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Fra fedtsyreprofil il
fedfsyrekoncentration

Semikvantitativ bestemmelse af fedtsyrer i
fedevarer med infern standard og GC-MS.

Af Daniel Halling Breiner, seniorspecialist, og
Gudrun M. Jonsdéttir, konsulent, Teknologisk Institut

Sammens&tningen af fedtsyrer i en given fedevare har betyd-
ning for bade smag og holdbarhed. Derfor er det vigtigt, at ana-
lyseresultaterne afspejler den reelle meengde af hver fedtsyre

i fadevaren og ikke blot dens relative andel af det samlede
fedtsyreindhold.

Fedtkvalitetsanalyser af fedevarer er traditionelt blevet
gennemfort ved bestemmelse af smeltepunkt, iodtal og ved
analyse af fedtsyresammensatningen. Ved sidstnavnte be-
stemmes de enkelte fedtsyrers relative andel typisk ved gaskro-
matografi koblet til massespektrometri (GC-MS). Metoderne
er sarbare over for variationer i proveforberedelse og instru-
mentrespons. For at forbedre metodens robusthed og pracision
benyttes deutereret intern standard i GC-MS metoden. Den
interne standard muligger korrektion for analyttab og variation
i injektionsvolumen, sé den relative profil endres til en semi-
kvantitativ bestemmelse, hvor resultaterne rapporteres i intern
standardekvivalenter. Forbedringen giver et mere stabilt og
sammenligneligt mal for fedtsyreindholdet og er et afgerende
fundament for den videre udvikling mod en fuldt kvantitativ
metode.

Fra relativ profil til absolut meengde

Fedtsyrerne omdannes forst til fedtsyremethylestere (FAME),
som efterfolgende separeres pa en GC-kolonne baseret pa
forskelle i kogepunkt og polaritet. Detektion sker typisk med
en flammeioniseringsdetektor (FID) og et massespektrometer
(MS), se figur 1.

En traditionel GC-analyse giver et kromatogram (figur 2,
side 10), hvor arealet under hver top er proportionalt med
mangden af den pageldende FAME. De enkelte fedtsyrers
andel beregnes som en procentdel af det samlede areal af alle
identificerede fedtsyretoppe. Metoden giver en fremragende
fedtsyreprofil, der viser, om fedevaren primeert indeholder
palmitinsyre eller oliesyre, men den angiver ikke den absolutte
koncentration af fedtsyrerne i den oprindelige prove.

Dette skyldes, at mangden af ekstraheret fedt kan variere,
og at sma variationer i det injicerede volumen pa GC’en kan
péavirke det samlede signal. En prove med 5 procent totalfedt

identisk relativ fedtsyreprofil, selvom den faktiske mangde
af hver fedtsyre (for eksempel i mg/100 g) er dobbelt s hgj i
sidstnavnte.

Metodisk tilgang og analyse

Fedtsyrer bestemmes som FAME ved GC-MS efter modifice-
ret lipidekstraktion og methylering [1]. Den kemiske om-
dannelse af fedtsyrer til FAME foregar i laboratoriet ved en
syrekatalyseret transesterificering med bortrifluorid-methanol

og en prove med 10 procent totalfedt kan i princippet give en (BF;-MeOH). Metodens palidelighed hviler pa to grundpiller:
Simplificeret preveforberedelse
Prave Ekstraklion Titsaetning af Methylering Analyse
med fedisyrer » afl fedisyrer » intern standard > il methvylestre > med GC-MS
Figur 1. Simplificeret flowdiagram for prgveforberedelse ved analyse af fedtsyresammenscetning med GC-MS.
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Figur 2. Validering af den kromatografiske separation ved analyse af en FAME-standard.

en veldokumenteret kromatografisk separation og en korrekt
anvendelse af den interne standard.

Det er afgerende, at GC-MS kan adskille de mange forskel-
lige fedtsyrer, der forekommer i en kompleks prove. Metodens
separationsevne er dokumenteret ved analyse af en certificeret
standardblanding, som vist i figur 2. Kromatogrammet be-
kreefter, at de enkelte FAME, fra de kortkaedede masttede til de
langkadede flerumattede, opnar en god separation.

I figur 2 ses GC-MS kromatogrammet for en FAME-stan-
dardblanding. Denne indgar som reference for retentionstider
og massespektre. Referencekerslen er en forudsaetning for kor-
rekt identifikation af fedtsyrer i ukendte fodevarer.

Kvantificeringen opnés ved at integrere den interne standard
i proveforberedelsen. En deutereret standard tilsaettes for selve
transesterificeringen. Ved at lade standarden folge preven
gennem alle oprensningstrin, fungerer den som en intern
malestok.

Efter GC-MS analysen bestemmes koncentrationen af hver
enkelt fedtsyre (C,unaytsemi-kvane) V€d at normalisere arealet for
den pageldende fedtsyre (A1) mod arealet for den interne
standard (As). Resultatet beregnes ved hjaelp af formlen:

mys
x——x100
mpmve

Aanalyt

Canalyt,semi—kvant [mg/loog] = A

hvor myg er den tilsatte masse af intern standard i mg, og
Myeve €1 den afvejede provemasse i g.

Metoden udger et markant fremskridt med hensyn til preci-
sion og robusthed. I beregningerne ligger der dog en implicit
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antagelse om, at alle fedtsyre-metylestre giver samme detek-
torrespons som den interne standard ved en given koncentrati-
on. Dette svarer til at satte deres indbyrdes responsfaktor til 1.

I praksis er dette en velaccepteret forenkling, men ikke
fuldsteendig korrekt. Forskellige FAME opferer sig forskelligt,
nar de analyseres ved GC-MS. Béde ioniseringseffektiviteten i
ionkilden og fragmenteringsmensteret kan variere afhengigt
af molekylets kedelengde og antallet af dobbeltbindinger. Den
sande responsfaktor for en kort, mettet fedtsyre som C14:0 vil
derfor typisk afvige fra responsfaktoren for en lang, flerumeet-
tet fedtsyre som C22:6.

Responsfaktorer er ngglen til ngjagtighed
Ved videreudvikling fra semikvantitativ til fuldt kvantitativ
analyse skal de individuelle relative responsfaktorer (RRF) for
hver enkelt fedtsyre bestemmes ved analyse af en standard-
blanding med kendte koncentrationer af bade fedtsyrer (Cy) og
den interne standard (Cjs).

RRF for hver fedtsyre beregnes som:

hvor Ay og A;s er de mélte peak-arealer.

Den relative responsfaktor bestemmes mest robust ved at
fremstille en multipunkts-kalibreringskurve, hvor arealforhol-
det plottes som funktion af koncentrationsforholdet. Haeld-
ningen pa linjen er per definition den relative responsfaktor.
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Kalibreringen giver bade den nedvendige korrektionsfaktor og
dokumenterer metodens linearitet for hver enkelt fedtsyre.

RRF er ikke en teoretisk konstant, men et praktisk, relativt
mal, der er direkte afhengigt af den valgte interne standard.
RRF-verdien beskriver, hvor kraftigt en analyt responderer
i massespektrometeret i forhold til den interne standard. Ved
skift af intern standard vil hele sattet af RRF-vaerdier for alle
fedtsyrer endre sig.

I udviklingen af metoden er myristinsyre-d27 (C14:0-d27)
benyttet som intern standard. Undersagelser viste, at de eks-
perimentelt bestemte RRF-verdier, selv for nart beslegtede
fedtsyrer, afviger vaesentligt fra den idealiserede verdi pa 1,0.
For eksempel blev RRF bestemt til 0,549 for palmitinsyre
(C16:0) og 0,595 for stearinsyre (C18:0).

Dette illustrerer, hvorfor bestemmelsen af individuelle RRF-
veerdier er et absolut nedvendigt skridt i overgangen fra semi-
kvantitative malinger til sande, nejagtige koncentrationer. De
specifikke RRF-vaerdier er naturligvis kun gyldige for netop
denne kombination af analytter og standarden C14:0-d27.

Perspektiv.

Fra sammenscetning til kemisk holdbarhed

Den kvantitative fedtsyreanalyse muligger kobling til andre
analytiske data, sdsom analyse af flygtige organiske forbin-
delser (VOC). Aldehyder som hexanal og ketoner er ned-
brydningsprodukter fra polyumeettede fedtsyrer og bidrager
vesentligt til udviklingen af harsk smag. Ved at integrere den
kvantitative fedtsyreprofil kan et produkts fedtsyresammen-
seetning kobles til den sensoriske holdbarhed.
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Visionen er at kunne besvare folgende spergsmal:
 Hvor hurtigt udvikler et produkt med en given kon-

centration af linolensyre uacceptable niveauer af

off-flavour-forbindelser?
+ Kan fedtsyreprofilen anvendes som preediktor for
holdbarhed?

For mange fedevareprodukter er det den kemiske og ikke
den mikrobiologiske holdbarhed, der er den begransende fak-
tor [2]. En kvantitativ, kemisk tilgang til holdbarhed vil kunne
give et mere objektivt beslutningsgrundlag for kvalitetsstyring
og reducere unedvendigt madspild.
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