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SANTRUMPQOS
BSTFA — bistrimetilsililtrifluoroacetamidas
ChClI — cholino chloridas
DEE — dietileteris
DMF — dimetilformamidas
DNPH — 2 ,4-dinitrofenilhidrazinas
DVDChA — dinaminé vir§erdvés dujy chromatografiné analizé
Eg — etilenglikolis
GET - gilts eutektiniai tirpikliai (angl. deep eutectic solvent)
Glu — gliukozé
Gly — glicerolis
HGET — hidrofobiniai gil@is eutektiniai tirpikliai
KFME - kietafazé mikroekstrakcija
MTBSTFA — N-metil-N-butildimetilsililtrifluoroacetamidas
PANS — p-anizidino skai¢ius
PS — peroksidy skaicius
SF — simetriSkumo faktorius
SVDChA - statiné virSerdvés dujy chromatografiné analizé
TBAHS — tetrabutilamonio hidrosulfatas
VA — vandenilinio ry$io akceptorius (angl. hydrogen bond acceptor)
VD - vandenilinio ry$io donoras (angl. hydrogen bond donor)

VDChA — virSerdvés dujy chromatografiné analizé



I[VADAS

Daugiausiai laiko ir sgnaudy reikalaujanti analizés procediira yra méginio
paruoSimas. RuoSiant méginius analizei ypa¢ populiariis jvairts ekstrakcijos
metodai. Vienas i§ populiariausiy skysty medziagy ekstrakcijos budy —
skyséiy-skysc¢iy ekstrakcija. Nors tai vis dar placiai naudojama technologija
dél savo paprastumo, plataus pritaikymo, taciau Siam metodui reikalingi
dideli kiekiai brangiy ir toksisky organiniy tirpikliy. Dar sudétingiau
analizuoti kietus méginius ir atlikti jy ekstrakcijg. Tam paprastai atlickama
Soksleto ekstrakcija, kuriai taip pat reikalingi dideli tirpikliy kiekiai, ilgas
bandinio paruosimo laikas (analités ilgg laika yra aukstoje temperatiiroje,
gali oksiduotis, pakisti). Ypa¢ sudétinga, kai tiriamos lakios analités, jas
lengva pamesti tiek analizuojant skystus, tiek kietus méginius.

Pastaruoju metu lakioms analitéms nustatyti i§ kiety ir skysty méginiy Vvis
dazniau taikoma virSerdvés dujy chromatografiné analizé (VDChA). Jos
metu méginys kaitinamas uzdarame inde. Lakiis méginio junginiai pereina ]
dujing faze ir pasiekus pusiausvyra dalis dujinés fazés jleidziama j dujy
chromatografa. Taip iSvengiama nelakiy méginio komponenty patekimo |
chromatografing sistemg ir neuzterSiama kolonélé. Atliekant VDChA
sunaudojami nedideli tirpikliy kiekiai, reikalingas trumpesnis analizés laikas
bei galima pritaikyti aplinkai draugiskus tirpiklius. Sie virSerdves dujy
chromatografinés analizés privalumai pademonstruoti kuriant trumpg anglies
granding turin¢iy karboksiriig§¢iy ir heksanalio nustatymo metodus.

Daznai karboksirigS§tys yra aptinkamos riebaluose, citrusiniuose
vaisiuose, fermentuotuose maisto produktuose [1-3]. Taip pat, gali buti
papildomai pridedamos j maisto produktus kaip konservantai [4]. Paprastai
trumpa anglies grandine turincios karboksirtigStys néra normuojamos maisto
produktuose, taCiau yra svarbu atsizvelgti j juy kiekius, Kadangi Sios
medziagos gali turéti jtakos maisto skoniui, tekstlirai, aromatinéms
savybéms [5, 6]. Taip pat kai kurios karboksirfigstys gali biiti naudojamos
kaip Zymekliai galiojimo laikui nustatyti. Todél svarbu kokybiskai ir
kiekybiskai jvertinti Sias medziagas.

Augalinés kilmés riebalai yra labai svarbi Zmogaus mitybos dalis. Tai
svarbus organizmo energijos Saltinis, juose gausu maistiniy medziagy bei
vitaminy, kurie yra tirpiis tik riebaluose. Kai kurios nesociosios riebaly
rugstys organizme néra sintetinamos, todél yra laikomos nepakei¢iamomis ir
yra butina uztikrinti, kad | organizma su maistu patekty reikiamas kiekis
augaliniy riebaly [7, 8]. Taciau nesoCiosios riebaly rigstys linkusios
oksiduotis [9]. Dél juy oksidacijos maistas apkarsta, atsiranda nemalonus
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kvapas, sumazéja maistiné verte, iSkyla grésmé apsinuodyti lipidy
oksidacijos produktais.

Vykstant lipidy oksidacijai, susidaro daugybé lipidy oksidacijos
produkty. Svarbiausiu oksidacijos produktu yra laikomas heksanalis, kuris
yra antrinis linolo rugsties oksidacijos produktas. Heksanalis laikomas
riebaly oksidacijos indikatoriumi [10]. Atliekant heksanalio analiz¢ galima
pritaikyti aplinkai draugiskus tirpiklius ir virSerdvés dujy chromatografine
analize [11, 12].

Sioje daktaro disertacijoje apibendrinty moksliniy tyrimy tikslas —
istirti virSerdvés dujy chromatografijos galimybes nustatant trumpa anglies
atomy granding turinCias karboksirtigstis bei heksanalj kietose ir skystose
matricose ir pritaikyti sukurtas metodikas realiy méginiy analizei.

Disertacinio darbo uZdaviniai:

1. Parinkti derivatizacijos reagentg ir jvertinti derivatizacijos jtaka acto,
propano, oksalo ir gintaro riig§¢iy chromatografiniy smailiy formai.

2. Paruosti derivatizuoty oksalo, gintaro, pieno, obuoliy ir citriny ragséiy
virSerdvés dujy chromatografinio nustatymo metodikas, palyginti
karboksirtig§¢iy nustatyma virSerdvés dujy chromatografijos metodu ir
dujy chromatografijos metodu analizuojant tirpalus.

3. Pritaikyti paruostas karboksirigi¢iy nustatymo metodikas realiy
méginiy analizei.

4. Parinkti tirpiklj, tinkamg heksanalio kalibravimo tirpaly gamybai,
optimizuoti heksanalio virSerdvés dujy chromatografinés analizés
salygas ir panaudoti paruo$ta metodikg heksanalio nustatymui
augaliniuose aliejuose.

5. Istirti galimybe heksanalio ekstrakcijai i§ kiety matricy panaudoti
gilius eutektinius tirpiklius (GET).

6. Apjungti heksanalio ekstrakcija i§ kiety matricy panaudojant gilius
eutektinius tirpiklius ir mikrobangas bei gauto ekstrakto virSerdvés
dujy chromatografing analiz¢. Paruosti greitag heksanalio nustatymo
riebalingame maiste metodika.



Ginamieji disertacijos teiginiai:

1.

Derivatizacija pagerina karboksirtigs¢iy chromatografiniy smailiy
formga.

VirSerdvés dujy chromatografija gali bati pritaikyta karboksirtagstims
(acto, propano, oksalo, gintaro, pieno, obuoliy, citriny ragstims) ir
heksanaliui nustatyti skystose ir kietose matricose.

. Gilas eutektiniai tirpikliai tinka heksanalio ekstrakcijai i§ kiety

matricy panaudojant mikrobangas.

Heksanalio  ekstrakcijos mikrobangomis ir virSerdvés dujy
chromatografinés analizés apjungimas supaprastina sudétingy meéginiy
paruosimo procediirg ir sutrumpina analizés laika.

10



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Virserdvés dujy chromatografiné analizé

Pastaruoju metu analizinéje chemijoje vis dazniau taikoma virSerdvés
dujy chromatografiné analizé. Tai metodas, skirtas atskirti lakias medziagas
nuo matricos, kai tiriamoji medZiaga pervedama j vir§ méginio esancia
dujing faze [13]. Analizei méginys turi biti ruoSiamas taip, kad anali¢iy
koncentracija virSerdvéje (dujinéje fazéje) bty kuo didesné, o kity matricos
komponenty — kuo mazesné [14].

VirSerdvés dujy chromatografinés analizés metodas gali biiti pritaikomas
tiek kietiems, tiek skystiems méginiams analizuoti [15]. VirSerdvés dujy
analizés schema pateikiama 1.1 pav.

Vg

Vi

1.1 pav. VirSerdveés dujy analizés schema [15].
1 — sandarus buteliukas su méginiu, 2 — méginio kaitinimas, 3 — lakiy junginiy
surinkimas analizei, Cg — analités koncentracija dujy fazéje, C, — analités
koncentracija méginio fazéje, Vg — dujy fazés tiris, V| — méginio fazés tiiris.

Méginys yra talpinamas ] sandariai uzdaromg stiklinj buteliuka.
Buteliukas tam tikrg laikg kaitinamas pasirinktoje temperattroje. Kaitinant
lak@is junginiai dalinai pereina j dujing fazg, po kurio laiko tarp méginio bei
dujinés fazés nusistovi pusiausvyra. Dujing faze labai patogu analizuoti dujy
chromatografijos metodu. Toks metodas vadinamas virSerdvés dujy
chromatografine analize [15].

Atliekant virSerdvés dujy chromatografing analize, svarbu optimizuoti
anali¢iy peréjimui | dujing faze jtaka darancius parametrus. Svarbiausi
parametrai yra temperatiira ir méginio tiris. Nuo §iy bei kity parametry
priklauso metodo jautrumas bei ekstrakcijos efektyvumas. Sie ir Kiti
parametrai aptariami 1.1.1 skyrelyje.

11



1.1.1. Parametrai, turintys jtakos anali¢iy peréjimui j dujing faze

Analités koncentracija virSerdvéje (Cg) yra proporcinga analités
koncentracijai méginyje (C,) ir atvirk§¢iai proporcinga pasiskirstymo
koeficiento ir faziy santykio sumai [14]:

Co

Co=ry @

C, — pradiné analités koncentracija méginyje;
K — pasiskirstymo koeficientas;
S — dujinés fazés tiirio ir méginio tirio santykis.

Kaip matyti i§ 1 formulés, vienas i§ analités pasiskirstyma tarp méginio ir
dujinés fazés aprasanciy dydziy yra pasiskirstymo koeficientas.
Pasiskirstymo koeficientas yra iSreiSkiamas kaip analités koncentracijy
méginyje ir dujy fazéje santykis esant pusiausvirai [16]:

-2 @

K — pasiskirstymo koeficientas;
C_ — analités koncentracija méginio fazéje;
Cs — analités koncentracija dujy fazgje.

Tiriamoji medziaga tuo lengviau ir pilniau pereina j dujing faze, kuo
pasiskirstymo koeficiento verté yra mazesné. Kuo pasiskirstymo koeficiento
verté yra mazesné, tuo mazesné ir analités aptikimo riba.

Didziausia jtaka pasiskirstymo koeficiento vertei turi temperatiira.
Paprastai méginys yra kaitinamas 45 — 150 °C temperatiiroje, kuri yra
pasirenkama atsizvelgiant j analit¢ ir matricg [14]. Keliant temperatira
pasiskirstymo koeficiento vert¢ mazéja, dujingje fazéje analités
koncentracija didéja.

1.1 lenteléje pateikiami kai kuriy junginiy pasiskirstymo tarp vandens ir
oro koeficientai esant skirtingai temperatirai. Kuo tirpesné vandenyje
medZiaga (kuo didesné jos K verté), tuo stipriau tos medziagos pasiskirstymo
koeficientas maz¢ja keliant temperatiira (pvz. dioksanas, etanolis). Mazesné
temperattros jtaka stebima junginiams, kuriy K vert¢é yra maza, pvz.,
cikloheksanui [17].

12



1.1 lentelé. Kai kuriy junginiy pasiskirstymo koeficientai vanduo/oras esant
skirtingai temperattrai [17, 18].

Junginys 40°C 60 °C 70°C 80°C
Dioksanas 1618 642 412 288
Etanolis 1355 511 328 216
n-butanolis 647 238 149 99
Etilacetatas 62,4 29,3 21,8 17,5
Benzenas 2,90 2,27 1,71 1,66
Toluenas 2,82 1,77 1,49 1,27
o-ksilenas 2,44 1,31 1,01 0,99
Dichlormetanas 5,65 3,31 2,60 2,07
n-heksanas 0,14 0,043 0,012 —
Cikloheksanas 0,077 0,040 0,030 0,023

Norint gauti tikslesnius ir geriau atsikartojanéius duomenis, Svarbu
atsizvelgti | naudojama temperatiira (ypatingai méginiy, kuriy K vertés yra
didelés). Pavyzdziui, jei termostatuojamo buteliuko temperatira nukrypsta
1 °C nuo nustatytos 60 °C temperatiiros etanolio koncentracijos pasikeitimas
dujingje fazéje gali siekti 5 %. Norint gauti tikslesnius ir geriau
atsikartojanéius duomenis (pvz. apie 0,5 %), buteliuko su méginiu
temperatiira turéty biiti kontroliuojama 0,1 °C tikslumu [18].

B. Kolb ir L. S. Ettre [11] nustatinéjo anali¢iy koncentracijas dujinéje
fazéje vir§ vandeninio tirpalo esant skirtingoms temperatiroms. Buvo
pasirinktos  penkios analités: etanolis, metiletilketonas, toluenas,
tetrachloretilenas ir n-heksanas. Siy junginiy pasiskirstymo koeficientai
smarkiai skyrési (buvo atitinkamai 1355; 139,5; 2,82; 1,48 ir 0,14 Kai
temperatiira 40 °C). Tyrimui naudota po 5 ml méginio (8 = 3,46), 0
pasirinktos tokios anali¢iy koncentracijos, kad esant 40 °C temperatirai
anali¢iy smailiy plotai biity panasis. Keiciant temperatirg, pradiné analités
koncentracija (C,) iSliko tokia pati kiekvienam matavimui. Kaip matyti i§ 1.2
pav., temperatiiros kélimas reikSmingai padidino poliniy junginiy (etanolio,
metiletilketono) koncentracija dujinéje fazéje. Sie junginiai pasizyméjo
didelémis K vertémis. Tuo tarpu junginiams, kuriy K vertés mazos, dujinéje
faz¢je esanciy junginiy koncentracijai temperatiiros jtaka nebuvo Zymi.
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1.2 pav. Etanolio (1), metiletilketono (2), tolueno (3), n-heksano (4) ir
tetrachloretileno (5) kiekis dujinéje fazéje esant skirtingai temperattrai [11].

Nors temperatiiros didinimas yra veiksmingas budas padidinti analités
koncentracija virSerdvéje, taciau tiek pateiktame, tiek kituose tyrimuose gali
biti naudojami méginiai, kuriuose yra vandens. Atliekant tokiy méginiy
virS§erdvés dujy chromatografing analize ir didinant temperatiirg, didéja ir
vandens gary kiekis virSerdvéje. Vandens gary slégio priklausomybé nuo
temperatiiros pavaizduota 1.3 pav. Matyti, kad esant 40 °C temperatirai
vandens gary slégis nedidelis, taciau pasiekus 80 °C temperatiira, gary slégis
padidéja apie penkis kartus.

200

40 50 60 70 80 90 100 110 120
Temperatura, °C

1.3 pav. Vandens gary slégio priklausomybé nuo temperatiiros [11].
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Tiek vanduo, tiek kitas lakus tirpiklis padidinus temperatiirg gali sukurti
didel; gary slégj. Susidares per didelis slégis gali salygoti dujinés fazes
nuotekj arba sukelti prieslaikinj virSerdvéje esanciy gary jpurskimag j dujy
chromatografa, todél chromatogramoje gali buti fiksuojamos dvigubos
smailés [18].

Pasiskirstymo koeficiento verté taip pat gali pakisti (daZniausiai
sumazéti) | tiriamg méginj pridedant drusky ar tirpikliy [14, 19, 20].
Pridéjus drusky, tirpalo joniné jéga padidéja, hidrofobiniy anali¢iy tirpumas
vandenyje sumaz¢ja ir analités koncentracija virSerdvéje padidéja [14].

Daznai naudojamos neorganinés druskos, pvz. amonio sulfatas, natrio
chloridas, amonio chloridas ir kt. 1.4 pav. pateikiamos cikloheksano ir
1,4-dioksano chromatogramos, gautos termostatuojant méginj 60 °C
temperatiiroje, naudojant tg patj méginio tarj — 5 ml ir pridedant po 2 g NaCl
bei papildomai nenaudojant drusky. 1,4-dioksano atveju NaCl pridéjimas
padidino smailés plota 3,22 karto, o tuo tarpu cikloheksano smailés plotas
padidéjo tik 1,3 % [11]. Cikloheksano K verté yra artima nuliui (zr. 1.1
lentele) ir Siuo atveju didesnés jtakos turi méginio tiris. Tuo tarpu
1,4-dioksanas yra poliskesnis junginys ir drusky pridéjimas turi didesnés
jtakos.

!
UL

15

0 5
Laikas, min Laikas, min

1.4 pav. Cikloheksano(1) ir 1,4-dioksano (2) vandeniniy tirpaly virSerdvés
chromatogramos gautos nenaudojant drusky (A) ir pridéjus 2 g NaCl (B) [11].

] LJ/L _

Drusky pridé¢jimas gali reikSmingai padidinti poliniy junginiy
koncentracijag virSerdvéje, taCiau turi biiti naudojamos didelés drusky
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koncentracijos (1 M arba daugiau). Paprastai drusky jtaka nustatoma
empiri$kai kiekvienai analitei [11].

Panasus efektas stebimas pridedant vandens ] méginius, kurie yra
organiniame tirpiklyje. Siuo atveju organinis tirpiklis turi maidytis su
vandeniu. Dazniausiai tiriami organiniai junginiai geriau tirpsta organiniuose
tirpiklivose nei vandenyje, todél $iy junginiy pasiskirstymo koeficientas
organiniame tirpiklyje yra didesnis ir virSerdvéje susidaro maZesné
koncentracija. Pridéjus vandens, tirpumas sumazéja (mazéja ir pasiskirstymo
koeficientas) ir virSerdvéje padidéja organiniy junginiy koncentracija [11].
Pavyzdziui, tiriant alkoholius (C2-C5) istirpintus dimetilformamide (DMF)
ir pridedant skirtingg vandens kiekj galima virSerdvéje padidinti tiriamy
alkoholiy koncentracijg. Atitinkamai esant DMF ir vandens santykiui 60:40,
tiriamy anali¢iy smailés plotas padidéja nuo 1,3 iki 6,2 karto [11].

Dar vienas reik§mingas analiCiy pasiskirstyma tarp méginio ir dujinés
fazés parametras yra tirpiklis, kuriame disperguotas ar iStirpintas méginys.
Pastaruoju metu vis didesnis démesys skiriamas alternatyviems tirpikliams,
pvz. joniniams skyséiams ar giliems eutektiniams tirpikliams. Sie tirpikliai
gali buti gera ir saugi alternatyva tradiciniams organiniams lakiesiems
tirpikliams [20]. Placiau apie GET rasoma 1.2 skyriuje.

Kitas svarbus anali¢iy peréjima j dujine faze jtaka darantis veiksnys yra
dujinés ir méginio faziy santykis g [21]. Jis yra apraSomas formule:

p=-¢ (3)

Vs

S — dujinés fazés tiirio ir méginio tiirio santykis;
Vs — dujinés fazés turis;
Vs — méginio tiris.

Dazniausiai kuo didesnis méginio turis (mazesnés f vertés), tuo didesnis
atsakas. Taciau faziy santykio jtaka labai priklauso nuo analizuojamo
méginio komponenty. Kai analité gerai tirpi méginyje (jos K didelis), o
meéginyje daug junginiy, linkusiy pereiti j dujing faze (jy K mazi), gali biti,
kad esant didesniam méginio turiui, dujinéje fazéje esanti didelé paSaliniy
lakiy junginiy koncentracija trukdys maziau lakiai analitei pereiti j virSerdve
ir analités koncentracija virSerdvéje sumazés. Be to esant didesniam méginio
tiriui reikalingas ilgesnis pusiausvyros tarp méginio fazés ir dujinés fazés
nusistovéjimo laikas [11].
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Analités pusiausvyros nusistovéjimo tarp méginio ir virSerdvés laikas
pasiekiamas greiciau, kai méginys yra kaitinamas arba naudojamas mazesnis
méginio taris [14, 22]. Kaip matyti i§ 1.5 pav., analizei naudojant mazesnius
méginio tlirius pusiausvyra tarp méginio ir virSerdvés pasiekiama greiciau.
Taciau naudojant didesnius méginio turius, fiksuojamos didesnés analités
koncentracijos [22]. Todél yra svarbu parinkti tinkamg méginio turj, kad
bty gaunamos pakankamos anali¢iy koncentracijos ir optimalus
pusiausvyros nusistovéjimo laikas.

800
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» ® 100, A A A
S 6001 A wml 4 A
o
o 50 A
) A
g 400 . . ™ P
vi 300 ®om " m ® =
200{
1 —
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Pusiausvyros laikas, min.

1.5 pav. Metanolio smailés ploto priklausomybé nuo pusiausvyros nusistovéjimo
laiko esant skirtingam méginio tiriui [22].

Kaip matyti i§ 1 formulés, junginio koncentracija virSerdvéje yra
proporcinga pradinei koncentracijai méginyje ir atvirks¢iai proporcinga K ir
p verciy sumai. Jei K verté yra maza (junginys linkes pereiti j virSerdve), tai
[ verte (meéginio tiiris) turi reikSmingos jtakos analités koncentracijai
virSerdvéje. Ir atvirksciai, jei K verté yra didelé (junginys nelikes pereiti j
vir§erdve), tuomet S neturés reikSmingos jtakos [11]. Galima isskirti kelias
méginiy grupes:

¢ Jei K= 0,20 ir buteliukas uzpildomas méginiu iki 80 % jo tiirio, analités
koncentracija virSerdvéje gali buti 10 karty didesné nei tada, kai
buteliukas uzpildomas méginiu tik 20 %.

e Kai K = 1,0, analités koncentracija virSerdvéje kinta kei¢iant méginio
tir]. Galimas keturiy karty skirtumas kai buteliukas méginiu uzpildomas
20 arba 80 %.

e Kai K = 20, kei¢iant méginio tirj analités koncentracija virSerdvéje gali
skirtis 1,18 karto.
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e Kai K = 250, analités koncentracija virSerdvéje praktiskai nekinta.
Didesnis méginio tiiris gali padidinti analités koncentracijg virSerdvéje
tik 1,02 karto.

Cikloheksanas ir dioksanas yra junginiai, kurie turi skirtingas K vertes
(zr. 1.1 lentelg). Atliktas tyrimas [11] kai termostatuojant 60 °C
temperattiroje cikloheksang ir dioksang bei naudojant skirtingus méginio
tarius — 1 ir 5 mL, dioksano smailés ploto verté pakinta tik 1,3 %, o
cikloheksano net 5,5 karto. Galima pastebéti, kad naudojant junginius, kuriy
K verté yra maza, méginio tiirio parinkimas yra svarbus parametras ir turi
reikSmingos jtakos analizés rezultatams.

Apibendrinant: norint pasiekti gero analizés rezultaty pasikartojamumo,
biitina islaikyti tas pacias ekstrakcijos | dujing faze salygas (temperatura,
méginio matricg, méginio ir dujinés fazés tarj bei Kita).

1.1.2. Dujinés fazés chromatografinés analizés biidai

Kaip jau buvo minéta, dujing faze labai patogu analizuoti dujy
chromatografijos metodu. VirSerdvés dujy chromatografiné analizé gali biti
skirstoma | stating (SVDChA) arba dinaming (DVDChA) vir§erdvés dujy
chromatografine analize [14]. Sie analizés metodai yra gana paprasti ir
laikoma, kad tai vieni i§ metody, kurie atitinka Zaliosios chemijos standartus.
Todél jie sulaukia vis didesnio susidoméjimo. Prie§ atliekant dujy
chromatografing analizg, dujingje fazéje esanCias analites galima
sukoncentruoti. Tam taikomi miniatiurizuoti sukoncentravimo badai, pvz.
kietafazé mikroekstrakcija (KFME) ar mikroekstrakcija tirpiklio lasu [23,
24].

1.1.3. Statiné virSerdves dujy chromatografiné analizé

Paprastas virSerdvés dujy chromatografinés analizés metodas yra
SVDChA. Tai vieno zingsnio dujy analizé. Dujinéje fazéje esanti analité
tiesiogiai jvedama j dujy chromatografa [14]. Tai galima atlikti naudojant
specialy $virkstag [25]. Nors tai paprastas ir dideliy iSlaidy nereikalaujantis
metodas, tadiau gana netikslus. Siuo biadu atliekant analize yra gaunamas
prastas rezultaty atsikartojamumas. Dalis analités gali biiti prarandama
iStraukus $virks$ta i§ indelio ir perneSant jj j chromatografa. Be to, analités
gali kondensuotis saltame Svirkste.

Naudojant automatinj méginio jleidimg, palaikoma tiksli méginio
kaitinimo bei méginio paémimo adatos temperatiira, todél reikiamas méginio
tiris paimamas tiksliau, méginys | chromatografa jvedamas greiCiau ir
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gaunami tikslesni ir geriau pasikartojantys rezultatai [14]. Supaprastinta
SVDChA schema pateikiama 1.6 pav.

Detektorius
Nesancios dujos Kolonélé
Méginio
buteliukas
®»)
Termostatas
Detektorius

Nesancios dujos Kolonélé

LI

IBRRREREN!

1.6 pav. SVDChA schema. (A) méginio termostatavimas, (B) méginio jleidimas
[11, 25].

Kaip matyti i§ 1.4 (A) pav., pirmiausiai méginys yra termostatuojamas.
Pasiekus pusiausvyra, méginio paémimo adata praduria méginio indelj
dengiancig tarping. Tuomet j indelj yra paduodamos inertinés dujos (zr. 1.4
(B) pav.) ir sukuriamas 1,5 — 2 atmosfery slégis. Po 1 — 2 minuéiy suspausta
dujiné fazé jleidziama j dujy chromatografg [25]. Iprastai dujiné fazé
dozuojama kilpa. Siuo atveju, norint pakeisti jleidziamo méginio tarj, reikia
keisti kilpa. PerkinElmer pasitlé slégiu reguliuojama méginio jleidima (Zr.
1.7 pav.) [26].

Slégiu reguliuojamas meginio jleidimas uZtikrina greitg analiiy
perdavimg j dujy chromatografa nenaudojant Svirksto. Naudojama sistema
(adata) yra sandari ir taip iSvengiama virSerdvés dujy praradimo. Méginio
jleidimas vyksta trimis etapais [27]:

1. Termostatavimo etapas. Jo metu (parengties rezime) méginio paémimo
adata yra pakelta. NeSancCios dujos praeina per solenoidinj voztuvg Vi |
kolonélg bei tuo paciu metu nedideliu kryzminiu srautu praeina per adatos
cilindrg ir praleidziamos per jj solenoidiniu voztuvu.

2. Suslégimo etapas. Pasibaigus termostatavimo etapui, méginio
paémimo adata pasislenka j apacia ir praduria méginio buteliuko pertvara.
Nesancios dujos patenka j buteliuko virSuting sritj, sudarydamos slégj.

3. Méginio jleidimo etapas. Po slégio sudarymo etapo solenoidiniai
voztuvai Vi ir V, yra uzdaromi ir sustabdomas neSanCiy dujy srautas j
méginio virSerdvés sritj. Buteliuke esancios dujos pleciasi ir keliauja i

19



kolonéle (SVDChA atveju) arba gaudykle (DVDChA atveju). Praéjus
nustatytam jleidimo laikui, solenoidiniai voztuvai V; ir V, atidaromi.

[P
=3 1/\ 3
' =7
s
“ Perdavimo linija
QD Vv,
R
A)

1.7 pav. Slégiu reguliuojamas méginio ileidimas pagal PerkinElmer technologija:
(A) termostatavimo, (B) suslégimo ir (C) méginio jleidimo etapai. Vy ir V, —
solenoidiniai voZtuvai, P1 — ne$anéiy dujy srautas [27].

Nepriklausomai nuo to, kokiu biidu j chromatografa jvedamas dujinis
méginys, Statinés virSerdvés analizés metodo privalumai yra jo paprastumas
ir greitis, o pagrindinis trikumas — gana mazas jautrumas.

1.1.4. Dinaming virSerdvés dujy chromatografiné analizé

Siekiant, kad analizés jautrumas biity kuo didesnis galima naudoti
dinamine virSerdvés dujy chromatografing analiz¢. Siuo atveju indelio su
méginiu tarpiné praduriama dviem adatomis [18]. Supaprastinta DVDChA
schema pateikiama 1.8 pav.

Negangios dujos R Gaudykle Gaudyklés kaitinmas’
— Nesancios dujos e

(A) ‘ (B)

1.8 pav. Dinaminés virSerdvés dujy chromatografinés analizés schema: (A)
vir§erdvés dujy patekimas j gaudykle, (B) gaudyklés kaitinimas [18].

20



Viena adata naudojama jleisti inertines dujas i indelj, o kita — dujoms
iSeiti. Kitaip nei statinés virSerdvés dujy analizés metu, iS¢jusios dujos
patenka j gaudykle, kurioje yra sulaikomos (zr. 1.8 (A) pav.). Gaudykléje
tiriamoji analit¢é yra sukoncentruojama. Baigus leisti dujas, gaudyklé
kaitinama, analités termiSkai desorbuojamos ir neSanciy dujy srauto
nunesamos j dujy chromatografa, kur toliau atliekama analizé (zr. 1.8 (B)
pav.) [6].

Net dirbant Zemesnése temperatirose dinaminé virSerdvés dujy
chromatografiné analizé leidzia pasiekti mazas aptikimo ribas ir tuo paciu
iSvengti méginiy terminés degradacijos.

Atliekant DVDChA reikia optimizuoti ekstrakcijos temperatiirg, méginio
tiirj, praeinanciy pro meéginj dujy turj. Taip pat svarbu parinkti tinkama
gaudyklés sorbenta [14].

1.1.5. Mikroekstrakcija virSerdvés dujy chromatografingje analizéje

Kai matricos sudétingos, o anali¢iy koncentracijos mazos, analitéms
sukoncentruoti vis dazniau naudojama mikroekstrakcija — kietafazé
mikroekstrakcija ir mikroekstrakcija tirpiklio lasu.

Kietafazé mikroekstrakcija — tai gana paprastas, efektyvus metodas, kurj
pasitile C. L. Arthur ir J. Pawliszyn [28]. Sis metodas remiasi analidiy
pasiskirstymu tarp méginio ir kieto sorbento. Po ekstrakcijos méginys
desorbuojamas ir pasirinktu metodu analizuojamas. KFME yra
miniatifirizuotas kietafazés ekstrakcijos variantas.

KFME prietaisas sudarytas i§ kvarcinio strypelio, padengto polimeriniu
sorbentu [29]. Strypelis pritvirtintas prie stamoklio, jtaisyto nertidijanéio
plieno adatoje, Kkuri tvirtinama prie prietaiso korpuso (Zzr. 1.9 pav.).
Ekstrakcijai atlikti adata praduriama indelj su méginiu dengianti tarpiné,
sorbentu padengta strypelio dalis iSstumiama i§ adatos | dujing fazg.
Nusistovéjus analiiy pusiausvyrai tarp méginio, dujinés fazés ir strypelio
dangos, strypelis jtraukiamas j adata, adata iStraukiama i§ méginio indelio, ja
praduriama chromatografo garintuvo tarpiné. Strypelis su sorbentu
jstumiamas ] karStg garintuvg, kuriame jvyksta anali¢iy terminé desorbcija.
Norint, kad metodas biity efektyvus, biitina nustatyti optimalias salygas, t. y.
ekstrakcijos ir desorbcijos temperatiira, analizuojamo tirpalo pH verte,
maiSymo greitj, joning jéga, ekstrakcijos ir desorbcijos trukme bei pasirinkti
tinkamag dangg.
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_ - Dujy chromatografas

Magnetiné maisyklé su kaitinimo fimkcija

1.9 pav. Kietafazés mikroekstrakcijos principiné schema: (A) ekstrakcija, (B)
desorbcija ir jleidimas [30].

Kitas virSerdvés dujy analizéje naudojamos mikroekstrakcijos variantas
yra ekstrakcija tirpiklio lasu. Tai 1996 metais pasitilytas metodas [31].
Ekstrakcija tirpiklio lasu yra paprastas ir pigus metodas, kadangi nereikia
jokios papildomos jrangos, sunaudojami nedideli kiekiai ekstrahento
(dazniausiai 1 pl). Tinkamai pasirinkus ekstrahenta, pasiekiamas didelis
ekstrakcijos atrankumas bei analités gerai sukoncentruojamos.

Ekstrakcija tirpiklio lasu dazniausiai atliekama praduriant méginio indelio
tarping su adata (zr. 1.10 pav.). IS mikroSvirkSto adatos tiesiogiai
iSspaudziamas tirpiklio lasas j dujine faze (ekstrakcija galima atlikti ne tik i$
virSerdvés, bet ir tiesiogiai i§ tirpalo). Nusistovéjus pusiausvyrai tarp
méginio, dujinés fazés ir tirpiklio laso, tirpiklio laSas jtraukiamas atgal j
adatg. Adata iStraukiama i§ ekstrakcijos indelio ir ja praduriama
chromatografo garintuvo tarpiné. Tirpiklio lasas jleidziamas j garintuva ir
atlickama chromatografiné analizé.
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1.10 pav. Ekstrakcijos tirpiklio lasu vir§erdvéje schema [23].

Kaip ir kietafazés mikroekstrakcijos atveju mikroekstrakcijai tirpiklio
lasu jtakos turi ekstrakcijos ir dujy chromatografo garintuvo temperatira,
analizuojamo tirpalo pH verté, maiSymo greitis, jonin¢ jéga, ekstrakcijos
trukmé, pasirinktas ekstrahentas, ekstrahento taris [32].

1.2. Gilus eutektiniai tirpikliai virSerdvés dujy chromatografinéje
analizéje

Siuolaikingje analizéje ekstrakcija tirpikliais yra viena i§ dominuojanéiy
medziagy i$skyrimo ir sukoncentravimo metody. Tradiciniai organiniai
tirpikliai daZniausiai yra lakiis bei toksiski. Todél pastaraisiais metais ypac
daug démesio skiriama naujy, maZziau toksisky, efektyvesniy ir atrankesniy
tirpikliy paieskai. Vis didesnj populiaruma jgauna naujos klasés junginiai —
giliis eutektiniai tirpikliai, kurie pasizymi labai pigia ir paprasta sinteze,
auks$ta virimo temperatiira, Zemu gary slégiu bei yra draugiski aplinkai.
Keiciant sudedamasias dalis, galima pagaminti jvairiausiy savybiy tirpiklius.

Gilas eutektiniai tirpikliai yra tirpikliai, kurie gaunami maiSant du
junginius, kurie vienas su kitu saveikauja sudarydami vandenilinius rysius ir
taip suformuodami eutektinj tirpiklj, kurio lydymosi temperatiira yra zymiai
zemesné, nei kiekvieno jo atskiro komponento lydymosi temperatiiros.
Pirmasis tai pastebéjo ir aprasé A. P. Abbott su bendraautoriais [33]. Jie
uzfiksavo misinio lydymosi temperatiiros sumaz¢jima, kai buvo kaitinamas
cholino chlorido (ChCI) ir ZnCl, misinys. Tyrimo metu buvo nustatyta
Zzemiausia lydymosi temperatiira (23 — 25 °C), kai kietos agregatinés blisenos
druskos virsta skystu miSiniu. Gavus S$iuos rezultatus, tyrimas buvo
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prapléstas ir toliau istirti kiti eutektiniai miSiniai. 1.8 pav. pateikiamas gilaus
eutektinio tirpiklio, sudaryto i§ cholino chlorido (T. =~ 302 °C) ir $lapalo
(TL = 133 °C), nuotrauka esant skirtingiems medziagy santykiams.
Zemiausia lydymosi temperatiira (12 °C) pasizyméjo misinys, kuriame
ChCl-slapalo santykis buvo 1:2. Kambario temperatiiroje Sis miSinys yra
skystis [34].

20 mol. % 33 mol. % 40 mol. % 50 mol. % 100 mol. %

1.11 pav. ChCl ir $lapalo mi$iniy nuotrauka esant skirtingiems medZiagy santykiams
(T =29,85°C) [34].

D¢l panasiy fizikiniy savybiy gilas eutektiniai tirpikliai daznai priskiriami
joniniams skyséiams. Tiek GET, tiek joniniai sky¢iai pasizymi dideliu
terminiu stabilumu, mazu lakumu, nedideliu gary slégiu. Taciau jy cheminés
savybés yra skirtingos. Gilas eutektiniai tirpikliai yra lengviau sintetinami, o
atliekama sintezé yra pigi [35]. Daznai gautas GET misinys ir jj sudarantys
atskiri komponentai lengvai suyra gamtoje ir yra maziau toksiski nei joniniai
skyséiai [12]. Nors joniniy skys¢iy ir giliy eutektiniy tirpikliy savybés
panasios, taciau biitina atskirti, jog tai yra dvi skirtingos tirpikliy rasys [36].

Pastaruoju metu giliy eutektiniy tirpikliy pritaikymas analizéje pleciasi.
GET analizéje naudojami [37]:

1) (mikro)ekstrakcijai;

2) nanodaleliy ir silicio dioksido modifikavimui siekiant pagerinti
ekstrkcijos efektyvuma;

3) kiety méginiy tirpinimui;

4) chromatografijoje naudojami kaip judrios fazés priedas ar
modifikatorius.

VDChA giltis eutektiniai tirpikliai dazniausiai yra naudojami kaip
ekstrahentai miniatiurizuotuose variantuose bei kaip nauji sorbentai
kietafazése mikroekstrakcijose [27].

B. Tang ir bendraautoriy darbe [38] aprasyta virSerdvés dujy
chromatografiné analizé, kai naudojama mikroekstrakcija skysciais. Kaip
ekstrahuojantis tirpiklis naudojamas GET sudarytas i§ etilenglikolio ir
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cholino chlorido. Sios analizés metu analizuoti lakiis bioaktyviis terpenoidai:
linalolis, a-terpineolis ir terpinilo acetatas. Taip pat giltis eutektiniai tirpikliai
sudaryti i§ cholino chlorido ir vandenilio rySio donoro (oksalo riigsties,
Slapalo, glicerolio) buvo pritaikyti virSerdvés dujy chromatografingje
analizéje apjungtoje su mikroekstrakcija tirpiklio lasu. Naudojant Siuos GET
buvo atlikta policikliniy aromatiniy angliavandeniliy ekstrakcija i$
vandeniniy méginiy. Atliekant ekstrakcija buvo naudojama 50 °C
temperattira ir 2000 aps./min. maiSymo greitis [39].

J. Nie ir bendraautoriy darbe [40] panaudojant gilius eutektinius
tirpiklius sudarytus i§ etilenglikolio ir ChCl, buvo analizuojami lakis
organiniai junginiai tabake. Siame darbe dar papildomai naudojama
ekstrakcija mikrobangomis ir kietafazé mikroekstrakcija.

Z. Triaux ir bendraautoriy darbe [41] taip pat pateikiamas GET
pritaikymas virSerdvés dujy chromatografinéje analizéje. Siame darbe
aprasomas giliy eutektiniy tirpikliy pritaikymas analizuojant terpenus tokiose
prieskoniuose kaip cinamonas, kmynai, pankoliai, gvazdikéliai, ¢iobreliai ir
muskato rieSutai.

Dauguma analiziy, kuriy metu yra naudojami giliis eutektiniai tirpikliai,
atitinka zaliosios chemijos standartus. Gilts eutektiniai tirpikliai pasizymi
geru ekstrakcijos efektyvumu, gali biiti pritaikyti sudétingoms matricoms
analizuoti [39].

1.2.1.Giliy eutektiniy tirpikliy tipai

2014 metais A. P. Abbott ir bendraautoriai pasiiilé bendra formule,
apraSancia GET: Cat’X'zY (1) [42]. Cat® yra amonio, fosfonio arba sulfonio
katijonas, 0 X" daZniausiai halogenido anijonas. Y gali biiti Luiso bazé arba
Brionstedo riigstis, 0 Z yra Y molekuliy skai¢ius, kuris reaguoja su anijonu.

Nemazai tyrinéti GET, j kuriy sudétj jeina ketvirtiniai amonio ir
imidazolio  katijonai, bet ypatingai didelis démesys skiriamas
praktiskesniems tirpikliams, kurie sudaryti naudojant cholino chlorida.
Priklausomai nuo eutektinio tirpiklio komponenty galima isskirti keturis
eutektiniy tirpikliy tipus [35]:

| tipas: Cat"X zMCIx, kur M = Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In.

Il tipas: Cat"X"zMCIx yH,0, kur M = Cr, Co, Cu, Ni, Fe.

11 tipas: Cat"X zRZ, kur Z = CONH,, COOH, OH.

IV tipas: MCIx + RZ = MCI,;-RZ + MClq, kur M = Al, Zn, o
Z = CONHj,, OH.
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Gilas eutektiniai tirpikliai sudaryti i§ ketvirtinés amonio druskos ir
metalo halogenido komplekso (MCI,) yra priskiriami | tipui. Nehidratuoti
metaly halogenidai turi Zema lydymosi temperatiirg, taciau jy panaudojimo
galimybés yra nedidelés dél tirpumo vandenyje. Amonio druskos ir
hidratuoty metalo drusky kompleksai yra priskiriami II tipui. Dél palyginti
nedidelés hidratuoty metaly drusky kainos ir atsparumo drégmei/orui Sio tipo
gilts eutektiniai tirpikliai yra perspektyviis pramoniniuose procesuose [42].

Giliy eutektiniy tirpikliy III tipas dazniausiai yra formuojamas i§ cholino
chlorido ir vandenilio rysio donoro. Sio tipo GET pasizymi savybe istirpinti
kai kuriuos pereinamyjy metaly junginius, jskaitant chloridus ir oksidus [43,
44]. 11 tipo giliy eutektiniy tirpikliy vandenilio rySio donorais gali buti
organinés medziagos, pvz. amidai, karboksiriig§tys, alkoholiai. Gauti GET
mazai reaguoja arba nereaguoja su vandeniu, dauguma lengvai suyra
gamtoje ir pasiZymi paprasta sinteze ir maza kaina. Tai leidZia Sio tipo gilius
eutektinius tirpiklius pladiai pritaikyti, pvz. metaly oksidy perdirbime,
celiuliozés komponenty sintezéje ir kita [42].

Nors neorganiniai katijonai dél didelio kriivio tankio dazniausiai
neformuoja eutektiniy tirpikliy, ta¢iau atliktas tyrimas, kurio metu parodyta,
kad tam tikri pereinamieji metalai gali sudaryti gilius eutektinius tirpiklius
[44]. Darbe tirtas ZnCl,, kuris sudaré gilius eutektinius tirpalus su $lapalu,
acetamidu, etilenglikoliu ir 1,6-heksandioliu. Pagaminti GET yra priskiriami
IV GET tipui. IV tipas formuojamas i§ metalo chlorido ir vandenilio rySio
donoro. 2011 metai Y. H. Choi ir bendraautoriai pasitilé naudoti terming
,hatiralts gilis eutektiniai tirpikliai“ [45]. NaturalGs giliis eutektiniai
tirpikliai yra sudaryti i§ cholino chlorido, karboksirtigs¢iy, cukry,
aminorugsc¢iy. Kaip trecias komponentas gali biiti naudojamas vanduo.

Dauguma giliy eutektiniy tirpikliy yra sudaryti naudojant ketvirtines
amonio druskas, pvz. cholino chloridg. ChCl yra netoksiSkas ir gana pigus
lyginant su imidazoliu ar piridinu. Europoje $is junginys yra priskiriamas
provitaminams ir yra pla¢iai naudojamas kaip priedas pasSarams.

llgg laika didelis démesys buvo skiriamas tik hidrofiliniamas, gerai
besimaisantiems su vandeniu giliems eutektiniams tirpikliams ir tik 2015
metais olandy mokslininkai publikavo pirma darba [46], kuriame pateikiami
hidrofobiniai gilieji eutektiniai tirpikliai (HGET). Jie pristaté kelis HGET,
sudarytus i§ ketvirtinés amonio druskos (tetrabutilamonio, tetraheptilamonio
ir tetraoktilamonio) ir dekano ragsties. Tai inicijavo tolimesnius tyrimus ir
platesnes giliy eutektiniy tirpikliy pritaikymo galimybes. Hidrofobiniai
eutektiniai tirpikliai yra tinkamesni ekstrakcijai i§ vandeninés terpés nei

hidrofiliniai GET. Hidrofiliniams tirpikliams kontaktuojant su vandeniu,
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silpnéja hidrofiliniy eutektiniy tirpikliy komponenty tarpusavio sgveika ir
keiciasi eutektinio tirpiklio struktiira.

1.2.2.Giliy eutektiniy tirpikliy sintezé

Hidrofobiniy tirpikliy sintezei naudojamy junginiy spektras yra gerokai
siauresnis nei hidrofiliniy. Pagal naudojamo vandenilinio rySio akceptoriaus
(VA) prigimtj, hidrofobiniai tirpikliai yra skirstomi j joninius ir nejoninius.

Dazniausiai joniniuos hidrofobiniuose giliuose eutektiniuose tirpikliuose
vandenilinio rySio akceptoriumi biina ilgagrandziai ketvirtinio amonio
junginiai (pvz. cholinas, tetrabutilamonis, tetraheksilamonis), o vandenilinio
rySio donoru (VD) sociosios ir nesociosios karboksirtigstys (pvz. oktano,
dekano, oleino) arba alkoholiai. Nejoniniuose tirpikliuose vandenilinio rysio
akceptoriumi gali baiti tokie junginiai kaip mentolis arba timolis, o
vandenilinio rySio donorais ilgagrandés karboksiriigstys (pvz. heksano,
oktano, dekano, palmitino) [47]. 1.12 pav. pateikti tokie junginiai kaip
mentolis, organinés rugstys ir timolis gali baiti naudojami kaip vandenilinio
rySio donoras ir kaip vandenilinio rysio akceptorius [48].

Vandenilinio ry$io akceptorius Vandenilinio ry$io donoras

N~y T,

I~ N- OH

Fosfonio druska

Mentolis HO\ AN

O Glikolis
g /\I)J\OH

©_OH

0] iné rhgsti :
rganine rugstis —

Cholino chloridas

- OH
il
. o0 NN OH

Betainas| Timolis Citriny ragstis

Kamparas
1.12 pav. Giliy eutektiniy tirpikliy sintezei dazniausiai naudojami vandenilinio rysio
akceptoriai ir donorai [42].

Nors paprastai hidrofobiniai eutektiniai tirpikliai sintetinami i§ dviejy
junginiy (vandenilinio rysio akceptoriaus ir donoro), ta¢iau galima sintezé
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naudojant tris komponentus. J. Cao ir bendraautoriy darbe [49] kaip
vandenilio rysio akceptorius naudojamas metiltrioktilamonio chloridas, o
kaip donoras naudojamas oktanolis ir oktano rtigstis, sumaisant juos moliniu
santykiu atitinkamai 1:2:3.

Gilas eutektiniai tirpikliai pasizymi pigia, labai paprasta ir greita sinteze
[50]. Atliekant sinteze visi komponentai yra sumaiSomi reikiamu moliniu
santykiu. Populiariausias akceptoriaus/donoro molinis santykis yra 1:2,
Zymiai reciau sintetinami tirpikliai moliniu santykiu 2:1, 1:1, 1:3, 1:4. Toliau
komponentai yra intensyviai maiSomi kol susidaro skaidrus homogeniskas
skystis. Tai dazniausiai atlickama 50 — 100 °C temperatiroje. Sintezé
dazniausiai trunka iki vienos valandos. Proceso metu yra nereikalingos
papildomos medziagos, o sintezés metu nesusidaro Salutiniai produktai, todeél
nereikalingas papildomas susintetinto tirpiklio gryninimas [48].

Taip pat galimas ir kitas sintezés budas. Naudojamas akceptoriaus ir
donoro misinys gali biiti trinamas gristuvéje iki homogenisko skyscio
susidarymo. Taciau $is metodas taikomas gana retai.

1.2.3.Giliy eutektiniy tirpikliy savybés

Hidrofobiniy eutektiniy tirpikliy savybés (hidrofobiskumas, tankis,
klampa, lydymosi ir stingimo temperatiiros, laidumas ir kita) priklauso nuo
naudojamy vandenilinio rySio donory ir akceptoriy kombinacijy.

Vienas i§ minéty parametry yra — hidrofobiSkumas. Eutektiniy tirpikliy
hidrofobiskumg didele dalimi nulemia tirpiklj sudarantys komponentai. D¢l
vandenilinio rySio susidarymo tarp vandenilio donoro ir akceptoriaus
dauguma giliy eutektiniy tirpikliy yra hidrofiliniai [48]. Bendru atveju
daznai galioja principas: kuo ilgesnes alkilo grandines turi kiekvienas
tirpiklio komponentas, tuo mazesniu tirpumu vandenyje pasizymi toks
eutektinis tirpiklis. Pavyzdziui, tirpumas vandenyje mazéja: tetrabutilamonio
chloridas ir dekakarboksirtigstis (1:2) < tetraheptilamonio chloridas ir
dekakarboksirtigstis (1:2) < tetraoktilamonio chloridas ir dekakarboksirfigstis
(1:2) [48].

Pagal pradinj apibrézimg giliy eutektiniy tirpikliy lydymaosi ir stingimo
temperatiiros yra zymiai mazesnés nei juos sudaranciy komponenty (Zr.
1.13 pav.). Tai yra siejama su vandenilinio rySio susidarymu ir Van der
Valso sgveika, atsirandancia tarp vandenilio donoro ir akceptoriaus.
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Tempera

A Moliné dalis B mi$inyje B

1.13 pav. Faziy diagrama: eutektiniy tirpikliy susiformavimas naudojant A ir B
komponentus. A — vandenilinio ry$io akceptorius, B — vandenilinio rySio donoras,
Tyyq.— lydymosi temperattira [51].

Daugumos hidrofobiniy GET lydymosi temperatiira yra Zemesné nei
20 °C, todél kambario temperatiiroje Sie tirpikliai yra skysti. Si savybé
palengvina ekstrakcijos procesa, kadangi nereikalingas papildomas tirpiklio
paruoS§imas. Lydymosi/stingimo temperatiira joniniams HGET didéja
ilgéjant alkilo grandinéms, esanCioms tetraalkilamonio/fosfonio ketvirtinése
druskose ir vandenilinio rysio donorose. Zemiausia lydymosi temperatiira
joniniams HGET yra -39 °C (betanas/heksafluoroizopropanolis (1:2) [52], 0
nejoniniy HGET -44 °C (DL-kamparas/timolis (1:1) [48]. HGET sudaryti i§
organiniy riigsciy, turi tg pacig tendencija kaip ir tirpikliai sudaryti i$
tetraalkilamonio drusky.

Ekstrakcijos metu labai svarbus parametras yra tirpiklio tankis [53].
Kadangi nemaza dalis méginiy yra vandeninéje terpéje, svarbu, kad
naudojami eutektiniai tirpikliai turéty didesnj arba mazesnj tankj nei vanduo.
PrieSingu atveju po ekstrakcijos sudétinga atskirti vandening faz¢ nuo
tirpiklio.

Daznai 25 °C temperattiroje ir atmosferos slégyje giliy eutektiniy tirpikliy
tankis yra tarp 1,0 — 1,35 g/cm?® [53]. Pavyzdziui IV tipo GET (ZnCl,-VD)
pasizymi tuo, kad jy tankis yra didesnis uz 1,3 g/cm® (ZnCl,-Slapalas (1:3,5)
ir ZnCl,-acetamidas (1:4) yra atitinkamai 1,63 ir 1,36 g/cm®) [50]. Yra giliy
eutektiniy tirpikliy, kuriy tankis yra mazesnis uz 1 g/em® pvz.
kamparo/dekano ragstis ir kamparo/1-dekanolis(1:2) tankis atitinkamai yra
0,85 ir 0,87 g/cm® [53]. Taip pat yra pastebéta, kad daugumos tirpikliy tankis
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mazéja keliant temperatlirg. Vienas i§ pavyzdziy pateiktas 1.14 pav. Kaip
matyti i§ pateikto paveikslo, tankio verté mazéja tiesiSkai, kai temperatiira
didéja. Taip atsitinka dél to, kad kylant temperatiirai vandenilinis rySys
silpnéja ir mazéja atstumas tarp molekuliy.

v- Kamparas : 3,4-ksilenolis (1:2)

19| m Kamparas : 1-dekanolis (1:2)
® Kamparas : dekano rigstis (1:2)
w11 vy
g Vv oy -
5 1.0 | vy
E l : o
= e [ ]
0.8 | o o " m 4
e [ ]
*-o 9o
0.7 1

20 30 40 20 60
Temperatura, °C
1.14 pav. Giliy eutektiniy tirpikliy tankio priklausomybé nuo temperatiiros [53].

Klampa yra dar vienas svarbus parametras, kuris turi jtakos ekstrakcijai.
Eutektiniai tirpikliai turi pasizyméti mazu klampumu, kad buty grei¢iau
pasiekiamas anali¢iy pusiausvyros nusistovéjimas tarp méginio ir tirpiklio
bei vykdant ekstrakcija, jis ,,nelipty* prie indo sieneliy. Tac¢iau daugumos
hidrofobiniy eutektiniy tirpikliy klampa kambario temperatiiroje yra gana
didelé (> 100 mPa-s) [48].

Lakumas. Giltis eutektiniai tirpikliai néra lakiis arba pasizymi mazu
lakumu. W. Chen ir bendraautoriy darbe [54] pateikiama, kad aukstoje
temperattiroje dél susilpnéjusiy vandeniliniy rys$iy GET gali skilti ar garuoti.
Pavyzdziui, daznai naudojamas vandenilinio ry$io akceptorius yra cholino
chloridas. Sis junginys skyla kai temperatira pasiekia 250 °C. Taip pat
atliktas tyrimas [55], kurio metu GET lakumas vertinamas esant kambario
temperatirai ir aplinkos slégiui. Tyrimui pasirinktas GET sudarytas i§ ChCl
ir N-metilacetamido. Pastebéta, kad N-metilacetamidas yra linkes garuoti i§
ChCI:N-metilacetamido tirpalo iki 190 min. Po 190 min. N-metilacetamido
garavimo nebepastebima. Sio tyrimo rezultatai aktualdis kai norima laikyti,
naudoti ar transportuoti GET. Siuo metu dar triiksta duomeny ir tyrimy apie
kity GET lakuma.
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1.3. Lipidy oksidacijos indikatoriai

Lipidai yra hidrofobiniai organiniai junginiai, kurie netirpsta vandenyje,
taCiau tirpsta organiniuose tirpikliuose. Kadangi lipidams priskiriami
organiniai junginiai neturi bendros struktiiros ir organizme jy funkcijos yra
labai jvairios, jy klasifikacija tampa labai sudétinga [56]. Lipidy grupei gali
biti priskiriami $ie organiniai junginiai: vaskai, riebalai, fosfogliceridai,
sfingolipidai ir glikolipidai, prostaglandinai, terpenai, riebaluose tirpis
vitaminai ir steroidai.

Riebaly rugsciy ir glicerolio esteriai (trigliceridai) vadinami riebalais. Jie
gali buti augalinés arba gyvulinés kilmés [57]. Paprastai riebalai kartu su
baltymais bei angliavandeniais yra vieni svarbiausiy maisto medziagy. Taip
pat riebalai yra daugelio lasteliy struktiiriniai elementai ir energijos atsargos
[58].

Gyviininés kilmés riebaluose vyrauja soliosios riebaly ragstys. Siy
rig8éiy randama mésoje, svieste, taukuose, pieno produktuose ir Kt.
Augalinés kilmés riebalai randami tokiose produktuose kaip avokadas,
kokosas, riesutai, alyvuogés, séklos ir kita [59].

Augalinés kilmés riebalai sudaryti i§ nesociyjy riebaly rugsciy, tokiy kaip
oleino raigstis (omega-9), linolo riigstis (omega-6) bei a-linoleno rigstis
(omega-3). Kai kurios nesociosios riebaly rugstys Zmogaus organizme néra
sintetinamos, todél yra nepakeiciamos ir turi batinai biiti maisto racione [60].
Pagrindinés dvi nepakeiCiamos nesociosios riebaly rtigstys yra linolo ir
o-linoleno [61]. Siy riigi¢iy cheminés ir fizikinés savybés pateiktos 1.2
lenteléje.

1.2 lentelé Linolo ir o-linoleno riig§¢iy cheminés ir fizikinés savybés [62].

.. Agregatiné M, Tiya, P,
Medziaga biisena g/mol °C | kg/m?
Linolo ragstis, Bespalvis
. 280,53 | -5,21 | 903,8
H(CH,),(CH,CH=CH),(CH,);COOH skystis
a-linoleno ragstis, Bespalvis
. 276,4 | -10,87 | 904,6
CHg(CHQCH = CH)3(CH2)7COOH SkyStIS

Kaip matyti i$ lentelés, abi rligstys yra bespalviai skysciai. Linolo ragstis
— tai polinesocioji riebaly riigstis, kuri yra randama augaluose. Daugiausia
jos randama saulégrazy, sojy sémeny, kanapiy aliejuje. Taip pat linolo
rugstis aptinkama darzovése, séklose, rieSutuose ir kai kuriuose riebaluose,
pvz., taukuose, lajuje, svieste. a-linoleno ragstis randama sémeny, kanapiy,
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periliy aliejuje, taip pat sojos produktuose ir Zuvies gaminiuose bei taukuose
[63].

Riebaly poreikis zmonéms priklauso nuo amziaus, lyties ir fizinio
aktyvumo. Atlikta daug tyrimy, patvirtinanciy, kad omega-3 riebaly riigsciy
vartojimas turi teigiamos jtakos Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligy
prevencijai, padeda gydant astma, artrita, iSséting skleroze, jvairias psichikos
ligas [64-67]. G. Grosso ir bendraautoriy atliktame tyrime nustatyta, kad
omega-3 riebaly rigsciy vartojimas naudingas depresijos prevencijai ir
gydymui [68].

Nors augalinés kilmés riebalai yra naudingi Zmogaus organizmui, taciau
reikia uztikrinti, kad maistas, kuriame yra aptinkama nesoCiyjy riebaly
rugsciy yra tinkamas vartoti. NesoCiosios riebaly riig§tys yra linkusios
oksiduotis. D¢l lipidy oksidacijos maistas apkarsta, pakeicia spalva,
atsiranda nemalonus kvapas, sumazéja maistiné verté bei vartojimo trukme,
iSkyla grésmé apsinuodyti lipidy oksidacijos produktais [69, 70]. Dél Sios
priezasties svarbu gebéti greitai nustatyti riebaly oksidacijg.

1.3.1. Lipidy oksidacija

Lipidy oksidacija apima eile reakcijy, kurios salygoja jvairius cheminius
ir fizikinius produkto pokycius. Oksidacija gali vykti keliais budais:
autooksidacija, fotosensibilizatoriaus sukeltu deguonies oksidavimu bei
fermentine lipidy oksidacija [71].

Neso€iyjy riebaly ragsciy autooksidacijos procesa sudaro laisvyjy
radikaly grandininé reakcija, kurig inicijuoti gali Sviesa, S$iluma,
jonizuojanéioji spinduliuoté, metaly jonai bei fermentai (pvz. lipoksigenazé,
citochromos P450) [71-74]. Autooksidacijos procese galima isskirti tris
etapus: iniciacija, sklidima ir baigtj [75]:

Iniciacija RH— R +H’

Sklidimas R+ O,— ROO’
ROO" +RH — R+ ROOH

Baigtis R"+R’
R+ ROO’
ROO" + ROO’

Neradikaliniai produktai
(pvz.: R-R; ROR; ROOR)

Pirmiausiai vyksta iniciacija, kurios metu nuo dvigubojo rySio yra
atpléSiamas vandenilio atomas ir susiformuoja laisvasis vandenilio radikalas
32



(He) ir alkilo radikalas (Re). Aplinkoje esant deguonies formuojasi
peroksiradikalai (ROO¢). Susidares peroksiradikalas toliau gali reaguoti su
pradiniu junginiu vél atskeliant vandenilio atomg. Taip susiformuoja
pirminis oksidacijos produktas — hidroperoksidas (ROOH) [75]. Pirminiai
oksidacijos produktai néra stabiliis ir greitai suskyla j aldehidus, ketonus ir
alkoholius [71]. Reakcija baigiasi, kai susijungia du laisvieji radikalai ir
susidaro stabiliis produktai (Zr. pav. 1.15).

CH3 §yiesagiluma CH CHs
i =\ Ny e, AN RN/

lPersigrupavimas

/\ CHg Deguonies /—\_/\_/CH3
/ pasisavinimas .
— — - H;C—CH

H3C .
Peroksi radikalas Konjuguotas dienas
{
o lH+
CHs Dimerai, polimerai, endoperoksidy
HBC — — radikalai
Hidroksiperoksidas *
O
/ Hidroperoksidy skaidymo produktai: aldehidai, ketonai,
HO l-OH furanai, alkoholiai, epoksidai, karboksiragstys
— CH3 Aldehidai,
H3C — — »= | alkilo radikalai

* Peroksiradikalas
0]

l

Polimerai, dimerai

1.15 pav. Nesociyjy lipidy autooksidacijos galimy produkty susidarymo schema
[72].

Fotooksidacijos proceso metu daugiausia susiformuoja alifatiniai ir
aromatiniai oksiduoti junginiai (pvz. ketonai, aldehidai, karboksirtigstys,
riebiosios riigStys, esteriai, epoksidai, sulfoksidai, sulfonai, fenoliai,
anhidridai ir alkoholiai) [76]. Norint, kad vykty fotooksidacija, reikalingi
fotosensibiliazatoriai, kurie padeda suskaidyti deguonies tripleta j deguonies
singleta [71].

Esant saulés spindulivotei fotooksidacija gali pradéti vykti dar
neapdorotuose ir jau rafinuotuose aliejuose. M. Ahmed ir bendraautoriy
apzvalgoje yra pateikiama, kad nesociosos riebaly riig§tys nesugeria §viesos,
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jei spinduliuojamos §viesos bangos ilgis yra mazesnis negu 220 nm [71].
Taciau, jei yra naudojamas sensibilizatorius (pvz. chlorofilas, porfirinas ar
dazai dar zinomi kaip ,.Bengalijos rozé“) Sviesos energija sugeriama ir
tripletinis sensibilizatorius paverciamas j singletinj sensibilizatoriy.

Lipidy fotooksidacija gali vykti dviem mechanizmais, kadangi
sensibilizatoriaus molekulés skleidzia fluorescencing Sviesg ir suformuoja
sensibilizatoriaus tripletg [71].

Pirmuoju mechanizmu tripletinis sensibilizatorius (3Sens) reaguoja su
lipidais (LH), taip sudarydamas laisva alkilo radikalag (L°) ir singletinj
sensibilizatoriy (SensH). Susidargs miSinys toliau reaguoja su tripletiniu
deguonimi sudarydamas hidroperoksidus, kuriy skilimo produktai yra
panasis kaip autooksidacijos metu:

+ 3%Sens+LH— L+ SensH
« L +SensH +°%0, — LOOH

Antruoju mechanizmu tripletinis sensibilizatorius reaguoja su tripletiniu
deguonimi sudarydami singletinj deguonj. Singletinis deguonis toliau
reaguoja su nesoliyjy lipidy dvigubaisiais rySiais suformuodamas
hidroperoksidus. Susidare hidroperoksidai skiriasi nuo autooksidacijos
produkty, kadangi néra susidariusiy laisvyjy radikaly:

- Sens +°0, — 'O,
+ '0,+LH— LOOH

Dar vienas i§ galimy lipidy oksidacijos metody yra fermentiné
oksidacija. Maisto produktuose riebaly fermentiné oksidacija vyksta
dalyvaujant fermentui (pvz. lipoksigenazei), susidarant riebaly rugstims ir
gliceroliui [71]:

Lipoksigenazé/citochromas P450:

* Riebalai + Vanduo Riebaly rugstys + Glicerolis
* Riebaly rogstys®eies,  Hidroperoksidai 2eadiisy Aldehidai, ketonai

Lipoksigenazés inicijuotos riebaly rtigs¢iy oksidacijos metu susidaro
specifiniai hidroksiperoksidai. Lipoksigenazés fermente yra gelezies, kurios
déka vyksta 1,4-cis,cis-pentadieno oksidacija j pentadienilo radikala, kuris
toliau reaguoja su deguonimi suformuojant peroksiradikalus ir galiausiai
hidroperoksidus. Susidar¢ hidroperoksidai yra prekursoriai kitoms

fermentinéms ir cheminéms reakcijoms [71].
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Autooksidacijos, fotooksidacijos ir fermentinés oksidacijos metu susidarg
hidroperoksidai yra pirminiai oksidacijos produktai, kurie gali biiti toliau
skaidomi. Pirminiai hidroperoksidai gali turéti jtakos maisto produkty
kokybei, o jy irimo produktai gali pakeisti skonj, kvapa, i§vaizda ir maistine
verte.

Lipidy oksidacijos kontrolé yra itin svarbi maisto pramonéje norint
nustatyti maisto kokybe bei galiojimo trukme. Kadangi nepakeiciamos
rigstys (linolo ir a-linoleno raigstys) turi biiti gaunamos kartu su maistu,
svarbu laiku indikuoti prasidéjusj oksidacijos procesa.

Didziausi $iy ruigsciy kiekiai yra randami augaliniuose aliejuose. J. Cao ir
bendraautoriy tyrime yra analizuojami keturi aliejai: palmiy, kamelijos,
saulégrazy ir perilos [77]. Kaip matyti i§ 1.3 lentelés, palmiy aliejuje
daugiausia aptinkama palmitino (38,23 mg/kg) ir oleino ragsties (43,05
mg/kg), o kamelijos aliejuje dominuoja oleino ragstis (80,14 mg/kg).
Saulégrazy ir perilos aliejuje daugiausia yra atitinkamai linolo (55,24 mg/kg)
ir a-linoleno (54,37 mg/kg) ragsties.

1.3 lentelé. Keturiy augaliniy aliejy riebaly ragséiy sudétis [77].

Palmiy Kamelijos Saulégrazu Perilos
aliejus aliejus aliejus aliejus
Palmitino 00 o3 118 | 7804001 | 627+002 | 602010
rugstis, mg/kg
Stearino

- 4,49+0,07 | 2,42+0,07 3,94+ 0,07 2,76 £ 0,07
rugstis, mg/kg

Oleino rugstis,
mg/kg
Linolo ragstis,
mg/kg
a-linoleno
rugstis, mg/kg

43,05+0,88 | 80,14+0,08 | 29,50+0,03 | 21,97+0,25

10,33+0,35 | 6,98+0,01 55,24+0,11 | 12,73+0,12

0,14+ 0,01 0,22+ 0,01 0,07+ 0,01 54,37+ 0,29

Vykstant riebaly oksidacijai, i§ vienos riebaly rugsties gali susidaryti
daug oksidacijos produkty. Analizuojant Siuos keturis aliejus buvo padaryta
iSvada, kad susidar¢ antriniai oksidacijos produktai (aldehidai) tokie kaip
heksanalis, nonanalis, propanalis, nonenalis gali buti laikomi riebaly
oksidacijos indikatoriais [77, 78]. 1.16 pav. pateikiama oleino, linolo ir
a-linoleno rugsties galima oksidacijos schema iki nonalio, heksanalio,
nonenalio ir propanalio.
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18:1n-9 oleino ragstis
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= AN = CHy 2, CH,
7 H 7/ NN
o
18:3n-3 linoleno ragstis o ¢\HO
HO .
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o
+
HC \o
Propanalis

1.16 pav. Oleino, linolo ir a-linoleno riigsties oksidacijos schema [77].

Susidarg riebaly oksidacijos produktai turi jtakos sveikatai. Didesnis
hidroperoksidy kiekis gali sukelti kai kuriy vitaminy ir riebaly riig§ciy
trikuma. Dél to gali padidéti odos pralaidumas vandeniui.

Lipidy oksidacija yra natiiralus procesas, kurj galima kontroliuoti. [vairiis
faktoriai gali lemti lipidy oksidacija, ja pagreitinant ar slopinant. Pagrindinis
veiksnys yra nesociyjy riebaly rtig§ciy nesotumo laipsnis. Kuo jis didesnis,
tuo oksidacija greitesné. Taip pat riebaly oksidacija spartina temperatiiros
didéjimas, Sviesa, metaly jonai (pvz. varis, gelezis, nikelis, alavas ir kt.) [79].
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Lipidy oksidacija gali biiti slopinama mazinant deguonies koncentracijg. Tai
galima padaryti naudojant vakuumg arbg deguonj pakeifiant inertinémis
dujomis.

Riebaly oksidacijos sustabdyti nejmanoma, tafiau ja galima sulétinti.
B. Chen ir bendraautoriai [80] pristat¢é metoda kaip apsaugoti augalinés
kilmés aliejus nuo oksidacijos, naudojant koloidines strukttiras sudarytas i$
fosfolipidy.

Viena i$ labiausiai naudojamy priemoniy, kuri leidzia sumazinti riebaly
oksidacijos greitj, yra antioksidanty naudojimas. Tai medziagos, kurios
prailgina maisto produkty galiojimo terming ir apsaugo juos nuo gedimo,
kurj sukelia oksidacija [69]. Naudojami antioksidantai gali bti sintetiniai ir
nattralas [81].

Natiiraliems antioksidantams priskiriama askorbo rugstis (E 300) ir jos
junginiai — askorbatai (E 301, E 302, E 315 — 316) [82]. Askorbo ragstis
stabdo augaliniy produkty fermentinio rudavimo reakcijas ir slopina riebiy
produkty (pvz. sviesto, margarino, aliejaus, majonezo) riebaly riigsciy
skilima. Tokoferoliai (pvz. E 306, E 309) taip pat priskiriami natiiraliems
antioksidantams. Jie pasizymi vitamino E savybémis: gali apsaugoti lasteles
nuo zalingo laisvyjy radikaly poveikio. Sios medziagos yra randamos
augaliniuose (kvieCiy ar kukurtizy gemaluose, aliejuje) bei gyvuliniuose
riebaluose  [82]. Abi Sios antioksidanty grupés  priskiriamos
nekenksmingoms. Siuo metu didelis démesys skiriamas natiiraliy
antioksidanty Saltiniams: prieskoniams ir prieskoniniams augalams.

Sintetiniams antioksidantams priskiriamas butilhidroksianizolis (E 320) ir
galo rugsties esteriai — galatai (pvz. E 310 — 312). Butilhidroksianizolis néra
placiai naudojamas Europos Sajungoje, ta¢iau labai daznai naudojamas JAV.
Sis sintetinis antioksidantas, patekes j organizma, kaupiasi riebaliniame
audinyje, slopina imuning sistema ir pasiZymi kancerogeniniu poveikiu. Tai
labai lakus, fenolio kvapo junginys, tirpus riebaluose ir netirpus vandenyje
bei iSgaruojantis aukStoje temperatiiroje. Galatai pasizymi labai stipriomis
antioksidacinémis savybémis, taCiau taip pat pasizymi kancerogeniniu
poveikiu ir sukelia lgsteliy biocheminius pokycius. Jie yra daZniausiai
naudojami gaminant margaring ir aliejy.

1.3.2. Lipidy oksidacijos nustatymo metodai

Lipidy oksidacija apima eil¢ reakcijy, kuriy metu kinta maisto produkty
cheminés ir fizikinés savybés. Norint tai jvertinti yra naudojami jvairiis
lipidy oksidacijos nustatymo metodai. Siame skyrelyje aprasomi dazniausiai
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naudojami metodai: peroksidy, p-anizidino (pAnS), Totox skaiCiaus
nustatymas, TBR testas (tiobarbitarinés ragsties) [83-85].

Peroksidinis skaic¢ius (PS). Kaip jau buvo minéta ankstesniuose
skyriuose, maisto produktuose vykstant lipidy oksidacijai pirmiausiai
susidaro pirminiai oksidacijos produktai — hidroperoksidai. Nustatomas
peroksidinis skaicius parodo hidroperoksidy kiekj tiriamuose produktuose ir
yra vienas i$ labiausiai paplitusiy riebaly ir aliejaus kokybés rodikliy,
nustatomy gamybos ir laikymo metu [84]. Tai galima nustatyti jodometriniu,
kolorimetriniu ar kitais metodais [83].

Dazniausiai naudojamas jodometrinis metodas. Jie remiasi tuo, kad
hidroperoksidai rugscioje terpéje reaguoja su kalio jodidu sudarydami joda.
Jodo kiekis nustatomas titruojant tirpalg natrio tiosulfatu [83]:

ROOH + 2H* + 2KI - I, + ROH + H,0 + 2K*
I, + 2NaS,0; — Na,S,0, + 2Nal

PS yra isreiskiamas aktyvaus deguonies miliekvivalentais 1 kg riebaly.
Paprastai maksimali leistina peroksidy skaiciaus verté rafinuotiems aliejams
yra 10,0 mekv/kg, taukams 3,0 mekv/kg, margarinui 4,0 mekv/kg, sviestui
4,5 mekv/kg [86].

Nors jodometrinis metodas yra gana paprastas, ta¢iau turi ir tam tikry
triikumy. Siam metodui atlikti reikia daug laiko ir pastangy, reikalingas gana
didelis reagenty kiekis bei sugeneruojama nemazai atlieky [83, 87].

TBR testas. Tai vienas i§ placiausiai naudojamy metody, kuris skirtas
nustatyti antriniy oksidacijos produkty kiekj. Maisto produktuose esancios
nesociosios riebaly ragstys reaguodamos su 2-tiobarbittirine rtig§timi sudaro
spalvotus junginius, kuriuos galima nustatyti kolorimetriniu metodu.

Vienas 1§ lipidy oksidacijos metu susidaranciy junginiy yra
malonaldehidas, kuris reaguodamas su tiobarbittirine riig§timi sudaro rozinés
spalvos kompleksinj junginj (zr. 1.17 pav.). Susidariusio kompleksinio
junginio kiekj galima iSmatuoti spektrofotometri$kai, 530 — 535 nm bangos
ilgyje. Gauti TBR testo rezultatai paprastai iSreiskiami  mg
malonaldehido/kg.

OH o] OH
N)l + 9\ =0 HN)%\/\(J\NH
/Ii‘w A/ == /g\
HS N ToH s N ToH 07 CnH s

1.17 pav. 2-tiobarbittirinés ragsties ir malonaldehido reakcijos lygtis [83].
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TBR testas yra geras metodas, kuriuo galima palyginti lipidy oksidacija
maisto produktuose. Taciau analizuojant aliejuje esanciy lipidy oksidacija
dazniau naudojamas p-anizidino skaiciaus nustatymas.

p-anizidino skaicius. Tai riebaly ir aliejy turinio maisto produkty
oksidacijos tyrimo metodas. Siuo metodu nustatomi aldehidai (daugiausiai
2-alkenaliy ir 2,4-alkadieny), kurie susidaro skylant hidroperoksidams.
Dalyvaujant acto ragséiai, p-anizidinas reaguoja su aldehidais, sudarydamas
gelsvos spalvos produktus (zr. 1.18 pav.). Spalvos intensyvumas
iSmatuojamas esant 350 nm bangos ilgiui.

o’ NH,
o+
=
OH g

Malonaldehidas Tl p-anizidinas

N,
QW
HsC OH
3\0 NH
:: NH3
H3C
‘ 3\0

N, NH,

N g
H3C CH
3 \o/i: ::\O/ 3

1.18 pav. p-anizidino ir malonaldehido reakcijos lygtis [83].

PANS yra apibréziamas kaip absorbcija, kai 1 g riebaly, iStirpinty
izooktane (100 ml), sureaguoja su p-anizidinu (0,25 % ledingje acto
rugstyje).

p-anizidino skaifiaus nustatymo metodas yra jautresnis analizuojant
nesociuosius aldehidus nei sociuosius.

Totox verté. Dar zinoma kaip bendra oksidacijos verté. Sis dydis parodo
bendra pirminiy ir antriniy oksidacijos produkty kiekj [88]. Totox verté
apskaiCiuojama jvertinus peroksidy ir p-anizidino skaicius pagal formule
[89]:

Totox =2 X PS + pAnS (4)

kur PS — peroksidy skaicius,
PANS — p-anizidino skaicius.
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Aliejai, kuriy PS < 10 mekv/kg ir pAnS < 0,6 mg/g yra laikomi
neoksiduotais, o kuriy PS yra 10 mekv/kg, o pAnS > 0,6 mg/g priskiriami
oksiduotiems aliejams [90].

1.3.3.Heksanalis — lipidy oksidacijos indikatorius

Lipidy oksidacijai nustatyti ieSkoma naujy, paprastesniy, ekonomiskesniy
ir aplinkai draugiskesniy analizés metody.

Kaip jau buvo minéta, vykstant lipidy oksidacijai, susidaro daug lipidy
oksidacijos produkty. Tai gali buti pirminiai oksidacijos produktai —
hidroperoksidai ar antriniai produktai [85, 91]. Susidare lakiis antriniai
oksidacijos produktai (pvz. aldehidai, ketonai, alkoholiai, trumpos
karboksirtigstys ir angliavandeniliai) pasizymi specifiniu kvapu, o tai daznai
yra susije su maisto skonio pablogé¢jimu ar net maisto produkty sugedimu.
Kai kurie susidar¢ antriniai oksidacijos produktai gali buti laikomi
specifiniais indikatoriais, pvz. propanalis gali bati pagrindinis n-3 riebaly
rugsciy oksidacijos indikatorius, o heksanalis ir pentanalis yra laikomi n-6
riebaly rugsciy oksidacijos indikatoriais. Tiek propanalis, tiek heksanalis yra
daznai naudojami identifikuoti lipidy oksidacija maiste. Dazniau naudojamas
heksanalis, nes §io junginio paprastai susidaro didesnis kiekis nei Kkity
antriniy oksidacijos produkty [92].

Heksanalis yra antrinis linolo riigsties oksidacijos produktas. Tai skaidrus
bespalvis skystis, turintis a$try kvapg. Heksanalio virimo tempertira 130 °C,
lydymosi temperatiira -20 °C, o tankis 0,815 g/cm®. 1.19 pav. pateikiama
galima linolo riigsties oksidacijos schema vykstant fermentinei oksidacijai.

HoC NN ©
Linolo ragstis OH
lLipoksigenazé
Q/OH
HaC N S 0
Linolo ragsties hidroperoksidas OH

n-heksanalis OH
12-okso-cis-9-dodeceno ragstis

l

Traumatinas
1.19 pav. Fermentiné linolo riigsties oksidacija iki heksanalio [93].
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Heksanalio nustatymui dazniausiai naudojami chromatografiniai metodai:
efektyvioji skysCiy chromatografija ir dujy chromatografija. Vienas i§
populiariausiy efektyviosios skys¢iy chromatografijos detektoriy yra
diodinés matricos detektorius. Kadangi heksanalis neturi chromoforiniy
grupiy, jo negalima tiesiogiai detektuoti naudojant §j detektoriy. Tam, kad
buty galima atlikti analiz¢, yra reikalinga derivatizacija. Derivatazacijos
reagentais dazniausiai yra naudojami hidrazino turintys jungiai (pvz.
2,4 — dinitrofenilhidrazinas (DNPH), O-(2,3,4,5,6-penta-fluorobenzil) —
hidroksilamino  hidrochloridas  ir  N-metil-4-hidrazino-7-nitrobenzo-
furazanas). Heksanalio derivatizacijos reakcijos su DNPH lygtis pateikta
1.20 pav.

o. ,.0 HaC
H \N+, 3
o NH_ HO'
+ NHz —= H0 +
o, ,.0
0;\\7‘4. N
HaC o NH #
o§l\|l+
&

1.20 pav. Heksanalio derivatizacijos DNPH reakcijos lygtis [94].

Heksanalio nustatymui daznai naudojama dujy chromatografija. Dujy
chromatografija yra tinkamiausias metodas kiekybiskai jvertinti lakiuosius
junginius ir juos identifikuoti panaudojant masés spektrometrinj detektoriy.
Taikant tradicing dujy chromatografija, kai j dujy chromatografy leidziamas
skystas méginys, biitina papildomai paruosti méginj. DaZniausiai méginiai
ekstrahuojami panaudojant tirpiklius. Ekstraktas yra i§valomas nuo nelakiy
chromatografine sistema galinCiy uztersti medziagy panaudojant kiekafaze
ekstrakceija [85].

Skyséiy-skysCiy ekstrakcija néra tinkamiausias metodas lakiems
junginiams iSgauti i§ tiriamosios medZziagos, kadangi tai daug laiko ir
tirpikliy sgnaudy reikalaujantis procesas. Siuo metu yra sitilomi ir taikomi
nauji metodai siekiant supaprastinti procesg ir norint gauti kuo geresnius
analizés rezultatus. Tam pasiekti yra naudojamas distiliavimas ar sumazinto
slégio distiliavimas vandens garais. Siais metodais galima analizuoti gana
auksSty virimo temperatiity junginius, o taikant sumazinto slégio distiliavimag
vandens garais galima dirbti ir Zemesnése temperatiirose [95]. Kadangi
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lakiosios frakcijos paprastai gerai tirpsta organiniuose tirpikliuose, tai
naudojant abu §iuos metodus, galima pasiekti dideles ekstrakcijos iSeigas
[96]. M. A. Ferhat ir bendraautoriai lakiy medziagy ekstrakcijai pasitlé
pritaikyti mikrobangas [97].

Lakius  junginius ypa¢ patogu nustatinéti virSerdvés  dujy
chromatografijos metodu. Prie§ dujy chromatografing analiz¢ analites galima
sukoncentruoti panaudojus kietafaze mikroekstrakcija ar mikroekstrakcija
tirpiklio lasu [85]. Apie tai placiau aprasyta 1.1.5. skyriuje.

1.4. KarboksiriigStys

Karboksirtig§tys — tai organiniai junginiai, kuriy strukttiroje yra karboksi
grupé (R-COOH) [98]. Sie junginiai gali biti skirstomi pagal karboksi
grupiy skai¢iy: monokarboksirig§tys (pvz., acto riig§tis CH3COOH,
benzenkarboksirtigstis CsHsCOOH), dikarboksirtigstys (pvz., oksalo rtgstis
HOOC-COOH, ftalio ragstis CgHq(COOH),), trikarboksirigstys (pvz.,
citriny ragstis HOC(COOH)(CH,COOH),) arba polikarboksirtigstys (pvz.,
melito rigstis C¢(COOH)g). Taip pat karboksirigstis galima skirstyti pagal
karboksigrupe prisijungusios anglies atomy grandinés tipa j sociasias (pvz.
acto riigstis), nesocigsias (pvz. fumaro riigstis HOOCCH=CHCOOH) ir
aromatines karboksirfigstis (pvz. benzenkarboksirtigstis) [3].

Monokarboksirtigstys, turincios ilgg anglies atomy granding ir jeinancios
] riebaly sudétj, vadinamos riebaly rugstimis. Monokarboksirtig§tys biina
soCiosios ir nesociosios. Pagrindinis skirtumas tarp soCiyjy ir nesoCiyjy
riebaly rigsciy yra dvigubyjy rysiy skaiCius grandinéje. Nesocios riebaly
rugstys grandinéje gali turéti vieng ar daugiau dvigubyjy rySiy, o sociosios
dvigubyjy rysiy neturi [79, 99].

Pati paprasCiausia karboksiriig§tis yra metano riigStis dar Zinoma kaip
skruzdziy [100]. Ji randama ne tik skruzdése, bet ir uogose, vaisiuose,
meduje ar dilgélese [101, 102]. Dél savo savybiy tiek metano, tiek dauguma
kity karboksirtig§éiy turi platy pritaikyma, daZnai yra jprastos gérimy ir
maisto produkty sudedamosios dalys. Toliau placiau apraSomos daznai
naudojamos karboksirtig§tys (acto, propano, oksalo, gintaro, pieno, obuoliy,
citrinos rugstis) ir jy dariniai.

1.4.1 Karboksirtigsciy savybés

Acto rugstis (etano rigstis) yra viena i§ paprasciausiy karboksiragsciy.
Si rgstis turi aitry kvapa [103]. Acto riigsties garai dirgina nosies gleiving,
kvépavimo takus, akis, gali sukelti perstéjima gerkléje, o daugiau kaip 30 %
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koncentracijos vandeniniai tirpalai nudegina oda ir gleiving. Gryna
bevandené etano riigstis, dar Zinoma kaip lediné acto riigstis, yra skystis, o
zemesnéje nei 16,7 °C temperatiiroje virsta bespalviais kristalais [104-106].

Acto riigStis yra plac¢iai naudojama visame pasaulyje. 2015 mety
duomenimis, per vienerius metus pagaminama apie 13 milijony tony acto
rugsties. Prognozuojama, kad Sios riigsties poreikis kiekvienais metais tik
dideés [107].

Acto rigstis gali buti naudojama maisto pramongje kaip konservantas
prie§ bakterijas ir grybus (E260) [103, 108-110]. Taip pat $i rtigstis yra skirta
sureguliuoti maisto riigStingumg marinuotose darzovése, aStriuose
padazuose, pagamintose salotose bei gali biiti naudojama kaip aromato
komponentas [111]. Acto ragsties turi daugelis vaisiy, taip pat ji yra randama
visuose raugintuose produktuose (pvz. riigpienyje), nes bakterijos ir grybai
geba suskaidyti organines medziagas iki acto ragsties. IS vyno
mikroorganizmai gali pagaminti vyno acta.

Lietuvoje yra patvirtintas jsakymas (galioja nuo 2002-01-01) dél
privalomyjy acto kokybés reikalavimy [112]. Siame jsakyme apibréziami
acto kokybés rodikliai. Vienas i$ jy — bendras riigsties kiekis: vyno acte ne
maziau kaip 60 g/dm?® (skai¢iuojant acto riigi&iai); acte (i¥skyrus vyno acta)
ne maziau kaip 50 g/dm® (skaiiuojant acto riigs¢iai). Acto riigities neturi
buti daugiau negu natiiraliai gaunama actartig§¢io rauginimo biidu, o
leidZiamas acto riigsties masés nuokrypis = 0,2 % [112].

Siekiant gerinti darbuotojy saugg ir sveikata yra patvirtinti cheminiy
medziagy ribiniai dydziai [113]. Siame dokumente yra jtraukta acto riigstis,
jai yra taikomas ilgalaikio poveikio ribinis dydis: 25 mg/m? 10 ppm. |
higienos norma taip pat jtraukta propano ir oksalo riigstis. Propano ragsciai
yra taikomas trumpalaikis ribinis poveikis: 62 mg/m®, 20 ppm, o ilgalaikio
poveikio ribinis dydis yra 31 mg/m®, 10 ppm. Oksalo riigsciai ilgalaikio
poveikio ribinis dydis yra 1 mg/m® (zr. 1.4 lentele) [113].

1.4 lentelé. Kai kuriy organiniy riig§¢iy leistini ribiniai dydZiai [113].

Ribinis dydis

llgalaikio |Trumpalaikio|Nevirsytinas
poveikio poveikio |[ribinis dydis
ribinis dydis | ribinis dydis
Pavadinimas CAS Nr. [mg/m°[ ppm [mg/m°®[ ppm [mg/m’[ ppm
Acto rugstis 64-19-7 | 25 | 10 - - - -
Propano rigstis 79-09-4 | 31 | 10 62 20 - -
Oksalo riigstis 144-62-7| 1 - - - - -
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Propano riigstis nedideliais kiekiais yra randama daugelyje produkty. Si
rugstis gali biiti naudojama maisto pramonéje kaip dirbtinis konservantas
pries grybus (E280) kepiniuose (pvz. duonoje, sausainiuose) [2, 114]. Ji
Natiraliai aptinkama sariams brestant, pvz. Sveicariskame siiryje.
Nacionalinis darbuotojy saugos ir sveikatos institutas yra nustates leistinas
Sios rugsties ribas. Propano riigSties turin¢iy produkty reikty vengti
sergantiems astma ir alergiskiems asmenims [115].

Propano riigstis yra naudojama ne tik maisto pramonéje, bet ir
kosmetikoje (pvz. kaip repelentas nuo bi¢iy), buitinés chemijos produktuose
(pvz. balikliuose kaip analogas oksalo riigs¢iai), gyvulinkystéje siekiant
apsaugoti pasarus nuo pelésiy ir kai kuriy bakterijy augimo
[100-102]. Si riigstis yra efektyvesné pries pelésius ir mieles nei skruzdziy ar
acto ragstis.

Oksalo riigstis dar inoma kaip riigtyniy ruigstis. Si riigstis turi dvi
karboksigrupes ir yra gana stipri organiné rugstis (stipresné uz acto riigstj).
Gryna oksalo riigStis yra bespalviai kristalai, kurie lydosi 189 °C
temperatiroje. Oksalo riigSties dihidratas staigiai Sildant lydosi 101,5 °C
temperatiiroje [116].

Oksalo rugstis ir oksalatai yra placiai paplit¢ junginiai. Nemazai Siy
junginiy randama augaluose: rigStynése, kiskio kopiistuose, rabarbaruose ir
kt. [117]. Si riigstis naudojama vandens nukalkinimui, medienos pramonéje
naudojama balinti, S$viesinti mediena [118]. Oksalo ragstis gali buti
naudojama bitininkystéje kovojant su varoze, kurig sukelia Varoatozés erkés
(Varroa destructor) [119]. E. Akyol ir H. Yeninar darbe [120] pateikiama,
kad 5 % oksalo rugsies tirpalas apsaugo nuo varozés.

Oksalo riigstis lengvai jungiasi su metalais, todél ilgalaikis maisto su
dideliais Sios rugsties kiekiais vartojimas gali sukelti maistiniy medZiagy
trukuma, pvz. kalcio. Saikingas oksalo riigsties vartojimas neturéty kenkti
sveikatai, taCiau perteklius gali dirginti virSkinamojo trakto sieneles, o
vartojimas dideliais kiekiais jau gali bi kenksmingas (paprastai mirtina dozé
suaugusiam zmogui btna 15 — 30 g) [121].

Gintaro rugsties yra daugumoje vaisiy bei darzoviy [1]. Maisto
pramongje §i rugstis naudojama kaip maisto priedas E363, kuris skirtas
rugStingumo reguliavimui ar kaip kvapioji medziaga. DaZniausiai E363
galima rasti alkoholiniuose gérimuose — degtingje, aluje ir vyne, taip pat
sausy gérimy koncentratuose, sriubose ir sultiniuose [122]. Be maisto
pramongs, gintaro riugstis naudojama kosmetikoje kaip antimikrobiné
medziaga, plastiko pramonéje gali buti naudojama kaip monomeras
bioskaidziy plastiky gamyboje, Sodininkystéje ir darZininkystéje — kaip
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augimo stimuliatorius. Taip pat §i rOgstis gali buti pritaikoma
gyvulininkystéje (pvz. kaip pasary priedas) ir kt. [1, 123, 124].

Kita trumpagrandé organiné rugstis — pieno rugstis. Tai bespalvis arba
gelsvos spalvos skystis, kuriam budingas rauginto pieno kvapas. Pieno
rigstis pasizymi tuo, kad dalyvauja jvairiuose biocheminiuose procesuose.
Pavyzdziui, pieno riigSties randama raumenyse. Sportuojant Sios rugsties
kiekis didéja, todél jauciamas skausmas raumenyse. Tuo tarpu ilsintis pieno
rugsties kiekis mazéja [125].

Pieno rugsties yra randama rauginto pieno produktuose, tokiose kaip
kefyras, ragpienis, stris ar jogurtas [125]. Maisto pramonéje $i rugstis
naudojama kaip maisto konservantas, kietiklis ar kvapioji medziaga, kuri yra
zymima E270 [126, 127].

Pieno rugstis buitinéje chemijoje daznai naudojama kaip nukalkinimo ar
antimikrobiné priemoné (pvz. kaip ekologiska priemoné skirta nukalkinti
kavos aparatus). Gana placiai pieno rogstis naudojama gyvulininkystéje. Ji
yra pritaikoma gyvuliy odos prieziiirai arba kaip maisto priedas. Pieno
rigstis pagerina Zolédziy gyviiny virskinima. Si rigstis gyvulininkystéje taip
pat gali buiti naudjama kaip kvapioji medziaga bei riigs§tingumo reguliatorius.
Pieno rugsties ir amonio bikarbonato junginiai yra naudojami uody
pritraukimo priemonése [128, 129].

Obuoliy ragstis yra rigstis, randama daugelyje vaisiy ir darzoviy [2]. Si
rugstis turi du optiskai aktyvius izomerus: L-obuoliy rugstis ir D—obuoliy
rugstis. Gamtoje randama tik L(—) obuoliy raigstis [130].

Obuoliy riigstis maisto pramongje zymima kaip maisto priedas E 296, tai
dirbtiné konservavimo ir rigstinguma reguliuojanti medZiaga. Si rugstis
suteikia astry skonj, todél daznai dedama j saldumynus ir kai kuriuos bulviy
traskucius bei naudojama brandinant vyng [131]. Per didelis $ios rugsties
naudojimas gali sudirginti, o didelés obuoliy riigsties koncentracijos kudikiy
maiste yra neleidziamos, kadangi mazy vaiky organizmas negeba suskaidyti
didesniy Sios rugsties kiekiy [132, 133].

Maisto pramonéje daZnai naudojama ir citrinos ragstis (2-hidroksi-1,2,3-
propanetrikarboksiriigstis, CeHgO7). Si riigstis Zymima kaip konservantas
E330. Gali biiti naudojama kaip riigStingumg reguliuojanti medziaga bei
aromato stipriklis [2]. Citrinos ragstis naudojama tiek maistui, tieck odos
priezitiros produktuose. Daugumoje kosmetikos produkty S$i rigstis yra
naudojama siekiant sureguliuoti pH vertg.
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Buitingje chemijoje yra naudojama kaip priemoné kompleksiniams
junginiams sudaryti. Efektyviai valo kalkiy nuosédas vandens garinimo
jrenginiuose, katiluose (boileriuose), kavos aparatuose, virduliuose ir kt.

Citriny ragstis ir kitos trumpagrandés organinés riig§tys patenka |
Europos parlamento ir tarybos reglamento Nr. 1333/2008 II priedg (maisto
priedy sagraSas) [5, 6]. Sarase pateikiamos medZziagos, kurios gali biti
naudojamos maisto produktuose neribotai arba su apribojimais. Acto rugstis
ir jos produktai yra nenormuojami i$skyrus riebaly riig8fiy mono- ir
digliceridy acto rtigsties esteriy naudojima sausainiuose, dzilivésiuose,
grudiniuose maisto produktuose bei maiste kiidikiams (didziausas leistinas
kiekis yra 5000 mg/l arba mg/kg). Propano ragstis ir jos produktai yra
nenormuojami iSskyrus duong ir smulkius konditerinius kepinius (pvz.
desertui Christmas pudding leistinas kiekis yra 1000 mg/l arba mg/kg). Tam
tikriems duonos gaminiams didZiausias leistinas propano rigsties kiekis yra
1000 — 3000 mg/l arba mg/kg. DidZiausi leistini gintaro ragsties Kiekiai
aromatizuotose raugintose pieno gaminiuose, jskaitant termiskai apdorotus
gaminius ir desertus yra 6000 mg/l arba mg/kg. Sriubose ir sultiniuose §ios
rugsties leistinas kiekis yra iki 5000 mg/l arba mg/kg, o milteliuose
aromatizuotiems gérimams ruos§ti — 3000 mg/l arba mg/kg. Pieno ragsties
kiekis tokiose produktuose kaip mozzarella suris, riebalai ir aliejus,
skardinése arba stiklainiuose konservuoti vaisiai ir darzovés, auk$¢iausios
rusies dzemai ir auksCiausios rusies zel¢, vaisiy arba darZoviy uZtepai, Sviezi
makaronai, duona, pradiniai miSiniai kidikiams (tik L(+) formos), alaus ir
salyklo gérimams yra nenormuojamas, tuo tarpu vaisiy nektarams bei
darzoviy nektarams ir panasiems produktams didziausias leistinas kiekis yra
5000 mg/l arba mg/kg. Obuoliy rtgsties kiekiai daugumoje produkty yra
nenormuojami i$skyrus ananasy sultis (didziausas leistinas kiekis yra 3000
mg/l arba mg/kg). Didziausias leistinas citriny riigSties kiekis vaisiy
nektarams, kakavos ir $okolado produktuose yra 5000 mg/l arba mg/kg, o
vaisiy ir darzoviy sultims — 3000 mg/l arba mg/kg [6].

1.4.2 Karboksirtig§¢iy nustatymo metodai

Trumpa anglies atomy granding turincios karboksirigstys gali natiiraliai
atsirasti daugelyje maisto produkty, daugiausia fermentuotuose produktuose.
Jos atsiranda dél metabolizmo, hidrolizés, gamybos proceso ar laikymo
salygy [3]. Taip pat organinés riigStys yra naudojamos maisto pramongje
kaip konservantai, kadangi pasizymi antimikrobiniu poveikiu, geba
sumazinti maisto pH [4]. Propano rtgstis ir jos dariniai Vokietijoje,
Sveicarijoje ir Austrijoje buvo uzdrausti kaip nereikalingi ir gadinantys
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skonj, tac¢iau dabar Europos sgjungos Salyse jg vél leidziama vartoti (iki 3000
mg/kg) [5].

Daugumos kity rtgsciy kiekiai yra neribojami (pvz. acto, pieno, obuoliy,
citriny ir kt.), taiau svarbu nustatyti jy kiekius, kadangi karboksirtigstys
turin¢ios trumpa anglies atomy granding daro jtakg skoniui, teksturai,
aromatinéms savybéms, bakterijy augimui, gali turéti antimutageninj poveikj
ar buti kaip Zymekliai nustatant galiojimo laikg ar autentiSkuma [134-136].

Siuo metu yra nemazai metody skirty nustatyti organinéms rig§tims
maiste. Siekiant nustatyti karboksirtig§tis galima naudoti titrimetrijos,
spektrofotometrijos ar fermentinius metodus. Pritaikant fermentinius
metodus, galima atlikti kiekybing organiniy rugsciy analize. Tam yra
naudojami fermentai, kurie katalizuoja reakcija su tam tikra organine
rigstimi. Stebimas  kofermenty  redukuoto nikotinamido  adenino
dinukleotido (NADH) ir redukuoto nikotinamido adenino dinukleotido
fosfato (NADPH) absorbcijos padidéjimas arba sumazéjimas (ties 340 nm
bangos ilgiu). Sis metodas yra specifiskas, todé¢l gali nustatyti ir konkregios
karboksirtigsties L ir D izomerus (pvz. obuoliy riigSties, pieno ragsties)
[137]. Vienas i§ $io metodo trikumy tra tas, kad tyrimo metu nustatoma tik
viena organiné rugstis. Naudojami méginiai yra nestabils, todél analizé turi
biti atlickama kuo greiciau [138].

Daznai konkreCios karboksirtigsties kokybiné ir kiekybiné analizé yra
atlieckama naudojant kapiliarine elektroforeze ir chromatografinius metodus,
t. y. naudojant skys¢iy ar dujy chromatografija [139, 140]. Kapiliarinés
elektroforezés metu galima nustatyti kelias organines rugstis vienu metu.
P. Brugnerotto ir bendraautoriai [141] atliko tyrimg, kurio metu tyré
organines rugstis esancias meduje. Analizés metu buvo aptikta 14 organiniy
rugsciy. Nors Siuo metodu vienu metu galima aptikti daugiau nei viena
organing rugstj, tadiau Sis metodas néra pakankamai tikslus ir jautrus
lyginant su skyséiy ar dujy chromatografija [141, 142].

Chromatografiniai metodai yra daznai taikomi kokybinei ir kiekybinei
organiniy rugs¢iy analizei maisto produktuose [143]. Vienu metu galima
nustatyti kelis junginius bei aptikti mazus medziagy kiekius [144].
Naudojant skys¢iy chromatografija daznai susiduriama su papildomomis
procediiromis, kurios yra reikalingos paruoSiant méginj analizei. Tai uzima
laiko ir reikalauja papildomy sanaudy [142, 145].

Nors organiniy riig$¢iy nustatymui gana pladiai taikoma kapiliariné
elektroforezé ir skysCiy chromatografija, taciau dél paprastumo, gero
efektyvumo, puikaus jautrumo ir atrankumo daznai pasirenkama dujy

chromatografija. Analizuojant trumpagrandes korboksirtigtis dazniausiai
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naudojami masiy spektrometrinis ir liepsnos fotometrinis detektoriai [137].
Mokslininky komanda i§ Ispanijos tyré organines rigstis dujy
chromatografijos-masiy spektrometrijos metodu maisto produktuose [146].
Jiems pavyko identifikuoti 29 organines rugstis, tarp kuriy buvo ir tokios
karboksirtigstys kaip acto, pieno, obuoliy, gintaro, citrinos.

Trumpa anglies atomy grandine turinCios karboksirfig§tys gali biiti
nustatomos tiesiogiai méginj leidziant j dujy chromatografa. M. H. Yang ir
Y. M. Choong atliko tyrimg [135], kurio metu priatiké tiesiogini méginio
ileidima | dujy chroamtografo garintuva. Taciau taip atliekant analize
gaunamas prastesnis efektyvumas, atsikartojamumas ir iSlieka galimybé
uzterSti kolonéle. Siekiant pagerinti medziagy lakumg, analizinio metodo
charakteristikas, skiriamaja geba, prie§ dujy chromatografing analize
atlieckama karboksirtigd¢iy derivatizacijg [146].

Derivatizacijos metu cheminiy reakcijy pagalba vieni junginiai
paverCiami Kitais [147-149]. Dujy chromatografinés analizés atveju
derivatizacija taikoma nelakiems junginiams paversti lakesniais junginiais,
sumazinant poliniy grupiy skai¢iy molekuléje (pvz. -SH, -OH, -NH ir -
COOH grupiy). Daznai tai biina alkilinimo, acilinimo ar silinimo reakcijos.
Analizuojant karboksirtigstis dazniausiai yra atlickamos silinimo ir
alkilinimo reakcijos.

Silinimo  reakcijos yra vienos i§ populiariausiy naudojamy
derivatizacijos metody. Silinimo metu jvedama sililo grupé ir susidaro sililo
derivatai turintys —Si(CHs); grupe (zr. 1.21 pav.).

HsCH;C CH
SN

0 F N—Si 0
N R
R + \ CHy o
OH F F O /0
Hac—Si\—CHg,
CHs

1.21 pav. Karboksiriigsciy derivatizacijos schema atliekant silinimo reakcija.
Derivatizacijos reagentas — N-metil-trimetilsililtrifluoroacetamidas (MSTFA) [150].

Silinimo reakcijos metu sumazéja junginio poliskumas ir padidéja jo
terminis stabilumas. Silinimo reakcijos tinkamos daugeliui junginiy
derivatizuoti. Silinimo reagenty pasirinkimas platus, taciau daznai silinimo
reagentai reikalauja grieztesniy laikymo salygy ir yra jautresni aplinkos
poveikiui. Naudojant sililinimo reagentus, svarbu atsizvelgti i naudojama
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dujy chromatografo kolonélés tipg. Sililinimo reagentai gali derivatizuoti
stacionarios fazés funkcines grupes, turinéias aktyvaus vandenilio [151].

Karboksirtigs¢iy derivatizacijai gali bati naudojami trimetilsililimidazolas
(TMSI), bistrimetilsililtrifluoroacetamidas (BSTFA), N-metil-N-butildi-
metilsililtrifluoroacetamidas (MTBSTFA) ir kiti derivatizacijos reagentai
[152]. L. Jarukas ir bendraautoriai [153] pritaiké MTBSTFA derivatizacijos
reagentg analizuojant Safrane esancias tris organines riigstis: pieno, glikolio
ir obuoliy rigstis. Visy trijy analizuoty organiniy riig§ciy aptikimo ribos
buvo nuo 0,317 iki 0,410 pg/ml, nustatymo ribos — nuo 0,085 iki 1,53
pg/mL. Didziausia pieno, glikolio ir obuoliy riig8ciy iSeiga gauta naudojant
0,1 mL MTBSTFA ir derivatizacijg atliekant 90 min. 130 °C temperatiiroje.

Kitas metodas yra alkilinimas. Tai metodas, kurio metu aktyvis
vandeniliai pakei¢iami alkilo grupe (zr. 1.22 pav.). Alikilinimo reakcija
karboksirtig§tims galima atlikti naudojant tokius derivatizacijos reagentus
kaip DMF ar diazometang (N,CH,), kurie yra naudojami karboksirtgséiy
esterifikacijai iki metilo esteriy, tetrabutilamonio hidroksidg, kuris
suformuoja butilo esterius su ilgesémis sulaikymo trukmémis ir kitus [152,
154]. Alkilinimui gali btiti naudojamas vienas arba keli reagentai. Naudojant
kelis reagentus, antrasis biina acilinimo arba silinimo reagentas. Vykdant
esterifikacija papildomai gali reikéti naudoti katalizatorius. Dazniausiai tai
biina neorganinés rugstys, pvz. HCI [152].

R-COOH + CH2N2 — R-COOCH3+ N2

1.22 pav. Karboksirig§¢iy derivatizacijos schema atliekant alkilinimo reakcija.
Derivatizacijos reagentas — diazometanas [155].

Alkilinimo metu gaunami stabiliis junginiai ir gali buiti naudojamas platus
pH terpés intervalas. Taciau alkilinimui naudojami toksiski reagentai ir
privaloma laikytis griezty atlikimo salygy.

PrieSingai nei silinimo metu, atliekant alkilinimg derivatizacija jvyksta
greitai ir nereikalingas Sildymas ar vandens pasSalinimas. Daugumos reagenty
kainos yra mazesnés, paprastesnis derivaty atskyrimas nuo méginio
matricos, o tai leidzia maziau uzter$ti dujy chromatografijos kolonéle.

Paskutinis derivatizacijos metodas — acilinimas. Sis metodas gali biti
naudojamas kaip papildomas etapas prie§ karboksirtgsciy esterifikacija.
Atliekant acilinimo reakcijas, susidaro Salutiniai produktai. Tai gali biti
anhidridai, kuriuos reikia paSalinti kitu tirpikliu prie$ dujy chromatografing
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analizg. Karboksirtig§¢iy acilinimui gali biiti naudojami tokie reagentai kaip
pentafluorpropano anhidridas, pentafluoropropanolis ir Kiti [152].

50



2. EKSPERIMENTO METODIKA
2.1 Reagentai

Riebaly oksidacijos indikatoriaus heksanalio nustatymui virSerdvés dujy
chromatografijos metodu naudoti reagentai: n-tetradekanas (Ci4Hso, > 99 %),
Slapalas (99 %), (£)-mentolis (98 %), oktano rtgstis (98 %), tetrabutilamonio
hidrosulfatas (TBAHS) (97%), glicerolis (Gly) (99,5 %) pirkti i§ Sigma
Aldrich (Vokietija), heksanalis (98 %), heptanalis (97 %), benzaldehidas
(99 %), cholino chloridas (98 %), 1-oktanolis (98 %) jsigyti i§ Alfa Aesar
(Vokietija), N,N-dimetilformamidas (99,8 %), D(+)-gliukozé bevandené
(Glu) (99 %), oksalo rigsties dihidratas (99 %), etilenglikolis (Eg) (> 99 %),
Isigytas i§ Roth.

Karboksirtigs¢iy nustatymui naudoti reagentai: acetonas (> 99,9 %),
heksanas (= 98,5 %), acto riigstis (CH3COOH, > 99 %), oksalo rugstis
(> 99 %), propano riigstis (> 99,5 %), gintaro ragstis (> 99 %), pieno rtigstis
(> 98 %), obuoliy rugstis (= 98 %), citriny rugstis (= 99,5 %), tributilboratas
(> 99,0 %), vandenilio chloridas (36,5 — 38,0 %), dietileteris (DEE)
= 99,5 %). Reagentai pirkti i§ Sigma-Aldrich  (Vokietija).
N,O-Bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamidas (> 98 %), acetonas (> 99,9 %) ir
dimetilformamidas (> 99,8 %) jsigyti i$ Roth.

Dujy chromatografijai naudotos helio dujos (99,999 %).

2.2 Tirpalai

Karboksirtigs¢iy nustatymui neatliekant derivatizacijos, darbiniai
standartiniai karboksirtigs¢iy tirpalai (1 mg/ml) ruoSiami acetone.

Karboksirfig§¢iy nustatymui naudojant derivatizacijg, pradiniai oksalo,
pieno, gintaro, obuoliy ir citiring ragsciy tirpalai (I mg/ml) ruoSiami
acetone, DEE ir DMF. Darbiniai karboksirtigsciy tirpalai gaminami tyrimo
dieng paimant atitinkamus pradiniy tirpaly kiekius ir skiedziant juos
atitinkamu tirpikliu.

Riebaly oksidacijos indikatoriaus heksanalio nustatymui virSerdvés dujy
chromatografijos metodu naudoti pirminiai standartiniai 2 mg/ml heksanalio
tirpalai  N,N-dimetilformamide (ruoSiami praskiedziant tiksliai pasverta
heksanalio kiekj su N,N-dimetilformamidu).

Pirminis standartinis 10 mg/ml heksanalio tirpalas n-tetradekane
ruoSiamas praskiedziant tiksliai pasverta heksanalio kiekj reikiamu kiekiu
n-tetradekano.
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Pirminis standartinis 10 mg/g heksanalio tirpalas kokosy aliejuje
ruoSiamas praskiedziant tiksliai atsverta heksanalio kiekj reikiamu kiekiu
kokosy aliejaus. Heksanalio ir benzaldehido méginiai kokosy aliejuje
(5 mg/g) pagaminti praskiedziant tiksliai pasvertus reikiamus heksanalio ir
benzaldehido kiekius kokosy aliejumi. 0,1 mg/g benzaldehido tirpalas
kokosy aliejuje pagamintas atskiedziant tiksliai pasvertg benzaldehido tirpala
kokosy aliejumi. MaZesniy koncentracijy tirpalai gauti skiedziant atitinkamu
tirpikliu pirminius standartinius tirpalus.

Gilas eutektiniai tirpikliai buvo ruoSiami panaudojant mikrobangy
reaktoriy. Gilaus eutektinio tirpiklio komponentai buvo sumaisyti 2.1
lenteléje nurodytu moliniu santykiu. Visi giliis eutektiniai tirpikliai buvo
sudaryti i$ dviejy komponenty, i§skyrus ChCl-Glu-H,O (naudojamas trecias
komponentas — vanduo, kuris sudaré 30 %). Reikiamas kiekis komponenty
pasvertas ir patalpintas j mikrobangy reaktoriaus indelj. Indelis kaitinamas
80 °C temperatiiroje veikiant mikrobangomis 30 s maiSant 600 aps./min.
greiciu.

2.1 lentelé Giliy eutektiniy tirpikliy sudétis.
Gilus eutektinis Vandenilinio Vandenilinio Tredias Molinis
tirpiklis rysio akceptorius rysio donoras komponentas santykis
ChCI-Gly ChCl Gly 1:2 [156]
ChClI-Eg ChcCl Eg 1:2 [156]
ChCI-Glu-H,0 ChcCl Glu H,0 1:1:7,67 [157]
ChCl-oksalor. ChcCl Oksalo r. x 2 H,0 1:1[158]
ChCl-slapalas ChcCl Slapalas 1:2 [156]
TBAHS-oktanolis TBAHS Oktanolis 1:2 [159]
TBAHS-oktano r. TBAHS Oktano r. 1:2 [48]
Mentolis-oktano r. Mentolis Oktano r. 1:1[48]
Atliekant heksanalio nustatyma panaudojant GET, naudojamas

polipropileno kapiliaras, uzpildytas kokosy aliejumi. Buvo naudojamas
27 cm ilgio kapiliaras. Vienas kapiliaro galas (apytiksliai 2 cm) uzlydomas ir
kapiliaras pripildomas 100 pl kokosy aliejaus panaudojant 100 pl Svirksta.

2.3 Méginiai ir jy paruo$imas

Karboksirtigtys buvo nustatomos kefyre ,Naminis“ (Rokiskis),
pomidory padaze ,,Felix“ (Austrija), pomidory pastoje ,,Favorit* (Lietuva),
duonoje ,,Ajery“ (Lietuva), kruasane ,7 days“ (Europos Sgjunga),
sausainiuose ,,Plikyti“ (Lietuva), virtose rakytose vistienos desrelése
»Berlinki“ (Lenkija), gintare. Maisto produktai jsigyti i§ artimiausios
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parduotuvés, 0 gintaras gautas i§ Palangos pajirio, Kaliningrado srities ir
Japonijos.

Duonos, kruasany, sausainiy, pomidory padazo, pamidory pastos ir
kefyro méginiai pasveriami po 0,2 — 0,37 g ir talpinami j virSerdvés dujy
chromatografinj indelj. Jpilama 1 ml trubutilborato ir 0,1 ml konc. HCI.

Virtos riikytos vistienos desrelés susmulkinamos ir dZiovinamos 70 °C
temperatiiroje 5 val. 50 mg i§dziovinto meéginio talpinama j virSerdves dujy
chromatografinj indelj ir jpilama 30 ul BSTFA.

Griistuvéje susmulkinamas gintaras, 20 — 30 mg meéginio talpinama |
virSerdvés dujy chromatografinj indel; ir jpilama 30 pl BSTFA.

Heksanalis buvo nustatomas sesiuose aliejuose:

1) saulégrazy aliejus ,,Zolotaja semecka®, Rostovas prie Dono, Rusija;

2) ypatingai grynas alyvuogiy aliejus ,,LL.a Espanola®, Sevilija, Ispanija;

3) pirmo spaudimo rapsy aliejus ,,Floriol®, Lenkija;

4) $alto spaudimo nerafinuotas liny sémeny aliejus, Latvija;

5) rafinuotas kokosy aliejus ,,Naturalisimo*, Olandija;

6) rafinuotas palmiy aliejus ,,Ghee Khanum®, Indija.

Heksanalis buvo nustatomas bulviy traskuciuose su krapais ,,Estrella®,
papriky ir aitriyjy pipiry skonio bulviy traskuc¢iuose ,Estrella (UAB
,Estrella Baltics®, Lietuva), skrudintoje juodoje duonoje “Klaipédos plikyta”
(UAB ,Klaipédos duona“, Lietuva). Produktai jsigyti parduotuvéje.
Keptos/skrudintos bulvés jsigytos kavinéje ,,UZ tvoros*.

Bulviy traskuciai, skrudintos bulvés ir skrudinta juoda duona sutrinamos
grustuvéje. Bulviy traskuciai (neturintys heksanalio) buvo gaunami kaitinant
80 °C temperatiiroje 2 val.

2.4 Jranga ir aparatiira

Karboksirtig§¢iy dujy chromatografiné analizé atlikta dujy chromatografu
Shimadzu GC-2010 Plus su liepsnos jonizaciniu detektoriumi (Japonija).
Chromatografiniam junginiy perskyrimui naudota HP-5 kapiliariné kolonéle,
kurios ilgis 30 m, vidinis skersmuo 0,25 mm, nejudrios fazés sluoksnio storis
0,25 um (Agilent, JAV).

Karboksiriigs¢iy virSerdvés dujy chromatografiné analizé¢ atlikta
naudojant PerkinElmer Clarus 580 dujy chromatografg su liepsnos
jonizaciniu detektoriumi ir automatine méginiy jleidimo i§ virSerdvés
sistema Perkin Elmer Headspace Sampler Turbomatrix 16 (PerkinElmer,
JAV). Chromatografiniam junginiy perskyrimui naudota Elite 200
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kapiliariné kolonélé, kurios ilgis 30 m, vidinis skersmuo 0,25 mm, nejudrios
fazés sluoksnio storis 0,25 pm (PerkinElmer, JAV).

Riebaly oksidacijos indikatoriaus heksanalio nustatymui
chromatografiniai tyrimai buvo atliekami dujy chromatografu Perkin Elmer,
Clarus 580 su liepsnos jonizaciniu detektoriumi bei automatine méginiy
ileidimo sistema Perkin Elmer Headspace Sampler Turbomatrix 16 (Perkin
Elmer, JAV). Chromatografiniam junginiy perskyrimui naudota kapiliariné
kolonélé Elite 200, kurios ilgis 30 m, vidinis skersmuo 0,25 mm, nejudri
fazé trifluoropropilmetilpolisiloksanas, jos sluoksnio storis 0,25 pm (Perkin
Elmer, JAV).

Atliekant heksanalio nustatyma naudojant GET chromatografiniam
junginiy perskyrimui naudota kapiliariné koloné¢lé RxiR-5Sil MS, kurios
ilgis 30 m, vidinis skersmuo 0,25 mm, nejudri fazé
1,4-bis(dimetilsiloksi)fenilendimetilpolisiloksanas, kurio sluoksnio storis
0,25 pm (Perkin Elmer, JAV).

Medziagy svérimui buvo naudojamos analizinés svarstyklés Sartorius,
svérimo ribos 0,01-210, tikslumas + 0,01g (Vokietija) ir analizinés
svarstyklés KERN&Sohn GmbH.

Tirpaly pH buvo matuojamas pH matuokliu Hanna (India).

Tirpaly maiSymui naudota magnetiné maiSyklé RSLAB-11NCD (JAV).

Buvo naudojama ultragarso vonelé VWR Ultrasonic cleaner (Malaizija),
vandens termostatas MLW UH (Vokietija), magnetiné maisykle RH 3
(Vokietija), mikrobangy reaktorius Monowave 450 (Anton Paar).

2.5 Dujy chromatografinés analizés salygos nustatant heksanalj

Atliekant dujy chromatografing analiz¢ naudojamas chromatografas
Perkin Elmer, Clarus 580 ir automatiné méginiy jleidimo i§ virSerdvés
sistema Perkin Elmer Headspace Sampler Turbomatrix 16. Méginiai
kaitinami 110 °C temperatiiroje 15 min., jleidimo adatos temperatiira 110 °C,
perdavimo linijos temperatiira 120 °C, suspaudimo trukmé 1 min., jleidimo
trukmé 0,07 min., garintuvo temperatiira 110 °C, detektoriaus temperatiira
250 °C. Chromatografinés kolonélés termostato temperatiiros programavimo
rezimas: pradin¢ temperatiira 40 °C laikoma 1 minute, po to temperatira
keliama 10 °C/min. greiciu iki 250 °C ir laikoma 5 min.

Judria faze buvo naudojamas helio dujy srautas. NeSanciy dujy slégis
pries kolonéle 16,7 psi, srauto dalijimas 1:10, oro tiirinis greitis 400 ml/min.,
vandenilio tiirinis greitis 40 ml/min.
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2.6 Dujy chromatografinés analizés salygos nustatant
karboksiriigs$tis

Atliekant dujy chromatografing analiz¢ su chromatografu Shimadzu
GC-2010 Plus judria faze naudotas helio dujy srautas. Nesanciyjy dujy
tirinis greitis per chromatografing kolonéle — 3 ml/min. Chromatografo
garintuvo ir detektoriaus temperattra palaikoma 250 °C. Srautas dalinamas
santykiu 10:1. Buvo naudojamas chromatografinés kolonélés termostato
temperatiiros programavimo rezimas: pradiné temperattra 40 °C laikoma 1
minute, po to temperatira keliama 5 °C/min. greiciu iki 250 °C.

Karboksiriig§¢iy virSerdveés dujy chromatografiné analizé atliekama
jdéjus méginj ir reagentus j virSerdvés dujy chromatografinj indelj, kuris
kaitinamas 95 °C temperatiiroje 30 minuciy. Jleidimo adatos temperatiira
110 °C. Suspaudimo trukmé 2 min., jleidimo trukmé 0,03 min. Judria faze
buvo naudojamas helio dujy srautas. NeSanciy dujy slégis prie§ kolonéle
15,3 psi. Garintuvo temperatiira 110 °C, detektoriaus temperatiira 250 °C.
Chromatografinés kolonélés termostato temperatiiros programavimo
rezimas: pradiné temperatiira 40 °C laikoma 1 minute, po to temperatiira
keliama 10 °C/min. greiciu iki 250 °C.

2.7 Analizés rezultaty jvertinimas

Gauti analizés rezultatai buvo jvertinami remiantis matematine statistika.

Duomeny aritmetinis vidurkis (;) charakterizuoja atlikty matavimy
rezultaty viduting verte, kuri apskai¢iuojama pagal formulg:

-1
X=— Z X (9)
n =
kur n — matavimy skaicius;

X;— I-tojo matavimo verte.

Matavimy serijos standartinis nuokrypis (S) parodo atskiry matavimo
ver¢iy iSbarstyma nuo jy aritmetinio vidurkio. Standartinis nuokrypis
apskai¢iuojamas pagal formulg:
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kur n — matavimy skaicius;

X; — i-tojo matavimo verté;

X — aritmetinis vidurkis.

Santykinis standartinis nuokrypis apskai¢iuojamas pagal formule:

()

x| wn

kur S — standartinis nuokrypis;

X — aritmetinis vidurkis.

Vidurkiy skirtumo t-testas, naudojamas lyginant kokosy aliejy ir rapsy
aliejy, apskai¢iuojamas pagal formulg:

X1—X2
ni+ny (8)
S nqxXny

kur x; — pirmo méginio vidurkis;

X, — antro méginio vidurkis;

s — apjungtas standartinis nuokrypis;

n, — pirmo méginio matavimy skaicius;

t =

n, — antro méginio matavimy skaicius.
Smailés simetriSkumas jvertinamas smailés plocio atkarpy 10 % smailés

auksCio tarp smailés krasty ir statmens, nuleisto i§ smailés vir§iinés santykiu
(zr. 2.1 pav.). SimetrisSkumas apskai¢iuojamas pagal formulg:

SF =

QN

9)
kur SF — simetriskumo faktorius;
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a — atstumas nuo smailés kairiojo Sono iki centro 10 % smailés aukscio;
b — atstumas nuo smailés centro iki deSiniojo Sono 10 % smailés
auksc¢io 10 % smailés aukscio.

Smailés aukstis

a —+f+—Dbh~ 10 % smailés auk3¢io

Laikas Laikas

2.1 pav. Smailés simetriSkumo jvertinimas esant 10 % smailés auks¢io. Pateikiama
smailé su uodega (A), smailé su frontu (B) ir Gauso formos ideali smailé (bruksniné
linija) [160].

Simetriskos smailés laikomos tuomet, kai SF = 1. Labai geras simetrisku-
mas kai SF yra nuo 0,95 iki 1,1 [161].
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3.REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1Karboksirtig§¢iy virserdvés dujy chromatografiné analizé

Trumpa anglies atomy grandine turinCios karboksirtigS§tys yra randamos
maiste. Dél vykstanciy metabolizmo procesy, hidrolizés, gamybos ar
laikymo salygy jos daZniausiai aptinkamos fermentuotuose maisto
produktuose [3]. Taip pat, karboksirtigstys gali bati papildomai pridedamos j
maisto produktus kaip konservantai [4].

Nors daugumos trumpa anglies granding turinciy karboksiriig§¢iy kiekiai
maisto produktuose yra neribojami, taciau svarbu atsizvelgti i jy kiekius.
Kaip buvo minéta literatiros apzvalgoje, esanéios maiste ar papildomai
pridedamos  karboksiriig§tys turi jtakos maisto skoniui, tekstirai,
aromatinéms savybéms bei gali biiti naudojamos kaip zymekliai galiojimo
laikui nustatyti.

Siuo metu yra nemazai metody, skirty karboksirfigi¢iy nustatymui
maiste. Daznai konkreCios karboksirigStys nustatomos naudojant
chromatografinius metodus atliekant tiesioging analizg arba pries tai atlikus
derivatizacija. Vis ieSkoma naujy metody, kuriuos pritaikius buty galima
aptikti kuo mazesnes tiriamy junginiy koncentracijas, sutrumpinti méginio
paruoSimo analizei laikg bei sukurti metodus, kurie biity draugiskesni
aplinkai. Siame darbe maisto produktuose esanéiy karboksiriig§éiy analizei
pasitlyta virSerdvés dujy chromatografiné analizé. Analizuotos septynios
karboksirtigstys ir jy dariniai: acto, propano, oksalo, gintaro, pieno, obuoliy
ir citriny ragstys.

Apjungus derivatizacijg (derivatizacijos reagentas — tributilboratas) ir
virSerdvés dujy chromatografing analize, paruo$ta metodika acto ir propano
rugSCiai nustatyti vandeninéje terpéje. Metodas pritaikytas kepiniams,
pomidory padazui, pomidory pastai ir kefyrui analizuoti.

Pakeitus derivatizacijos reagenta (naudojant BSTFA), optimizuotos
derivatizacijos salygos ir metodas pritaikytas citriny riigsciai nustatyti.
Virserdvés dujy chromatografija pritaikyta karboksirigstims identifikuoti
kietuose méginiuose.

3.1.1. Acto, propano, oksalo ir gintaro riigs¢iy VirSerdvés dujy chromatografiné
analizé

Kaip taisykle, dujy chromatografijos metodu analizuojant polines
medZziagas gaunamos asimetriskos, placios chromatografinés smailés, dél to
nukencia nustatymo jautrumas ir perskyrimo efektyvumas. Karboksiriigstys
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yra polinés, turi stipry pastovy dipolj stipriai poliarizuojamose karbonilo ir
hidroksilo grupése. Vis délto, yra publikuota straipsniy apie laisvos malono
rigsties [162], aminortigs¢iy [163] dujy chromatografinj nustatyma jy
nederivatizavus. Antra vertus, Kkiti autoriai teigia, kad tai greiCiausiai
identifikavimo klaida, kad nustatymo rezultatai turi bati patikslinti [164].

I. G. Zenkevich ir N. L. Fakhretdinova darbe [165] parodyta, kad galima
tiesioginé kai kuriy karboksirtigs¢iy dujy chromatografiné analizé. Padaroma
iSvada, kad derivatizacija turi buti naudojama dikarboksirtigstims, tuo tarpu
monokarboksiriigStys gali biti nustatomos be derivatizacijos.

Kadangi literatiiroje pateikiami rezultatai apie tiesioginj karboksiriigsciy
dujy chromatografinj nustatymg yra prieStaringi, buvo nusprgsta juos
patikrinti eksperimenti$kai. Tirtos keturios karboksirtigstys (acto, propano,
oksalo ir gintaro rugstys). Pagaminti karboksirtig§¢iy tirpalai acetone (1 g/l)
buvo tiesiogiai jleidZziami j dujy chromatografa, atlickama analizé ir
jvertintas smailiy simetriSkumas. Gauti rezultatai pateikiami 3.1 pav. ir 3.1
lenteléje.

/L

T T T T T T T T
6.0 70 70 75 80 100 1.0 120 ¢ min.

3.1 pav. Nederivatizuoty karboksirtigs¢iy (1 g/l acetone) chromatogramos: 1 — acto
rugstis, 2 — propano rugstis, 3 — oksalo rugstis. Chromatografinés sglygos pateiktos
2.6 skyriuje.

3.1 lentelé. Nederivatizuoty ir derivatizuoty karboksirlig§¢iy smailiy simetriSkumas
esant 10 % smailés aukscio.

Nederivatizuota Derivatizuota
Acto rugstis 0,561 1,033
Propano ruagstis 0,022 0,870
Oksalo ragstis - 0,792
Gintaro rugstis - 0,913
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Kaip matyti i§ pateikty rezultaty, gautos smailés nesimetriskos ir placios.
Acto riligSties smailés asimetriSkumas esant 10 % smailés aukséio — 0,561.
Propano riigsties smailé dar labiau asimetriné (0,022). Oksalo rugsties
simetriSkuma sunku jvertini, o gintaro riigSties smailés i§ viso nebuvo
fiksuota. Sie rezultatai leidzia daryti i§vada, kad pasirinkta chromatografine
kolonéle analizuojant karboksirtigstis, reikalinga derivatizacija.

Literatiiros apzvalgoje aprasyti keli karboksiriig§¢iy derivatizacijos biidai.
Daugeliu atvejy derivatizacija atlickama bevandenéje terpéje, todél po
derivatizacijos misinj galima tiesiogiai leisti | dujy chromatografa. Taciau
tokia maisto produkty analizé yra sudétinga ir ilga — pirmiausiai atliekama
anali¢iy ekstrakcija, po to ekstraktas valomas, atliekama derivatizacija.
Kadangi naudojamas derivatizacijos reagento perteklius, chromatogramoje
matyti didelé derivatizacijos reagento smailé, kuri gali persikloti su analiciy
smailémis.

Darbo tikslas buvo paruosti kuo paprastesnj, ekstrakto valymo
nereikalaujantj karboksirig§¢iy nustatymo maisto produktuose biida, todél
nuspresta derivatizacijg atlikti vandeninéje terpéje, o susidariusius lakius
derivatizacijos produktus pervesti j dujine faze ir analizuoti virSerdvés dujy
chromatografijos metodu.

Darbe [166] aprasyta alifatiniy karboksirtigs¢iy derivatizacija
vandeninéje terpéje naudojant derivatizacijos reagentg tributilboratg ir
katalizatoriy — druskos riigstj. Sandariame indelyje buvo sumaisoma 0,1 ml
karboksirtigsties vandeninio tirpalo, 1 ml tributilborato ir 0,1 ml konc. HCI,
kaitinta 95 °C temperatiiroje 40 min.

Siekiant jvertinti smailiy forma, derivatizacijos produktai ekstrahuoti
panaudojus 1 ml heksano, miSinys pilamas j centrifuginj mégintuvélj ir
centrifuguojamas 3 min. 5000 aps./min. grei¢iu. Heksano fazé jleidziama j
dujy chromatografa. Gauti rezultatai pateikiami 3.2 pav. ir 3.1 lenteléje. I3
gauty rezultaty matyti, kad po derivatizacijos gauty karboksirtig§¢iy smailés
simetriSkesnés ir aptinkamos visos keturios karboksirtigstys.

g9 90 105 106 78 179 204 205 ¢t min.

3.2 pav. Tributilboratu derivatizuoty karboksirtigs¢iy (1 g/l) chromatogramos:
1 — acto ruigstis, 2 — propano rugstis, 3 — oksalo rtigstis, 4 — gintaro rugstis.
Chromatografinés salygos pateiktos 2.6 skyriuje.
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VirSerdvés duju chromatografijos salygu optimizavimas. Kitas darbo
etapas — apjungti derivatizacijg ir virSerdvés dujy chromatografine analize
bei  optimizuoti  derivatizuoty  karboksirtig§¢iy  virSerdvés  dujy
chromatografinés analizés salygas.

Vienas i§ svarbiausiy veiksniy, daranciy jtaka derivatzacijai ir analiciy
peréjimui j dujing fazg yra temperatiira. Junginiy pasiskirstymas tarp
méginio fazés ir dujy fazés priklauso nuo pasiskirstymo koeficiento, kuriam
itakos turi temperatira. Svarbu, kad méginiai biity paruosiami taip, kad kuo
didesné dalis analités pereity | dujy fazg (t. y. pasiskirstymo koeficientas
buty kuo mazesnis). Pasiskirstymo koeficiento verté¢ gali biiti sumaZzinama
(analités koncentracija virSerdvéje padidinama) keliant kaitinimo
temperatirag. Taciau butina atsizvelgti | tai, kad atlieckant dujy
chromatografing virSerdvés analiz¢, méginys kaitinamas uzdarame inde.
Méginio temperatiira turi biiti mazesné uz pagrindinio méginio komponento
virimo temperatiira, kadangi slégis inde gali smarkiai padidéti ir indas gali
iSsihermetinti ar net sprogti. Taigi analizuojant vandeninius méginius,
indelio kaitinimo temperatiira turi biiti mazesné uz 100 °C, t. y., maksimali
kaitinimo temperatiira gali buti apie 95 °C. Antra vertus, literatiiroje
rekomenduojama karboksirtigséiy derivatizavimo tributilboratu temperatiira
100 °C [166] yra artima maksimaliai indelio kaitinimo temperatiirai. D¢l to
tolimesniam darbui buvo pasirinkta 95 °C temperatiira.

Tyrimai buvo atliekami naudojant 1 g/l vandeninius acto, propano, oksalo
ir gintaro ragsties tirpalus. ] virSerdvés dujy chromatografinj indelj imama
0,1 ml vandeninio ragsties tirpalo, 0,1 ml konc. HCI ir 1 ml tributilborato.
Misinys kaitinamas 95 °C temperatiiroje 40 minuciy. Deja, oksalo ir gintaro
rugséiy butilo esteriy smailiy chromatogramose nesimaté. GreiCiausiai
derivatizacijos produkty lakumas per mazas, kad juos biity galima nustatyti
virSerdvés dujy chromatografijos metodu. Tuo tarpu acto ir propano riagséiy
esteriai aptikti, todél tolimesni derivatizacijos/ekstrakcijos trukmés tyrimai
buvo atliekami tik su acto ir propano rigstimis.

Atliekant vir§erdvés dujy chromatografing analize siekiama, kad
nusistovety anali¢iy pusiausvyra tarp meéginio ir virSerdveés. Tai leidzia
pasiekti didziausig ekstrakcijos efektyvuma. Miisy atveju ekstrakcijos
trukmé turi biiti ne mazesné, nei reikalinga derivatizacijai. Buvo istirta 10 —
40 min. derivatizacijos/ekstrakcijos trukmé. Kaip matyti i§ 3.3 pav., acto ir
propano riig8éiy butilo esteriy smailés plotai didéjo ilginant
derivatizacijos/ekstrakcijos trukme¢ iki 30 min., o véliau nebekito.
Tolimesniam darbui pasirinkta 30 min. kaitinimo trukmé.
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3.3 pav. Acto (1) ir propano (2) ragséiy derivatizacijos produkty virSerdvéje smailiy
ploto priklausomybé nuo derivatizacijos/kaitinimo trukmés. Kaitinimo temperatiira
95 °C.

Metodo analizinés charakteristikos. Optimizuotomis derivatizacijos-
virSerdvés dujy chromatografijos salygomis (derivatizacijos/kaitinimo
temperatiira — 95 °C, derivatizacijos/kaitinimo trukmé — 30 min.), nustatytos
paruosty metodiky analizinés charakteristikos. Jos pateiktos 3.2 lenteléje.

3.2 lentelé. Acto ir propano riigsties derivatizacijos-virSerdvés dujy chromatogra-
finio nustatymo metodiky analizinés charakteristikos.

Charakteristika Acto ragsties Propano ragsties
Aptikimo riba, mg/l 0,9 3
Nustatymo riba, mg/l 3 10
TiesiSkumas iki, g/l 0,5 0,5

R? 0,9970 0,9950
S, %0 (N =5, ¢ =50 mg/l) 2,5 3,4

Kalibraciné kreivé buvo sudaroma tris kartus analizuojant septyniy
koncentracijy acto ir propano rugsties vandeninius tirpalus. Gautas tiesinis
intervalas acto ragsc¢iai nuo 0,003 g/l iki 0,5 g/, propano rags¢iai — nuo 0,01
iki 0,5 g/l. Gautos koreliacijos koeficienty vertés didesnés uz 0,9950.
Rezultaty pasikartojamumas geras, santykinis standartinis nuokrypis 2,5 ir
3,4 % (atitinkamai acto ir propano rigsties) kai naudojama tirpalo
koncentracija 50 mg/l, matavimai atlikti pakartojant po penkis kartus.

Karboksiriig§¢iu nustatymas realiuvose méginiuose. Metodas
pritaikytas analizuoti acto ir propano riagstj maisto produktuose: trijuose
kepiniuose (duonoje, kruasanuose ir sausainiuose), pomidory padaze,
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pomidory pastoje ir kefyre. Tam 0,2 — 0,37 g méginio buvo patalpinami |
virSerdvés analizés indelj, pridéta 1 ml trubutilborato ir 0,1 ml konc. HCL
Indelis sandariai uzdarytas ir atlickama analizé optimizuotomis sglygomis.
Gauti rezultatai pateikiami 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé. Acto ir propano ragsties kiekiai realiuose méginiuose.

Acto riigsties, g/kg Propano ragsties, g/kg
(n=3;s, %) (n=3;s,, %)

Kefyras 1,8 £0,1 0,14 £ 0,01
Pomidory padazas 7,8+0,4 -
Pomidory pasta 2,4+0,1 -
Duona 3,9+0,2 -

Kruasanas 1,2+0,1 0,83 + 0,05

Sausainiai 1,1£0,1 0,49 +£ 0,03

Kaip matyti i§ pateikty rezultaty, acto riigstis buvo rasta visuose tirtuose
méginiuose. Europos Sajungoje acto rugsties kiekis maisto produktuose yra
nenormuojamas. Acto riugstis naudojama, norint pasiekti reikiama pH verte.
Tuo tarpu propano rigsties aptika kefyre ir dviejuose kepiniy produktuose:
kruasanuose ir sausainiuose. 3.4 pav. pateikiama kruasany virSerdvés dujy
chromatograma.
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3.4. pav. Kruasany virSerdvés dujy chromatograma. 1 — acto rugsties ir 2 — propano
ragsties derivatizacijos produktai. Chromatografinés salygos pateiktos 2.6 skyriuje.

Kruasanai buvo vienintelis produktas, kuriame kalcio propionatas
(< 01 %) buvo deklaruotas gamintojy. Aptiktas kiekis nevirsija
konditeriniams gaminiams leistinos 2000 mg/kg normos [5].

63



Apjungus derivatizacijg ir virSerdvés dujy chromatografija bei atlikus
realiy méginiy analize, toliau nuspresta praplésti tyrima analizuojant ir kitas
maisto produktuose daznai aptinkamas karboksirtigstis: pieno, obuoliy ir
citriny.

3.1.2. Pieno, obuoliy, citriny, oksalo ir gintaro ruigsties dujy chromatografiné
analizé

Kaip buvo minéta 3.1.1 skyriuje, derivatizuojant tributilboratu virSerdveés
dujy chromatografijos metodu pavyko nustatyti tik acto ir propano ragstis.
Siekiant praplésti metodo ribas, buvo nuspresta iSméginti naujg
derivatizacijos reagenta pieno, obuoliy, citriny, oksalo ir gintaro ragséiai
nustatyti maisto produktuose. Derivatizacijos reagentu pasirinktas BSTFA.
Naudojant §j reagenta, derivatizacijos reakcija galima vykdyti kambario
temperatiroje.

Tiesioginis karboksirtig§¢iy nustatymas panaudojant dujy
chromatografija. Derivatizacijos reagentas BSTFA jautrus drégmei, todél
pirmiausiai pasirinkta tinkama derivatizacijos terpé. Buvo iSméginti trys
tirpikliai: acetonas, DEE ir DMF. ] 1 ml 1 g/l gintaro ragsties, iStirpintos
atitinkamame tirpiklyje, pridéta 50 ul BSTFA ir po 20 min. mi$inys
tiesiogiai jleistas j dujy chromatografy. Gauti rezultatai pateikiami 3.5 pav.
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3.5 pav. 1 g/l gintaro ragsties chromatogramos, gautos naudojant acetong (A) ir
DEE (B) pries (juoda linija) ir po (raudona linija) derivatizacijos BSTFA.
Chromatografinés sglygos pateiktos 2.6 skyriuje.

Analizei naudojant acetong pastebéta, kad po derivatizacijos susidaro
nedidelé gintaro rugsties derivatizacijos produkto smailé ties 12,25 min.,
tac¢iau 10,70 min. fiksuojama smailé, kuri buvo ir prie§ derivatizacija (Zr. 3.5
pav. A). Tai rodo, kad derivatizacija vyko nepilnai. Tuo tarpu naudojant
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DEE (3.5 pav. B) ar DMF derivatizacija vyko pilnai, kadangi po
derivatizacijos fiksuojama tik derivatizacijos produkto smailé.

Kurj i§ dviejy tinkamy derivatizacijai tirpikliy — DEE ar DMF — pasirinkti
nulémé poreikis toliau gauta miSinj analizuoti virSerdvés dujy
chromatografijos metodu. Norint analizuoti derivatizuota riigsti VDChA
metodu, bitina atsizvelgti | tirpiklio virimo temperatiirg. DEE virimo
temperatira 34,6 °C, o DMF — 152 °C. Atlickant virSerdvés dujy
chromatografing analiz¢ ir naudojant DEE, indelio kaitinimo temperatira
turéty biti mazesné uz 34,6 °C. Esant Zemai temperatiirai tik nedidelé
analités dalis pereity j virSerdve ir aptikimo riba biity auksta, todél virSerdvés
dujy analizei tinkamesnis DMF tirpiklis.

Analizei pasirinkus DMF, svarbu parinkti tinkamg derivatizacijos
reagento kiekj. Skirtingas BSTFA taris (nuo 5 iki 50 ul) buvo jdedamas j
1 ml 1 g/l oksalo, pieno, gintaro, obuoliy, citriny riigsties tirpalus pagamintus
DMF ir derivatizcija vykdoma 20 min. Visoms tirtoms karboksirtigstims
derivatizuoti pakako 30 ul BSTFA.

Toliau buvo tirta derivatizacijos trukmé keiiant ja nuo 5 iki 60 min.
Rezultatai parodé, kad derivatizacijos trukmé neturi jtakos gaunamiems
smailiy plotams, todél dujy chromatografiné analizé gali buti atliekama
iSkart  méginj pridéjus BSTFA.

Siekiant geresnio rezultaty pasikartojamumo, buvo naudojamas vidinis
standartas. Vidiniu standartu naudojama medziaga neturi biiti randama
méginyje (musy atveju maisto produktuose), turi bati pilnai atskiriama nuo
méginio komponenty, jos sulaikymo trukmé turi bati artima tiriamy junginiy
sulaikymo trukmei bei neturi reaguoti su kitais méginio komponentais.
Keturioms i$ tirty rigs¢iy Siuos reikalavimus atitiko ir vidiniu standartu buvo
pasirinktas n-tridekanas. Deja, derivatizuotos gintaro rtgsties smailé
persiklojo su n-tridekano smaile, todél n-tridekanas buvo pakeistas
n-tetradekanu. 3.6 pav. pateikiamos gautos chromatogramos su analitémis ir

vidiniu standartu. Vidinio standarto koncentracija karboksirig§¢iy tirpaluose
—0,01 g/l
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3.6 pav. Derivatizuoty karboksirtigs¢iy (1 g/l) naudojant DMF chromatogramos su
vidiniu standartu. Chromatografinés sglygos pateiktos 2.6 skyriuje.

Metodo analizinés charakteristikos. Optimizuotomis derivatizacijos
saglygomis buvo nustatytos paruoS$to metodo analizinés charakteristikos,
kurios pateiktos 3.4 lenteléje.

3.4 lentelé. Karboksirtig§¢iy nustatymo analizinés charakteristikos.

Sulaikymo trukmé, s, % (c =10 ) Aptikimo riba,
. R
min. mg/l, n = 5) mg/I
Pieno rugsties 8,48 2,2 0,9990 0,27
Oksalo rugsties 9,61 4.9 0,9960 0,55
Gintaro rugsties 12,25 45 0,9970 0,59
Obuoliy ragsties 14,65 4,2 0,9980 0,51
Citrinu ragsties 18,58 3,1 0,9990 0,33

Kalibraciné kreivé buvo sudaroma tris kartus analizuojant septyniy
koncentracijy karboksiriigSties tirpalus. Kalibracinés kreivés visoms
analitéms tiesinés iki 1 g/l. Koreliacijos koeficiento vertés didesnés uz
0,9960. Rezultaty pasikartojamumas geras, santykinis standartinis nuokrypis
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nuo 2,2 iki 4,9 % kai analités koncentracija 10 mg/l, matavimai atlikti
pakartojant po penkis kartus.

Karboksiriig§¢iy virSerdvés dujuy chromatografiné analizé. Kitas
darbo etapas buvo istirti galimybe nustatyti pieno, oksalo, gintaro, obuoliy ir
citriny rtgstis VDChA metodu. Riigstims derivatizuoti buvo naudojamos tos
pacios optimizuotos derivatizacijos saglygos kaip ir atliekant tiesioging dujy
chromatografijos analize.

Pirmiausiai buvo dirbama su grynomis karboksirtigs§timis. Tam 10 — 20
mg kiekvienos analités jdedama j virSerdvés dujy chromatografinj indelj ir
pridedama 30 pl BSTFA. Indelis kaitinamas 5 min. 200 °C temperatiiroje ir
atlickama virSerdvés dujy chromatografiné analizé (salygos pateikiamos 2.6
skyriuje). Pateiktomis salygomis visos penkios karboksirtigstys buvo
aptinkamos.

3.5 lentelé. Derivatizuoty karboksirtigsciy aptikimo ribos atlikus virSerdvés dujy
chromatografing analizg.

Aptikimo riba, mg/I

Pieno riuigsties 22
Oksalo ragsties 19
Gintaro ragsties 45
Obuoliy rugsties 87

Citiny ragsties -

Karboksirtigs¢iy nustatymui toliau kaip tirpiklis naudojamas DMF.
Kadangi virSerdvés indelio kaitinimo temperatiira negali virSyti tirpiklio
virimo temperatiros (152 °C), virSerdvés analizei pasirinkta 140 °C
temperatira. Norint, kad kuo didesnis analités kiekis pereity i virSerdve,
kaitinta 20 min. Kaip matyti i§ 3.5 lenteléje pateikty rezultaty, gautos gana
didelés aptikimo ribos (pvz. obuoliy riigsties — 87 mg/1). Citriny rugstis is vis
nebuvo aptikta.

Norint gauti mazesnes aptikimo ribas, reikalingas kitas tirpiklis, kurio
virimo temperatiira biity didesné uz DMF.

Nenaudojant tirpiklio, virSerdvés dujy chromatografiné analizé gali biiti
pritaikoma karbokstriig§¢iy identifikavimui sausuose méginiuose.

Viena i$ pritaikymo sri¢iy galéty buti gintaro riig§ties nustatymas gintare.
Gintaras yra organinés kilmés mineralas, susidares sustingus spygliuociy
augaly sakams. Jis paplitgs visame pasaulyje, taciau skiriasi savo sudétimi.
Gintaro rugstis aptinkama tik Baltijos jlros regiono gintare [167]. Todél
Baltijos jiiros gintaras gali biiti identifikuojamas jame radus gintaro rtigsties.
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Atlikta Japonijos gintaro, gintaro, rasto Palangos pajuryje ir iSkasto
Kaliningrado srityje analizé. Gintaras buvo sugriidamas gristuvéje, i
virSerdvés indelj atsveriama 20 — 30 mg, uzpilama 30 pl BSTFA ir atlickama
VDChA kaitinant indelj 200 °C temperattiroje 15 min. 3.6 pav. pateiktos
Palangos (A), Kaliningrado (B) ir Japonijos (C) gintaro chromatogramos.
Palangos ir Kaliningrado gintaro chromatogramose aiskiai matyti gintaro
rigsties smailé, o japonisko gintaro chromatogramoje jos néra.
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3.6 pav. Palangos (A), Kaliningrado (B) ir Japonijos (C) gintaro virSerdvés dujy
chromatogramos. Chromatografinés salygos pateiktos 2.6 skyriuje.
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VirSerdvés dujy chromatografiné analizé buvo pritaikyta ir aptinkant
citringy rigstj maisto produktuose (virtose rikytose viStienos desrelése
»Berlinki“ (Lenkija). DeSrelése citriny riigS§tis yra naudojama norint
sureguliuoti rigstinguma. Kadangi BSTFA yra jautrus drégmei, tai deSrelés
pries analize buvo susmulkintos ir 5 val. dZiovintos 70 °C temperatiiroje. 50
mg i8dziovinto méginio patalpinta j virSerdvés dujy chromatografinj indelj,
pridéta 30 pl BSTFA ir 15 min. kaitinta 200 °C temperatiiroje. VirSerdvés
dujy chromatogramoje matoma derivatizuotos citriny riigSties smailé (3.7.
pav.).

v 150+ Citriny .
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16 17 18 19

2Ot, min.

3.7. pav. Desreliy virSerdvés chromatograma. Derivatizacijos reagentas BSTFA.
Chromatografinés sglygos pateiktos 2.6 skyriuje.

Kiekybiniam citriny riigSties nustatymui deSrelése pritaikyta tirpalo dujy
chromatografiné analizé. Tam j 0,5 g susmulkinty desreliy pridéta 5 ml DEE
ir ekstrahuota 5 min. Méginys 1 min. centrifuguojamas 5000 aps./min.
greiiu. 3 ml ekstrakto iSgarinta iki sausos liekanos, pridéta 1 ml vidinio
standarto DMF tirpale ir 30 ul BSTFA. Gautas tirpalas jleistas j dujy
chromatografy ir atlikta citriny rtigSties analizé. Chromatograma pateikiama
3.8 pav.
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3.8 pav. Desreliy ekstrakto (DMF) po derivatizacijos BSTFA chromatograma.
Chromatografinés sglygos pateiktos 2.6 skyriuje.
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Nustatyta, kad citriny riigsties kiekis desrelése yra 0,12 mg/g. Pastebéta,
kad prieSingai nei atliekant virSerdvés dujy chromatografing analize,
chromatogramoje matyti daug papildomy smailiy, o tai turi jtakos
dominancios analités atskyrimui. Gautas prastas rezultaty atsikartojamumas
(21,3 %, n=3).

3.2 Heksanalio virSerdvés dujy chromatografiné analizé

Kaip jau buvo minéta literatiiros apzvalgoje, augalinés kilmés riebaluose
esanCios nesociosios riebaly rigstys yra linkusios oksiduotis. Dél to
pablogéja riebalingo maisto skonis ir iSvaizda, sumazéja maistingé verte,
iS8kyla grésmé apsinuodyti lipidy oksidacijos produktais. Siekiant uztikrinti
gera maisto kokybe, svarbu gebéti greitai nustatyti riebaly oksidacijg. Vienas
i§ efektyviausiy biidy spresti apie riebaly riig§¢iy oksidacija remiasi
heksanalio kiekio nustatymu, kadangi heksanalis yra antrinis n-6 riebaly
rugséiy oksidacijos produktas ir laikomas riebaly oksidacijos indikatoriumi.

Heksanalis yra lakus junginys, todél Sio junginio nustatymui galima
pritaikyti dujy chromatografija. Daznai maisto produktai biina sudétingi
miSiniai, kuriuose yra nelakiy junginiy. Nelakiis junginiai pateke i
chromatografing sistema ja uzterSty. Dél to prie§ analiz¢ heksanalj butina
atskirti nuo nelakios matricos. Naudojant tradicinius ekstrakcijos metodus,
§is procesas yra ilgas ir reikalauja daug darbo sagnaudy.

Siuo metu vienas i3 greity ir efektyviy lakiy organiniy junginiy atskyrimo
nuo sudétingos matricos budy yra jy pervedimas i dujine faze. Dujine faze
labai patogu analizuoti dujy chromatografijos metodu naudojant, virSerdvés
dujy chromatografijos prietaisus, Kurie leidZia apjungti ir automatizuoti lakiy
junginiy ekstrakcija j dujing faze ir dujy chromatografinj ty junginiy
nustatyma.

Siame skyriuje pateikiama galimybé pritaikyti virSerdvés dujy
chromatografija heksanalio nustatymui skystose (augaliniuose aliejuose) ir
kietose matricose.

3.2.1. Heksanalio nustatymas augaliniuose aliejuose

Tyrimui pasirinkti keturi dazniausiai naudojami augalinés kilmés aliejai:
alyvuogiy, saulégrazy, rapsy ir liny sémeny. Kuriant heksanalio nustatymo
maistiniuose augaliniuose aliejuose metodika, reikia parinkti kalibravimui
naudojama tirpiklj, optimizuoti tirpiklio kiekj, méginio kaitinimo
temperatiirg ir trukme bei dujy fazés jleidimo i dujy chromatografa trukme.
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Tirpiklio parinkimas. Vienas i§ veiksniy, jtakojan¢iy heksanalio kiekj
dujinéje fazgje, yra méginio kaitinimo temperatiira — kuo ji didesné, tuo
daugiau analités pereina j virSerdve. Tai buvo parodyta kaitinant heksanalio
tirpalg dimetilformamide (1 g/1) 90 — 140 °C temperatiroje 10 min. (3.9

pav.).
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3.9 pav. Heksanalio smailés ploto priklausomybé nuo méginio kaitinimo
temperatiiros. Heksanalio tirpalo DMF koncentracija 1 g/l, kaitinimo trukmé 10
min.

I 3.9 pav. pateikty rezultaty matyti, kad Kkylant méginio kaitinimo
temperatirai, heksanalio kiekis virSerdvéje didéja. Antra vertus, aukstoje
temperatiiroje nesocios riebaly riigstys oksiduojasi, gali papildomai
susidaryti heksanalio, kuris yra antrinis linolo riigsties oksidacijos produktas.
Todél pirmiausiai buvo tirta, iki kokios maksimalios temperatiiros galima
kaitinti aliejy, kad jis neskilty. Tyrimams pasirinktas saulégrazy aliejus.
Jame yra 65 — 78 % linolo ragsties [168-170], tai daug daugiau nei
daugumoje kity maistiniy aliejy. Pavyzdziui, linolo rugsties kiekis alyvuogiy
aliejuje yra 3,5 — 21 % [170, 171], rapsy aliejuje 13,8 — 30 % [169, 170,
172], sémeny aliejuje 7,6 — 24 % [169, 172, 173]. Taigi saulégrazy aliejus
yra tinkamiausias stebéti linolo rtigsties skilimg kaitinant.

Buvo nustatyta, kad kaitinant saulégrazy aliejy aukstesnéje nei 110 °C
temperatiiroje, heksanalio kiekis émé didéti (3.10 pav.). Taigi maksimali
meéginio kaitinimo temperatiira, kuri nesukelia heksanalio susidarymo, yra
110 °C. Tokia temperatiira pasirinkta kaip optimali tolesniam darbui.
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3.10 pav. Temperatiiros jtaka heksanalio smailés plotui saulégrazy aliejuje. Aliejus
kaitintas 10 min.

Heksanalio kiekis dujinéje fazéje priklauso nuo anali¢iy pasiskirstymo
tarp faziy, o tai savo ruoztu priklauso nuo faziy prigimties. Kiekybiniam
jvertinimui biitina pasiekti, kad analités pasiskirstymas tarp kalibravimo
tirpalo ir virSerdvés bty toks pats, kaip tarp méginio ir virSerdvés. Misy
atveju méginiai — neskiesti augaliniai aliejai, todél kalibravimo tirpalai turi
bati jiems giminingi. Literatiiroje apraSytose heksanalio nustatymo
augaliniuose aliejuose metodikose kalibravimo tirpalais paprastai naudojami
Sviezi atitinkami aliejai arba $viezias rapsy aliejus [30, 174, 175]. Taéiau
daugelyje maistiniy aliejy yra didelis kiekis nesociyjy riebaly rugsciy, todeél
aliejuose paruosti standartiniai tirpalai turéty turi buti laikomi trumpai ir
7zemoje temperatiiroje, kadangi jiems oksiduojantis galéty susidaryti
papildomas heksanalio kiekis.

Siekiant paruosti standartinius heksanalio tirpalus su stabilia ir ilga laika
nekintancia heksanalio koncentracija, iSbandytas kokosy aliejus. Kokoso
aliejuje yra didelis soCiyjy riebaly kiekis (> 85 %) [176], todél Sis aliejus
létai oksiduojasi.

Norint patikrinti kokoso aliejaus tinkamumg kalibraciniy heksanalio
tirpaly gaminimui, jis buvo kaitintas iki 180 °C temperatiros 30 min. ir
analizuojamas virSerdvés dujy chromatografinés analizés metodu. Gauta
chromatograma pateikta 3.11 pav. IS chromatogramos matyti, kad heksanalis
néra aptinkamas (heksanalio sulaikymo trukmé turéty bati 5,74 min.).
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3.11 pav. Kokosy aliejaus virSerdvés dujy chromatograma.Chromatografinés

salygos pateiktos 2.5. skyriuje.

Norint gauti teisingus analizés rezultatus biitina, kad heksanalio
pasiskirstymas tarp tiriamo aliejaus ir virSerdvés biity artimas heksanalio
pasiskirstymui tarp kalibravimo tirpalams naudojamo tirpiklio (miisy atveju
kokosy aliejaus) ir virSerdves.

Lakiy medziagy peréjimas i§ skystos fazés j dujing labai priklauso nuo
skystos fazés klampos. Tirty augaliniy aliejy klampos did¢ja tokia seka:
sémeny aliejus, kokosy aliejus, saulégrazy aliejus, alyvuogiy aliejus ir rapsy
aliejus [177, 178]. Siekiant istirti kokoso aliejaus tinkamumga heksanalio
kalibravimo tirpalams gaminti, buvo paruosti heksanalio tirpalai (1 ir 0,1
g/kg) kokosy aliejuje ir Svieziame rapsy aliejuje. Rapsy aliejus buvo
pasirinktas dé¢l to, kad jo klampa labiausiai skyrési nuo kokosy aliejaus
klampos. Tikétina, kad gavus teisingus rezultatus su labiausiai besiskirian¢iu
klampa aliejumi, jie bus teisingi ir kitiems aliejams.

Po 1 g kiekvieno tirpalo buvo analizuojama VDChA metodu Kaitinant
110 °C temperatiiroje 20 min. Analizé buvo kartojama tris kartus.

Dviems tos pacios koncentracijos duomeny rinkiniams skirtinguose
aliejuose buvo atlikti vidurkiy skirtumo t-testas [179]. Testas parodé, kad
abiems tirtoms koncentracijoms nebuvo reik§mingo skirtumo tarp vidutinio
heksanalio kiekio kokosy aliejuje ir rapsy aliejuje. Tai jrodo, kad heksanalio
kalibravimo tirpalus kokosy aliejuje galima naudoti heksanalio kiekiui
nustatyti kituose maistiniuose aliejuose.

Meéginio Kiekio ir kaitinimo trukmés parinkimas. Analizei naudojamas
alicjaus kiekis turi jtakos analités, Siuo atveju heksanalio, koncenracijai
virSerdvéje. Daznai didinant méginio kiekj, analités koncentracija
virSerdvéje didéja, taciau taip pat ilgéja pusiausvyros nusistovéjimo trukme.
Siekéme, kad pusiausvyros nusistovéjimo trukmé nebtity didesné nei 30 min.
Todéel, norint nustatyti tinkamiausig méginio kiekj, buvo tiriama nuo 1 iki 10
g kokosy aliejaus méginio, kuriame heksanalio koncentracija 1 g/kg.
Meéginiai kaitinami 30 min. 110 °C temperatiiroje.
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3.12 pav. Heksanalio smailés ploto priklausomybé nuo méginio kiekio.
Heksanalio koncentracija kokosy aliejuje 0,1 g/kg, pusiausvyros nusistovéjimo
temperatiira 110 °C, trukmé 30 min.

Kaip matyti i§ gauty rezultaty (zr. 3.12 pav.) didinant méginio kiekj nuo 1
iki 5 g heksanalio smailés plotas didéja, taciau véliau pradeda mazéti. Tai
parodo, kad didinant méginio kiekj vir§ 5 g reikalinga ilgesné pusiausvyros
nusistovéjimo trukmé.

Norint nustatyti, kokia turéty bati méginio kaitinimo trukmé buvo
analzuojami 2, 3 ir 5 g méginiai. Skirtingi méginio kiekiai su 0,1 g/kg
heksanalio tirpalo kokosy aliejuje buvo kaitinama 110 °C temperatiiroje nuo
5 iki 30 min. 1 g méginio nebuvo analizuojama, kadangi heksanalio
koncentracija virSerdvéje yra gana maza. Gauti rezultatai pateikiami 3.13
pav.
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3.13 pav. Heksanalio smailio ploto priklausomybé nuo kaitinimo trukmés kai
naudojama 2, 3 ir 5 g 0,1 g/kg heksanalio tirpalo kokosy aliejuje ir kaitinama 110 °C
temperatiroje.
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Kaip matyti i§ gauty rezultaty, kai analizuojama 2 ir 3 g méginiai
didziausias heksanalio smailés plotas fiksuojamas po 20 min. Analizuojant
5 g méginj pusiausvyra nenusistovi net per 30 min. Tiriant 3 ir 5 g méginius
gaunami heksanalio smailiy plotai yra gana artimi, todél tolimesniems
tyrimams nuspresta pasirinkti 3 g méginj, o kaitinimo trukmé pasirinkta 22
min.

Dujy fazés jleidimo trukmé. Dar vienas i§ optimizuojamy parametry —
dujy fazés jleidimo j chromatografa trukmé. VDChA prietaise naudojama
slégiu reguliuojama méginio jvedimo sistema. Si sistema leidZia pasirinkti,
kiek laiko dujos i$ virSerdvés indelio tekés i dujy chromatografa. Kuo ilgiau
teka méginys, tuo didesnis analités kiekis patenka j chromatografa ir tuo
mazesne aptikimo riba galima pasiekti. Antra vertus, padidéjus jleidziamos
dujy fazés turiui, smailés gali iSplisti ir pasidaryti asimetriskos.

Tyrimui pasirinkta jleidimo trukmé nuo 0,01 iki 0,2 min. Naudojama
heksanalio koncentracija kokosy aliejuje 0,1 g/kg.
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3.14 pav. lleidimo trukmés jtaka heksanalio smailés plotui (A), auks¢iui (h) ir
teoriniy léksteliy auks¢iui (H).

I$ gauty rezultaty (Zr. 3.14 pav.) matyti, kad esant nedidelei méginio
ileidimo trukmei, smailés plotas ir aukStis proporcingai did¢ja didinant
ileidimo trukme, o efektyvumas pradeda mazéti, kai virSijama 0,1 min.
méginio jleidimo trukmé. Smailés ploto koreliacijos koeficientas iki 0,09
min. yra gaunamas didesnis uz 0,99. Tuo tarpu smailés aukscio tiesiSkumas
yra mazesnis, kai jleidimo trukmé 0,08 min., koreliacijos koeficiento verté
tampa mazesné uz 0,99 (0,9859). Norint gauti kuo didesnius smailés plotus
neprarandant efektyvumo, pasirinkta 0,07 min. jleidimo trukmé.

Metodo analizinés charakteristikos. Optimizuotomis virSerdvés dujy
chromatografijos sglygomis (kaitinimo temperattira 110 °C, méginio kiekis —
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3 g, kaitinimo trukmé 22 min., jleidimo trukmé 0,07 min.) nustatytos
paruostos heksanalio nustatymo metodikos analizinés charakteristikos. Jos
pateiktos 3.6 lenteléje.

3.6 lentelé. Heksanalio virSerdvés dujy chromatografinio nustatymo metodikos
analizinés charakteristikos.

Charakteristika Verté (kokosy aliejuje)
Aptikimo riba, ng/kg 30
Nustatymo riba, pg/kg 100
TiesiSkumas iki, g/kg 2

R 0,9977
S, %0 (n =5, ¢ = 10 mg/kg) 1,1

Kalibraciné kreivé buvo sudaroma analizuojant 8 heksanalio tirpalus
kokosy aliejuje atliekant po tris pakartojimus. Gautas tiesinis intervalas nuo
100 pg/kg iki 2 g/kg. Koreliacijos koeficientas — 0,9977. Rezultaty
pasikartojamumas labai geras, santykinis standartinis nuokrypis nevirsija
1,1 %, kai naudojama tirpalo koncentracija 10 mg/kg, o matavimai atlikti
pakartojant po penkis kartus.

Heksanalio nustatymas realiuose meéginiuose. Sukurta heksanalio
nustatymo virSerdvés dujy chromatografiné metodika pritaikyta heksanalio
nustatymui augaliniuose aliejuose. Tyrimui pasirinkti keturi daznai Lietuvoje
maistui naudojami augaliniai aliejai: alyvuogiy, rapsy, saulégrazy ir liny
sémeny.

Buvo tirti nekaitinti ir kaitinti aliejai. Tam analizei imta po 3 g aliejaus,
kaitinta 180 ir 200 °C temperatiiroje. Tyrimo metu gauti rezultatai pateikiami
3.7 lentelgje ir 3.15 pav.

3.7 lentelé. Heksanalio kiekis (mg/kg) nekaitintame ir kaitintame saulégrazy,
alyvuogiy, liny sémeny ir rapsy aliejuose.

Aliejus Nekaitintas 180 O.C’ 10 200 O_C' 10 200 O_C’ 30
min. min. min.
Saulégrazy 3,3 20,6 31,2 36,1
Alyvuogiy 3,1 7,3 26,1 26,9
Liny sémeny 2,6 10,5 15,8 16,2
Rapsy 2,5 7,7 10,7 11,8

76



A w B W

100 70
60

80
50

60
40 &
40 30
St
Heksanalis 20 Heksanalis
20 S
u L l = 10 J l A s
0 0
0 2 4 6 8 10 12 . 0 2 4 6 8 10 12 .
t, min. t, min
\%
G} D wv St
38
20
30
St 16
22
12
14 Heksanalis
Heksanalis 8 M‘L__J_’
6 TS
0 2 4 6 8 10 12 &
H 0 2 4 6 8 10 12 .
t, min. t, min.

3.15 pav. Saulégrazy (A), alyvuogiy (B), liny sémeny (C) ir rapsy (D) aliejy
chromatogramos gautos kaitinant 200 °C temperatiiroje 10 min. Chromatografinés
salygos pateiktos 2.5. skyriuje.

Kaip matyti i§ pateikty rezultaty (zr. 3.7 lentelg) heksanalis yra
aptinkamas visuose aliejuose, tiek nekaitintuose, tiek kaitintuose. Didinant
kaitinimo temperatiira ir kaitinimo trukme, heksanalio kiekis didéja visuose
tiriamuose aliejuose. Didziausias heksanalio kiekis aptinkamas kaitintame
saulégrazy aliejuje (200 °C temperatiiroje kaitinant 30 min. aptinkama 36,1
mg/kg). Kituose aliejuose aptinkamas mazesnis heksanalio kiekis (pvz. rapsy
aliejuje 11,8 mg/kg). Gauti rezultatai leidzia daryti iSvadg, kad saulégrazy
aliejus kepimui néra tinkamiausias. Geriausia ji naudoti nekaitinta, o
kepimui pasirinkti kitg augalinj aliejy, pvz. rapsu.

Idomu tai, kad kaitintame liny sémeny aliejuje heksanalio rasta gana
mazai (15,8 ir 16,2 mg/kg kaitinant 200 °C temperatiiroje atitinkamai 10 ir
30 min.), nors literatiiroje raSoma, kad sémeny aliejus kaitinamas greitai
skyla [172, 180], todél labiausiai tinka gardinti Saltus arba jau pagamintus
patiekalus ir néra tinkamas kaitinti ar kepti. Maza heksanalio kiekj galima
paaiskinti tuo, kad sémeny aliejuje heksanalio pirmtako linolo riigsties yra
nedaug. Antra vertus, kaitinto sémeny aliejaus chromatogramoje ties 11,9
min. matosi didelé papildoma smailé (zr. 3.16 pav.). Tai gali biti a-linoleno
rugsties skilimo produktas nonanalis [181] arba 2,4-nonadienalis [182].
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3.16 pav. Nekaitinto (A) ir kaitinto 200 °C 10 min. (B) liny sémeny aliejaus
virSerdvés dujy chromatogramos. Chromatografinés salygos pateiktos 2.5. skyriuje.

a-linoleno riigstis liny sémeny aliejuje sudaro 48 — 60 % esanéiy riebaly
rugséiy. Saulégrazy aliejuje o-linoleno riig§ties neaptinkama, alyvuogiy
aliejuje jos yra maziau nei 1 %, o rapsy aliejuje aptinkama apie 7 % [183,
184]. Pastebéta, kad o-linoleno ragstis yra labiau linkusi oksiduotis nei
linolo riigstis, todél liny sémeny aliejus grei¢iau praranda savo maistines
savybes.

3.2.2. Heksanalio nustatymas riebalingame maiste

Nustatyti heksanalj kietoje matricoje (riebalingame maiste) sudétingiau,
nei skystame aliejuje, kadangi heksanalj pirmiausiai reikia pervesti i§ Kietos
matricos ] tirpiklj, 0 po to j dujing fazg.

Atliekant heksanalio nustatyma kietose matricose VDChA metodu,
matricai disperguoti ir kalibravimo tirpalams paruo$ti paprastai naudojamas
vanduo [185-188].

Siekiant paskatinti lakiosios analités peréjimg i virSerdve, meginys turi
biti kaitinamas. Tac¢iau kaitinimo temperatiira negali virSyti tirpiklio virimo
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temperattiros, kitu atveju gary slégis tampa per didelis, gali atsirasti dujinés
fazés nuotékis arba buteliukas gali sprogti. Be to, kai tirpiklis lakus, didelis
jo gary kiekis patenka j virSerdve. Dél to heksanalio pusiausvyra pastumiama
i§ dujinés fazés | tirpala ir jo koncentracija virSerdvéje mazéja. Dar vienas
vandens kaip ekstrahento trikumas — heksanalis vandenyje prastai tirpsta.

Vandens pakeitimas maziau lakiu ir gerai heksanalj tirpinanciu tirpikliu
turéty leisti padidinti méginio kaitinimo temperatiira, padidinti heksanalio
koncentracija dujingje fazje ir taip gauti Zemesnes analités aptikimo ribas.

Siame darbe pasitilyta vandenj pakeisti n-tetradekanu. n-tetradekanas yra
maziau lakus nei vanduo (virimo temperatiira yra 253 °C), todél net taikant
aukStesng  pusiausvyros  nusistovéjimo  temperatiirg  n-tetradekano
koncentracija dujinéje fazéje yra nedidelé. Be to, hidrofobinis n-tetradekanas
turéty lengvai prasiskverbti j riebalingg matricg ir veiksmingai iSekstrahuoti
heksanalj.

Kaip buvo parodyta 3.2.1 skyriuje, kuo didesné virSerdvés indelio
kaitinimo temperatiira, tuo daugiau heksanalio pereina j dujing fazg. Deja,
aukStesnéje nei 110 °C temperatiiroje riebalingame maiste esanti nesoti
linolo rhigstis ima skilti, susidaro antrinis oksidacijos produktas heksanalis.
Dél to méginyje bity nustatomi padidinti heksanalio kiekiai. Dél Sios
priezasties tolimesniam darbui buvo pasirinkta 110 °C pusiausvyros
nusistovéjimo temperatiira.

Tirpiklio kiekio parinkimas. Tirpikliu ekstrakcijai ir kalibraciniams
tirpalams pasirinkus n-tetradekang, toliau svarbu nustatyti reikiamg jo kiekj.
Tirpiklio kiekis turi jtakos analités kiekiui virSerdvéje. Tikétina, kad didesnis
tirpiklio kiekis pagerina ekstrakcijos efektyvuma i§ riebalingos kietos
matricos, tadiau pusiausvyrai pasiekti gali biiti reikalingas ilgesnis laikas.
Pasirinkta, kad pusiausvyros laikas neturéty virSyti 30 min.

Optimizuojant tirpiklio kiekj, j virSerdvés dujy chromatografijos indelj
jpilama nuo 0,5 ml iki 5 ml 0,1 g/l heksanalio tirpalo n-tetradekane. Indelis
su tirpalu termostatuojamas 30 min. 110 °C temperatiiroje. Gauti rezultatai
pateikiami 3.17 pav.
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3.17 pav. Heksanalio smailiy ploty priklausomybé nuo heksanalio tirpalo
n-tetradekane tiirio.

Kaip matyti i§ 3.17 pav., kai méginio kiekis didéja nuo 0,5 iki 1,5 ml,
heksanalio smailés plotas didéja, o toliau didinant méginio kiekj smailés
plotas nebekinta. Tai galéty biiti paaiskinama dideliu heksanalio tirpumu
n-tetradekane. Yra zinoma, kad junginio koncentracija virSerdvéje yra
proporcinga jo pradinei koncentracija méginyje ir atvirks¢iai proporcinga
pasiskirstymo koeficientui K tarp skystosios fazés ir dujinés fazés bei dujinés
ir skystos faziy santykiui # [18]. Jei K yra mazas (junginys teikia pirmenybe¢
dujinei fazei), tada g verté (taigi ir méginio tiris) daro didele jtaka analités
koncentracijai dujinéje faze¢je. Atvirksciai, junginio su dideliu pasiskirstymo
koeficientu atveju méginio kiekio kitimas mazai jtakoja analités
koncentracijg virSerdvéje. Heksanalis gerai tirpsta n-tetradekane, taigi ir jo
pasiskirstymo koeficientas tarp n-tetradekano fazés ir dujy fazés yra didelis,
0 n-tetradekano kiekio jtaka heksanalio koncentracijai virSerdvéje nedidelé.

Tolimesniems tyrimams pasirinktas n-tetradekano kiekis — 2 ml.

Kaitinimo trukmés parinkimas. Parinkus kaitinimo temperattira, tirpiklj
ir jo kiekj, toliau svarbu nustatyti kaitinimo trukme. Analizuota kaitinimo
trukmé nuo 5 min. iki 30 min. kaitinant nustatytoje 110 °C temperatiiroje.
Tyrimui naudota 2 ml 0,1 g/l heksanalio tirpalas n-tetradekane. Gauti
rezultatai pateikiami 3.18 pav.
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3.18 pav. Heksanalio smailés ploto priklausomybé nuo kaitinimo trukmés.
Kaitinimo temperatiira 110 °C.

I§ pateikty rezultaty matyti, kad iki 10 min. heksanalio smailés plotas
didéja ir pasiekia maksimumag, 0 po to iSlicka pastovus. Tolimesniems
tyrimams pasirinkta 12 min. kaitinimo trukmé.

Meéginio jleidimo trukmé pasirinkta remiantis tyrimais, apraSytais 3.2.1
skyriuje ir yra 0,07 min.

Siekiant geresnio rezultaty pasikartojamumo, | tiriamajj méginj buvo
dedamas vidinis standartas. Vidiniu standartu naudojama medziaga turi bati
pilnai atskiriama nuo visy méginio komponenty, neturi reaguoti su kitais
méginio komponentais ir jos neturi bati tiriamajame méginyje, be to
pageidautina, kad jos sulaikymo trukmé turi buti artima heksanalio
sulaikymo trukmei. Atsizvelgiant | Siuos reikalavimus, vidiniu standartu
pasirinktas  benzaldehidas. Naudojama benzaldehido  koncentracija
n-tetradekano tirpaluose — 0,1 g/l. Sie tirpalai buvo naudojami méginiy
ekstrakcijai bei kalibraciniy tirpaly ruosimui.

Metodo analizinés charakteristikos. Optimizuotomis virSerdvés dujy
chromatografijos sglygomis (kaitinimo temperatira 110 °C, n-tetradekano
tirpalo tdris 2 ml, kaitinimo trukmé 12 min., ileidimo trukmé 0,07 min.)
nustatytos  paruoStos heksanalio nustatymo metodikos analizinés
charakteristikos. Jos pateiktos 3.8 lenteléje.

Kalibraciné kreivé buvo sudaroma analizuojant 8 heksanalio tirpalus
n-tetradekane atliekant po tris pakartojimus. Gautas tiesinis intervalas nuo
50 pg/l iki 2 g/l. Koreliacijos koeficientas — 0,9994. Rezultaty
pasikartojamumas labai geras, santykinis standartinis nuokrypis nevirsija
1,2 %, kai naudojama tirpalo koncentracija 1 g/lI, matavimai atlikti
pakartojant po penkis kartus.
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3.8 lentelé. Heksanalio virSerdvés dujy chromatografinio nustatymo metodikos
analizinés charakteristikos.

Charakteristika Verté (n-tetradekane)
Aptikimo riba, pg/1 15
Nustatymo riba, pg/l 50
TiesiSkumas iki, g/l 2

R 0,9994
S, % (n=5,¢c=1g/) 1,2

Heksanalio nustatymas realiuose méginiuose. Paruosta metodika
pritaikyta heksanaliui nustyti papriky ir aitriyjy pipiry skonio bulviy
traskuciuose ,,Estrella® ir keptose bulvése.

A. S. Silva ir bendraautoriy darbe [189] yra pateikiama, kad bulviy
traskuciuose heksanalio ir kity aldehidy kiekiai didéja juos laikant. Tai
vyksta dél lipidy oksidacijos procesy. Didéjant heksanalio kiekiui atsiranda
specifinis bulviy traSkuciy kvapas. N. Kim ir bendraautoriy darbe [190]
atliktas tyrimas, kurio metu stebima bulviy traSkuc¢iy cheminé sudétis, kai
skrudinimui naudojami skirtingi aliejai pakartotinai. Pastebéta, kad bulviy
traskuciuose, kuriy skrudinimui pakartotinai naudojamas rafinuotas kokosy
aliejus, susidaro maziausiai oksidacijos produkty.

Tiriamo riebalingo maisto analizé buvo atlickama j 20 ml virSerdvés
analizés indelj pridedant po 1 g gerai sutrinto méginio, uzpilant 2 ml
n-tetradekano su vidiniu standartu benzaldehidu (0,1 g/I). Indelis sandariai
uzdaromas, 10 min. veikiamas ultragarsu ir atlickama virSerdvés dujy
chromatografiné analizé. Gauti rezultatai pateikti 3.19 ir 3.20 pav.
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3.19 pav. Kepty bulviy chromatograma. 1 — heksanalis, St - benzaldehidas.

Chromatografinés sglygos pateiktos 2.5 skyriuje.
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3.20 pav. Bulviy trasku¢iy chromatograma. 1 — heksanalis, St - benzaldehida..
Chromatografinés salygos pateiktos 2.5 skyriuje.
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Kaip matyti i§ pateikty chromatogramy, heksanalis aptinkamas tiek
bulviy traSkuciuose, tiek keptose bulvése. Kiekybiniam heksanalio
jvertinimui naudotas standartiniy priedy metodas. Nustatyta, kad heksanalio
koncentracija bulvése yra 280 mg/kg (S, = 4,2 %, n = 3), o bulviy
traskuciuose — 1,2 mg/kg (s; = 3,8 %, n = 3). Nustatytas heksanalio kiekis
bulviy traskuciuose yra panaSus kaip ir Kituose tyrimuose [185]. Ypac didelé
heksanalio koncentracija keptose bulvése leidzia daryti prielaida, kad aliejus,
kuriame kepamos bulvés, retai kei¢iamas.

3.2.3. Heksanalio nustatymas panaudojant mikrobangas ir GET

Nezitrint virSerdvés dujy chromatografijos tirpikliams pageidaujamos
aukstos virimo temperatiros, heksanalio ekstrakcijai i$ riebalingo maisto
naudojamas n-tetradekanas néra tradicinis tirpiklis, todél yra gana brangus,
be to, néra draugiskas aplinkai.

Tolimesnio darbo tikslas buvo patobulinti heksanalio nustatymo
riebalingame maiste metodika n-tetradekang pakeiciant kitu, draugiskesniu
aplinkai ir dar maziau lakiu tirpikliu, panaudojant efektyvesnj ekstrakcijos
metoda — ekstrakcija mikrobangomis bei apjungiant §j ekstrakcijos metoda
su VDChA.

Mikrobangos, saveikaudamos su poliniais junginiais, i§ karto jkaitina visa
méginio tirj, bet nesildo paties indo, todél ekstrahuojamas misinys jkaista
labai greitai, ekstrakcijos trukmé siekia vos iki 5 — 30 min., o ekstrakcijos
efektyvumas yra artimas arba net geresnis nei Soksleto ekstrakcijos. Kadangi
ekstrakcija atlickama hermetiSkame inde, lakios analités nepametamos. Vis
délto, anali¢iy ekstrakto negalima tiesiogiai analizuoti dujy chromatografijos
metodu, nes ekstrahuojant i§ sudétingy matricy, iSekstrahuojama daugybé
junginiy, dél to tikétina, kad anali¢iy smailés chromatogramoje persikloty su
trukdanciy junginiy smailémis, | chromatografing sistema patekty
iSekstrahuoti nelakiis junginiai jg uztersty.

Nustatant lakias analites (Siuo atveju heksanalj) analize galima labai
supaprastinti skysto ekstrakto dujy chromatografing analize pakeitus
virS§erdvés dujy chromatografine analize, kai j dujy chromatografa patenka
tik lakioji méginio dalis. Labai pageidautina, kad ekstrakcijai naudojamas
tirpiklis biity nelakus — tada j chromatografing sistema nepatenka tirpiklio
gary.

Gilos eutektiniai tirpikliai atitinka tiek ekstrakcijai panaudojant
mikrobangas, tiek virSerdvés dujy chromatografijai keliamus reikalavimus —
yra poliniai, todél gali efektyviai sugerti mikrobangy energija, jy gary slégis
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yra mazas, pageidaujamas virSerdvés dujy chromatografinei analizei. Be to,
Sie tirpikliai yra pigus, lengviau gaminami, draugiski aplinkai.

Giliy eutektiniy tirpikliu gaminimas ir tyrimas. Buvo susintetinti
aStuoni giltis eutektiniai tirpikliai: penki hidrofiliniai (ChCI-Gly, ChCI-Glu-
H,O, ChCl-oksalo r., ChCl-slapalas, ChCI-Eg) ir trys hidrofobiniai
(mentolis-oktano r., TBAHS-oktano r., TBAHS-oktanolis). Tirpikliai buvo
gaunami sumaisius komponentus reikiamais moliniais santykiais, pateiktais
2.2 skyriuje ir kaitinant mikrobangomis. Mikrobangy panaudojimas leido
sutrumpinti sintezés trukme nuo keliy valandy iki 30 sekundziy.

Vienas GET (ChCI-Glu-H,O) buvo sudarytas i§ trijy komponenty.
Papildomai buvo naudojamas vanduo, kuris sudaré 30 %. Sis komponentas
buvo jvestas, kadangi bevandenis ChCI-Glu tirpiklis kambario temperatiiroje
buvo labai klampus ir linkes greitai sukietéti, o tai apsunkina darbag.
Bevandenio ChCI-Glu tirpiklio didelis klampumas ai$kinamas vandenilinio
rySio saveika tarp komponenty. Papildomai pridedant vandens, $i sgveika
mazgja ir tirpiklis tampa maziau klampus [191]. Darbe [192] yra pateikiama,
kad j cholino chlorido-gliukozés tirpalg pridedant daugiau nei 25 % vandens,
jo klampa sumazéja nuo 397 iki 7,2 mm? s, o tirpiklis vis dar pasizymi giliy
eutektiniy tirpikliy savybémis (jei vandens néra daugiau nei 50 %). Be to,
didinant vandens Kiekj, tirpalo laidumas didéja, o tai leidzia pagreitinti
ekstrakcija mikrobangomis [193].

Naudojant tirpiklius virSerdvés dujy chromatografijoje svarbu, kad
kaitinant aukStoje temperatiiroje, tirpikliai neskilty ir juose nebiity lakiy
priemaiSy, kurios iSgaravusios ir patekusios j chromatografing kolonélg,
duoty smailes, galin¢ias persikloti su anali¢iy smailémis. Todél toliau buvo
iStirta eutektiniy tirpikliy elgsena kaitinant virSerdvés dujy chromatografijos
sglygomis ir esant skirtingoms temperatiroms. Tam j virSerdvés indelius
imta po 0,5 g eutektiniy tirpikliy ir kaitinta po 20 min. 80 — 200 °C
temperatiiroje. Visi aStuoni tirti giltis eutektiniai tirpikliai esant 80 °C
temperatiirai buvo stabillis, dujinés fazés chromatogramose nebuvo
aptinkama smailiy (zr. 3.21 pav.).
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3.21 pav. Giliy eutektiniy tirpikliy virSerdvés dujy chromatogramos kaitinant
80 (A), 100 (B), 140 (C) ir 200 (D) °C temperatiiroje. Termostatavimo
temperatiira 110 °C, termostatavimo trukmé 20 min., jleidimo trukmé 0,05 min.
Chromatografinés sglygos pateiktos 2.5 skyriuje.
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3.21 pav. tesinys. Giliy eutektiniy tirpikliy virSerdvés dujy chromatogramos
kaitinant 80 (A), 100 (B), 140 (C) ir 200 (D) °C temperatiiroje. Termostatavimo
temperatiira 110 °C, termostatavimo trukmé 20 min., jleidimo trukmé 0,05 min.
Chromatografinés salygos pateiktos 2.5 skyriuje.

Kaitinant 100 °C temperatiiroje smailiy neatsiranda ChCI-Gly
chromatogramoje. ChCl-slapalo, ChCl-gliukozés-vandens ir ChCl-oksalo
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rugsties virSerdviy chromatogramose yra keletas labai mazo intensyvumo
smailiy. Likusiy giliy eutektiniy tirpikliy virSerdvés chromatogramose
smailés intensyvesnés. Taciau né vieno tirto eutektinio tirpiklio
chromatogramoje néra priemaiSy, kuriy sulaikymo trukmé sutapty su
heksanalio sulaikymo trukme (5,77 min.). Toliau keliant eutektiniy tirpikliy
kaitinimo temperatiirg, visy jy chromatogramose smailiy intensyvumas
didéja. Kadangi 80 °C temperatiiroje né vieno i3 tirty giliy eutektiniy tirpikliy
virSerdvés chromatogramose neatsiranda smailiy, tai §i temperatiira taikyta
atliekant tolimesnius tyrimus.

Heksanalio peréjimas i§ GET j dujine faze. tirta kaip dominanti analité
— heksanalis, i iy GET pereina j virSerdve. Tam j virSerdvés analizés indelj
déta 5 pl 100 mg/ml heksanalio tirpalo n-tetradekane ir 0,5 g GET. Indelis
kaitintas 80 °C temperatiiroje 20 min. Gauti rezultatai pateikiami 3.22 pav.
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Eutektinis tirpiklis
3.22 pav. Heksanalio smailiy ploty priklausomybé nuo naudojamo GET.

Didziausios heksanalio smailés gautos naudojant hidrofilinius eutektinius
tirpiklius. Tai galima paaiSkinti tuo, kad hidrofobinis heksanalis
(logP = 1,78) geriau tirpsta hidrofobiniuose tirpiklivose, todél sunkiau
pereina j virSerdve ir dujinéje fazéje jy koncentracija mazesne.

Tolimesniam darbui pasirinkti trys tirpikliai, i§ kuriy heksanalis
geriausiai pereina ] virSerdve, t. y. ChCl-Gly, ChCI-Glu-H,O ir
ChCl-slapalas.

Heksanalio ekstrakcija panaudojant mikrobangas. Tirta, ar
mikrobangos nedaro papildomo poveikio tirpikliy skilimui. Tam 1 g
eutektinio tirpiklio 5 min. kaitinta mikrobangomis 80 °C temperatiiroje. Po
to mikrobangy ekstrakcijos indas at$aldomas ir 0,5 g tirpiklio perkeliama j
virSerdvés ekstrakcijos indelj bei atlieckama virSerdvés dujy chromatografija
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kaitinant indelj 80 °C temperatiiroje 20 min. Né vieno i§ tirty tirpikliy
vir§erdvés chromatogramoje smailiy neaptikta (zr. 3.23 pav.).
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3.23 pav. GET virSerdvés dujy chromatogramos po poveikio mikrobangomis:
ChCI-Gly (A), mentolio-oktano riigsties (B) ir TBAHS-oktanolio (C).
Chromatografinés salygos pateiktos 2.5 skyriuje.

Heksanalio ekstrakcija panaudojant ChCI-Gly, ChCl-gliukozé-H,O
ir ChCl-8lapala. Neaptikus giliy eutektiniy tirpikliy skilimo po poveikio
mikrobangomis, toliau tirta, kaip pasirinkti trys GET ekstrahuoja heksanalj i§
bulviy traskuciy, ekstrakcijai naudojant mikrobangas. Ekstrakcijai imta 0,2 g
bulviy tragku¢iy (i§ kuriy buvo paSalintas heksanalis), pridéta 5 ul 100
mg/ml heksanalio tirpalo n-tetradekane, leista sorbuotis 24 val. ir ekstrahuota
pasirinktais tirpikliais (jy déta po 1 g) panaudojant mikrobangas 80 °C
temperattroje 5 min. Po ekstrakcijos miSinys atauSinamas, 0,5 g miSinio
perkeliama | virSerdvés analizés indelj ir atliekama virSerdvés dujy
chromatografiné analizé. Palyginimui buvo atliekama virSerdvés dujy
chromatografiné analizé | virSerdvés indelj pridéjus 2,5 pl 100 mg/ml
heksanalio tirpalo n-tetradekane ir 0,5 g eutektinio tirpiklio.

Po ekstrakcijos 1§ bulviy trasku¢iy mikrobangomis gauti heksanalio
smailiy plotai buvo 20 — 50 karty mazesni nei atliekant tirpaly VDChA. Tai,
greiciausiai gali jvykti dél keliy priezasciy:

e ckstrakcijos miSiniui austant ekstrakcijos mikrobangomis indelyje,

heksanalis i§ dujinés fazés dalinai pereina j tirpalg, kuris tampa gana
hidrofobinis dé¢l bulviy traskuciuose esanciy riebaly;
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e lakaus heksanalio netenkama po ekstrakcijos mikrobangomis
susidariusj mi§inj perkeliant j virSerdvés indelj.

Sioms problemoms spresti panaudotas papildomas tirpiklis — kokosy
aliejus. Kad tirpiklis nesimaisyty su ekstrakcijai naudojamu giliu eutektiniu
tirpikliu, naudojamas polipropileno kapiliaras, kuris uzpildomas 100 pl
kokosy aliejaus.

Kokoso aliejumi uzpildytas polipropileno kapiliaras jtvirtinamas
ekstrakcijos mikrobangomis inde vir§ méginio, uzpilto giliu eutektiniu
tirpikliu (zr. 3.24 pav. A).

3.24 pav. Polipropileno kapiliaras uzpildytas kokosy aliejumi mikrobangy
ekstrakcijos indelyje (A) ir virSerdveés ekstrakcijos indelyje (B).

Paveikus mikrobangomis, polinis eutektinis tirpiklis su méginiu jkaista,
lakus heksanalis iSekstrahuojamas ir pereina j dujing fazg. Polipropileno
kapiliaras porétas, todél dujinéje faz¢je esantis heksanalis patenka j kapiliaro
vidy ir tirpsta kapiliare esanCiame kokosy aliejuje. Po ekstrakcijos indas
atSaldomas. Dél to heksanalio koncentracija dujinéje fazéje mazéja, o
hidrofobiniame kokosy aliejuje didéja. Kapiliaras su sustingusiu ekstraktu
perkeliamas | virSerdvés dujy chromatografinj indelj (zr. 3.25 pav. B) ir
atliekama virSerdvés dujy chromatografiné analize.

PreliminarGs tyrimai buvo atlikti su ChCI-Gly, ChCl-gliukozé-H,O ir
ChCl-§lapalas. ] mikrobangy ekstrakcijos indg imta 0,2 g bulviy traskuiy,
pridéta 5 pl 100 mg/ml heksanalio tirpalo n-tetradekane, leista sorbuotis 24
val., pridétas 1 g eutektinio tirpiklio, indo virSuje jtvirtinamas kokoso
aliejumi uzpildytas polipropileno kapiliaras ir atliekama ekstrakcija
5 min. 80 °C temperatiiroje. Po ekstrakcijos indas atSaldomas, kapiliaras
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perkeliamas ] virSerdvés analizés indelj ir atlickama virSerdvés dujy
chromatografiné analizé kaitinant indelj 80 °C temperatiiroje 20 min.

25000 4

Smailés plotas, uV x s

ChCI- Glu-H,0 ChCI-Gly ChCl-Slapalas

3.26 pav. Heksanalio smailiy ploty priklausomybé nuo naudojamo GET ekstrakcijai
panaudojant mikrobangas.

Analizés rezultatai parodé (zr. 3.26 pav.), kad didziausias heksanalio
smailés plotas gautas naudojant ChCI-Glu-H,O tirpiklj. Sis eutektinis
tirpiklis pasirinktas tolimesniems tyrimams.

Virserdvés dujy chromatografijos salygy optimizavimas. Ekstrakcijos
mikrobangomis metu i§ méginio j virSerdve, o i§ jos ir | kokosy aliejy
nepereina riebalai. Tokiu atveju néra pavojaus, kad atliekant virSerdvés dujy
chromatografine analize aukStesnéje nei 80 °C temperatiiroje, papildomai
susidarys riebaly oksidacijos produktas — heksanalis. Naudojama didesné
virSerdvés indelio kaitinimo temperatiira turéty palengvinti heksanalio
peréjima j dujing fazg ir tuo biidu pagerinti nustatymo jautrj, todél istirta
virSerdvés indelio kaitinimo temperatiiros jtaka kapiliare sorbuoto heksanalio
smailés plotui. Tam 100 pl 1 mg/g heksanalio tirpalu kokoso aliejuje
uzpildytas polipropileno kapiliaras jdedamas j virSerdvés analizés indelj ir
atlickama virSerdvés dujy chromatografiné analizé 20 min. kaitinant indelj
80 — 180 °C temperatiroje. 1§ 3.27 pav. matyti, kad kylant temperatirai
heksanalio smailés plotas didéja. Pastebéta, kad pasiekus 160 °C temperatiirg
polipropileno kapiliaras i$silydé, o chromatogramoje atsirando daug
pasaliniy smailiy (zr. 3.28 pav). Kai kurios i§ smailiy persikloja su
heksanalio smaile, todél pasirinkta 140 °C virSerdvés dujy analizés
temperatura.
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3.27 pav. Polipropileno kapiliare uzpildyto kokosy aliejumi esancio heksanalio
smailés ploto priklausomybé nuo temperatiiros.
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3.28 pav. 160 °C temperatiiroje kaitinto polipropileno kapiliaro virSerdvés dujy
chromatograma. Chromatografinés salygos pateiktos 2.5 skyriuje.

Taip pat nustatyta optimali kaitinimo trukmé — 10 min. Si kaitinimo
trukmé pakankama, kadangi kaitinant vir§ 7 min. heksanalio smailiy plotai
tampa pastovus.

Ekstrakcijos mikrobangomis salygy optimizavimas. Heksanalio
ekstrakcijai naudojant mikrobangas, biitina parinkti reikiamg tirpiklio kiekj.
Naudojamas tirpiklis turi pilnai apsemti méginj, taciau jo negali biti
perdaug, kadangi tokiu atveju gali biiti gaunama mazesné heksanalio
koncentracija virSerdvéje. Literatiiroje nurodoma, kad ekstrakcijai naudojant
mikrobangas tirpiklio ir méginio santykis paprastai yra nuo 10:1 (ml/mg) iki
20:1 (ml/mg) [194]. Remiantis S$iais duomenimis ir siekiant jvertinti
ekstrakcijos efektyvuma, ant 0,2 g bulviy traskuciy buvo uz§virks¢iama 5 pL.
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100 mg/ml heksanalio tirpalo n-tetradekane, leidziama sorbuotis 24 val. ir
heksanalio ekstrakcija mikrobangomis atlikta naudojant 2 g ChCI-Glu-H,0.

Atliekant ekstrakcija mikrobangomis svarbus parametras yra méginio
maiSymas.Taip pagreitinamas analités peré¢jimas i§ analizuojamo méginio |
virSerdve. Pastebéta, kad maiSant dideliu greic¢iu bulviy traskuciai susikaupia
ant indo sieneliy, todél pasirinktas mai§ymo greitis — 200 aps./min.

Paprastai atliekant ekstrakcija mikrobangomis, pasirinkta ekstrakcijos
trukmé biina iki 30 min. [194]. Siame darbe buvo tiriama ekstrakcijos
trukmé nuo 5 min. iki 30 min. Gauti rezultati pateikiami 3.29 pav.
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3.29 pav. Ekstrakcijos mikrobangomis priklausomybé nuo ekstrakcijos trukmés.

Kaip matyti i§ gauty rezultaty, didZiausias heksanalio smailés plotas
gautas ekstrakcijg atliekant 10 min. Ekstrakcijg atliekant 15 min. gaunamos
mazesneés reikSmes, tai galéty buti paaiSkinama galimu analités terminiu
skilimu ir oksidacija. Tolimesniems darbams pasirinkta 10 min. ekstracijos
trukme.

Metodo analizinés charakteristikos. Optimizuotomis ekstrakcijos
mikrobangomis salygomis (GET tirpiklis — ChCI-Glu-H,O, méginio ir
tirpiklio santykis atitinkamai 10:1, maiSymo greitis — 200 aps./min.,
ekstrakcijos trukmé — 10 min.) ir virSerdvés dujy chromatografinémis
salygomis (kaitinimo temperattira 140 °C, o kaitinimo trukmé — 10 min.)
nustatytos metodikos analizinés charakteristikos, kurios pateiktos 3.9
lenteléje.

Kalibraciné kreivé buvo sudaroma analizuojant 8 koncentracijy
heksanalio tirpalus giliame eutektiniame tirpiklyje ChCI-Glu-H,O atliekant
po tris pakartojimus. Kalibraciné kreivé tiesiné iki 12,5 mg/kg. Kalibracinés
kreiveés koreliacijos koeficiento verté 0,9915. Aptikimo riba buvo laikoma
heksanalio koncentracija, kuriai esant heksanalio smailés aukstis yra tris
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kartus didesnis uz nulinés linijos triuk§ma. Ji buvo 3,1 pg/g. Nustatymo riba
buvo laikoma heksanalio koncentracija, kuriai esant heksanalio smailés
aukstis yra deSimt karty didesnis uz nulinés linijos triuk§ma. Ji buvo 10,3
ng/g. Pasikartojamumas buvo nustatomas atlikus po penkis 0,05, 0,1 ir 1
mg/g koncentracijos tirpaly pakartotinius matavimus. Santykinis standartinis
nuokrypis atitinkamai buvo 11,7, 8,7 ir 5,6 %.

3.9 lentelé. Heksanalio virSerdvés dujy chromatografinio nustatymo metodikos
analizinés charakteristikos.

Charakteristika Verté (ChCI-Glu-H,0)
Aptikimo riba, ng/kg 3,1
Nustatymo riba, png/kg 10,3
TiesiSkumas iki, mg/kg 12,5

R 0,9915
11,7 (c = 0,05 mg/g)
S, % (N =5) 8,7 (c = 0,1 mg/g)
5,6 (c =1 mg/g)

Metodo aptikimo riba (3,1 pg/kg) maZesné uz anksiau paruo$tos
metodikos aptikimo riba, kai tirpikliu buvo naudojamas n-tetradekanas
(15 pg/l). Metodas patrauklus ne tik Zema aptikimo riba ir gana geru
rezultaty pasikartojamumu, bet ir tuo, kad analizei naudojamas aplinkai
draugiskas tirpiklis.

Heksanalio nustatymas realiuose méginiuose. Paruosta metodika buvo
pritaikyta riebaly oksidacijos indikatoriui — heksanaliui, nustyti statinés
virSerdvés dujy chromatografijos metodu riebalingame maiste (bulviy
traskuciuose su krapais ,,Estrella”, keptose bulvése ir keptoje juodoje
duonoje). | mikrobangy ekstrakcijos indelj buvo pridedama 0,2 g sutrinto
méginio, uzpilta 2 g ChCl-Glu-H,0, vir§ méginio jtvirtinamas 100 pl kokosy
aliejumi uzpildytas kapiliaras ir atlieckama ekstrakcija panaudojant
mikrobangas (10 min. kaitinama 80 °C temperatiiroje mai$ant 200 aps./min.
grei¢iu). Po ekstrakcijos kapiliaras su kokosy aliejumi perkeliamas i
virSerdvés dujy chromatografinj indelj ir atlickama virSerdves dujy
chromatografiné analizé (10 min. kaitinama 140 °C temperatiroje).

Kiekybiniam heksanalio jvertinimui méginiai buvo analizuoti standartiniy
priedy metodu. Tam 0,2 g sutrinto méginio buvo uzpilta 1, 2 ir 3 pl
standartinio heksanalio tirpalo n-tetradekane (10 mg/ml) ir atlieckama analizé.
Nustatyta, kad heksanalio koncentracija bulviy traskuciuose mazesné uz
aptikimo riba, o keptose bulvése — 5,5 pg/g. Didziausias heksanalio kiekis
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rastas keptoje juodoje duonoje — 7,1 pg/g. Didelé heksanalio koncentracija
keptose bulvése ir keptoje juodoje duonoje leidzia daryti prielaida, kad
aliejus, kurivose kepami produktai yra retai kei¢iami.
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ISVADOS

1. Nustatyta, kad acto, propano, oksalo ir gintaro rigs¢iy derivatizacija
tributilboratu  vandeninéje terpéje vyksta pilnai ir gaunamos
taisyklingos formos chromatografinés smailés. Paruosta derivatizuoty
acto ir propano ragséiy virSerdvés dujy chromatografiné nustatymo
metodika. Ji pritaikyta maisto produkty analizei. Oksalo ir gintaro
rigsciy derivatizacijos tributilboratu produktai nepakankamai lakis,
kad juos biity galima nustatyti vandeninéje terpéje virSerdvés dujy
chromatografijos metodu.

2. Istirtos oksalo, gintaro, pieno, obuoliy ir citriny rtigs¢iy derivatizacijos
salygos nevandeniniuose tirpaluose reagentu BSTFA. Pasirinktas
tirpiklis DMF, kuriame derivatizacija vyksta pilnai. Paruostos Siy
rugsciy dujy chromatografinio nustatymo metodikos analizuojant
tirpalus ir atlieckant virSerdvés dujy chromatografing analize.
Virserdvés dujy chromatografijos metodu citriny ragsties nustatyti
nepavyko. Metodikos pritaikytos gintaro rtigsciai aptikti gintare bei
citriny riig§¢iai aptikti ir nustatyti desrelése.

3. Kokosy aligjus yra tinkamas tirpiklis heksanalio kalibravimo tirpaly,
skirty heksanalio nustatymui augaliniuose aliejuose virSerdvés dujy
chromatografijos metodu, gamybai, nes: 1) heksanalio pasiskirstymas
tarp kokosy aliejaus ir dujinés fazés artimas pasiskirstymui tarp rapsy
aliejaus ir dujinés fazés; 2) kaitinant kokosy aliejy 180 °C
temperatiiroje, nesusidaro heksanalio.

4. Paruosta heksanalio nustatymo kokosy aliejuje virSerdvés dujy
chromatografiné metodika pritaikyta heksanaliui nustatyti alyvuogiy,
rapsy, saulégrazy ir liny sémeny aliejuose. Didziausias heksanalio
kiekis aptiktas kaitintame saulégrazy aliejuje.

5. Tirtas heksanalio ekstrakcijos efektyvumas i$ riebalingo maisto giliais
eutektiniais tirpikliais panaudojant mikrobangas. Nustatyta, kad i§ 8
tirty tirpikliy heksanalj geriausiai ekstrahuoja ChCI-Glu-H,0.

6. Panaudojus du atskirtus tirpiklius — ChCI-Glu-H,O ir kokosy aliejy —
apjungta heksanalio ekstrakcija panaudojant mikrobangas ir VDChA
bei paruosta greita heksanalio nustatymo kietose matricose metodika.
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Metodika pritaikyta heksanaliui nustatyti bulviy traskuciuose, keptose
bulvése ir juodoje duonoje.
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