentelt

Gasskromatografi involveraseparasjc av komponenter i edamp tilstand mellom en mot
gassfase og en stasjoneer ikkgktig veeskefase som fordeles painertkolonne(Akoh & Min
2002). En prave injiseregassfas (prgven ma ha en viss flyktighet) tegles til el kolonne.
Deretter blir analytt separedetekter og konvertert til et elektriskignal som gir gaussisl
topper (Christie 1989a).

En gasskromatograf har tvesintlige komponenter (Miller 2005%e figur 2.
1. Etinnlgp hvor prgvemjiseres
2. Kolonnen (i en ovn}orr inneholder den stasjonaere veeskefasemeogmobile gassfase
3. En detektor.

Analytt transporteregjennom kolonnen i gassfase og blandes en gass mobilfaskalt
baeregass (Harris 2007ptasjoneerfasen i kolonnen er en -flyktig vaeske som er bundet
innsiden av kolonnen, og analytt adsorbpa denne fasenFlyktig veeske injiseres gjennom

septum inn i et oppvarmet kammeior den raskt omdannes til gass.

Sample

injector
/ inje \

Flow controller

RS
\\ yWaste

Column \

Detector

Carrier gas Column oven

Figur 2.3 Fysiske komponenti@ren gasskromatograf (Zhao 2012)
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Injeksjon

Det mest kritiske steget i FAME analyse er injeksgr prgven (Eder 1995). Automatisk S/ SL
injeksjon med oppvarmet injeksjonskammer er mesliga Med split modus injiseres kun en
liten andel av prgven pa kolonnen, mens med sgditleodus injiseres hele prgven (Seppanen-
Laakso 2002).

Kapillzerkolonner har veldig lav kapasitet og derfox selv sma pravemengder kjgres i split
modus - split injeksjon brukes hvis analytt utgyeer enn 0,01 % av pragven (Eder 1995). Split
injektoren varmer opp prgven og blander den meedass — lgsningsmiddelet fordamper og
prgven injiseres pa kolonnen. Prgver med hgy kdresion av FAME injiseres uten at
stasjoneerfasen overbelastes (Eder 1995). Typigkaso er mellom 1:10 og 1:100 med
temperatur pa 250- 300 °C.

Splitless injeksjon brukes nar spormengder av skaf analyseres, og er tidsinnstilt med splitless
tid (Seppanen- Laakso 2002). Splitless tid karev@e2 minutter, slik at injektoren stenges etter
12 sekunder. Det hindrer at kolonnen overbelastpstless tid er avhengig av konsentrasjonen i
prgven. Direkte injeksjon (OC) og PTV kan brukessdm injektoren pavirker
prgvesammensetningen, og kan oppna sveert hgyjpresgngyaktighet med veldig sma
prevemengder (Eder 1995).
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Kolonner

De fleste analyser med gasskromatografi brukereasimale, veggbelagte kapillserkolonner
(WCOT) lagd av sammensmeltet silika (Harris 2009lonnene har et belegg av polyamid for
statte og beskyttelse mot atmosfeerisk fuktighginélkapillaerkolonner gir hgyere opplasning,

kortere analysetid og hgyere fglsomhet enn tetg@ddkolonner, men har mindre prgve kapasitet.

Temperaturen i en kolonne gkes under en separfasjénake damptrykket til lasningsmiddelet
og senke retensjonstiden til stoffene som blir eelsist (Harris 2007). Helium som baeregass gir
hay resolusjon fordi analytt sprer seg raskerereed for eksempel nitrogen. Urenheter i gassen

kan degradere kvaliteten pa stasjoneerfasen - ghgsdra hgy kvalitet.

Lengden pa veggbelagte kolonner (WCOT) er vikfigrihold til resolusjon og retensjonstid (Eder
1995). Lange kolonner kan gi bedre resolusjon, dete ma veies opp mot tiden det tar &
analysere prgven. Typisk kolonnelengde er pa @%néter. Det er vanligvis en 0,25 um tykk
film av stasjonaerfase pa den indre veggen av keloifHarris 2007). Indre diameter (i.d.) pa
kolonnen er som regel 0,1- 0,3 mm. Kolonnene lativé smale, med hgyt baeregass trykk og

sma injiserte prgvemengder.

Det finnes tre typer stasjonaerfaser i veggbelagpdlkerkolonner (WCOT): polar, polar og veldig
polar (Eder 1995). Veldig polare stasjoneserfasaniaare lagd av cyanoetylsilikon og
cyanopropylsilikon, som gir god separasjon av Pldgfkar meget hay resolusjon. Polare
stasjoneerfase kan veere lagd av polyetylenglykdaomgseparere polare FAME; de har hgy
resolusjon og termisk stabilitet (Eder 1995). Wpelstasjonaserfase kan veere lagd av metylsilikon

og brukes pa mettede FAME; disse gir darlig regotysmen har veldig god termisk stabilitet.
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Detektor

Analyse av FAME med GC- FID er blant de vanligstalgsene innenfor lipid forskning (Dodds

et al. 2005). GC- FID gir et bredt spekter avdareespons, hgy presisjon og meget lav LOD. De
stgrste tapene forekommer som regel med omestgimgeksjon. Kvantifisering av FAME med
GC- FID er utbredt, men deteksjon med MS er bear&Valitativ analyse av FAME (Dodds et

al. 2005). Kvantitativ analyse av FAME med GC- BiShgyere fglsomheten og selektivitet.

Responsen til FID er stort sett det samme for (0}4(C18: 0) FAME, mens lengre og umettede
FAME kan gi ulik respons med FID detektor (Sepparnerakso 2002). Eluert stoff brennes i en
blanding av hydrogen og luft (Harris 2007). Ngyglkéten til GC- FID systemet kan bestemmes
ved a bruke fettsyreblandinger med kjente konssjatnar - gitt at detektoren er kalibrert og
responsen er reproduserbar (Seppanen- Laakso 200&npen med FID er at responsen er

ukritisk til hvilket stoff som analyseres.

Med GC- MS er det ikke bare mulig & detektere stuff det er mulig & identifisere dem (Harris
2007). MS- detektoren fragmenterer molekylene elektroner og danner mindre ioner. lonene
blir tiltrukket av et magnetisk eller elektrostétielt og separert basert pa deres masseladnings-
forhold (m/z) (Harris 2007).

Det er kritisk at responsen til GC- MS detektoratlkeres, fordi responsen er ikke lineaer
(Dodds et al. 2005). Kalibrering av responserrtiMS detektor er krevende arbeid -
falsomheten og selektiviteten blir meget hgy. Egdmed MS er:

1. Identiteten til analytt kan bekreftes med spekamtsretensjonstid;

2. Topper kan skilles fra bakgrunnsstay eller samnilemide topper hvis det finnes unike

ioner.

Den enkleste metoden for FAME kvantifisering med @8 utfares ved & overvake rekkevidden
avm/ zverdier til analyttens fragmenter og bestemme menged integrasjon av toppene i et
TIC kromatogram (Dodds et al. 2005). Hvis idemgiteog retensjonstiden til en bestemt analytt
etableres, kan falsomheten og spesifisiteten glees3HM, hvor toppareal til unike topper males
uavhengig av stay eller andre topper (Dodds &X(4l5). Signal- til - stay forholde®( N)blir

bedre med MS fordi responsen kun stammer fra gealyt
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Identifisering oq kvantifisering

Den enkleste maten & identifisere FAME med GC- &l se pa retensjonstiden (Eder 1995).
Retensjonstiden kan sammenliknes med standartirsteindarder kan sammenliknes med
hverandre. Det finnes ogsa matematiske verdierkeomregnes ut basert pa lengden og antall
dobbeltbindinger i FAME. Selv om disse parametgingode indikasjoner, er det kun MS
detektor som bekrefter identiteten til FAME (Ed6©%).

Mengden av FAME kan regnes ut ved & bruke relaipons faktor (RRF), hvor detektor respons
(toppareal og topphgyde til FAME) fra prgver ogisi@der sammenliknes (Eder 1995).
Toppareal og topphgyde regnes ut med elektrongtatlintegrasjon, og er ngyaktig sa lenge
toppene er symmetriske (Eder 1995). Selv om &eflEID detektorer har god linearitet, bar

dette sjekkes ved & bruke ulike konsentrasjonstandarder.
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3. Eksperimentelt

3.1 Forbruksmateriell

Tabell 3.1 Materiell til behandling av lgsningsmidér

Apparatur Produkt Leverandar

Inndampnings- og Culture tubes with screw cap Duran, Wertheim,

ristergr Germany

Pasteurpipetter VWR, Radnor, USA

Erlenmeyer med kork | 25 mL, 50 mL, 100 mL Duran, Wertheim,
Germany

Plastpipetter 100 — 1000 pl BIOHIT, Helsinki,
Finland

Tabell 3.2 Ngytrale lipid standarder

Analytt Referansestoff Bestillingsnr. | Molekylvekt | Produsent

Dipalmitin Diheksadekanoin | 32-1600-13 [ 568,91 g/moll Larodan AB, Limhamn,
Sweden
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Tabell 3.3 SPE Igsningsmidler

Lasningsmiddel | Kvalitet

Metanol LC-MS grade
Etyl acetat

Puriss p.a.

Prima

Isopropanol

Tabell 3.4 @vrig apparatur

Produsent

Sigma-Aldrich, St. Louis, US/

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Vinmonopolet, Oslo, Norge

CAS-NR

67-56-1

141-78-6

67-63-0

Eksperimentelt

Apparatur

Ultralyd bad med oppvarmin

Nitrogen- inndampnings stat

Ristebord

Produkt

Transsonic 460/H

Pierce Reacti-VAP Il

PSU-10i

Leverandar

Elma, Wetzikon, Switzerland

Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, US

BIOSAN, Riga, Latvia

A

>
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3.2 Betingelser

Automatisert SPE

SPE roboterr av typerGilsonGX-274 ASPEC med TrilutiohH programvare(Middleton,
USA). Kolonnener en Agilent Bond Elut 500 mg 3 ml, I, (Santa Clara, US4
Lasningsmiddedppliseres pa kolonnen med en hasti pa 0,1 mL/ sekundEt bilde av SPE
roboten kan sees i figur 3.1.

Figur 3.1 Gilson GX274 automatiseISPE robot (Middleton, USA)
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Acvlalyserol- standarder

Eksperimentelt

De tre lipid- standardene (sgur 3.2) som ekstraheres og separessstrinnvis elusjon me

lgsningsmidler av gkende polarite:
e Tristearin (18:0- 18:018:0]
» Dipalmitin (16:0- 0-16:0)

e Monomyristin (14:0- ©0)

Monomyristin

OH
-
I‘--.
-II
L
.
Il.
. ; ..
_ Dipalmitin
1'1.___“
i
L
I
P
-._{I P
0. P
Cl:!l -‘IIL._\ D.._hl' & -""‘--'"/ -
Pa VAl |
s 0
- Py
f--_z’h/j -

Figur 3.2 Strukturen til acylglyser- standardene tristearin, dipalmitin og monomyri

(ChemicalBook 2008)
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Nitrogen- inndampning

Nitrogen- inndampning av separerte acylglyseradsea skjer med en svak strgm av nitrogengass
(99,9999 %, AGA, Porsgrunn, Norgéivor prgvene er plassert pa en varmeblokk foreesgpr

(med vann i bunn) som star pa 45 °C.

Omestring

Acylglyseroler reagerer med metanol i en omestringgksjon basekatalysert med natrium-
metanolat. Acylglyseroler omdannes til FAME ogsgsin — FAME er flyktig og kan analyseres
med GC- FID (Feltes et al. 2011). Tristearin omesstil stearinsyre- metylester, dipalmitin

omestres til palmitinsyre- metylester og monomiyrisimestres til myristinsyre- metylester.
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GC-FID

Gasskromatografen er av typeimnigan Trace GC Ultralhermo Fisher ScientifiPittsburgh,
USA) med flammeionisasjondetektor. Kolonnen er en Agile@P WAX 52CE (Santa Clara,
USA), med polar polyetylenglykol stasjonaerf. Film tykkelsen er 0,25n, innvendig diamete
(i.d.) er 0,25 mm og lengden 8@ meter.

GC-FID har en S/ SL injektdkjgres i split modu: med en temperatur (280 °C (maks
temperatur 400 °C) og émeksjonsmengde pa 1 piSplit flow er 10 mL/ min mens purge flo
er 0,1 mL/ min. Beaeregassenheliun (99,9999 %, AGA, Porsgrunn, Norgegd et trykk pa 150
kPa. FID haen temperatur p& 290, luft flyt p& 350 mL/min og hydrogen flyt pa 35 mLifm

B T =rperature [T

Ramp # | Rate [*C/min] | Temperature [°C] | Ise Time [min]
Irit 100 |n,00

1 125 150 |o,50

2 10,0 170 §,50

3 733 2400 1,00

4 00

B

B

Figur 3.3 Tempeatur programmering fra analyseed GC-FID hentet fr&&hromeleor
Chromatography Data System, Dionex, Thermo Fishan8fic (Pittsburgh, US/

Kolonnen er programmert med variereitemperatur, som vist i figur 3.3olonnen he en start-
temperatur pa 100 °C, saskes til 15(°C. Sa gkes temperaturen til 170 9&er den holder se
i 8,5 minutter. Etter 15 minutter gkes temperatuile240°C for & skille utrester. Total kjgreti
er 19 minutter.Maksimal temperatur for kolon- ovnen er 450 °C.

Det er to vaske- lgsningsdber; en fylles men- heksan og den andre fylles med klorofo
metanol 2:1 (v/ v).Programvaren er 'Chromeleon Chromatography Datée8y5programmer
av Dionex, en del av Thermo Fisher Scientific @itirgh, USA).
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FAME identifikasjon og kvantifisering

FAME retensjonstiden gkenec kjede- lengden til FAME- molekylet, forédC- FID
stasjonaerfasen er polgmofyetylenglyko), og gir normalfase separasjollolekylvekt til
acylglyserol- fettsyrer ogmestret FAME vises i tabell 3.5, mens sturen til FAME vises
figur 3.4.

Utbytte av FAME regnes ut ved & bruke relativ respfaktor (RRF), hvoFID toppareal respons
(mV *min) og FID topphgydeespons (mVmales. Detektor respotisFAME fra separerte
acylglyseroledeles pa responstil FAME standarder; gitt at detr samme konsentrasjon

FAME i prgven og standardérhluang et al. 1990):

RRF = Detektor respons til FAME (2)

Detektor respons til FAME standarder

Tabell 3.5 Fettsyre ogomestretfettsyremetylester molekylvekt

Stearinsyre- metylester 298, 51

Palmitinsyre- metylester 270,45

Myristinsyre- metylester

Myristinsyre- metylester Palmitinsyre metylester

00 1 1 T S S

0

Stearinsyre- metvlester

Figur 3.4 Strukturen til FAME analytte (ChemicalBook 2008)
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3.3 Framgangsmate

Framgangsmaten er basert pa utprgving og assidtanggiledere.

Tillagging av prgver til SPE

1. Tillagging av prgver med analytt for SPE:

1.1. Lag en 50 mL batch av lgsningsmiddel som skal stiké lgse de naytrale lipidene ved

hjelp av 50 mL malekolbe.

1.2. Ta en tom 25 mL malekolbe og vei ut 10 mg av hegtglyserol- standard, altsa 10 mg
tristearin, 10 mg dipalmitin og 10 mg monomyristen og samme malekolbe. Det gir 30 mg

total mengde ngytrale lipider.

1.3. Fyll 25 mL malekolben med de ngytrale lipidenetfian 2 med Igsningsmiddelet som ble

tilberedet i trinn 1. Spar pa de resterende 25amlagsningsmiddel.
1.4. Lgs de ngytrale lipidene hjelp av ultralyd bad ogklgjerne oppvarming med 50 °C.
1.5. Overfor de Igste lipidene til tre stykk 11 mm hglass ved hjelp av 150 mm pasteurpipetter.
1.6. Overfgr lgsningsmiddel uten lgste lipider til eykkt11 mm hetteglass.

1.7. Plasser hetteglass pa SPE robot.

2. Tillagging av lgsningsmidler for elusjon med SPBab
2.1. Tilbered de fire lgsningsmidlene i 250 mL begerglas
2.1.1En brukes til kondisjonering,
2.1.2En til elusjon av triacylglyserol,
2.1.3En til elusjon av diacylglyserol,
2.1.4En til elusjon av monoacylglyserol.
2.2. Overfar lasningsmidlene fra begerglass til plasiobeer fra SPE roboten.

2.3. Plasser plastbeholdere pa rack pa SPE roboten.
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3. Forberedelse av SREa kjgre separasj (se figur 3.5 for oversikt over SREbot rackstativ):
3.1. Sjekk at det er fylt pa isopropanol og at avfaltstider ikke er full.
3.2. Plasser 12 oppsamlingsrgr og 4 kolonneSPE roboten.
3.3. Kjar en rensing asystemet med isopropal

3.4. Kjgr programmert metode for separas

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

.

() (7) (8
O} ORO,

ONGNO)
SoNeNo)
OO0

(6) (7) (&

el ol ol o ©
elehcl & ©
00000000
00000000

® e 00 G

| o® ®®c

Figur 3.5Skjematisk oversikt over rackstativ pa SPE robdtentet fra Gilson Trilution L}
programvare (Middleton, USA)
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Programmering av SPE robot

Programmering av SPiBboten gjgresfem steg, som vist i figur 3.6:

1.

2.

3.

Kondisjonering av kolonnen med 7,5 ml lgsningsmi
Applisering av 500 pl prave pa koloni

Kjgrer 3 ml av farsteluen i systemet

Eluerer kolonnen med 5 ml av fagreluent

Repeterer trinn 3 og 4 for henholdsvis andre odjéieluent

Kjarer en air push for a fierne restenvaesken fra kolonnen.

MW

Condition Load Dispense Fractionate Dispense Dispense Fractionate

Figur 3.6 Programmering av metoden for separasjon av ngylipider, hentet fra Gilson Trilutiol
LH programvare (MiddletornlJSA
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Eksperimentelt

Analyse av lipid separasjon med GC- FID

Etter at de ngytrale lipidene er separert med SPEKstraktene behandlet pa falgende mate:
1. Inndampes ved hjelp av nitrogen og varmeblokk:

1.1. Veesken i oppsamlingsrgrene fra SPE roboten overfibreye rgr med skrukork ved hjelp av

150 mm pasteurpippetter.

1.2. Ragrene med skrukork plasseres i varmeblokk (fayemsrgr) med nitrogen- inndampnings

stativ plassert direkte ovenfor vannbadet.
1.3. Damp inn prgvene med en svak strgm av nitrogdnashll Igsningsmiddel fordamper
2. Omestring ved bruk av natrium- metanolat som kathyr:

2.1. Natrium- metanolat tilberedes ved a lgse 4 mg tiskalatrium per mL metanol (Husk at
metallisk natrium ikke ma komme i kontakt med vastersom de vil gi en eksplosiv

reaksjon).

2.2. Ragrene med de tgrkede lipidene tilsettes 2 mlnrdreksan og deretter 1,5 mL natrium-

metanolat (bruk plastpipette).
2.3. Korken pa rarene skrus pa og de ristes pa ristelmt®60 RPM i 30 minutter.
3. Analyse ved GC- FID:

3.1. Korken pa ragrene skrus av og den gverste fasesahtdsen, overfagres fra rarene til

hetteglass.
3.2. Heksanfasen innholder FAME, mens glyserin blirdigigjen i metanolfasen.
3.3. Lokk settes pa hetteglass med tang og prevene gtt€C-FID for analyse

3.4. Pass pa at GC- FID har fatt pafyll av vaske lgssnimidler og at avfalls lasningsmidler er

tamt.
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Eksperimentelt

Opparbeidelse av FAME standarder

1. Tilberedning av standarder

1.1. Tilbered en 100 mL batch av Igsningsmiddel for redgtlipider. Bruk en 100 mL

malekolbe.
1.2. Finn tre 25 mL malekolber. Plasser 10 mg av hweyttralt lipid i hver sin malekolbe.
1.2.110 mg monomyristin i malekolbe 1
1.2.210 mg dipalmitin i malekolbe 2
1.2.310 mg tristearin i malekolbe 3
1.3. Bruk 75 mL lgsningsmiddel fra batchen i trinn 1fgljjde tre 25 mL malekolbene i trinn 2.
1.4. Las opp de ngytrale lipidene med ultralyd bad neeaperatur pa 50 °C.

1.5. Bruk plastpipette til & male ut 500 pl fire ganffarhver av de tre 25 mL malekolbene og

overfar til 12 rar med kork. Det gir fire paraléglav hver av de tre standardene.

2. Inndampning ved hjelp av nitrogen og varmeblokkdédgensrgr.
- Bruk samme framgangsmate som beskrevet tidligelez. har alle pravene samme

lzsningsmiddel sa alle kan dampes inn samtidig.

3. Omestring ved bruk av natrium- metanolat som katlyr, som bidrar til gkt reaksjonshastighet

- Bruk samme framgangsmate som beskrevet tidligere.

4. Analyse ved GC- FID.

- Bruk samme framgangsmate som beskrevet tidligere.

43



4. Metodeutvikling

Test metode A

Metodeutvikling

Metoden i tabell 4.1 er beskrevet tidligere i oppgg se tabell 2.4. Den er hentet fra arbeid:

Kaluzny et al. (1985)N- heksan brukes for & lgse prgvn- heksan er sapass upolart at dei

darlig laselighet av dipalmitin (1€- 0- 16:0) og monomyristin (C14:0- 0-.0)

Tabell 4.1 SPE oppsetttest metode /

Lasningsmidler

Heksan

Fraksjon 2 | Heksan: Etylacet:

Proporsjon (v/ v)

Volum Lipid fraksjon

Figur 4.1 viser kromatogrammer fra denne SPE metoToppene viser GC-ID respons til

FAME som er omestret fra separerte acylglysercToppene er sma, og separasjonen er

tilfredsstillende. Metoden ma endr bade lipid opplagsningsaiddel og lgsningsmidler fc

trinnvis elusjon ma tilpasses.

Figur 4.1 Utdrag frakromatogrammer, test metod
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Test metode B

Metodeutvikling

Som vist i tabell 4.2 er Igsningsmiddelet for dmkeale lipidene byttet frn- heksan til kloroform

metanol 2:1 (v/ v). Kloroform: metanol 2:1 (v/Igser i prinsippet alle lipider. Kroform lgser

de upolare lipidene, mens metanol Igser de palaicehe(Ferraz et al. 2004 Folch et al. (1957)

klarte & ekstrahere lipider fra mat ved & brukedftwrm: metanol 2:1 (v/ v

Tabell 4.2 SPE oppsett, test meto B

Lgsningsmidler

Kloroform: Metana

Fraksjon 2 | Heksan: Etylacet

Proporsjon (v/ v)

Volum Lipid fraksjon

Figur 4.2 viser kromatogrammer fra denne SPE metod®ppene er store og fine, ir

separasjonen er darlig. Samspillet mellom Igsmimiddelet til lipid opplasning og lgsningsmid

til trinnvis elusjon fungerer darli- metoden ma endres.

Fraksjon 1

Fraksjon 2

Figur 4.2 Utdrag frakromatogrammer, test metod
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Metodeutvikling

Test metode C

Ettersom det fungerte darlig med lgsningsmidlenetdtil lipid opplgsning i de to forrig
metodene, ma det tenkes nytt. Pinkart et al. (Ll8@glifiserte metoden til Kaluzny et al.985)
slik at den lgste mer polare lipid standarderabelt 2.5. Pinkart et al. brukte heksan: klorofo
metanol 95:3:2 (v/ v).

Tabell 4.3 SPE oppsett, tesnetode C

Lgsningsmidler Proporsjon (v/ v) | Volum Lipid fraksjon

Heksan: Kloroform: Metano

Fraksjon 2 | Heksan: Etylacete

Figur 4.3 viser kromatogrammer fra denne SPE metod®ppene er store og fine, og samsp
mellom lipid opplgsning og trinnvis elusjon virkervende, selv om det er noe kr-
kontaminasjon. Metoden til Pinkart et al. (1998%tgodt utgangspunkor & utvikle en metod
for separasjon av lipid standards

|
! |
]

————— —
10,0 12,5 10,0 75

Fraksjon 1 Fraksjon 2 Fraksjon 3

Figur 4.3 Utdrag frakromatogrammer, test metod:
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Resultater og diskusjon

5. Resultater og diskusjon

Pinkart et al. (1998) modifiserte metoden til Kalyzt al. (1985) for & separere mikrobielle
lipider - som er mindre polare enn lipider i fetyse tabell 2.4 og 2.5. Mens Kaluzny et al.
separerte lipider med flerumettede fettsyrer, \Rlliekart et al. separere enumettede og mettede
bakterielle lipider. Pinkart et al. Igste lipider®eksan: kloroform: metanol 95:3:2 (v/ v), sore bl

testet med gode resultater i metodeutviklingen.

Pinkart et al. og Kaluzny et al. bruker det saminerd- systemet for separasjon av NL, som ble
testet i metodeutviklingen. Eluent- systemet vabfematisk - det var giennombrudd av DAG i
farste fraksjon, sammen med TAG. Det ble testet olike kombinasjoner an- heksan og
diklorometan, som hadde darlig selektivitet for TAEluenten ble for polar, og diklorometan ma

erstattes av et annet lgsningsmiddel.
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Resultater og diskusjon

5.1 Teoretisk konsentrasjon og mengde lipider

Det appliseres en 0,5 ml prave med acylglyserahddrder pa SPE kolonnen — konsentrasjonen
av lipider er 1,2 mg/ mL. Det appliseres altsargplipider, med 0,2 mg av hver acylglyserol-
standard. Lipider separeres med SPE, og lgsninggsndampes inn med nitrogen.

Acyglyseroler omestres til FAME som opplgses i 2mnheksan. Av disse 2 mL blir 1 puL
injisert og analysert med GC- FID. Den teoretisgasentrasjonen og mengden lipider er regnet
ut med antakelsen at utbytte er 100 % - bade m&ds8Parasjon og derivatisering av
acylglyseroler til FAME. Se tabell 5.1, 5.2 og 508 utregninger av teoretisk konsentrasjon og

mengde lipider.

Tabell 5.1 Teoretisk konsentrasjon og mengde acylgeroler som appliseres pa SPE kolonnen

Konsentrasjon Applisert mengde (0,5 ml)

*Heksan: kloroform: metanol 95:3:2 (v/ v) har etthet pa 0,682 g/ mL

Tabell 5.2 Teoretisk mengde lipider som omestresdracylglyseroler til FAME

6,729 x 10 7,030 x 10 6,613 x 10 2,037 x 10

48



Resultater og diskusjon

Tabell 5.3 Teoretisk konsentrasjon og mengde FAMEasn injiseres pa GC- FID

Konsentrasjon, Applisert mengde,
opplast i heksan 1 pL heksan

Stearinsyre- metylester

Myristinsyre- metylester

*Heksan har en tetthet pa 0,6548 g/ mL
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Resultater og diskusjon

5.2 Opparbeidelse av FAME standarder

FAME standarder opparbeides og responsen malesa@elD for a gi en kvantitativ referanse
pa utbytte. Acylglyserol- standarder tilberedeeparate lgsninger slik at de er adskilt — de
separeres ikke med SPE. Lipider ekstaheres meshhekloroform: metanol 95:3:2 (v/ v), far de
omestres til FAME. Tap som forekommer med derseatig vil ikke males.

Tabell 5.4 Respons fra FAME standarder pa GC- FID

Hgyde (mV) Areal (mV* min)

*TAG, DAG og MAG omestret og metylert til FAME

Tabell 5.4 viser responsen til FAME standarder @& EID, som gir referanseverdier for
kvantifisering av utbytte. Utbytte regnes ut velordke relativ respons faktor (RRF) (se ligning 1,
kapittel 3.2). Toppene til FAME fra MAG er spisseann toppene til TAG. TAG har lengre
retensjonstid og derfor blir toppen bredere. Aettl toppene er omtrent det samme - fordi det er
samme mengde av hver acylglyserol- standard. TalieViser retensjonstiden til FAME pa GC-
FID.

Tabell 5.5 Retensjonstid til FAME pa GC- FID

FAME Retensjonstid (min)

Palmitinsyre- metylester
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Resultater og diskusj

5.3 Metodevalidering og kvalitetssikring

Metode |

| tabell 5.6 er metode Ippfart med Igsningsmidl. Pragve opplgsningsaidde er heksan:
kloroform: metanol 90:6:4v/ v). Det gjgres en liten justering av lgsningsmiddedlPinkart et
al. (1998), som eneksan: kloroform: metanol 95:3:2 (v/ v), se tal2éed.

Denvanskeligste separasjonen var separasjon av DAGAG Heksan: dietyleter 97: 3 v)
ble testetog hadde god selektivitet for TAG. Denne elurier hentet fra arbeidet Kaluzny et
al. (1985),som brukte heksan: diklorometan: dietyleter 89::(v/ v) til elusjon av TAG, se tabe
2.4

Tabell 5.6 SPE oppsettmetode 1

Lgsningsmidler Proporsjon (v/ v) | Volum Lipid fraksjon

Heksan: Kloroform: Metanc

Fraksjon 2 Heksan: Etylacet:

Figur 5.1 viser kromagrammer fra denne SPE metodToppene viser GC-ID respons til
FAME som er omestret freeparert@acylglyseroler. Toppene &ne og symmetrisk, med

minimal kryss- kontaminasjon

e L L

I I I | I I I I
15,0 10,0 7,5

Fraksjon 1 Fraksjon 2 Fraksjon 3

Figur 5.1 Utdrag frakromatogrammer, metod¢
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Resultater og diskusjon

| tabell 5.7 er det oppfart utbytte av de ulike FEMasert pa toppenes hagyde og areal. Samlet
utbytte for FAME fra TAG er 78,3 £ 2,2 %, DAG er,82 5,7 % og MAG er 58,4 + 1,6 %. Det
betydelig bedre utbytte av FAME fra DAG og TAG afet er av MAG.

Det er hgyest utbytte av DAG FAME, men den har ¢gsgest RSD. Utbytte fra areal og hgyde
er omtrent det samme. Det er 5,5 % kontaminasjoieiuelusjon av TAG FAME.

Tabell 5.7 Oversikt over utbytte (%) og RSD (%) awAME, metode 1

Hoyde Areal Samlet
RSD (%) 1,7 2,7 2,2
Utbytte (%) 84,3 82,5

DAG FAME,
n=3

Kontam. (%) 0,0 0,0 0,0

RSD (%) 1,8 1,4 1,6

*TAG, DAG og MAG omestret og metylert til FAME
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Metode I

| tabell 5.8 er parameterne foretode . Heksan: kloroform: metanol 95:3( v) ble brukt som
oppl@snings- middelstedet for 90:6: (v/ v) fra farste oppsett. Farste elubld byttet fra
heksan: dietyleter 97:3 (v/ #} renn- heptan. Heptan er litt mindplart enrn- heksan, som

kan gi noe bedre selektivitahde elusjon av tristearin.

Tabell 5.8 SPE oppsettmetode 2

Lasningsmidler Proporsjon (v/ v) | Volum Lipid fraksjon

Heksan: Kloroform: Metanc

Fraksjon 2 | Heksan: Etylacet:

Figur 5.2viser kromatogrammer fra denne SPE metocToppene er fine og symmetri, med

minimal kryss- kontaminasjon

I | |

I I I | I I I
15,0 10,0 7,5

Fraksjon 1 Fraksjon 2 Fraksjon 3

Figur 5.2 Utdrag frakromatogrammer, metod¢
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Resultater og diskusjon

| tabell 5.9 er det oppfart utbytte av de ulike FEMasert pa toppenes hayde og areal. Samlet
utbytte for FAME fra TAG er 78,4 £ 3,1 %, DAG er,78 2,2 % og MAG er 68,7 = 2,2 %.
Sammenlignet med metode 1 er det omtrent samméeitly FAME fra DAG og TAG, mens
utbytte av MAG gker fra 58,4 til 68,7 %.

Det er fortsatt lavere utbytte av MAG, men detkéeilike lavt. RSD er pa 2- 4 % for alle
FAME, som er tilfredsstillende. Utbytte fra areal hgyde er omtrent det samme og det er ingen

kontaminasjon.

Tabell 5.90versikt over utbytte (%) og RSD (%) av FAME, metoce 2

Hoyde Areal Samlet

RSD (%) 3,2 2,9 3,1

Utbytte (%) 79,2 78,2 78,7
DAG FAME,

n=3

Kontam. (%) 0,0 0,0 0,0

RSD (%) 2,3 2,1 2,2

*TAG, DAG og MAG omestret og metylert til FAME

54



Resultater og diskusj

Metode ||

| tabell 5.10star det hvilke parametere som brukmetode3. Den eneste forskjellen fmetode
2 er at farste elueiblyttes fra rern- heptan til heptan: dietyleter 95:5 (v/ v).

Heptan gir noe mer selekt@lusjor av TAG enm- heksan fordi det er lithindre polau.
Dietyleter har ogsa god selektivitet TAG og sarger for at det ikke blir nggennombrud av
DAG.

Tabell 5.10SPE oppsettmetode 3

Lasningsmidler Proporsjon (v/ v) | Volum Lipid fraksjon

Heksan: kloroform: metan:

Fraksjon 2 | Heksan: etylacet

Figur 5.3viser kromatogrammer fra denne SPE metocToppene er fin@g symmetrisk, med

minimal kryss- kontaminasjon

| | .

I | I I | I
15,0 10,0 7,5

Fraksjon 1 Fraksjon 2 Fraksjon 3

Figur 5.3 Utdrag frakromatogrammer, metod¢
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Resultater og diskusjon

| tabell 5.11 er det oppfert utbytte av de ulikeNF& basert pa toppenes hgyde og areal. Samlet
utbytte for FAME fra TAG er 85,1 + 13,6 %, DAG €8,8 + 13,0 % og MAG er 72,8 + 11,6 %.

Det er 5- 10 % bedre utbytte av FAME enn i metod@én RSD er betydelig hgyere. Det er

ingen kontaminasjon.

Tabell 5.110versikt over utbytte (%) og RSD (%) av FAME, metock 3

*TAG, DAG og MAG omestret og metylert til FAME
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Hayde Areal Samlet
RSD (%) 12,9 14,4 13,6
Utbytte (%) 84,4 83,3 83,9
DAG FAME,
n=3
Kontam. (%) 0,0 0,0 0,0
RSD (%) 12,1 11,0 11,6




Resultater og diskusjon

5.4 Sammenlikning av metoder

| tabell 5.12 presenteres en sammenlikning av teétag FAME fra de ulike metodene. Her er
utbytte basert pa toppareal og topphgyde samlatebtptale utbytte fra hver metode er inkludert.
Det totale utbytte for metode 1 er 73,0 + 11,6 %tade 2 er 75,3 £ 5,4 %, metode 3 er 80,6 +
12,5 %. Metode 3 har best totalt utbytte pa 08 86, og har hgyt utbytte av FAME fra DAG
og TAG.

Utbytte av FAME fra MAG er lavt, og RSD er hgyt.eMde 2 har lavest RSD med 5,4 %, og
jevnest utbytte. Metode 1 har 1,8 % kontaminasgamt det laveste utbytte.

Tabell 5.12 Oversikt over utbytte (%) og RSD (%) awwAME fra hver metode

Metode 1 Metode 2 Metode 3

RSD (%) 2,2 3,1 13,6

Utbytte (%) 82,5 78,7 83,9

DAG FAME,
(n=23)

Kontam. (%) 0,0 0,0 0,0

RSD (%) 1,6 2,2 11,6
Utbytte (%) 73,0 75,3 80,6
Totalt FAME,
(n=9)
Kontam. (%) 1,8 0 0

*TAG, DAG og MAG omestret og metylert til FAME
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5.5 Samlede resultater

| tabell 5.13 presenteres utbytte av FAME basetbpghgyde og toppareal, og samlet. Samlet
utbytte for FAME fra TAG er 80,6 + 7,8 %, DAG er,8% 7,6 % og MAG er 66,6 + 8,7 %. Det
er bedre utbytte av FAME fra DAG og TAG enn deaeMAG.

RSD er under 10 % for hver enkelt lipidklasse, metesl RSD er 10,5 %. Total utbytte for
FAME er 76,3 + 10,5 %. TAG FAME har 1,8 % kontaasjon, noe som gir samlet
kontaminasjon pa 0,6 %.

Tabell 5.13 Oversikt over samlet utbytte (%) og RS¥%) av FAME

Hgyde Areal Samlet
RSD (%) 7,5 8,2 7,8
Utbytte (%) 81,4 81,9 81,7
DAG FAME,
(n=9)
Kontam. (%) 0,0 0,0 0,0
RSD (%) 9.4 8,1 8,7
Utbytte (%) 76,5 76,1 76,3
Totalt FAME,
(n=27)
Kontam. (%) 0,7 0,5 0,6

*TAG, DAG og MAG omestret og metylert til FAME
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Resultater og diskusjon

5.6 Utvikling av metoden

De tre acylglyserol- standardene tristearin (1&8®0- 18:0), dipalmitin (16:0- 0- 16:0) og
monomyristin (14:0- 0- 0) opplgses og pafares en kitbnne. NH- kolonner foretrekkes
framfor andre modifiserte silikafaser fordi de danmer selektive polare interaksjoner med
ngytrale lipider (Perona & Ruiz- Gutierrez 2003)

Lipid standarder elueres selektivt med lgsningsenidl’ gkende polaritet. Dette gir en separasjon
med krysskontaminasjon for samlede lipider pa 0,63amlet utbytte av FAME er 76,3 % og

RSD er 10,5 %. Malet var & ha et utbytte hgyere7n%, en RSD lavere enn 10 % og minimal
kontaminasjon. RSD er sa vidt hayere, mens utlmgtkontaminasjon er tilfredsstillene.

Metoden som ble utviklet i denne oppgaven er basemetoden utviklet av Kaluzny et al.

(1985), se tabell 2.4. Det oppsto problemer metbden til Kaluzny et al. fordi- heksan ikke
laste acylglyserol- standardene. Derfor ble atamsaingsmidler testet; farst ble det forsgkt a lase
lipidene i kloroform: metanol 2:1 (v/ v), og demtble heksan: kloroform: metanol 95:3:2 (v/ v)
testet. Sistnevnte Igsningsmiddel er hentet friod@ til Pinkart et al. (1998), se tabell 2.5.

Eluent- systemet var ogsa problematisk - det vemmgpmbrudd av DAG i farste fraksjon,
sammen med TAG. Derfor matte eluenten i farstesfom gjgres mer selektiv, og det ble testet
med ulike kombinasjoner av heksan og diklorometan. Det viste seg at de¢tddn polart, og
derfor ble diklorometan byttet ut med dietylet®&- heksan ble byttet ut med n- heptan, som er
noe mindre polart. Ulempen madheptan er at det har veldig lav flyktighet — thetlang tid &
dampe inn med nitrogen. Polaritetsforskjellen oralh- heptan og- heksan minimal, og derfor

foretrekkean- heksan.

Det beste Igsningsmiddelet for elusjon av TAG éwsha: dietyleter 95:5 (v/ v), som ga mest
utbytte i metode 3¢ heksan foretrekkes framfar heptan fordi det har hgyere flyktighet). Til
elusjon av DAG brukes heksan: etylacetat 85: 1¥)Vv/Til elusjon av MAG brukes kloroform:
metanol 2: 1 (v/ v). MAG og DAG eluenten er herfitatmetoden til Pinkart et al. (1998), mens
TAG eluenten er utviklet med testing pa laboratorie
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5.7 Feilkilder

Systematiske feil og tap av analytt

Den stgrste systematiske feilkilden i forsgkengerrav analytt nar det kjgres SPE. Dette tapet
gjer at utbytte blir darligere, og gjenspeilessuiatene. Det er ikke er mulig & eluere all athaly
fra kolonnen. Det kan sammenliknes med en klut &tkies med vann og deretter vris opp —
kluten er fortsatt fuktig. Kolonnen har en kapetsitd 10 mg fett, men det appliseres kun 0,6 mg
fett i de separasjonene som utfgres. Hvis deisgpk mer fett vil kanskje utbytte bli bedre. Det
forekommer ogsa ungyaktighet i veiing av lipid&ma tap av analytt gir systematiske feil nar

utbytte males.

Det ble pavist lavere utbytte av FAME fra MAG enANFE fra TAG og DAG. Tap av analytt
forekommer enten med SPE separasjon, eller meaheitr inndampning. (C14: 0) - FAME er
meget flyktig, og ble lgst i kloroform: metanol ¥ v), som har lav flyktighet. Analytt
fordampet muligens sammen med lgsningsmiddeletruritegen- inndampning. En annen
mulighet er at MAG FAME gikk tapt under SPE seppnas Dette skyldes enten darlig retensjon
under prgve applisering, eller darlig elusjon naalgten skulle fiernes fra kolonnen.

Blanke prgver

Kolonnene som brukes i denne oppgaven er lagelaav @g innholder derfor ftalater som har en
myknings funksjon. Ftalater kan gi falske toppeder analyse av FAME med GC- FID. Noen
av disse materialene fiernes nar kolonnen kondisgsimed upolare Igsningsmidler som
heksan. Det ble kjgrt blanke praver pa samtligausesjoner med SPE for & avdekke feilkilder.

De blanke prgvene fra SPE separasjon hadde iklesfédpper.
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Fuktighet i kolonnen

Det ble kjgrt noen innledende tester med kolonmextannet merke, Macherey- Nagel (Diren,
Germany). De innledende testene med disse kolengeiikke like god separasjon som
kolonnene fra Agilent (Santa Clara, USA). Agil&ntonnene var ikke vakuumpakket, og derfor
ble adsorbenten fuktig. De nye kolonnene fra MeejieNagel var ikke fuktige.

Hamilton & Comai (1988) drgftet denne problemstdien, og kom fram til at egenskapene til
kloroform endres nar kolonnene har fuktighet i sklgis kloroform byttes ut med MTBE, vil
metoder som brukes med fuktige kolonner fungerkegb@nner som ikke er fuktige. Alternativt

kan fuktige kolonner tagrkes fagr de brukes, noe bande veert gjort med kolonne i dette forsgket.

GC analyse av FAME

Tap av analytt under omestring og nitrogen- inndaingpble ikke malt. Acylgylserol- standarder
ble omestret og metylert til FAME standarder - FAB&ndarder ble opparbeidet med betingelser
som kun maler systematiske feil fra SPE separadpmfor er det viktig & bruke de samme
lzsningsmidlene (som har samme flyktighet undeogén- inndampning) nar separerte
acylglyseroler derivatiseres og FAME standarderaoppides. | denne oppgaven ble det brukt
ulike lgsningsmidler, og det kan ha gitt tap akfily FAME under nitrogen- inndampning.

De to lgsningsmidlene som er minst flyktig vedagen- inndampning er heptan og kloroform.
Heptan har lavt damptrykk (5,3 kPa ved 20 °C) og lkekepunkt (98,5 °C). Kloroform har
veldig hgy tetthet i veeskeform (1,483 g/ mL). Detbar kloroform og heptan helst ikke brukes
som eluenter med SPE. De ble brukt som eluemkenme oppgaven, og det kan ha gitt tap av

flyktig FAME under nitrogen- inndampning.

Det ble kun kjgrt tester med en konsentrasjon gilghserol- standarder - 1,2 mg/ mL. Det bar
veert kjgrt tester med flere konsentrasjoner, fkorétrollere lineariteten i responsen fra GC- FID.
GC- FID respons er som regel linezer for ulike katrsssjoner av samme analytt, men dette ma
alltid kontrolleres. Sprgyten, en del av injektgrettet seg. Lasningsmiddelet som skulle rense
sprgyten van- heptan.N- heptan Igser ikke alle FAME, og derfor ble iklpea/ten renset. En

av de to vaske- lgsningsmidlene ble byttet ut mletbform: metanol 2:1 (v/ v), og da ble

spreyten renset ordentlig.
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5.8 Standard prosedyre

SPE med Nklkolonner var farst rapportert av Kaluzny et a@88), som fraksjonerte MAG,
DAG og TAG, CE, FFA, PhL og sterolestere (Dybvikaet2008). Metoden har primeert vaert
brukt til fraksjonering av lipidklasser fra blodplaa og biologisk vev (Kaluzny et al. 1985; Kim
and Salem 1990). Ntkolonner har ogsa veert brukt til fraksjonerindipidklasser fra
mikroorganismer (Pinkart et al. 1998), organerri @im and Salem, 1990; Giacometti et al.
2002; Ruiz et al. 2004) og fiskegjeller (Bodenneale2000).

Av metodene nevnt ovenfor er det metoden til Kayuenal. (1985), se tabell 2.4, som har mest
historisk betydning, men det er metoden til Pinleal. (1998), se tabell 2.5, som er mest
relevant i denne oppgaven. Pinkart et al. modifismetoden til Kaluzny et al. (1985) for &
separere mikrobielle lipider - som er mindre pokeme lipider i fettvev. Mens Kaluzny et al.
separerte lipider med flerumettede fettsyrer, \Hliekart et al. separere enumettede og mettede
bakterielle lipider. Pinkart et al. Igste lipideineeksan: kloroform: metanol 95:3:2 (v/ v), sore bl

testet med gode resultater i metodeutviklingen.

Den vanskeligste separasjonen var separasjon aviZAAGAG. Heksan: dietyleter 95: 5 (v/ v)
ble testet, og hadde god selektivitet for TAG mggithutbytte i metode 3. Denne eluenten blir
ikke blitt nevnt av Pinkart et al. (1998), ellerldzny et al (1985). Til elusjon av DAG brukes
heksan: etylacetat 85: 15 (v/ v) og til elusjorM&G brukes kloroform: metanol 2: 1 (v/ v). De
to sistnevnte eluentene brukes av Kaluzny et aRiogart et al.. Pinkart et al. understreker at
prgven skal appliseres med sa lite Igsningsmidatalmulig, og velger & lgse prgven i 150 pL
lgsningsmiddel. Tabell 5.14 viser et forslag tilstandard prosedyre.

Tabell 5.14 Standard prosedyre

Lasningsmidler Proporsjon Volum Lipid fraksjon

Heksan: kloroform: metanol

Fraksjon 2 | Heksan: etylacetat
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6. Konklusjon

Det er publisert mange artikler med SPE metoder sgparerer lipid- klasser i ulike organiske
prgver, men ingen av metodene separerer lipids&tasnelkefett. Sammensetningen av svensk
melk ble malt til 69,4 % mettede fettsyrer og 3&@mettede fettsyrer (Lindmark- Manssen og
Akesson 2001). De vanligste mettede fettsyreneriedk er palmitinsyre (C16: 0), etterfulgt av
myristinsyre (C14: 0) og stearinsyre (C18: 0) (M&oms2008).

Acylglyserol- standardene tristearin (18:0- 18:8:0), dipalmitin (16:0- 0- 16:0) og
monomyristin (14:0- 0- 0) skal separeres med anmmomy (NH,) kolonner. Det brukes en
moderne GX-274 automatisert robot fra Gilson liMiddleton, USA) for & utfare separasjoner.
FAME standarder opparbeides og responsen malesa@elD for a gi en kvantitativ referanse
pa utbytte. Systematisk feil med SPE males, m@msied nitrogen- inndampning og omestring

ikke males.

Arbeidet med metodeutvikling baseres pa tidligestadikk utviklet av Kaluzny et al. (1985) og
Pinkart et al. (1998). Acylglyserol- standardepl@ses i et lasningsmiddel bestdende av heksan:
kloroform: metanol 95:3:2 (v/ v). Lipidene opplgsE0 % i lgsningsmiddelet, og paferes en
NH; kolonne. Det beste lgsningsmiddelet for eluspi AG er heksan: dietyleter 95: 5 (v/ v).

Til elusjon av DAG brukes heksan: etylacetat 85(\%) og til elusjon av MAG brukes

kloroform: metanol 2: 1 (v/ v).

Utbytte og separasjon males i tre metoder med smiasjoner i lgsningsmidlene som nevnes
ovenfor. Utbytte av FAME fra metode 1 er 73,01461%, metode 2 er 75,3 + 5,4 % og metode 3
er 80,6 + 12,5 %. Samlet utbytte av TAG FAME er680,7,8 %, DAG FAME er 81,7 + 7,6 % og
MAG FAME er 66,6 + 8,7 %. Samlet utbytte er pa37% med RSD pa 10,5 % og 0,6 %
kontaminasjon. Malet var & ha minimal kontaminasjtbytte hgyere enn 70 % og en RSD
lavere enn 10 %. RSD er sa vidt hgyere enn nrékens utbytte og kontaminasjon er

tilfredsstillene.

Den stgrste systematiske feilkilden i forsgkengerrav analytt nar det kjgres SPE. Dette tapet
gjer at utbytte blir darligere, og gjenspeilessuiatene. Utbytte av MAG FAME var darligere
enn utbytte av FAME fra TAG og DAG. Tapet forekosmenten med SPE separasjon, eller med
nitrogen- inndampning. Det ble kjgrt blanke prepérsamtlige separasjoner med SPE for &
avdekke feilkilder; det ble ikke pavist falske tepp Aminopropyl- kolonnene var muligens
pavirket av luftfuktighet — noe som endrer egenskatil kolonnen. Det er viktig a tarke SPE

kolonner som ikke er vakuum- pakket, for a fiermeraguell fuktighet i kolonnen.
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7. Videre arbeid

Naturlig kumelk bestar av 4,2 % fett, og blant eiss 98 % TAG (Mansson 2008). Mindre enn 2
% av melkefett er DAG, mens mindre enn 0,1 % er MARalmitinsyre (C16: 0) og oljesyre
(C18: 1) utgjer 30 og 23,8 % (w/ w) av total mendglesyrer (Mansson 2008). Myristinsyre
(C14: 0) og stearinsyre (C16: 0) utgjar 11 og 12\ow).

| denne oppgaven separeres acylglyserol- standatdstearin (18:0- 18:0- 18:0), dipalmitin
(16:0- 0- 16:0) og monomyristin (14:0- 0- 0) medESFAcylglyserol- standardene som separeres
er kun esterifiserte til mettede fettsyrer; dehén ingen tidligere artikler som separerer disse
lipidene med SPE. Tidligere artikler separerer &aylglyseroler med mettede og umettede

fettsyrer, eller andre lipidklasser.

Det er stor diversitet av TAG molekyler i melkefetted ulike fettsyrer og forskjellig grad av
polaritet (Mansson 2008). Melkefett TAG er syrgett fra mer enn 400 forskjellige fettsyrer, og
er den mest komplekse blandingen av naturlig tett eksisterer. Mesteparten av fettsyrene
finnes kun i spormengder, og kun 15 fettsyrer utbper mer enn 1 % av den totale mengden
(Mansson 2008).

Acylglyseroler i melk bar kanskje ikke separeres@dame vis som i denne oppgaven - fordi det
er spass sma mengder av DAG og MAG i melkefedit €D videre usannsynlig at alle TAG
molekylene som finnes i melkefett kan elueres irsanfraksjon med SPE. Derfor er det bedre a
vaske bort, eller eluere, de andre lipidklasseileas TAG fraksjonen sitter igjen pad SPE

kolonnen.

Denne oppgaven drgfter mange viktige problemsgiinsom gjelder nar ngytrale lipider i
melkefett skal separeres. Metoden som preseritdegse oppgaven vil sannsynligvis ikke gi en
ren separasjon av MAG, DAG og TAG i et ekstraktalkefett. Metoden gir allikevel gode
indikasjoner pa prinsippene som gjelder nar acglglgler esterifisert til mettede fettsyrer fra
melk skal separeres med SPE. Det er et godt usgangt for a jobbe videre med SPE og

melkefett.
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